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OZET

Anahtar Kelimeler: Mof-74, glukoz oksidaz, indirgenmis grafen oksit, Pt-
nanopartikiiller, elektrokimyasal biyosensor.

Bu calismada, tizerinde glukoz oksidazin immobilize edildigi platin nanopartikiiller
ile entegre edilmis indirgenmis grafen oksit (rGO) /Zn-MOF-74 hibrit nanomalzeme,
glukoz biyosensorii olarak kullanilmak {izere iiretilmistir. rGO’nun ve gozenekli Zn-
MOF-74’tin avantajlarina, Pt nanopartikiillerin iletkenlik avantajlarinin da
eklenmesiyle yiiksek yiizey alani ve gozeneklilik ile birlikte GOx immobilizasyon
verimliligi ve immobilizasyon hiz1 artarken, PtNPs’le birlikte elektron hareketliligi,
yiikksek akim yogunlugu ve gelismis elektron transferi de saglandi. GOx-rGO/Pt
NPs@Zn-MOF-74 kapli elektrot, glikoz i¢in 0.006 ila 6 mM arasinda dogrusal bir
ol¢iim aralig, 1.8 uM (S/N: 3) ve 64, 51 pAmM™ cm2 hassasiyet ile amperometrik
olarak Michaelis-Menten kinetiginin tipik davranigim sergiledi. Uretilen biyosensdr
kullanilarak tatmin eden bir hassasiyet ve Ol¢iim araliginda visne suyunda hizli ve
dogru glukoz Sl¢iimii yapilarak, enzim yiikleme kapasitesinin yiiksekligi ve sudaki
stabilitesi ile Zn-MOF-74{in biyosensor i¢in dayanikli bir destek malzemesi olarak
kullanilabilecegi gosterildi.
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MOF PLATINUM NANOPARTICLE DOPED REDUCED
GRAPHEN OXIDE COMPOSITE BIOSENSOR APPLICATION

SUMMARY

Keywords: MOF-74, Glucose oxidase, reduced graphene oxide, Pt Nanoparticles,
Electrochemical biosensor.

In this study, reduced graphene oxide (rGO )n-MOF-74 hybrid nano material which
Is integrated with platinum nanoparticles ( Pt NPs ) on which glucose oxidase is
immobilized, is produced for being used as glucose biosensor. With the advantages
of rGO and porous Zn-MOF-74 and conductive Pt nanoparticles; GOx
immobilization efficiency and immobilization speed are increased. In the meantime;
mobility of electron, high current density and improved electron transfer were
achieved with PtNPs. GOx-rGO/Pt NPs@Zn-MOF-74 coated electrode shows
typical behaviour of Michaelis-Menten kinetics amperometrically with a lineer range
of 0, 006 to 6Mm glucose and 1.8 pM (S/N: 3) and 64.51 pAmM™ cm precision.
Finally; glucose in cherry juice is measured with the biosensor which is produced in
this study. It has been shown that Zn-MOF-74 is resistant and reinforced material for
biosensor production since it has high enyzme loading capacity and its stable
behaviour in water.
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BOLUM 1. GIRiS

Nanoteknoloji, teknolojinin, tiim sanayi kollarinda 6zellikle de saglik alaninda
kullanimi artan, giinliik hayatta karsilasilan pek ¢ok soruna ¢oziimler sunan, maddeyi
atomik ve molekiiler seviyede kontrol edebilen bir dalidir.Nanoteknoloji fikri ilk
olarak, 1959 yilinda Richard Feynman’in Amerikan Teknoloji Enstitiisii’nde
yaptig1’’There is plenty of rooms at the bottom ( Alt kisimda bir ¢ok oda var )’’adli
konusmastyla bilim diinyasinda yer bulmustur [1]. Nanoteknoloji 10° m.
boyutundaki malzemelerin fiziksel, kimyasal, biyolojik yapilarini arastiran ve farkli

disiplinler yardimiyla bu malzemeleri islevsellestirerek kullanima sunan bir alandir.

Nanomalzemeler, sahip olduklar essiz optik, manyetik ve elektriksel 6zellikler ile
nanoteknolojinin temelini olustururlar.Grafen ve karbon nanotiipler (CNT) en ¢ok
kullanilan nanomalzemelerdir.Grafen, bal petegi yapisinda dizilmis olan karbon
atomlarmin iki boyutlu bir tabaka olarak ayrilmis halidir.Olduk¢a hafif olmasina
ragmen c¢elikten 100 kat daha saglam olmasi, tek katmanmnin % 97 oraninda
saydamligi, %20 oraninda esnekligi ve yiiksek iletkenligi grafenin ilgi ¢ekici

ozelliklerindendir [2].

Saglik alaninda kullanilan MR cihazlan, aracglardaki yakit miktarini, aracin hizi ve
motor devrini gosteren sensorler, mikrofonlar, sicaklik ve nem Olcen saaatler,
fotoselli lambalar gibi pek ¢ok cihaz giinliik hayatta kullandigimiz biyosensorlerdir
[3]. Bilimsel galigmalarin ilerlemesiyle gelistirilen biyosensorlerin belki de en ilham
vericisi olan sensor tim canlilarin sahip oldugu bes duyu organidir.Bash basina bir
biyolojik sensor olan viicudumuzda denge bozuldugunda beden cesitli yollarla tipki

bir sensor gibi tepki verir [4, 5].



Bir biyosensor sensor yiizeyine tutturulan DNA, protein, enzim gibi maddelerle
biyofonksiyonellik kazandirilmis, biyolojik numunelere karsi segicilik gdsteren, yap1
ve  konsantrasyon  bilgilerini  okunabilir  sinyallere  dontstiirebilen  bir
cihazdir.Nanoteknolojinin gelismesiyle birlikte 1990’11 yillarin sonundan itibaren ilgi
gérmeye baslamis olan nanobiyosensorler, gozyasi, tiikiiriik, idrar, ter ve kan gibi
biyolojik materyalleri Olgiilebilir verilere doniistiirebilen mikro ve nano boyutlu

hassas Ol¢tim cihazlardir [5].

Biyosensor uygulamalarinda, son yillarda oksidorediiktazlar ve elektrot arasindaki
elektrokimyaya dayanan tiglincii nesil biyosensorler {izerindeki c¢aligmalar
artmistir.Bu biyosensorlerde elektrot olarak kullanilan grafen tilirevleri, katalitik
aktiviteyi, elektriksel iletkenligi, biyouyumlulugu ve yiizey alanin1 gelistirmek icin
modifiye edilmis, bu modifikasyon da gelismis enzim immobilizasyonu ile
sonuclanmistir ~ .Platin  nanopartikiiller, = oksidoediiktaz ~ (0rnegin = GOX)
reaksiyonlarinda ortaya ¢ikan hidrojen peroksiti katalizlerken elektrokatalitik aktivite
lizerinde bir sinerji yaratarak enzim immobilize biyosensoriin duyarliligi iizerinde
artis saglar.Pt nanopartikiiller hedef analitlerin difiizyon hizini da arttirdigi i¢in ylizey

alan1 da genisler [6].



BOLUM 2. BIYOSENSORLERE GiRiS

2.1. Biyosensorler

Biyosensorler; biyolojik etkilesimleri kolayca okunabilir sinyallere doniistiirmek
icin, enzim, hiicre ve antikor gibi biyolojik algilama elemanlarini bir doniistiiriicii ile
birlestiren analitik araglardir .Yiksek secicilik, hizli analiz, komplike olmayan
hazirlik agsamasi, yiiksek hassasiyet ve ger¢cek zamanli 6lgiim gibi avantajlara sahip
olan biyosensorler, spesifik, hassas ve hizli analizler i¢cin umut veren araglar olarak

literatiirde genis yer bulmustur [7].

Genel olarak bir sensor, fiziksel bir 6zelligi ya da degisimi algilayarak Sl¢iilebilir bir
yanit ortaya koyar.Insandaki bes duyu en ilkel ve en temel sensordiir. Canlilarin
sahip olduklar1 duyusal algilama 6zellikleri, dogal ve miikkemmel biyosensorlerdir.
Dogadaki canlilar, yasam dongiisiiniin stirekliligini koruyabilmek i¢in icgiidiisel
olarak, fiziksel degisimleri algilayip, bu degisimlere uyum saglarlar.Canlilarin bu

ozelligi biyomimetik olarak da arastirmacilara ilham vermistir [8].

Bir biyosensor, biyolojik sistemlerin alg1 yetenegi ve secicilik 6zellikleriyle gelismis
elektronik yontemleri birlestiren analitik bir cihazdir.Baska bir deyisle biyolojik bir
katalizore sahip sensor olarak da tanimlanabilir [9]. Biyosensorde, analiz edilecek
madde, biyosensor yiizeyindeki biyolojik tanima bolgesi ile etkilesime girer ve
bunun sonucunda transduser (doniistiiriicii) tizerinde analit miktariyla orantili
Olctilebilen bir sinyal olusur.Bu sinyal 6l¢iim cihazina iletilerek analiz gerceklestirilir
[10].



2.1.1. Biyosensorlerin yapisi ve islevi

Biyosensor sistemi temel olarak, biyoreseptor, transdiiser ve elektronik sinyal

okuyucu kisimdan olusur.Sekil 2.1.’de biyosensoriin basit sematik yapisi verilmistir.

Sekil 2.1. Biyosensorlerin basit sematik gosterimi [11]

Biyolojik algilayic1 analitle reaksiyona girerek taninmasini saglar.Elektrokimyasal
dontistiiricii ise tanima islemi ile elde edilen veriyi okunabilir bir degere
dontistiirlir.Biyosensor, spesifik, hizli ve siirekli olarak reaksiyonu algilayarak

islevini yerine getirir.Bunu da 6l¢iilebilir bir elektriksel sinyale doniistiirerek yapar.

Biyosensorlerde biyoreseptdr olarak; enzimler, antikorlar, niikleik asitler,
mikroorganizmalar, hiicreler, immuno ajanlar kullanilabilir. Transdiiser olarak ise;
potansiyometrik, voltametrik, amperometrik, optik, termal, kalorimetrik, akustik
doniistiiriiciilerden uygun olan biri segilebilir.ilk adim analitlerin biyoreseptdrdeki
algilayictya baglanmasidir.Bu sekilde analit taninir, degisim algilanir, olciilerek

dijital sinyallere doniistiiriiliir.
2.1.1.1. Biyoreseptorler

Biyoreseptor olarak kullanilan molekiiller, analit ile segici olarak reaksiyona giren
duyarli molekiillerdir.Bu reaksiyon sonucunda analit biyoreseptor tarafindan taninir
ve transdiiser tarfindan okunabilen cesitli veri degisimleri elde edilir.Bu degisimler;

- Optik 6zellik veya kiitle degisimi



- Tepkime sonucunda 1s1 kayb1 veya 1s1 kazanimi
- Tiikenen veya olusan iiriin tarafindan meydana getirilen elektrokimyasal bir

degisim [12] seklindedir.

Biyoreseptor molekiilleri benzersiz kilan en onemli 6zellik hedef analitle yiiksek
afinite ve oOzgillik iliskisi kurabilmeleridir.Siklikla kullanilan biyoreseptor

kaynaklari;mikroorganizmalar, enzimler, antikorlar ve aptamerlerdir [13].

2.1.1.2. Transdiiserler

Transdiiser, analitin biyoreseptor ile reaksiyonunu analit derisimiyle orantil1 fiziksel
bir sinyale doniistiiriir.Se¢ilen transdiiser gergeklesen reaksiyon sonucundaki
degisimin tiirline uygun olmalidir.Elektrokimyasal tepkimeler sonucunda ortamin
iletkenliginde, akimda veya potansiyelde degisimler meydana gelir.Bu durumda;
kondiiktometrik, voltametrik veya amperometrik bir transdiiser secilir [14]. Optik
transdiiserler 1siktaki degisiklikleri, piezoelektrik transdiiserler ise kristal salinim
rezonanslar ile ilgili degisiklikleri sinyale doniistiirerek Olgiilebilir hale getirirler
[15].

Literatiirdeki makale sayis1 ve ticari Uretimler gz Oniline alindifinda en yaygin
olarak kullanilan ve iizerinde calisilan doniistiiriiciilerin elektrokimyasal tabanli olan
transdiiserler oldugu goriilmektedir [16]. Bu durum, basit yapili ve kolay kullanima
sahip olmalar1 ve diisiik bir maliyetle tasarlanabilmeleri ile aciklanabilir [17].

2.1.2. Biyosensorlerin siniflandirilmasi

2.1.2.1. Biyoaktif tabakada kullanilan biyobilesen tiiriine gore

2.1.2.1.1. Enzim temelli biyoreseptore sahip biyosensorler

Kimyasal tepkimelere katilan enzimler, hi¢ bir degisiklige ugramadan reaksiyonu

hizlandirarak olgiilebilir reaksiyon iiriinii meydana getirirler.Bu islemi de hiicre



faaliyetleri ile koordine olarak gergeklestirirler.Enzimler, protein yapisinda olup
yiiksek spesifiklige ve afiniteye sahiptirler. Enzimin katalizledigi bir reaksiyonda
oncelikle gecis durumu stabil hale getirilerek reaksiyon hizlanir ve enzim substrat

bilesigi olusur [12]. Enzim katalizi basit¢e su sekilde formiile edilebilir:

Burada; S=substrat

E=enzim

ES=enzim-substrat bilesigi

P=tiriin

ki=enzim-substrat bilesiginin reaksiyon hiz sabiti

ko=enzim-substrat bilesiginin ayrisma reaksiyonu hiz sabiti

Enzimler, biyosensorlerde biyoreseptdr olarak yaygin bir sekilde kullanilirlar.Dogada
2500°den fazla enzim bulunur. Bunlarin ¢ogu ticari olarak erisilebilir
durumdadir.Biyosensorlerde yaygin olarak kullanilan {i¢ enzim; alkalen fosfataz

(ALP), karaturp peroksidaz (HRP) ve E. coli  -D galaktosidaz (BG)’dir [18].

A: Substrat
B: Kosubstrat veya Koenzim
i C-F: Uriinler
¢: Olgiim ¢ozeltisi igindeki
r derigim
[Av]  [B] [Cy] [Fy] t: Biyoaktif tabakadaki
derisim
e
I ‘T. - . . . .
>.1-1 [Ad + [B] [C] + [F] y: Elektrot ylizeyindeki
derisim
AL LI »
* * * ! D.T: Difiizyon tabakas1
IR ) 1w e S 1 i i L
O.C 0O.C: Ol¢iim ¢ozeltisi
B.T: Biyoaktif tabaka
[Ac] [B.] I [¢ t] [F.] i: iletici

Sekil 2.2. Bir enzim reseptoriiniin ¢aligma ilkesi [19]



2.1.2.1.2. Antikor temelli biyoreseptore sahip biyosensorler

Antikorlar, ¢ok hiicreli organizmalarin kendi organizmalarina ait olmayan organik
yapilara karsi, bagisiklik sistemi tarafindan gelistirilen glikoprotein yapili
molekiillerdir.Bu molekiiller olas1 zararli etkilere karsi organizmayir oOnceden
uyararak bagisiklik saglarlar.Antikorlar da tipki enzimler gibi yiliksek duyarlilik ve
Ozgiinliige sahiptirler.Mikroorganizmanin tamamini tanimanin yani sira onlara ait
toksin, spor, peptid gibi ¢ok kiigiik parcalar1 dahi algilayabilirler [13]. Antikorlar
belirli antijenlere kars1 olarak iiretilir. Toksinleri nétralize ederek, hiicre ve bakterilere
yapisarak, ¢Oziinebilir antijenleri ¢okelterek gdrevlerini yerine getirirler. Antikorlar,

kullanim amaglarina gére modifiye edilebilmeleri yoniinden oldukca avantajhidirlar.

Antikor tabanli bir biyosensor immunojendir.Bu o6zellik, analitin 6nceden
saflastirilmast ihtiyacini ortadan kaldirir [20]. Bu tiir biyosensorler i¢in optik ve
elektrokimyasal olmak iizere cesitli sinyal iletim teknikleri kullanilmaktadir.En
optimal olani enzim-floresan kaynakli olanlardir [20, 21]. Uygun bir transduser
secilerek pestisit, bakteri, virlis, hormon gibi molekiillerin tespiti i¢in immuno

biyosensorler gelistirilebilir.

2.1.2.1.3. Aptamer temelli biyoreseptore sahip biyosensorler

Aptamerler, yiiksek affinite ve 6zgiilliige sahip oligoniikleotidlerdir. Peptid, vitamin,

ilag mikroorganizma ve bakteri sporu gibi ¢esitli molekiillere baglanabilirler [22].

Enzim ve antikor temelli biyoreseptorler ile karsilagtirildiklarinda;

- Analite kars1 daha yiiksek 6zgiilliik ve affiniteye sahiptirler.

- Yiksek miktarda ve saflikta sentezlenebilirler ve DNA aptamerleri oldukga
stabildirler.

- Analite baglandiklarinda konformasyonel degisikliklere ugramalar1 yeni

biyosensor tasariminda daha genis bir alan saglar [22, 23].



Zelada-Guillen ve arkadaslarinin biyoreseptor olarak aptamer ve iletken olarak da
karbon nanotiip kullanarak tasarladiklar1 bir biyosensor, 5 ml’lik bir ¢ozelti igindeki
Salmonella Typhi’yi, 60 saniyeden kisa bir siirede %100 duyarlilik ve spesifiklikle
tespit edebilmistir [24].

2.1.2.1.4. Mikroorganizma temelli biyoreseptore sahip biyosensorler

Biyolojik algilayic1 olarak kullanilan pek c¢ok molekiil mikroorganizma temelli
olmakla birlikte mikroorganizmalar da dogrudan biyoreseptor olarak kullanilabilir ve

daha genis bir skalada kimyasal yap1 tespit edebilirler.Bu tip biyoreseptorler;

- Farkli pH ve sicakliklarda ¢alisabilmeleri
- Modifikasyonlara uyum saglayabilmeleri
- Olumsuz sartlara uyum saglayarak yeni molekiiller gelistirebilme 6zellikleri

yoniinden avantajhdirlar [25, 26].

2.1.2.1.5. Doku temelli biyoreseptore sahip biyosensorler

Hayvansal ve bitkisel dokular enzimlerce zengindirler.izole edilmis enzimler yerine
dogrudan doku parcalar1 da biyobilesen olarak kullanilabilir.Doku kullanmanin
avantaji, masrafli ve wuzun olabilen enzim saflastirma basamagina gerek
olmamasidir.Ayrica hedeflenen analit, cok basamakli bir doniisiime sahipse ve farkli
enzimlere ihtiya¢ duyuyorsa bu enzimlere sahip olan dokunun kullanilmasi da bir
diger avantajdir.Enzimler dogal ortamlarinda olduklarindan Kkatalitik olarak
stabiliteye sahip olmalar1 da Onemli bir kazanim saglar.Diflizyon bariyerinin
artmasma bagli olarak cevap siiresinin uzamasi ise bu tiir biyosensdrlerin
dezavantajidir [27]. Bu durum tamamen safdis1 edilemese de dokularin
homojenizasyonuyla kismen giderilebilir.Stabil etken maddeler, aktivatér ve

inhibitorler segiciligi arttirmak ve biyosensoriin dmriinii uzatmak i¢in kullanilabilir

[28].



Bitki ve hayvansal doku esasli biyosensorlerin, amino asitler, toksikantlar,
hormonlar, ilaglar ve noroiletkenler gibi ¢esitli analitler i¢in kapsamli bir

degerlendirmesini Wijesuriya ve Rechnitz literatiire sunmusardir [29].

2.1.2.2. Biyoaktif tabaka iletim ve dl¢iim sistemi icerigine gore

2.1.2.2.1. Elektrokimyasal Biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensdrler iizerinde en fazla calisilmis olan en gelismis ve eski
biyosensorlerdir. Elektrokimyasal biyosensorler iizerindeki g¢aligmalar; kiiciiltme,
nanomateryaller, immobilizasyon, etkin elektron transferi gibi elektrot tasarimlarinin

gelistirilmesi tizerine odaklanmistir [28].

Elektrokimyasal tepkimeler yiikseltgenme-indirgenme tiirii tepkimelerdir.Bu
tepkimeler elektrokimyasal hiicrede gerceklestirilir.Eletrotlarda tepkimeye giren her

bir tiir, dig devrede belli sayida elektronun iletilmesine neden olur.

Elektrokimyasal biyosensorler;

- Amperometrik/voltametrik biyosensorler
- Potansiyometrik biyosensorler

- TIletkenlik/kapasitans/impedans biyosensorler

olarak ti¢ kisimda incelenebilir.

Amperometri akim siddetinin Slgiimiinii esas alir. Amperometrik sensorlerde, sabit
bir potansiyel uygulanan elektrokimyasal hiicrede redox reaksiyonu gergeklestirilir
ve bir akim elde edilirBu akimla analit derisimi arasinda dogru bir oranti
vardir. Amperometrik biyosensorlerde, derisime bagli akimi, biyomateryalle kapl bir
elektrot Olger.Temelde elektroaktif tiirlerin oksidasyonu ve elektrot yiizeyinde
redoksiyonuna dayanir [28]. Analit derisimi ve akim arasindaki iliski Cottrell

denklemi ile ifade edilir:



i=nFACo[D/(nt)]"?

Burada;

i=0l¢iilecek akim

n=transfer edilen elektron sayis1
F=Faraday sabiti

A=elektrot alan1

Co=analit konsantrasyonu
D=difiizyon sabiti

t=potansiyel uygulandiktan sonra gecen siire

10

(2.1)

Amperometrik sensorler, voltametrik sensorlerin alt grubudurlar. Amperometrik bir

transdiiser, DNA, antikor, enzim, hiicre ve doku gibi pek cok biyomateryal ile

kullanilabilir.

Amperometrik bir biyosensdriin cevap verme hizi;

- Difiizyon hizina

- Cozelti tepkimesinin hizina

- Adsorplanan tiirlerin ylizeye tutunma ve daha sonra yiizeyden koparak

¢ozeltiye gegme hizina

- Elektron aktarim hizina baghdir.

F — g 5 e
E 3 K

|0, +HLO, — 50, +2FL,Of

Amperometrik esasl
bir biyosensiriin

S ikk gisterimi
A Caly elekir odu{Pt),
B: Referans delkir ot

(Ag/AgCT),
: Elddr olit ¢dzelti( K1),
D: i¢ gaz gecirgen
membran{ T eflon),

E: immobilize enzimi
iceren biyvoalktif tabalca

F: Ing koruyucu
mermbran(s eliiloz a setat
.5}

Sekil 2.3. Amperometrik bir biyosensoriin basit sematik gosterimi [30]
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Elektron aktarim hizin1 ise reaksiyona giren maddelerin tiirii, konsantrasyonu,

elektrot tiirti ve gerilim belirler [31].

Amperometrik biyosensorlerde biyolojik algilayict olarak enzim kullanilan bazi

reaksiyonlar agagidaki gibidir [30]:

Glukoz Oksidaz
Glukoz + O, + H,() =——— Glukonik asit + H,O,

~
Lalktat Oksidaz
L- Laktat + O, - Piruvat + H, 05
Invertaz
Sakkaroz + Hy O = o~ [ Glukoz + I - Fruktoz
Mutarotaz
oD - Glukoz * B -D Glukoz

Glukoz Oksidaz
B- D Glukoz + O, + HyO — 4 Glukonikasit + H,Q,

Glukoz + GOTFAD) —*Glukonik asit + GOD(FADH,)
GOI(FADH,) + 2F¢t — = GOD(FAD) +2Fc + 2H*

Elektrot Yiizeyi

2Fc \"wgq e
Kolesterol Esteraz

Kolesterol estexi * Kolesterol
Kolesterol Oksidaz

Kolesterol + NAD —* Kolesterol + NADH

3 + NAD

Diaforazg .+ NADH ——— Diaforaz

ik ond

Diaforaz + 2Fc* —_— Di.afnrazﬂm_] + 2Fc

G )
Flektrot Yiizeyi

2Fc > 2Fc* +2e

Etanol + ADHy) s Asetaldehid + H*+ ADHgy,

ADHg,,, + NAD ——-ADH, ;) + NADH

NMP.TCNQ Elektrot
NADH P NAD +2Ze

Sekil 2.4. Amperometrik biyosensorlerde biyolojik algilayici olarak enzim kullanilan bazi reaksiyonlar [30].

Amperometrik biyosensorlerin diger tiirlere gore daha c¢ok tercih edilmesi;
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- Bir ¢ok farkli tiirde molekiile uygulanabilmeleri

- Distlik maliyetli olmalar1

- Tek kullannmlik ve tasinabilir biyosensdrlerin  diisiik maliyetlerle
hazirlanabilmeleri

- Farkli teknolojilerle kolay entegre olabilmeleri gibi avantajlarina baglidir

[12].

Oksidorediiktaz enzimlerini iceren amperometrik biyosensorler algilamada siklikla
kullanilan sensorlerdir.Bu enzim bazli sensorde, oksidorediiktaz enzimi elektrot
yiizeyine uygun bir yoOntemle immobilize edilir.Enzimin analit tepkimesini
katalizlemesiyle birlikte redox tepkimesi gergeklesir ve elektron transferi
saglanir.Buna bagl olarak degisen akim Olgiilerek substrat konsantrasyonu tayin
edilir [12].

Voltametrik sensorler dogrusal veya dongilisel modlarda calisabilirler.Buna bagh
olarak her modda akim ve gerilim farkli olacaktir.Voltametrinin ¢aligma prensibi,
polarize olabilen bir ¢alisma elektrotu ile bir referans elektrot arasinda potansiyel
degerinin zamanla degistirilerek akimin O6l¢iilmesine dayanir [32]. Uygulanan
potansiyel, redox reaksiyonlar1 sonucunda elektroaktif tiirlerin konsantrasyonlarinda

degisime neden olur.

2.1.2.2.2. Potansiyometrik biyosensorler

Potansiyometri, elektrokimyasal bir hiicredeki bir ¢dzeltinin potansiyelinin 6lgiilerek
konsantrasyonunun belirlenmesi teknigi olarak tanimlanir. Potansiyometrik
biyosensorler birbiri ile uyumlu transdiiser ve biyoreseptorii birlestirerek, iyonlar
aracilifiyla olusan gerilim degisikliklerini izleyerek sonuca ulasir [28]. Calisma
elektrodu, seciciligi uygun bir malzeme ile kaplanarak, ¢alisma elektrodu ile referans
elektrot arasinda akimin ge¢medigi bir anda potansiyel farki olgiiliir [33]. Bu fark

Nernst denklemi ile verilir;
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E=Eo+ [RT/(nF)]Ina (2.2)
Burada;

E= Calisma elektrodu potansiyeli

Eo =1 mol I"* igin standart elektrot potansiyeli
R = gaz sabiti (8, 314 J.mol K1)

T = Kelvin biriminde sicaklik

F = Faraday sabiti (96486 J.V?)

n = Transfer edilen elektron sayisi

a = iyon aktivitesi

| 2 | »
H’ - » Potansiyel

Substrat T Uriin Potansiyometrik

Enzim elektrot

Potansiyometrik Biyosensor

Sekil 2.5. Potansiyometrik bir biyosensériin ¢aligma prensibi

Potansiyometrik biyosensorlerde, pH ya da tek degerli iyonlara duyarli cam
elektrotlar, anyon ya da katyonlara duyarli iyon secimli elektrotlar ve gaz duyarh
elektrotlar kullanilir [30]. Bu biyosensorlerin  dezavantaji  antikor -antijen
baglanmasinda olusan potansiyel farkinin kiiclik olmast ve Nernst esitligini

saglayamamasidir [33].



14

Potansivometrik esasll bir
bivosensorin sematik
) i giisterimi
A: Elekirod dis ceketi,

2 B: Ii¢ doldurma ¢ ézeltisi,
C: CampH elekirot,
D: O-ring,
E: Immobilize enzimi
iceren biyoaktif tabaka,

F: Gaz-gecirgen membran,
G Koruyucu memb ran.

| Penisilin_Penisilinaz Penisiloat + H*

Sekil 2.6. Potansiyometrik bir biyosensoriin sematik gosterimi [30].

Potansiyometrik biyosensorlerle dl¢iimii yapilabilen bazi molekiillere ait reaksiyonlar

asagidaki gibidir [30].



Glutaminaz
Glatamin - Glutarnat + MNH,
(NH, + H,O5==NH }* +

Armonyum Duyar Sensir

Karbolsipeptidaz A
Aspartann =——— g Ketoglutarat+ L- Aspartik Asit
L- Aspartaz

L- Aspartik Asit # Fumarat + NH,*

Eorea tinas
Kreatinin P NH, + Kreatin

Amonyak Duyar Sensir

L- Fenilalanin Amonyak Liyvaz
L- Fenilalanin —————————— NH "+ Tans sinnamat
(NH,* —= NH,+ H")

Malat Dekarhoksilaz
Malai - Laliat+ C0O,

Karbondioksit Sensori
Olezalat Ok=sidas

I Olczalat +0, = 2 + H,0, I

Sistein + CN- = HS + {-siyanoalanin

B- Siyanoalanin senteia: I

Siyaniir Sensirii

Glukoz Oksidaz
Glukez + 0, —8 Glukonik Asit + H, 0,
Peroks il az

H,0, + 21+ 2H* \l,+znzn

iyodiir Duyar Elekirod

Sekil 2.7. Potansiyometrik biyosensorlerle 6l¢iimii yapilabilen bazit molekiillere ait reaksiyonlar

15
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2.1.2.2.3. Tletkenlik/kapasitans/impedans biyosensérler

Bu biyosensorler, elektriksel alandaki degisiklikleri dlgerler.Bu degisiklikler;

- Cozeltinin elektrik iletkenligi
- Elektrot ylizeyinin kaplandigi tabakaya bagli olan ve impedimetrik reaksiyon

sonucundaki kapasite degisimi seklinde olabilir [28].

Enzimler reaksiyonlari katalizler ve bu da ¢ozeltinin iletkenliginde degisikliklere yol

acar.lletkenlik 6lcen biyosensorler temelde bu degisiklik {izerinden sonug verirler.

Iletkenlik ve kapasitans biyosensérleri, impedans biyosensorlerinin daha basit yapili
olanlaridir.impedans, kapasitans, direng ve indiiktans arasindaki iliski su bagintiyla

gosterilir;

Z=R+)X=R+j(XL—Xc)
Z= Impedans

R= Direng

Xc=Kapasitif reaktans

X =Indiiktif reaktans

j=Imajiner birim

Impedans biyosensérleri, daha ¢ok patojenik bakteri ve canli bakteri tespitinde
uygulama alani bulmuslardir.Louie ve arkadaslar1 tek kullanimlik ve tasinabilir bir
impedans tabanli biyosensorii saha kullanimi ig¢in tasarlamistir [34]. Pestisit
kalintilarinin tespiti i¢in kapasitif alan etkili bir biyosensér de literatiirde yer

almaktadir [35].

2.1.2.2.4. Optik biyosensorler

Optik biyosensorler, optik lifler {izerine biyo algilayici olarak uygun bir biyolojik

materyalin immobilize edildigi, etkilesim sonucu fizikokimyasal veya kimyasal bir
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degisimin elde edildigi sistemlerdir.Ol¢iim sinyali, 151k yansimasi, 151k sagilmasi ya
da yayilmasi ile olusur. Baska bir deyisle reaktantlar araciligiyla 15181in emisyonu
veya adsorbsiyonu Ol¢iiliir.Optik biyosensorler temelde fluoresans, adsorpsiyon,
biyoliiminesans gibi ilkelerle c¢alisirlar [30]. Patojen tayininde ve hastaliklarin

teshisinde tercih edilen optik sensorler ticari olarak da ilgi gormektedirler [33].

[ Opiik erasl enzim sensGrimim gemadil
SRR 4 siieinrimi
A B! A: Op il B,
TESRRRY h B: immohilize enzim indihaior
| S tah alams,
T Ci Yan pecirgen membran
C
Pendslin Penieilinaz . Penisilnat+ H*
Indileafir: Brombrezol yegii
{Absorpsivon Esash)
Laloat + NAD* I‘lﬂ‘tDelt'ﬂmFIu . Pirwai + NADH +H*
Indilmiir: NADH
{F huo rommeiri E sash)
ADP + Ereatn fosfai Kreatn Kinar ATP+ EKreatin
ATP+ Lusiferin+ O, _Lusiforar(Mg )~ AMPPP; Olsibusiforin
+C O+ h(562nm)
{Biyoliiminesans E sash)

Sekil 2.8. Optik bir biyosensoriin sematik gosterimi

2.1.2.2.5. Piezoelektrik biyosensorler

Piezoelektrik biyosensorler, bir kristal {izerindeki analitin kiitle Olglimiine
dayanirlar.Biyosensérde madde adsorplandigi zaman kristalin salinim freakansinin
degisimi Olciilerek sonuca varirlar.Kiitle degisimi ise immobilize edilen enzim

molekiillerine substratlarin baglanmasi ile meydana gelir [36].

Tipik bir piezoelektrik biyosensorde kuartz kristal bir levha ve bu levhanin iki yanina
yerlestirilmis iki elektrot vardir.Levha, dogal veya sentetik kristalden elde
edilebilir.Kristalin simetrisi, kesme agis1 ve elektrot konfigiirasyonu elektromekanik

birlesmede etkilidir ve bu etki degisik tiplerde akustik dalgalara neden olur [28].
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| | Piezoelekirik esasl
a enzim sensiriiniin
gematik gosterimi
b—E -
Az lzole edici destels,
Y i B [letici,
I R
: .':'_ © C: Immobilize enzim;
L
v " D: Elekirot,
H g E: Kuartz kristal
Sl ||

Sekil 2.9. Piezoelektrik bir biyosensoriin sematik gosterimi

Iki ana tiir piezoelektrik sensdr bulunur;

- Kuartz kristal mikrobalans (QCM)
- Yiizey akustik dalga (SAW)

Kuartz kristal mikrobalans, 15 MHz altindaki frekanslarda ¢aligir.Kristal ylizeyindeki
degisimler analitin tespit edilmesini saglar [28]. Sauerbrey denklemi frekans ve kiitle

degisimi arasindaki iliskiyi aciklar;

Af=-2, 3 x 10%( fo)> AM/A

Af= Kaplanmus kristalin frekansindaki degisim (Hz)
fo= Kristalin rezonant frekans1 (MHz)

A = Kaplanmis alan (cm?)

AM= Depolanan kiitle (g)

_\\__ _ Kuartz kristal

. i Brvoalg:lana [ e ] W Elektrot
\x___f,/ - malzemes: Enartz kristal
I‘. — Tel

{a) (1))

Sekil 2.10. QCM biyosensorde kullanilan kristal algilama basmin yapisi, a)iistten gériiniim b) en-kesit gériiniimii
[28]
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Bir SAW biyosensorii ise 100 MHz iizerinde c¢alisir.Calisma frekansiyla kiitle
hassasiyeti dogru orantili oldugundan bu cihazlar QCM’e gore daha hassas dlglimler

yaparlar [28].

Ging elektrodu Membran Cilng elektrodn
1
| I
- \
Piezoeleltnk substrat Yiizey almstk dalga

Sekil 2.11. SAW biyosensorii ¢aligma prensibi [21]

Piezoelektrik biyosensdrlerin kullanimi kolay olmakla beraber bazi dezavantajlara
sahiptirler.Yiiksek maliyet, rejenerasyon, uzun inkiibasyon zamani, segiciligin diisiik
olmasi, biyomateryallerin spesifik olmayan baglanmalari, kaplama materyalinin

kayb1 yontemin olumsuzluklari arasinda sayilabilir [33].

2.1.2.2.6. Kalorimetrik biyosensorler

Kalorimetrik biyosensorler, bir biyoalgilama materyalinin termometre, termopil veya
termistor gibi bir transdiiser ile entegre edilmesi ile gelistirilmis olup, enzimatik bir
reaksiyonda meydana gelen entalpi degisimi ile substrat derisimini belirleyerek
Ol¢iim yaparlar [30]. Termal biyosensorler arasinda en ilgi goren, termistor tabanli
biyosensorlerdir.Bunun nedeni hassasligi ve kolay akiskan enjeksiyon analizine sahip

olmasidir [28].

Ramanathan ve Danielsson’un sundugu bir caligmaya goére termistdr tabanli
kalorimetrik biyosensorler ile, klinik izleme, siire¢ izleme, enzim aktivitesi dl¢iimii,

cevresel izlemeler ve susuz izlemeler yapilabilir [37].
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2.1.2.3. Kullanim durumuna gore biyosensorler

2.1.2.3.1. Tek kullanimhik biyosensorler

Bu biyosensorler olduk¢a hizli cevap vermelerinin yaninda dogruluk ve kesinlik
acisindan ¢ok giivenilir degillerdir.Analit ile reseptor reaksiyonu basladiktan sonra
60 saniye gibi kisa bir siirede tiim 6l¢tim tamamlanir.Tek kullanimlik olduklar1 i¢in
maliyetleri oldukga yiiksektir ve kalibrasyonu zordur.Tiim bu olumsuzluklarina

ragmen kanda glukoz tayininde tercih edilen biyosensorlerdendir [38].

2.1.2.3.2. Ara kullanimlik biyosensorler

Bu biyosensdrler laboratuar ortaminda kullanilan biyosensorlerdir. Tasinir durumda
olmadiklarindan analitin sensor ortamina getirilmesi gerekir.Bu zorlugun yani sira,
kalibrasyon kolayligi, diisiik maliyet, yiiksek dogruluk ve kesinlik, diisiik

konsantrasyonlarda bile hassas 6l¢iim yapabilme gibi avantajlara da sahiptirler [38].

2.1.2.3.3. Siirekli kullanimhik biyosensorler

Stirekli kullanimlik biyosensorler basit yapili ve diisiik maliyetlilerdir.Ancak
etkinlikleri ve algilama limitleri de ¢ok diisliktiir.Dogruluk ve kesinlikleri tatmin

edici degildir [39].

2.1.3. Biyosensorlerin tasarim

Nitelikli ve optimal bir biyosensor tasariminda dncelikle analit iyi taninmali ve bu
analite uygun bir biyoreseptor sec¢ilmelidir.Biyoreseptoriin immobilizasyon yontemi
ve transdiiser tercihi, cihazin kompakt bir hale getirilerek dizayn edilmesinde 6nemli
rol oynar.Ornegin 1s1 degisiminin s6z konusu oldugu bir reaksiyonda entalpi
degisimine bagli olarak Ol¢lim yapabilecek ve bunu doniistiirebilecek yontem ve
bilesenler secilmelidir [15]. Tiim bunlar1 gerceklestirirken kimya, biyokimya,

biyoloji, molekiiler biyoloji, MEMS, NEMS, nanotiip, nanopartikiil, nanotel gibi
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teknolojilerden destek alinir.Analit, kati, s1vi, gaz, organik ve inorganik materyallerin
karisimi seklinde olabilir. Analit konsantrasyonu da alt tespit limit sinirinda
olmalidir.Bu limiti 1iyilestirmek i¢in gerekirse, filtrasyon, santrifiij, manyetik
ayristirma gibi yontemler kullanilabilir [11]. Algilayici gorevindeki biyoreseptor,
analit ile reaksiyona girerek transdiiserin doniistiirebilecegi bir fizikokimyasal
degisim ortaya koymalidir ve sadece analite ilgi gostererek secgici bir davranis
sergilemelidir.Bu durum hatal1 sonuglar1 6nler [11]. Transdiiser se¢iminde reaksiyon
tipi goz Oniinde bulundurulmali, biyosensoriin kullanilacaglr ortama gore tercih
yapilmalidir.Ornegin canli ortamda kullanilacak bir biyosensdr biyouyumluluk

gostermeli, kiigiik boyutlu olmal, toksik, metalik etkiler gostermemelidir [15].

2.1.4. ideal bir biyosensoriin 6zellikleri

2.1.4.1. Duyarhhk

Bir biyosensorde yliksek duyarlilik ¢ok kiigiik degisimleri dahi dlgebilme yetenegi
anlamma  gelir.Hassasiyet, c¢ikis  sinyalindeki  degisimin  hedef analit
konsantrasyonundaki degisime oranlanmasi ile Ol¢iiliir ki bu da akim - derigsim
egrisinin egimi ile dogru orantilidir.Bu egim degeri ne kadar biiylikse duyarliligin da
o Olciide biiyiik oldugu anlamina gelir [40]. Sensoriin fiziksel boyutu, membran
kalmlig1, aktiviteyi diisiiren faktdrler biyosensoriin duyarlilig: iizerinde etkilidir.Ideal

bir biyosensorde duyarlilik kullanim 6mrii boyunca ayni kalmalidir.

2.1.4.2. Segicilik

Secicilik bir biyosensoriin en 6nemli ayirt edici 6zelligidir ve numunede bulunan
birden fazla madde icginde sadece birini taniylp onunla etkilesime girmesi
demektir.Ideal bir biyosensdr sadece hedef analitle ilgili degisimlere cevap vermeli
diger tiirlerden etkilenmemelidir.Aksi halde bu hatali sonuglar elde edilmesine neden
olur [41]. Boyle bir durumda hataya yol acan madde bir 6n islemle uzaklastirilir.Bu

miimkiin degilse farkli bir sensor tasarlanir.
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Segicilikte ortamin pH’1 6nemli bir role sahiptir.Her enzim farkli bir pH’ta optimum
aktivite gosterir.Bunun yani sira bazi elektrotlar da c¢alisma i¢in uygun bir pH
araligina ihtiya¢ duyarlar.Tayin araligi da secimliligi etkiler.Diisiikk bir tayin
araliginda Olgiim yapabilme kabiliyetine sahip bir biyosensorde hedef analitin
derigimi disiiriilerek girisim yapan madde bertaraf edilebilir [40]. Girisim etkisini
asgari diizeyde tutabilmek i¢in; uygulanan potansiyelin diisiik olmasi, uygun
immobilizasyon yonteminin kullanilmasi, elektrodun bir membranla korunmasi,

negatif yliklii bir membran yerlestirilmesi gibi yontemlere bagvurulabilir [42].

2.1.4.3. Ol¢iim arahg

Nitelikli  bir  biyosensdr optimum bir konsantrasyon araligina sahip
olmalidir.Biyosensdr uygulamalarinda belirli bir derisimden sonra sapmalar
gozlenebilir.Bunun nedenleri arasinda ortam stabilitesinin korunamamasi, enzim
aktivitesinin diismesi, elektrot yiizeyinde radikallerin olusmasi gibi cevabi olumsuz
yonde etkileyen unsurlar sayilabilir.ideal bir biyosensorde kalibrasyon grafigindeki
analit derisimi ile sensdr yaniti arasindaki iliskinin dogrusal oldugu bolgenin

genisligi 6l¢iim araliginin da genis oldugu anlamina gelir [40, 43].

2.1.4.4. Hizh cevap siiresi

Bir biyosensorde kisa zamanda sonug¢ alabilmek biyosensoriin kullanilabilirligi
acisindan onemlidir.Uygulama sirasinda analitin ¢aligma ortamina ilavesinden dnce
akimin sabit ve kararli durumda olmasi gerekir.Sistemde akim degisiminin oldugu ve
yeni bir Ol¢lim i¢in stabilitenin saglandigt zaman aralifi cevap siiresini

belirler.Biyosensoriin yanit siiresi su faktorlere baglhidir [12]:

- Substratin membran yiizeyine diflizyonu
- Substratin membran i¢ine diflizyonu
- Biyokatalizor ile tepkime hizi

- Reaksiyon sonucu ortaya ¢ikan iirliniin membran yiizeyine difiizyonu
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Yukarida sayilan maddeler de derisim, karistirma hizi, enzim konsantrasyonu, pH,
sicaklik, membran kullanimi, membranin kalinligi, niteligi ve morfolojisi gibi
parametrelerle ilgilidir.Karistirma hizinin yiiksek olmasi cevap siiresini olumlu
yonde etkilerken, substrat ve enzim derisimlerinin artmasi negatif etkiye neden
olur.Sicaklik difiizyon hizini arttirirken enzimin aktivitesini diistirebilir. Tiim bu

parametreler géz onilinde bulundurularak en uygun kosullar saglanmalidir [40].

2.1.4.5. Kalibrasyon ihtiyaci

Ideal bir biyosensorde kalibrasyon ihtiyacinin olmamasi ya da en aza indirilmis
olmasi tercih edilir. Ancak simdilik bu miimkiin olmamistir.Biyosensor yanitini
etkileyen sartlar, kalibrasyonda da etkilidir.Kullanildiklar1 siirece biyosensdrlerin sik

sik kalibre edilmeleri gerekir [44].

2.1.4.6. Tayin sinir1

Biyosensorlerde cevap almabilen en kiigiik konsantrasyon degeri tayin
siniridir.Diigiik bir tayin smirt tercih edilen bir durumdur.Analite karsi affinite,
elektrot yiizey alani, immobilizasyon materyali konsantrasyon tayin sinirimi etkileyen

faktorlerdir [44].

2.1.4.7. Tekrar edilebilirlik

Nitelikli bir biyosensorde ayni kosullarda arka arkaya yapilan 6l¢limlerde ayni ya da
en azindan birbirine yakin sonuglarin almmasi beklenir.Olgiimlerden elde edilen
degerlerin standart sapmasi hesaplanarak biyosensoriin tekrarlanabilirligi ortaya
konulabilir.Bu durum pratikte basarilmis olmasa da teorik olarak incelenmeli ve

bulgular degerlendirilmelidir [31, 40, 45].
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2.1.4.8. Kullanim 6mrii

Biyosensorlerde kullanim omrii, aktivitedeki azalma ile ifade edilir.Ideal biyosensor
normal sartlar altinda hassasiyetini koruyabilmelidir.Bir biyosensoriin  omriinii

belirleme {i¢ kriter {izerinden degerlendirilir [46];

- Biyoreseptordeki algilayic1 6mrii
- Depoda uygun kosullarda saklanan biyosensoriin émrii

- Aktif olarak kullanilan bir biyosensoriin dmrii

Aktif olarak kullanilan bir biyosensoriin kullanim omriinden bahsederken toplam
Olclim sayis1 ya da Olciilen analit derisimine bakmak gerekir.Yiiksek derigimlerde
yapilan Ol¢limler kullanim siiresini kisaltabilir.Girisim yapan tiirler de duyarlilig
diistirerek kullanim siiresini diisiiriir.Biyosensoriin uygun kosullarda muhafaza

edilmesi uzun bir zaman araliginda aktivitesini korumasinda etkili olur [47].

2.1.4.9. Kararhhk

Elektrotta kullanilan biyolojik materyalin kararlilign fiziksel dayanikliligina
baglidir.Enzimi immobilize etmede kullanilan malzeme, 1s1, nem, sicaklik, pH,
oksijen konsantrasyonu ve ortam elektrotun, dolayisiyla biyosensoriin kararliliginda

rol oynar [44].

2.1.4.10. Biyouyumluluk

Doku altina yerlestirilen biyosensorler, dokularda fibrozis ya da toksik etkiler
olusturabilir.Biyolojik sivilarla direkt temas halinde olunmasi durumunda biyosensor
yiizeyinde olusabilecek matriks kaynakli kirlilik difiizyonu zorlastirarak yaniti
saptirabilir [42]. Bu nedenlerle kullanilan biyomateryalin ortam ve sartlar yoniinden

optimize edilmis olmasi ideal biyosensor i¢in aranan sartlardandir.
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2.1.4.11. Maliyet diisiikliigii ve tasarim kolayhg

Diisiik maliyet ticari anlamda biyosensdriin uygulanabilirligini arttirir.Genel anlamda
maliyet s6z konusu oldugunda biyosensoriin hazirlik giderleri ve analiz giderleri bir
biitiin olarak ele alinir.Karmasik olmayan, basit ve kolay tasarimlar maliyeti diigiirme
ve ticari uygulama anlaminda da nitelikli biyosensorlerde olmasi gereken

ozelliklerdir.

2.1.4.12. Sterilizasyon ve minimize edilebilirlik

Elektrotlarin boyutunun kiiciikliigli kadar sterilizasyon sirasinda gosterdigi kararlilik
da g6z ardi edilmemesi gereken faktdrlerdendir.Burada biyolojik malzemenin
dayaniklilig1, enzim tabakasinin koruyucu bir materyalle kaplanmasi sterilizasyonu

kolaylastirabilir [48].

2.1.5. Biyosensorlerin performansin etkileyen faktorler

Biyosensorlerin performansi elektrot ve elektrolit tiirti, elektriksel etki, dis etmenler,
tepkime parametreleri, olasi giiriiltiiler ve kiitle transferi olaylarindan etkilenir [17].
Tiim bu parametrelerin birbiriyle uyumlu en optimal sartlarda entegre edilmesi ideal

bir sensor tasariminda performansi iist diizeyde basaril kilar.

2.1.5.1. Elektrota bagh etkiler

- Elektrotun cinsi
- Elektrotun ylizey alan1
- Elektrotun geometrisi

- Elektrotun yiizey kosullar1



2.1.5.2. Elektrolit tiiriine bagh etkiler

- pH
- Coziicli madde
- Safsizliklar

- Elektroaktif tiirlerin konsantrasyonu

2.1.5.3. Elektriksel etkiler

- Yik
- Potansiyel
- Akim

- Impedans

2.1.5.4. Dis etkiler

- Numune- matriks bilesimi
- Zaman

- Basing

- Sicaklik

- Girisimler
2.1.5.5. Tepkime parametrelerinin etkisi
- Hiz1 belirleyen basamak veya basamaklar
- Tepkimeye giren maddelerin kararlili1
- Elektron transfer tepkimelerinde termodinamik ve kinetik degiskenler

2.1.5.6. Olasi giiriiltii etkileri

- Elektromanyetik giirtiltiiler
- Elektrokimyasal giiriiltiiler
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- Is1 kaynakl giiriiltiiler

2.1.5.7. Kiitle transfer etkileri

- Adsorpsiyon

- Ylizey konsantrasyonu
- Difiizyon

- Konveksiyon

2.1.6. Biyosensorlerin uygulama alanlari

Biyosensorler yogunlukla tibbi tan1 ve teshiste kullanilir.Bu alanda ilk gelistirilen
sensOr bir enzim biyosensoriidiir. Ticari olarak ilk tiretim ise glukoz tayini yapan bir
glukoz oksidaz elektrotlu biyosensor ile gerseklestirilmistir [8]. Gen incelemelerinde
ve alerji sonucu beliren antikorlarin analizinde [49], kalp hastaliklarinda ritim
diizenlemede [50], diyaliz hastalarinin takibinde, hasarli doku ya da kemiklerin
onariminda, metabolik verilerin izlenmesinde [51] biyosensorler kullanilir. Glukoz,
kolestrol, laktat, {ire, kreatin tespitinde kullanilan biyosensdrler amperometrik enzim

biyosensorleridir [38]. Bu sensorler;

- Offline
- Invivo

- On line olmak tizere ti¢ sekilde kullanilabilir [38].

Gen arastirmalarinda, genetik veya bulasici hastaliklarin tespitinde, ilag ve DNA nin
etkilesim takibinde, ¢evre ve adli tip analizlerinde DNA sensorleri devreye girer ve

onemli verilerin elde edilmesine imkan verir [38].

Sekil 2.12.’de "lab-on -a-chip" ad1 verilen, ila¢ salinim sistemlerini, hiicre i¢i basing
sensOrlerini, implant edilebilen mikro elektrotlar1 barindiran bir teknoloji

gosterilmektedir [50, 52].
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Sekil 2.12. Lab-on -a -chip uygulamasi [50].

Tarim, gida ve g¢evre alanlari da biyosensor teknolojilerinin siklikla kullanildig:
alanlardir.Tarimda biyosensorlerden suni giibre, kotlii koku, hayvan hastaliklar1 ve
pestisit Olgiimlerinde yararlanilmaktadir. Tarim kimyasallarinin, ekinlerde ve
topraklardaki kirleticilerin ve hayvanlardaki hastaliklarin tespit edilmesinde, hayvan
dogurganliginin izlenmesinde [53], hasere ve mantarla miicadele ilaglarinda
kullanilan  biyosensorler, enzim, antikor ve hiicre esasli, amperometrik,

potansiyometrik ve optik doniistiirme metotlari ile gelistirilmislerdir [28].

Gida giivenliginde kimyasal ve mikrobiyal igeriklerin belirlenmesi ve kalite kontrol
uygulamalarinda da biyosensorler basvurulan araglardan olmuslardir.Balik ve et
tirtinlerinin tazeligini dlgmek, baz1 gida kaynakli patojenleri tespit etmek icin ¢esitli
sensorler gelistirilmistir.Gida analizinde enzim esasli amperometrik biyosensorler
[54], patojenik bakteri tespiti i¢in [40, 55], gida giivenlginde biyolojik ve kimyasal
analitlerin ol¢timii i¢in [56] gelistirilen biyosensorler literatiirde mevcuttur.Gida,

¢evre ve tarim uygulamalarinin yer aldigi ¢alismalar Tablo 2.1.’de gosterilmistir.
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Tablo 2.1. Biyosensorlerin tarim, gida ve ¢evre uygulamalar [28].

Uygulama Analink Hedefler Bryosensér Tplen
Tonm Parzozon, dichlorvos, zldicard, Ampsrometnk imino Ve enzim sensorker
Inssktisitier chiorpyrifs athyl ozon, methami- Potansiyometrik imino ve enzim sensorler
dophos.maizozon, stoaprox, Emilim imdno ve enzim sensorler
vb. Floresan imino v enzim sensdrler
Herbisitler Atrazins Cyanazine propazine,  TOCTE 2533l SBQrDOM/3S3l ve 0K sensdrier
smazina promston, terbutryn, vo.  LAPS imino ve enzim sensdrier
Fiber optik imuno sensorier
Fungusitler Dithiocarbamats, carbofaran,

matalzzvi trisdimeion vb

QCM imino sensdrier

Guda
Putrescing, cadavernine Azperomateik enzim sensorler
) 1K 12UN0 sensorler
hyponining DNA ' RNA sensérler
L-lactate D-lactate Azperomatrik hucre esasl
ve do%u sensdrier
Glukoz, sukroz, laktoz, Potansivomatrik enzie senscrleni
fruktoz
Glutamate, aspartane LAPS 12un0 sansorler
Etanol, salfit Optik FIA bivosansde
Lizter ia monocytogents Floresan imino sensdrler, PCR-DNA sensrler
& ¢0itO157:H/ SPR im0 sensdrler, DNA sensdrler
Saimoneiia gpavmwr ium Remiluminesans iwuno sensorler
StapAyiococcus awreus QCM tmuno sensorler, QOM-DNA sensorler
Empedans imiino sensdeier
Diger bakter: ve virusler Tarmal enzim sensdrler
Antibivotikier, pastisitier, fangusitisr
Cevre

Oksijen

Asperomatrik imino ve mikrop sensdrler

Parzozon, atrazine dithiocar-

Potanzrvomsetnik hocrs 23asly sensorler

bamats vh Emnedans imnino sensdrler

Alkilat siliast Fiber optik imuno sansorler, floresans
s2nsorler

SeRlosponinler pamisilinier Optik nioes ssasls sensdrler

aystatin LADS imino sensdrlar

Cevre izlemelerinde biyosensorler, hava, su ve toprak orneklerinde pestisit ve
antibiyotik kalintilarini, toksin ve mikroplar1 tespit etmede ve BOD o6l¢iimlerinde
DNA

kullanilmiglardir izlemelerde

.Wang ve arkadaglar

cevresel tabanli

elektrokimyasal biyosensorleri incelemislerdir [57]. Rodriguez - Mozaz ve
arkadaglar1 ¢evresel uygulamalarda kullanilan biyosensorler iizerinde ¢alismislar ve

gelecekteki trendleri lizerine bir ¢aligma ortaya koymuslardir [58].

Biyosensor pazarinin %80’ inden fazlasini glikoz biyosensdrleri kapsamakta, tarimsal
tretim, gida isleme, kalite kontrol, gida gilivenligi ve kontaminasyon tespiti,
ambalajlama ile ¢evresel izleme alanlarinda biyosensor kullanimiyla ilgili aragtirma

ve gelistirme ¢alismalar1 devam etmektedir.

Savunma alaninda biyosensorler biyolojik savas ajanlarinin tespit ve takibinde hizli

ve glivenilir sonuglar vermesi nedeniyle tercih edilmektedir [8].
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Sekil 2.13. Biyosensorlerin kullanim alanlari [38]
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BOLUM 3. ENZIMLERE GIRIS

3.1. Enzimler

Enzimler reaksiyon hizini arttiran biyolojik katalizorlerdir.Bu sirada reaksiyonun
denge sabitlerini ve , gecis durumunun kararliligini arttirip aktivasyon enerjisini
diisiirerek sistemin termodinamik o6zelliklerini degistirmedikleri gibi kendileri de
degisiklige ugramazlar.Ribozimler disindaki tiim enzimler protein yapisinda olup
saflagtirildiktan  sonra da aktivite gosterebilirler.Kataliz —giicleri, kimyasal

katalizorlere gore 109 kattan daha fazladir.

Enzimler hiicre icinde mitokondrilerde protein sentezi ile sentezlenir.Her protein bir
gen tarafindan {iretilir.Bu durum her enzimin amino asit diziliminin farkli olmasi ile
sonuclanir.

Enzimlerin yapisinda kovalent ve kovalent olmayan baglar bulunur.Kovalent baglar;

- Peptit baglar
- Disiilfid baglandir

Kovalent olmayan baglar ise;
- Hidrofobik etkilesimler
- Hidrojen baglar

- lyonik etkilesimlerdir.

Peptit baglart bir aminoasitteki a-karboksil grubundaki karbonla baska bir

aminoasidin azotu arasindaki C-N baglaridir.
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1. Aminoasit 2. Aminoasit
H H 0 H H 0
% | “. |
N—E&—C + N—C—C
7 1T " |
H R \ O\H\ N »/‘:H// R OH
(PePfiﬂe.sme)‘ H7O (Su agiga cikar)
R A AR
N—§&—C~ N—E€—C
H | | | \OH
R H K webders.net

Sekil 3.1. Peptit bagi olusumu [59].

Disiilfid baglari; iki sistein amino aidi arasinda S-H gruplarinin hidrojen
kaybetmeleri ile olusan S-S baglandir.Disiilfid baglarinin protein molekiiliiniin
seklinin olusmasinda ve korunmasinda etkisi biiyiiktiir.Bu baglar bir polipeptit zinciri
icerisinde olabildigi gibi farkli polipeptit zincirlerinin birbirine baglanmasini da

saglayabilir [60].

- Disulfide bond
L) (cystine)
Il\'H

HC—CH,
=0

Sekil 3.2. Disiilfit bagt

Hidrojen Bagi; bir polipetit zincirindeki oksijen atomu ile bagka bir peptit bag1 veya
diizlemindeki azot atomu arasinda birbirleriyle ya da suyla hidrojen kopriisii kurarak

olusturduklar1 baglardir.
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Iyonik baglar; fizyolojik pH’ta tamamen veya kismen iyonlasarak zit yiiklerle

yiiklenen amino asitler arasinda elektrostatik ¢cekimlerle olusan baglardir [61].

3.2. Enzimlerin Diger Katalizorlerden Farki

Enzimler, yalnizca canlilar tarafindan sentezlenir.En onemli 0Ozelligi spesifik
olmasidir.Bir enzim molekiilii tek bir tepkimeyi ya da o tepkimeyle iliskili
tepkimeler serisini katalizler.Enzimlerin, katalizleyerek etki ettikleri maddelere

substrat denir.Enzimler substratlarina gore dort ayr1 cesit spesifiklik gosterirler:

- Mutlak spesifiklik; bir enzimin tek bir substrati katalizlemesidir.Glikoz
oksidazin tiim seker tiirleri i¢inde sadece glikozu yiikseltgemesi gibi

- Grup spesifikligi; bir enzimin bir grup substrata karst etkin
olmasidir. Transmetilaz enziminin metil grubu barindiran substratlari
katalizlemesi gibi

- Bag spesifikligi; bir enzimin substrattaki belli bir baga kars1 segici
olmasidir.Proteaz enzimi i¢in peptit baginin, esteraz enzimi i¢in ester baginin
bulunmasi gibi

- Stereo-kimyasal spesifiklik; enzimin substrattaki stereo kimyasal Ozellige

kars1 spesifik olmasidir. izomeraz enzimi gibi

Enzimlerin spesifikligi, istenmeyen tiim yan tepkime {irlinlerinin engellenmesi ve
secilen tepkimenin gerceklestirilmesi demektir.Bu da maliyetin azaltilarak {iretimin
arttirtlmasinda  etkili olur.Ayrica istenmeyen yan iriinler olusmayacagi igin
saflastirma maliyeti de diiser ve cevre kirliligine olan olumsuz etki de bertaraf
edilir.Enzim tepkimeleri 1liman kosullar gerektirdigi i¢in enerji gereksinimi ve
korozyon donanimlarina bagh maliyetler de diiser.Enzimler kimyasal katalizorlere
oranla daha verimli ve iistlin katalizorlerdir.Klasik kimyasal yontemlerle uzun zaman
ve biiyiik caba gerektiren bazi tepkimeler enzimlerle kolaylikla gerceklestirilebilir
[61].
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3.3. Enzimlerle ilgili Baz1 Temel Kavramlar

n

Enzimlerin tepkimelerde katalizor olarak etki ettikleri maddelere " substrat ",

n

substratlarin enzim ile etkilestikleri bolgelere "aktif bolge " adi verilir.Enzimlerde,
protein yapisinda olmayan ancak aktivite i¢in gerekli olan gruplara " kofaktor " adi
verilir.Kofaktorler demir, ¢inko gibi metal iyonlaridirlar.Bu grup organik bilesik
oldugu zaman " koenzim " adimi alir.Bazi durumlarda enzimde hem metalik bir iyon

hem de organik bir bilesik bulunabilir [62].

Katalitik olarak aktif enzim ile kofaktor kompleksi "haloenzim " olarak
anilir.Enzimin kofaktor icermeyen protein kismi ise "apoenzim " olarak adlandirilir.

n

"[zozimler " ise ayni reaksiyonu Kkatalizleyen ancak birka¢ aminoasit dizisinde
farklilik gosteren enzimlerdir.Enzime ya da proteine kolay uzaklastirilamayacak

sekilde kovalent baglarla sikica baglanmis kofaktorlere "prostetik grup " denir [62].

Sentezlendikleri hiicre i¢ginde kalarak etkisini burada siirdiiren enzimler "endoenzim "
hiicre disina salinan enzimler ise "ekzoenzim "adimi alir.Bazi sindirim enzimleri
yapildiklart hiicreye zarar vermemeleri i¢in "proenzim (zimojen ) " seklinde bulunur

ve daha sonra aktif hale gelirler [61].

3.4. Enzimlerin Siniflandirilmasi

Enzimler temelde 1ki kisimda incelenir:

- Basit enzimler, proteinden meydana gelen, tekli veya coklu alt birimlere
sahip enzimlerdir.Katalitik etki, proteinin poli peptit zinciri tarafindan
gosterilir.Pepsin, tripsin, lireaz basit enzimlerdendir

- Kompleks enzimler, protein yapisi yaninda bir metal iyonu veya bir organik
bilesik iceren enzimlerdir.Proteinden olusan kisim yani apoenzim, enzimin

substratini belirlerken kofaktor kism1 enzimi aktive eder [61].
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3.4.1. Oksidorediiktazlar

Bir¢ok kimyasal gruba hidrojen ekleyerek veya ¢ikararak yiikseltgenme-indirgenme

tepkimelerini elektron aktarimi yoluyla katalizlerler.

- Dehidrogenazlar
- Oksidazlar

- Rediiktazlar

- Peroksidazlar

- Katalazlar

- Oksijenazlar

- Hidroksilazlar bu gruptandirlar.

3.4.2. Transferazlar

Metil, amino, acil, fosfat, glikozil gibi fonksiyonel gruplarin tasindig1 tepkimeleri

katalizlerler.

- Transaldolaz

- Transketolaz

- Agil, metil, fosforil, glikozil transferazlar
- Kinazlar

- Fosfomutazlar [62].

3.4.3. Hidrolazlar

Su varliginda substratlarda cesitli baglarin parcalandigi reaksiyonlar1 katalizleyen

enzimlerdir.

- Proteazlar, protein ve peptitlerin hidrolizini

- Esteraz ve lipazlar, ester ve lipitlerin hidrolizini
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- Karbonhidrazlar, sekerler arasindaki veya sekerler ve alkoller arasindaki
baglarin hidrolizini
- Fosfatazlar, fosforik asit, anhidrit ve esterlerin hidrolizini

- Amilazlar, amit ve peptit baglarinin hidrolizini katalize ederler [12].

3.4.4. Liyazlar

Hidroliz ve oksidasyon disindaki yollarla baglarin kirildig1 ve ¢ift bagin olustugu

tepkimeleri katalizleyen enzimlerdir [62].

- Dekarboksilazlar
- Aldolazlar

- Hidratazlar

- Dehidratazlar

- Sentazlar

3.4.5. izomerazlar

Molekiilde yapisal ve geometrik izomer degiskliklerinin gerceklestirildigi, atomlarin
yeniden diizenlendigi tepkimeleri katalizleyen enzimlerdir .Bu enzimlere glukoz

oksidaz, trioz fosfat izomeraz 6rnek verilebilir [61].

- Rasemazlar
- Mutazlar
- Epimerazlar

- Izomerazlar

3.4.6. Ligazlar

ATP enerjisi kullanarak iki molekiilii birlestiren enzimlerdir DNA ligaz bu tiir

enzimlere Ornektir.
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- Senteazlar
- Karboksilazlar

3.5. Enzim Katalizli Bir Reaksiyonun Hizim1 Etkileyen Faktorler

Enzimlerin katalizorliigiinde ilerleyen bir reaksiyon, ortamin pH’1, iyonik giic,
substrat, enzim ve iirlin konsantrasyonu, sicaklik, hormonlar, 1s1k, su miktari,

inhibitor derisimi ve aktivator derisimi gibi fiziksel parametrelerden etkilenir [61].
3.5.1. pH ve iyonik gii¢ etkisi

Bir enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi pH degerine " optimum pH " denir. Her
enzimin kendine 6zgili bir optimum pH degeri vardir. Bu deger disinda enzim ya
aktivitesini kaybeder ya da ¢ok az aktif olur. Bunun nedeni, pH diisiik oldugunda
yani ortamda H* iyonlarmin fazla oldugu kosullarda metal katyonlar1 ile H" iyonlari
arasinda enzimin metal baglayicit bolgelerine baglanmak icin bir yaris olmasidir.
Daha az katyon baglanabilir ve aktivite diiser. pH’in artmasi yani bazik kosullar
iyonlar ve enzim ligandlar1 arasindaki yaris1 hizlandirarak hidroksit olusumuyla

enzimden kopuslara yol acar.

Pepsin Amilaz Tripsin

Tepkime hizi —»

pH —»

Sekil 3.3. Optimum pH’in tepkime hizina etkisi [63].
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3.5.2. Substrat konsantrasyonu etkisi

Reaksiyon hizinin reaktant konsantrasyonuna bagli olmadigi sifirinci dereceden
reaksiyonlar diginda tiim reaksiyonlar reaktant konsantrasyonunun artisindan olumlu
etkilenir. Ancak enzim katalizorliigiinde gerceklesen bir reaksiyonda optimum
kosullar olustugunda ¢ikilan hiz, konsantrasyonun arttirilmasina ragmen maksimum

hiz olarak kalir [61].

Tepkime hizi —»

Substrat yoguniugu ———m

Sekil 3.4. Substrat konsantrasyonunun reaksiyon hizina etkisi [63].

3.5.3. Enzim konsantrasyonunun etkisi

Optimum kosullarin saglandig1 ve substratin da yeterince fazla oldugu durumlarda
reaksiyon hizi enzim konsantrasyonuyla dogru orantili olarak artar.Ortamda belirli

miktarda substrat varsa enzim miktarinin arttirilmasi hizi etkilemez [61].

Tepkime hizi —w

Enzim yogunlugu ———»

Sekil 3.5. Enzim konsantrasyonunun reaksiyon hizina etkisi [63].
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3.5.4. Uriin konsantrasyonunun etkisi

Uriin konsantrasyonunun giderek artmasi bir feed-back kontrol mekanizmasiyla

reaksiyonun hizini diistirtir.

3.5.5. Sicaklik etkisi

Bir enzimin maksimum etki gosterdigi sicakliga "optimum  sicaklik
"denir.Reaksiyonlarn gogunun hizi her 10° C’ta iki kat artar.Ancak optimum
sicaklik degerinin daha tistiindeki ve daha altindaki sicakliklarda enzimler ii¢ boyutlu
bir bozulmaya yani denatiirasyona ugrarlar.Bu bozulmalar diisiik sicakliklarda
tersinir yani geri doniisiimlii, yiiksek sicakliklarda ise tersinmez yani geri
doniistimsiizdiir. Yikksek ~ sicakliklarda  enzim  ugradigi  geri  dOniisiimsiiz

denatiirasyondan dolay1 aktivitesini tamamen kaybeder [61].

Tepkime hizi
Optimum
/(en uygun)
|
' Sicaklik (7
< —>
Caligmaz Galigmaz
Yapisi bozulmaz Yapisi bozulur

{denature olur)

Sekil 3.6. Sicakligin reaksiyon hizina etkisi [62]
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3.5.6. Su miktarmin etkisi

Molekiillerin ¢arpigsmasi igin gerekli hareket ortaminmi saglayan sudur.Enzimatik
reaksiyonlar i¢in genellikle %15 oraninda suya ihitya¢ duyulur.Kurutulmus sebze ve
meyveler taze olanlara gore, su miktarinin azalmasiyla enzim aktivitesi durdugu icin

daha uzun omirludirler.

Tepkime hizi

N 0
0 15 70 Su (%)

Sekil 3.7. Su miktarinin reaksiyon hizna etkisi [62].
3.5.7. inhibitér ve aktivatér konsantrasyonu etKisi

" '

Aktiviteyl arttiran molekiillere " aktivator ", durduran veya diisiiren molekiillere
"inhibit6r " denir. Inhibitorlerin gogu kimyasal maddelerdir. Ancak bir organizmanin
enzimi bagka bir organizma icin inhibitdr olarak da gorev yapar. Inibitdrlerden
genellikle ila¢ yapiminda yararlanilir. Aktivatorler de genellikle metal iyonlar: olan
koenzimler ve kofaktorlerdir [61]. Aktivatdor miktarinin artmasi reaksiyonu

hizlandirir.
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Tepkime huzi

Aktivator

Sekil 3.8. Aktivator ve reaksiyon hizi iligkisi [57].

Inhibitorler aktif bolgeye baglanarak enzimin substrata baglanmasini engeller.

Inhibitér miktarmin artis1 reaksiyonu yavaslatir veya durdurur.

Tepkime huzi

inhibitér

Sekil 3.9. Inhibitor ve reaksiyon hiz1 iliskisi [62].
3.6. Enzim -substrat birlesme modelleri

Enzimler substratlarina gore ¢ok biiyiik spesifiklik gosterirler. Bunun nedeni enzim
ve substratin birbirine tam uyumlu geometrik bir sekle sahip olmasidir. Bu diisiince

genel olarak " anahtar kilit modeli " olarak anilir [64].

A ANAMTAR IILIT MODEL)

frirat

Exnm cubowaes ebed
bomip kst -
.’;. "
—
Aclw sie —lly A ———
F-n

ey
C£+8

Sekil 3.10. Enzim-substrat "anahtar-kilit " modeli [64].
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Enzimler goreceli olarak esnek yapida molekiillerdir.Substratin da etkisiyle aktif
merkezin sekli enzimle etkilesim sirasinda siirekli olarak degisime ugrar.Baska bir
deyisle substrat hareketsiz bir aktif merkeze degil de aminoasit ve yan zincirlerin
enzimin katalitik islevini yerine getirmesi i¢in sekil aldigi bir yapiya baglanir.Bazi
reaksiyonlarda substrat da sekil degisikligine ugrar .Tam baglanmanin oldugu

noktada son sekil ve yiik belirlenir [64].

ﬂb_ﬂ, i
-—-

AKUr marker ennek Degigreg ahtif merkez Akt merkez esnek

Sekil 3.11. Enzim ve substratlarin indiikklenmis uyum modeli [64].

3.7. Enzim immobilizasyonu ve immobilizasyon yontemleri

Biyokatalizor olarak kullanilan dogal enzimler, islevlerini tamamladiktan sonra,
kimyasal ya da fiziksel metotlarla inaktive edilirler.Bu durum enzimlerin tekrar
kullanilmalarint  olanaksiz  kilar.Enzim aktivasyonunu yitirmeden ortamdan

uzaklastirilabildiginde ise defalarca kullanimi miimkiin olur.

Enzim immobilizasyonu enzimin ¢6ziinmeyen bir maddeye hapsedilmesi ya da
baglanmasidir.Destek gorevi goren bu materyaler "matriks "olarak anilir.Enzimler
matrikslere aktif gruplarin islevini engellemeyecek sekilde immobilize edilmelidirler
[65].

Se¢ilecek immobilizasyon yonteminin basarisi, enzimin ¢oziiniirliigiine, fonksiyonel
gruplara, matriks materyalinin yapisina, immobilizasyonla olusan baglarin giiciine,
enzim degisimlerinin enzim giiciine etkisine baghdir [61]. Immobilizasyon

yontemleri temel olarak iki kisimda incelenebilir;
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- Coziinmeyen enzimler i¢in kullanilan yontemler

- Cozilinen enzimler i¢in kullanilan yontemler

3.7.1. Coziinmeyen enzimler i¢in kullanilan yontemler

3.7.1.1. Baglama yontemi

Bir enzim molekiiliindeki fonksiyonel gruplar; aminoasitlerdeki serbest karboksil,
amino, hidroksil, indizol ve siilfahidril gruplaridir.Baglamada kullanilan bu
gruplarin, 1liman kosullarda hedeflenen baglar1 uygun kuvvette olusturmasina, enzim
aktivitesi i¢in kritik olmamasina, enzim denatlirasyonuna neden olmamasina,
enzimin katalizledigi substrat ve reaksiyon iizerinde bir degisim olusturmamasina
dikkat edilmelidir.Baglama sirasinda yeni baglar olustugu icin enzim modifiye
edilmis olur [61]. Baglama yontemleri gapraz baglama ve tasiyiciya baglama olarak

iki bolimde incelenir.

3.7.1.1.1. Capraz baglama

Iki veya daha fazla fonksiyonel grup iceren bir capraz baglama ajani, enzim
¢ozeltisine uygun miktarda eklenerek olusturulan kontrollii reaksiyonlar ile enzim
molekiilleri ¢oklu kovalent baglarla birbirine baglanir.Bu ii¢ boyutlu capraz baglh
enzimler suda tamamen ¢oziinmezler.Coziinmeyen kompleksin olusumu, ¢ozeltinin
pH’ma, iyonik giice, enzim ve ajanin konsantrasyonuna baglidir.Capraz baglamada
uygun siire ve sicaklik her enzim i¢in farklidir.Bu kosullarin saglandigi uygun
verilere deneme yanilma yoluyla ulasilir.Yontem genellikle baska bir ydntemle
birlikte kullanilir.

Capraz baglama yonteminin dezavantajlar1 s0yle siralanabilir [61]:

- Pahal1 bir yontemdir
- Capraz bagl enzim grubu jelatin yapisindadir

- Tepkime kontrolii giigtiir
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- Aktif bolge bag olusumunda yer aldig1 ve ¢apraz bagl yapiin merkezinde
kaldig1 icin aktivite kayb1 yasanir

- Enzimin bir kism1 destek gorevine katildig1 i¢in yetersiz bir yontemdir

3.7.1.1.2. Tasiyiciya baglama yontemi

Bu yontem, immobilizasyonda ilk kullanilan yontemdir.Tasiyiciya baglama
yonteminde enzimler, iyonik ya da kovalent baglarla veya adsorpsiyonla dogrudan
destek malzemesine baglanir.Enzim aktivitesi tasiyict materyalin  yapisina
baghidir.Tasiyict seciminde ise enzimin yapisi, boyutu, hidrofil gruplarin hidrofob
gruplara orani, kimyasal bilesimi ve ylizey alani gibi parametreler goz Oniinde
bulundurulmalidir. Tastyiciya baglama yonteminde inorganik, organik ve biyolojik

destekler kullanilabilir. Tas1yiciya baglama yonteminde dort farkli yol izlenebilir:

- Fiziksel adsorpsiyon
- Metal baglama
- lyonik baglama

- Kovalent baglama

Fiziksel adsorpsiyon: Enzim immobilizasyonundaki en basit yol fiziksel
adsorpsiyondur.Konsantrasyonu yliksek enzim ¢ozeltisi katt maddeyle karistirilarak
enzim proteini ve matriks yiizeyi arasinda spesifik olmayan fiziksel etkilesimlerle
gerceklestirilir.Reaksiyon sirasinda olduk¢a zayif baglar olugsa da cok sayida
olduklarindan yeterli bag giiciinii saglarlar.Bu yontem, yiizey 0zellikleri
kullanildigindan enzim ve kati maddede kimyasal modifikasyonlara ihtiyag¢
duymaz.Dolayisiyla enzim yapisina ¢ok az zarar verir, ucuz ve kolay bir
yontemdir.Destekten enzim sizintisinin olmasi ise fiziksel adsorpsiyon yonteminin

dezavantajidir [61].

Metal baglama: Bu yontemde ge¢is metallerinin 6zgiil bag olusturma 6zelliklerinden
yararlanilir.Enzimde uygun uclarin bulunmasi ve bu uclarin metalle reaksiyona

girme kabiliyetleri enzim aktivitesine sahip yeni bir tiirevin olugmasma yol
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acar.Metal baglama yonteminde substratin molekiil agirligi, molekiil biiytkligi ve

sekli goz oniinde bulundurulmalidir [61].

Iyonik baglama: Iyon degistirici uclar tasiyan ve suda ¢oziinmeyen bir tasiyiciya,
enzim proteininin iyonik baglar ile baglanmasi yontemin temelidir.Tasiyict olarak,
iyon degistirici merkezlere sahip polisakkaritler ve sentetik polimerler
kullanilir.Kovalent baglanmaya gore daha iliman kosullar gerektirir ancak olusan
baglar daha zayiftir. Fiziksel adsorpsiyondan farki ise daha kuvvetli baglar
olusmasidir. Iyonik baglamada enzim aktivitesi yiiksektir.Bu durum, metodun
enzimin aktif bolgesinde ve konformasyonunda ¢ok az degisime neden olmasi ile

aciklanir.Dezavantaj olarak, enzim s1zintist goriilebilir.

Kovalent baglama: Enzim immobilizasyonu, destek ve enzim arasinda kovalent
baglar olusmasiyla gerceklestirilir.Yontemde, enzimin dogal konformasyonunu
bozmamak icin hidrofilik destek matriksleri kullanilir.Destek malzemeleri DEAE
(dietilaminoetil), CMC (karboksimetil selilloz ) gibi belli ayiraglarla fonksiyonel
gruplar olusturulabilen malzemeler de olabilir.Kovalent baglama yonteminde yiiksek
aktivite, aktif bolgede inaktive olmaya miisait uglarin korunmasiyla elde edilir.Bu
metot daha karmasik ve daha sert kosullara ihtiyag duyar.Bu da enzimin
konformasyonel yapisinin ve enzim aktif merkezinin degiserek enzim aktivitesinin
diismesi ya da substrat degisimi anlamina gelir. Kovalent baglama ydnteminin
optimizasyon kosullar1 daha zordur.Ancak, tasiyic1 ve enzim bagi cok kuvvetli
oldugu icin enzim sizintis1 minimum seviyededir.Enzim ylizeyden baglandig1 icin

biiylik boyutlu substrat molekiilleriyle de etkilesebilir [61].

3.7.1.2. Hapsetme

Hapsederek immobilize etme yonteminde enzim, substratin igeri iirlinlin ise disari
diflizyonuna izin verecek bir polimer matriks veya membrana yerlestirilir.Burada
baglanma olmadigindan enzimin yapisi bozulmaz.Ancak polimerizasyon esnasinda

olusan serbest radikaller enzim aktivitesini etkileyebilir.Diisiik agirlikli substratlarin
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katalizlendigi enzimler i¢in kullanilabilen bu yontem yiiksek agirlikli substratlarda

difiizyon kisitlamalar1 nedeniyle uygulanamaz.Hapsetme islemi ii¢ sekilde yapilir:

- Jele hapseme
- Life hapsetme

- Mikroenkapsiilasyon

3.7.2. Coziinen enzimler i¢cin kullanilan yontemler

Coziinen enzimlerin immobilizasyonunda enzim ¢dzeltisi yar1 gecirgen membranlar
arasinda tutulur.Yar1 gecirgen membran naylon, seliiloz, polisiilfon veya poliakrilat

olabilir.

3.8. Enzim immobilizasyonunun Avantajlari

- Tepkime ¢ozeltisinden enzimi ¢ikartmak kolaydir.

- Reaksiyonu sonlandirmak i¢in enzimin deaktive olmasin1 saglayacak
inhibitor ekleme, ani 1sitma gibi islemlere gerek yoktur.

- Kesikli islemlerde defalarca, siirekli islemlerde uzun siire kullanilabilirler.Bu
da katalizor maliyetini azaltir.

- Serbest enzimlere oranla daha kararlidirlar.

- Serbest enzimlere oranla daha uzun yar1 dmre sahiptirler.

- Enzim iiriinden kolaylikla ayrilabilir.

- Enzim birden fazla kez kullanilabilir.

- Farkli optimum kosullar gerektiren enzimler ayni proseste bir arada
kullanilabilir.

- Zaman, materyal ve laboratuvar giicii ihtiyaci azalir.

- Enzimin kendi kendini denatiire etme olasilig1 diistiktiir.

- Proses kosullarina daha dayaniklidirlar [54, 55, 61].

- Bozulma hizlar1 tahmin edilebildigi i¢in ayira¢ hazirlanmasina gerek kalmaz

[61].
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3.9. Enzim Immobilizasyonunun Dezavantajlar

- Bazi immobilizasyon metotlarinda enzim sizintisi olabilir.
- Sterik zorluklar ve difiizyon kisitlamasi vardir.

- Enzim mikro ¢evresinin kontrolii zordur.

3.10. Glukoz Oksidaz Enzimi

Glukoz oksidaz (GOx), glukoz sensdrlerinde en fazla kullanilan enzimdir.GOX,
kofaktor olarak iki adet flavin adenin diniikleotit (FAD) igerir [66]. Enzim
molekiiliinde FAD’1n olmadig1 bir durumda enzim aktivitesinden s6z edilemez.GOx
enzimi kaynak ve tiiriine gore %10-24 arasinda karbonhidrat bilesiminden olusur
[40]. Sekil 3.12.°de D-glukozun glukonik aside yiikseltgendigi reaksiyon
gosterilmistir.Bu reaksiyonda dnce indirgenme sonra yiikseltgenme olmus reaksiyon
iki basamak iizerinden yiiriimiistiir.Indirgenme basamaginda glukoz glukanolaktona
dontisiir, ylikseltgenme basamaginda ise hidrojen peroksit olusur [40]. Bu reaksiyona

gore glukoz miktar ile olugan H202 miktar1 dogru orantilidir [67].

FAD, yapisinda bulunan riboflavinden dolay: indirgenmektedir.FAD, elektron alicisi
gibi davranarak glukoza yiikseltgenir, daha sonra molekiiler oksijeni indirgeyerek

H202’ye doniistiiriir ve tekrar oksitlenmis formuna geri doner [66].

Ik defa 1904 yilinda Maksimow, Asperigillus Niger’de GOx enzimi ile ilgili
caligmalar yaparak bu enzimin aktivitesini ortaya koymustur.Enzimin oksidatif
ozelligi ise 1928’de Miiller tarafindan saptanmustir [12]. 1962°de ise Clark ve Lyons
enzimatik elektrot kavramini 6nermislerdir [68].

Glukoz tespitinde glukoz biyosensoriiniin ¢alismasi, analitteki glukoz ve ¢oziinmiis
oksijenin elektrot yiizeyine ulagsmasi ile baslar.Glukoz, glukonik asite doniisiir ve bu
sirada Oz harcanir.Ortamdaki glukoz bittiginde baslangictaki ve reaksiyon sonundaki
¢Ozlinmiis Oz karsilastirilir. Aradaki fark, ortamdaki glukozun oksidasyonu igin
harcanan Oz olup buradan biyolojik sividaki glukoz miktart hesaplanir [69]. O

tilketimine dayanan bu yaklasimin dezavantaji, Oz’nin sudaki ¢oziiniirliigiiniin az
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olmast ve konsantrasyondaki dalgalanmalar nedeniyle yanlis sonuglara yol

agabilmesidir [70].

H>O, oksidasyonuna dayanan yaklagimin dezavantaji ise, ger¢ek numunelerde
cogunlukla glukoz ile bir arada bulunan bir ¢ok elektroaktif maddenin de ¢alisma

elektrotu tizerinde oksitlenmesidir [71].

CHLOH CHzOH

o o
+ Gon —= &:'):o + GODH,

D-Glukoz D-Glukono-1,.5-lakton

GODH, + 0, —= GOD 4 H;0,

CH,OH CHzOH
o ——QH
>:D —|— H,0 ————= K ,COGH
D-Glukono-1.5-lakton Glukonik asit

Sekil 3.12. D-Glukozun GOx ile katalizlendigi reaksiyon [40].
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Enzim Substrat

Glukoz oksidaz Glukoz

Laktat oksidaz Laltat

Aldehit dehidrogenaz Aldehit

Peroksidaz Hidrojen peroksit

Kolin oksidaz Kolin

Katalaz Hidrojen peroksit, floriir, siyaniir
Ureaz Ure

Galaktoz oksidaz Galaktoz

Alkol oksidaz Etanol, metanol. formaldehit
Glutamat oksidaz Glutamat

Sekil 3.13. Biyosensorlerde kullanilan bazi enzimler



BOLUM 4. METAL ORGANIK KAFESLER

Metal organik gergeveler ( Metal organik frameworks ), metal iyonu ve baglanti
noktalarindan kopriillenmis ligantlardan olusan hibrit malzemelerdir . Bu ligantlar
organik ve inorganik baglayict molekiillerdir. Koordinasyon Polimeri (CP) veya
Koordinasyon Aglari olarak da adlandirilirlar. Yapisal esneklik, gézeneklilik, kontrol
edilebilir sentez, kontrol edilebilir gézenek boyutu, esnek duvar modifikasyonu
Ozellikleri nedeniyle biyosensorler gibi algilama ve goriintiilleme uygulamalarinda
ilgi ¢cekerler .MOF’lar floresan ve luminesan sensorlerin iiretimi i¢in de yapi
bilesenlerindeki etkilesimin ayarlanabilmesi nedeniyle tercih edilir [72]. Nano boyuta
getirilen MOF’lar in-vivo ¢alismalarda goriintiileme maddesi olarak da
kullanilabilir.Kendiliginden biyolojik olarak bozunabilmeleri, gérev tamamlandiktan

sonra hizli temizlenmeyi de kolaylastirir [73].

Metal _ - Ligand

M M M M 3 — )\ . 4\

M

, ~
vy q/
Mo Mo Mo e M LN
) 7
|

1 boyutlu 2 boyutlu 3 boyutlu

=
=
f

Sekil 4.1. Metal organik kafes yapilarin sematik gosterimi [74].
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MOF tabanli biyo algilama ve biyo goriintiileme su sekilde siniflandirilir:

- MOF’lar, canli hiicrelerde DNA veya adenozini saptamak icin boya etiketli
DNA problarini sondiirmek i¢in nano MOF’larin kullanilmasi gibi florofor
sondiiriicii olarak kullanilir [75, 76].

- MOF’larin florosan yogunlugu, ¢evresindeki hedef biyomolekiillerden
etkilenir [77, 78].

- Enzimler ve MOF’lar birlestirilerek  biyomolekiillerin  etiketsiz
algilanmasinda kullanilir [79, 80].

-  MOF’lar, klinik tanm1 ig¢in yararli teknikler olan manyetik rezonans
goriintiileme (MRI) ve bilgisayarli tomografi (CT) dahil olmak tizere oldukca
etkili goriintiileme yontemleri i¢in kontrast maddeleri olarak kullanilmaktadir

[81].

Sekil 4.2. MOF-5in sematik goriiniimii [82]

4.1. MOPF’larin Ozellikleri

MOF’larin;

- Stabilite

- Secicilik

- Gozeneklilik

- Kiristal yap1

- Ayarlanabilir gézenek boyutu
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- Kolay islevsellestirme
gibi milkemmel 0&zellikleri vardir.Bu ozellikler adsorbe edilen konak¢i ve
biyomolekiiller arasindaki etkilesimler nedeniyle gomiilii molekiillerin sizma
olasiligin1 ortadan kaldirmaya veya azaltmaya yardimci olur [83]. MOF’larin
islevselligi biyomolekiillerin hem kovalent hem de kovalent olmayan baglanmalarina

izin verir [84].

MOF’larin adsorbsiyon ve konjugasyon i¢in; gozenekler, metal merkezleri, ligandin
hidrofobik halkalari, ligandin fonksiyonel gruplar1 ve kanallar1 gibi bir ¢ok yeri
vardir .Diger nanomalzemelerin pek ¢ok olast konjugasyon bdlgesi gostermesi olasi

degildir [85].

MOF’larin gozenekli yapilar1 ve genis ylizey alanlarina ek olarak konuk molekiiller
ve organik molekiillerin fonksiyonel gruplar1 arasindaki olasi n-m etkilesimleri de
iistiin Ozellikleri arasinda sayilabilir .Bu 6zellik diger materyallere goére konuk

molekiillerin sizmas1 gibi kusurlarin giderilmesinde oldukca yararlidir [86].

MOF’larin, biyomolekiillerin kapsiillenmesinde bir diger avantaji da nano olgekli
partikiillerde sentezlenebilmesidir.Bu da makro, mezo ve mikro gozenekli diger
materyallere gore katalitik ve algilama 6zelliklerini arttirir.Bu malzemenin en biiyiik
dezavantaji neme kars1 stabilitesinin diisiik olmasidir [83]. Metal organik kafesler,
uygun gozeneklilige sahip genis yiizey alanlari, biyouyumluluklari, operasyonel
kararliliklari, ylizeyel kimyalarinin ayarlanabilirligi ile biyomolekiiller i¢in ideal

konakg¢1 malzemelerdir.

4.2. MOPF’larin Sentez Yontemleri

MOF’lar, organik bir ligantin metal iyonlartyla ii¢ boyutlu bir kafes yap1 olusturacak
sekilde bir araya gelmesiyle koordinasyon kimyasi iginde genis ve onemli bir yer
tutarlar.Bu koordinasyon bilesikleri, organik ligantlarin metal iyonu ve metal iyonu
kiimeleriyle kovalent baglar olusturarak, farkli ve ayarlanabilir boyutlarda kafes

yapilarin sentezlenmesine olanak saglar.



53

MOF’larin  hazirlanmasinda katyonik elementler inorganik digiimler olarak
kullanilir.Bu amagla siklikla kullanilan metaller; Ag*™ [87], Zn*? [88], Mn*? [89],
Mg*? [90], Co*2[91], Zr** [92], Ti ** [93], Hf** [94], Cu*? [88], Al*® [95], Fe*® [96],
Cr*3 [97] ve V*® [98]’dir.Farkli uzunluklardaki organik baglayicilara ise; 1, 4-
benzendikarboksilik asit, 1, 3, 5- benzentrikarboksilik asit, bifenil-4, 4 -dikarboksilik
asit, 4, 4, 4 -s-triazin-2, 4, 6-triyl -tri-benzoik asit, 1, 3, 5-tris (4-karboksifenil)

benzen, 2, 6-naftalendikarboksilik asit ve bunlarin tiirevleri 6rnek gosterilebilir [99].

Sentez prosesi sirasinda ¢oziici molekiillerinin yapidan c¢ikarilmasindan sonra
aromatik halkalar arasindaki gii¢lii p-p etkilesimi nedeniyle birim hiicrelerin hacmi
daralabilir [100, 101]. Bu durum konuk molekiiliin kimyasal yapisi, metallerin ve

organik baglayicinin tiirii ve basincin ayarlanmasiyla kontrol edilebilir.

4.2.1. Siv1 faz sentez

Bu yontem, zeolit ve metal oksit gibi gozenekli malzemelerin sentezinde siklikla
kullanilmaktadir [102]. Segici bir ¢dziicii, uygun bir organik baglayici ve metal tuzu
stv1 faz sentezinin ana bilesenleridir.Genellikle metal tuzu ve organik ligand, ¢oziicii
icinde birlikte karistirilir.Ikinci bir yol ise metal tuzu ve organik ligandin ¢dziicii

icinde ayr1 ayr1 ¢oziilerek tek bir kapta birlestirilmesidir [103].

Coziicii ve ¢oziinen etkilesimleri; hidrojen bagi etkilesimleri, iyon -dipol, dipol-
dipol, dipol-uyarilmis dipol, solvofobik kuvvetler, London Kuvvetleri ve dispersiyon
kuvetlerini kapsar.Polarite, kaynama noktast sicakligi, reaktivite, verici sayisi,
stabilite, ¢Oziliniirliik, dielektrik sabiti gibi c¢oziicii Ozellikleri sivi faz sentezi
performansini etkileyen faktorlerdir [104, 105]. Malzemenin topografik yapisina,
morfolojiye, kristal boyutuna ve safliga etki eden diger etmenler ise reaktiflerin

derisimi, 1sitma sicaklig1 ve siiresi, ¢ozeltinin pH degeri ve onciiliin 6zellikleridir.
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Siv1 faz sentezinde kullanilan yontemler sunlardir:

- Iyonotermal yéntem

- Piskiirtmeli kurutma yontemi

- Mikrodalga yontemi

- Sonokimyasal yontem

- Yavas buharlagsma yontemi

- Hidrotermal veya solvotermal yontem
- Akis kimyas1 yontemi

- Elektrokimyasal yontem
4.2.1.1. Iyonotermal yontem

Iyonotermal sentez, sentezlenen katt malzemenin ozelliklerini kontrol etmek
amaciyla iyonik sivilarin hem ¢6ziicii hem de sablon olarak kullanildigi bir sentez
metodudur.Cogu s1v1 faz sentez yontemi, nispeten sert reaksiyon kosullarina sahip
olmasi, ¢ok fazla miktarda organik bilesene ve daha fazla enerjiye ihtiya¢c duyulmasi
gibi dezavantajlara sahipken iyonik sivilar bazi avantajlariyla bu gibi sorunlar

bertaraf etmede bir alternatif sunarlar.

Bu yontemin dezavantaji ise iyonik sivilarin ¢ok yiiksek viskoziteye sahip
olmasidir.Bu yiiksek viskozite ¢oziinen maddenin difiizyonunu etkileyerek karigtirma
ve filtrasyon zorluguna yol agar. Ayrica ¢ogunun erime noktas1 tanimlanmadig igin
istenmeyen kristallesmeler de goriilebilir [106]. Bu yontem, MOF sentezinden 6nce
tyonik sivinin sentezini gerektirdigi i¢in maliyet artis1 da s6z konusudur.Kalintilarin

nihai tiriinden uzaklastirilmasi da bu metodun dezavantajlarindandir.

Tablo 4.1. Bazt MOF’larin iyonotermal yontemle sentezi [107].

MOFs Precursors lonic liquid Reference
Co-MOF Co (NDy)p-6H0, HzBDC 1-Ethyl-3-methylimidazolium chloride 1152]
Zn-MOF Zn (MO, ),-6H0, HLBTC 1-Ethyl-3-methylimidazolium bromide [153]
Mn-MOF Mn [0AC]z, H:BTC, propyl -3-methylimidazolium-iodine [154]
Cd-MOF Cd (MO, );-4H;0, HyBDC 1-butyl-3-methylimidazolium bromide [155]
Zn-MOF Zn (NO3)3-6H0, HaBDC 1-buryl-3-methylimidazolium bromide [156]
£n-MOF Zn (NO3)z- 6H20, HaBDC 1-Amyl-3-methylimidazolium lodine 1156]
Mz-MOF Mg [(NOy ), -6H,0, HyO0BA, 1-buryl-2 3-dimethylimidazolium-Eromide [157]
In-MOF In [MO5}s+6 H20, H:DABCO 1-Ethyl-3- methylimidazolium ethylsulfate [158]
Cu-MOF Cu (MNOy)3-3H;0, HLBPP 1-butyl-3-methylimidozolium-retrafluoroborate [154]
Mi-MOF Ni [0AC)z-4H20, HyTMA 1-butyl 3-methylimidazolium- bromide [160]
1

Eu-MOF EuCl;. 6Hy0, HAEDC 1-ethyl-3-methylimidazolium bromide I161
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4.2.1.2. Piiskiirtmeli kurutma yéntemi

Piiskiirtmeli kurutma prosesinde ilk adim, iki akiskanli bir piiskiirtme sistemi
kullanilarak, ncii ¢ozeltinin mikro damla sprey seklinde atomize edilmesidir.Onciil
damlacik bir gaz akimi ile siispanse edilerek belli bir sicakliga ulastirilir.Coziicii
buharlasirken 6nciiller yiizeye dagilir.Onciil konsantrasyonu yiizeyde belirli bir
miktara ulastiginda nano boyuttaki MOF kristalleri biiyiimeye ve yiizeyde birikmeye

baglar [108]. Bu yontemde kullanilan ¢oziicii kolaylikla geri kazanilabilir.

Tablo 4.2. Baz1 MOF’larmn farkl prekiirsor ve solventlerle piiskiirtmeli kurutma metoduyla sentezi [107].

MOFS Precursors Solwvents Reference
Cu-HEUST-1 Cu (M0 ), - 2.5H 0, HyBTC DMEF, EpDH, H20  [130]
Fe-MIL-BEA, Felly-6Hz0, CiHaOu Hz0, MalH [130]
Zr-Li0-66 ZroC, - BH.0, HBDC-MH, H.0, AALC [132]
M- RAOF Mi (CHaO00 ) - AH0, HPFDC DRAF, Hz0 [131]
Co-SIFSIN-3 CoSiFs, HPYZ MeDH [133]
Fe-RAIL1 00 Fe (M) 9H20, HaBTC DRAF [131]
n-Z1IF-8 #n (CHxCOole - XHaO, 2-Melm Hz0 [134]
Zn-IRMOF-3 #n (CHLO0L b - XHL 0, DHBINC DMF [130]
BE-MOF-74. Mg (MOl 6H20, DHEDC DMF, EvOH, HaO [130]
Co-ZIF-67 Co (A, - 4H,0, 2-Melm H.0 [135]

4.2.1.3. Mikrodalga yontemi

Mikrodalga yontemi nano boyutta metal oksit eldesi i¢in hizli, temiz ve kolay bir
yontemdir [109]. Yontemin avantajlar1 arasinda kontrol edilebilir morfoloji, kristal
boyutu, verimliligin yiiksek olmasi ve faz seciciligi sayilabilir [110, 111].
Mikrodalga sentez metodunda, elektromanyetik dalgalarin ¢ozeltideki metal iyonlari
ve organik ligantlarla etkilesimi saglanir.Mikrodalga 1s1mas1 altinda MOF kristalleri,
423K-493K arasinda bir dakika iginde ¢ok hizli bir sekilde olusur [111].

Tablo 4.3. Bazt MOF’larin mikrodalga yontemi ile sentezi [107].

MIOFs Precursors Solvent Reference
Cr—MIL-100 Cr [(MOs)s. XH20, HaBTC HzD), HF [121]
Fe—MIL-100 Felly - 6H20, NH,-H, BDC EpOH, DMF, HCL HyD  [122]
En-p0OF-5 Zm (Mg )z-AaH20, HxBIW MNP [119]
Cu-HELST-1  Cu (MOs)z-3H20, HaBTC Ha0), EnOH [123]
Mn-MOF Ml ,-4H, O, HBDC DMAF, ErOH, HO [124]
Mz-MOF Mg (MOs)e-GH20, [DOT D#iAF, EtOH, HzD h25]
Mi-MOF Mi (MO} -6H0, HOHTE  DMFE, MeQH, HO [125]
Cio-hA0F Co (ACAC |, HxBPDC DEAF, CHCly [127]
Hf-Ui0-66 HfCl,, HLBDC DMAF, CHROO0H [12&]

Lr-Lhi-67 Zrlls, BPDC DF, Benfdc or HUOL [120]
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Mikrodalganin saglik ve giivenlik acisindan riskler tasimasi, yiiksek reaksiyon
sicakligl, diisiik kaynama noktasina sahip ¢oziiclilerin basing altinda kullanilmasi
gerekliligi yontemin dezavantajlaridir.Onciillerin konsantrasyonu ve reaksiyon siiresi
tirliniin verimi ve 6zellkleri lizerinde oldukga etkilidir.Kisa siirede diisiik verimli ve
cok kristalli lirlin alinabilirken, uzun siirede yliksek verimli fakat diisiik kristalli

MOF iirtinleri almak miimkiindir [112, 113].

4.2.1.4. Sonokimyasal yontem

Sonokimyasal yontemde solvent icindeki metal merkezler ve organik ligantlar
arasindaki reaksiyonu hizlandirmak icin ultrason enerjisi kullanilir [114]. Hizl,
ekonomik ve ¢evre dostu bir sentez yontemi olmasinin yani sira, reaksiyon siiresinin
kisaligi, yiiksek basing ve sicaklik gibi ekstrem kosullara ihtiya¢ duyulmamasi
sonokimyasal metodun avantajlarindandir. Ses dalgalarinin reaksiyon ¢ozeltisinden
gecisi periyodik bir kompresyon ile yliksek ve diisiik basingli bolgeler olusturarak,
sentez sirasinda nano parcaciklarin etkili ve homojen bir sekilde dagilmasini saglar
[115]. Ultrason uygulanan sivilar iginde akustik dalgalar tarafindan kabarciklar
olusturulur.S1v1 iginde salinim yapan bu baloncuklarin iginde biriken enerjiyle
birlikte lokal bir sicaklik ve basing artist olur.Akustik kavitasyon siiresince
uygulanan ses alaninda olusan basing dalgalanmalar1 olusan baloncuklarin
biliylimesine ve c¢okmesine yol acgar.Asir1 kosullar nedeniyle 1s1 artis1 ve serbest

radikal olusumu gozlenebilir.

Uriiniin karakteri, ultrasonikasyonun siiresi, sicaklik ve uygulanan ultrason giiciine
baghdir [116]. Morfoloji, verim ve kristal boyutu reksiyon siiresi ve prekiirsor
konsantrasyonuyla dogrudan ilgilidir. Sono kimyasal sentezin kullanildigi
proseslerde, reaksiyon hizinda ve verimde artis, kiigiik boyutlu nanopartikiil
olusumu, homojen dagilim, yiiksek saflik, daha ekonomik enerji kullanimi, oda

sicakliginda gerceklestirilebilmesi gibi pozitif etkiler s6z konusudur [117].
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4.2.1.5. Yavas buharlagsma yontemi

Bu yontemde baslangic c¢ozeltisi, ¢oOziiciiniin  disiik sicaklikta yavasca
buharlastirilmasiyla konsantre hale getirilir.Sicakligin diisiik olmasi sebebiyle
buharlastirma islemi zaman alacagindan her zaman tercih edilen bir ydntem
degildir.Yiiksek kristal kalitesinden 6nce yiiksek verim tercih ediliyorsa dnciillerin

konsantrasyonu ve ¢alkalama arttirilarak reaksiyon siiresi kisaltilabilir [118].

4.2.1.6. Hidrotermal veya solvotermal yontem

Hidrotermal yontem, kaynama noktasinin iizerinde bir sicaklikta ve 1 atm’in
izerinde bir basingta su varliginda homojen veya heterojen bir kimyasal reaksiyonun
gerceklestirildigi bir yontemdir.Solvotermal yontemde ise protik veya aprotik
organik ¢oziiciiler varliginda reaksiyon gerceklestirilir [119, 120]. Uygun kosullari
saglayarak basarili bir reaksiyon gerceklestirmek i¢in sentez cam sise veya asit
bombasinda (acid digestion vessel )  gergeklestirilmelidir.Asit bombasi analiz
numunesi hazirlamak igin kullanilan 6zel bir aparattir.inert PTFE ile hizli numune
¢oOziilmesi saglar.Kuvvetli asit ve alkalileri kaynama sicakliginin iistiinde tutarak
¢oziinmeyi hizlandirir.373 K’den diisiik sicakliklarda ve bir kag bardan diisiik
basin¢larda cam sise, yiiksek basing ve yiiksek sicakliklarda ise asit bombas1 (acid

digestion vessel ) kullanilmalidir [103, 121].

Tablo 4.4. Bazt MOF’larin solvotermal yontemle sentezi [107].

MOFs Precursors Solvents Reference
Cu-HEUST-1 Cu [NOs Jz-3H0, HiBTC Hz0, ErOH [e0]
Zn-MOF-5 Zn (NOy)y-4H;0, HyBDC DEF I&1]
Z-PFCN-111 ZrCly, HaBDDE MEF, CFaC00H [62]
Co-MOF Co (NOy)y-6H;0, HyDCPNA DMEF, DXN, Hz0 53]
Mn-MOF Bn [CH3CO0 )2-4Hz0, HaBTALC, DMEF, EtOH [&4]
Ti-MIL-125 TioiPrly, HEDC DMF, MeOH 155]
¥-JUC-32 W (N0s)s-6H20, HiBTC AB, MeOH [&6]
Al-MIL-96 Al [NDz):-9H2 0, HaBTC H:D 167]
Eu-MOF Eu (MO5)5-6H,0, HMFDA CH;CHOH, DME, H0 58]
Ni-CPO-27 Mi (CH3COz |z -x Hx0, HsDHTP HF, Hay [
Fe-MOFT4 FeCl,-dH 0, 20H-HZBOC, DMF, C3HgO, H2O [70]
Mn-MOF MnCly - 4H;0, HxBTC DMF, CzHgO3, TEA 171]
Eu-MOF Eu {MO5)5-6H,0, HiBTC H20, DMF 1721
Ca-MOE Ca [Ny )y - 4Hy0, H AZBZ-TC DMF [73]
Mgz-MOF-74 Mg (CH3C00 z-4H 20, 20H-HABDC MEF, Ha O, E0OH [74]

Otojen basincin kontrol edilebilmesi i¢in sulu ¢ozelti hacminin, toplam hacmin %

30’undan az, organik cozelti hacminin ise %75’inden az olmasi gerekir.Coziicii
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olarak, su, asetik asit, etanol, metanol gibi yiiksek dielektrik sabiti ve polaritesi olan
coziicliler veya N, N-dimetilformamid, aseton, asetonitril, dimetilsiilfoksit gibi

aprotik c¢oziiciiler kullanilabilir.

Maliyetin ve atik miktarinin yiiksek olmasi, oksidasyon ve korozyon tehlikesi, nitrat

ve kloriir gibi anyonlara bagli olarak olusabilecek risklerdir [34].

4.2.1.7. Akis kimyas1 yontemi

Akis kimyast metodu, ayarlanabilir 6zelliklere sahip MOFlari, sicaklik, konak stiresi
ve hacim gibi parametreleri kontrol ederek sentezlemek i¢in kullanilan hizli bir
yontemdir [122]. Yontem dort ana boliimden olusur; siringa sistemi, mikrotiibiiler
reaktor, sicaklik kontrollii yag banyosu ve iirliniin toplandigi cam sise .Siringa
sisteminde solvent, metal sollisyon ve organik ligant soliisyonu i¢in ii¢ enjeksiyon
siringast vardir .Reaksiyon, reaktordeki reaktantlarin akisi yoluyla gergeklesir. Nihai

tirlin olan kristal MOF, reaktor ¢ikisindaki cam sisenin dibinde ¢okeltilir [123].

Tablo 4.5. Baz1 MOF’larin akig kimyas1 yontemiyle sentezi [107].

MOFs Precursors Solvent References
Cu-HEUST-1 Cu [NOs 2 - 2.5H20, H:BTC DMF, EtOH [136]
ALMIL-53 Al [NO5)5-9H,0, HBDE H,0 [138]
In-MOF-5 Zn (N0z)z-6Hz0, HaBDC DMF [132]
Zr-Ui0-66 ZrCly, HaBDC DMF [140]
Mi-MOF-74 N (CH3000 ) -AHz0, 20H-Hz BN HzO, DMF [141]
Cd-5TA-12 Cd [AcO)3-2Hz0, HyPAMPA H;0, KOH [140]
Ce-MOF Ce (NH4 Ja(NOs Js, HaBDC DMF [14z2]
Fe-MIL-BEB-NH2 FelClz-&H0, NHx-H:EDC HzO, DMF [137]
Se-NOTT-400 5¢ [504CF; )5, HBPTC DMF, THF, Hz0 1143]
Ni-CPO-27-Mi NI (CH3000 )2 - 4H20, 20H-Ha BOC H:O [144]

4.2.1.8. Elektrokimyasal yontem

Bu yontem kristallerin hizli1 ve kolay biiyiimesi, 1liman reaksiyon kosullar1 ve ¢evre
dostu bir yontem olmasi nedeniyle umut verici bir yontemdir.Sentez iglemi sirasinda
reaksiyon kosullart kontrol edilebilir oldugundan endiistriyel iiretimde de tercih
edilir. Bu yontemin temelinde li¢ 6n adim vardir; organik baglayici ve elektrolit
secici bir ¢oziicli i¢inde karistirilir, metal iyonlarimin anodik olarak ¢o6ziinmesi
saglanir ve cozeltideki OH™ iyonlan arttirilarak pH degeri yiikseltilir [124, 125].

Elektrot ylizeyinin yakiminda anodik ¢oziinmenin bir sonucu olarak MOF
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kristallerinin ¢ekirdeklenmesiyle birlikte ince bir MOF tabakasi olusur [126]. Baska
bir deyisle elektrokimyasal yontemde metal iyonlari tiretmek igin elektrot, elektrolit
iceren bir baglayic1 ¢ozelti i¢ine daldirilir.Uygulanan voltajla elektrot yiizeyi
cevresinde metal iyonlar tiretilir .Bu metal iyonlari, MOF molekiillerini olusturmak

icin, ¢ozeltideki protonu giderilmis baglayicilarla reaksiyona girer [127].

Su igerigi, ¢oziici tipi, sentez siiresi, baglayicinin kimyasi, elektrolit konsantrasyonu,
elektrotlar arasindaki bosluk, nitrat varligi, uygulanan voltaj ve akim iirliniin
kalitesini etkiler [125]. Elektrokimyasal sentez, siire¢ boyunca reaktantlarin
konsantrasyonunu kontrol etmek icin esnekligi olan bir yontemdir .Metal ilavesiyle
anodik oksidasyon kontrolii saglanirken baglayict ilavesi de yapilabilir [128, 129].

Metalin oksidasyon hizi da uygulanan voltajin degistirilmesiyle ayarlanabilir [124].

MOF filminin kalinliginin, partikiil boyutunun ve morfolojisinin yonetilmesi zorlugu
bu yontemin dezavantajlarindandir .indirgeme reaksiyonuyla birlikte indirgenmis
metalin elektrot iizerinde birikmesi MOF’lardaki safsizligi arttirarak yontemin

performansini etkileyebilir [130].

Tablo 4.6. Baz1 MOF’larin elektrokimyasal yontemle sentezi [107].

BACMF Fracursors Sodhvencs fmmeo=dulanors

Fn-pAOF-5 Fn [ MO ) - EH L0, HyBDC OPAE 15=]
Fr-LHO-66 Frrly, HaBrC DORME, EXOH, CHaOO:H, TBAB  [=7]
Cu-KHLIST-1 Cu- elecirode, HBTC ErOE. RTHES 1771
Fe—RLL- 10 Fe electrode, BTC reOH, MTES =]
Al-PIL-53 Al electrode, B DRE, HpO, KOl 1771
Zn-OACF-1 Zn elecirode, B, DABCO  DRME, LiCHT, EET]
Fn-pAOE-5 Fn [ MNOz)z-EHO, HaBDC Broim-Cl, DhAF 1a8=x]
Ti-MIL-100 Tl HoBIRC, DPME, EnOH, TEAPF, (BT ]
Cre-BACHF Cu-electrode, HzBETC Hz(Yy, EfCHH, MTES =]
- Mi-elecirode, HsBTC H =¥, EcOOH, TBATFB 1az2]
MNHZ-Ui-55  ZFr-electrode, MNEH,-H o BIC CHL OO H, DRMF, TABRA 23]

4.2.2. Kat1 faz sistemi

Solventlerin yogun olarak kullanildigi geleneksel yontemlerin aksine, kati1 faz
yontemi, kat1 reaktiflerin ¢oziiciisiiz veya diisiik ¢oziiciilii reaksiyon kosullarinda
ogiitiilmesi esasmma dayanir.Mekanik sentezde molekiiler bilesiklerin {iretimi igin
genellikle katilardan baglanarak reaksiyon aktivasyonu saglanir [131]. Mekano

sentezin avantajlarindan biri reaktantlarin diisiik ¢oziliniirliigii nedeniyle geleneksel
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yontemlerle sentezlenemeyen bazit MOF’larin sentezlenmesine firsat vermesidir.Bu

yontemle MOF sentezinde {i¢ farkl: teknik kullanilir:

- Hidrath metal tuzlarinin kullanildig1 solventsiz 6giitme teknigi,

- Reaktiflerin hareketliligini, kismi ¢ozlinmelerini ve maksimum erime
yeteneklerini kolaylastirmak icin katalitik etkiyi arttiran sivi destekli teknik
[132, 133].

- Iyon ve s1v1 destekli teknik [134].

Tablo 4.7. Baz1 MOF’larin mekano kimyasal sentezi [107].

L beer Precursors Solwents Feferemnce
Cre—PACHF— 12k Cu CH OO0 s, HE O, H BT il [170O]
Zmn-hACOFE-74 Zmily, EOH-HBIDWC Hiz I "1]
Ced-PACHF Cd (O OO - 2 H A, HBTC =il I =]
Lr-LhRO-565 Fralha O H ol BT g 2. Hoe BV i I =]
Cio— hICHF ColCl, - EHL 0N, BIPY =il [17a])
Mi-RE0OEF i (O e -<bH >, HI3IETT EA=HL, EnDEHL. D F [175]
Em—3F-1 I [OOFC )= EHO, HayB B rTC Hz, IPRAF, CHsT N [17E]
- RACHF WL, H BT =il I 1
Fe-RA0OF Fe [(MNO5ys - SiH0, HzsBTC ThASACHH I "=
Cr-SAll- 1001 f o e T TR = 1o T T I =il [17a]

Hidrotermal ve solvotermal yontemler zaman alan metotlar olmalarina ragmen
olusan kristal yapmin analizinin daha kolay ve kesin olmasi nedeniyle daha ¢ok

tercih edilen tekniklerdir.

Reaksiyon sirasindaki basing, sicaklik, solvent ve prekiirsor tiirii, reaktant oranlari,
siire ve ortam pH’1, kafes yapilarin yiizey o6zellikleri, kristal formlar1 ve gozenek
ebatlar lizerinde 6nemli rol oynar. Uygun sentez yontemi, kristal ¢ekirdeklenmesi,
biiyiime sartlarinin saglanmasi ve yan iiriin olusumunun engellenmesi i¢in dikkatle

secilmelidir.Siklikla kullanilan sentez yontemleri sunlardir:

- Sonokimyasal sentez

- Elektrokimyasal sentez

- Hidrotermal-Solvotermal sentez
- Mekanokimyasal sentez

- Mikrodalga sentez
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4.3. MOF’larda kullanilan enzim immobilizasyon yontemleri

Enzimler benzersiz 6zelliklere sahip olmalarina ragmen yiiksek sicaklik ve yiiksek
pH kosullarinda stabilitelerinin diisiik olmas1 ve geri kazanim zorlugu gibi
dezavantajlara da sahiplerdir.Enzim immobilizasyonu, stabilizasyon, geri kazanim

kolaylig1 ve birden fazla kullanim i¢in dezavantajlarin giderilmesine imkan saglar.

Son yillarda, uygun gbézenek yapilari, kimyasal ve termal stabilitesi, yiiksek ylizey
alanlart gibi ozellikleri ile MOF’lar, enzimlerin hareketsizlestirilmesinde alternatif
bir hibrit malzeme olarak ilgi ¢ekmistir MOF- Enzim biyokompozitlerinin temel
ozellikleri arasinda katalitik performans, enzimin organik kafes yapiyla etkilesimi,

yiiksek enzim tasiyabilme kapasitesi sayilabilir.

Genel olarak enzimler MOF’lara iki farkl strateji ile sabitlenebilir:

- Enzimlerin yilizey immobilizasyonu, kovalent baglanma ve kapsiilleme gibi
yontemlerle 6nceden sentezlenmis MOF {izerinde hareketsizlestirilmesi
- Enzim molekiilleri etrafinda gergevelerin olusturuldugu de -novo yaklasimi

[135].

4.3.1. Enzimlerin yiizey immobilizasyonu

Yiiksek ylizey alan1 ve gozenekli yapisiyla son yillarda arastirmacilarin yogun
ilgisini ¢eken MOF’lar, yiizey immobilizasyonu ile fazla miktarda enzimi
hareketsizlestirerek avantajli kompozit malzemeler arasinda yerlerini almislardir.
Yiizey immobilizasyonu kimyasal baglanma ve fiziksel baglanma olarak iki alt
kisimda incelenebilir.Kimyasal baglanmada MOF’larin yiizeyi fonksiyonel gruplarla
modifiye edilerek enzimle kararli bir kovalent bag olusmasi saglanir. Fiziksel
baglanmada ise molekiiller arasi etkilesimler, hidrojen baglar1 ve n-m baglar1 gibi

gorece daha zayif etkilesimler s6z konusudur [136].
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4.3.1.1. Yiizey immobilizasyonunda kimyasal baglanma

Bu yontemde enzimler MOF yiizeyine kovalent baglar ile baglanir.Organik ligandin
fonksiyonel gruplar1 aktive edilerek enzimle giiclii kovalent baglar olusmasi ile
enzimin kafes platformda hareketsizlestirilmesi saglanir.Enzim ve MOF arasinda bir
capraz  baglayict  kullanilarak da  kimyasal ylizey immobilizasyonu

gergeklestirilebilir.
4.3.2. Yiizey immobilizasyonunda fiziksel baglanma

Bu yontemde enzimler MOF {izerine yiik etkilesimi, n-m etkilesimi, molekiiler
etkilesimler ve hidrojen baglar1 gibi kimyasal baglanmaya oranla daha zayif baglarla
sabitlenirler.Etiket olarak kullanilan molekiil enzime baglandiktan sonra diisiik
enerjili bir vorteks yardimiyla MOF’a entegre edilir.Bu yontemde etiket molekiil
MOF gozeneklerine girerek organik baglayict ile gii¢lii n-n etkilesimi ve Hidrojen
baglar1 olusturur [137]. Sekil 4.3’te Tripsin’in MOF iizerine immobilizasyonu
goriilmektedir.

Step 1:

bioconjugation

I.( -y I % MICTroMase
) piNH, (2 min)
~)

o i
> @ . 2
\ e S v Trypain
& Vortex (30 min) ’:) _/ x

SN

Centrifugation {$ min)
MO Trapsin-F11C @ MOFs

Sekil 4.3. Tripsin’in MOF {izerine immobilizasyonu [137].

4.3.2.1. Enzimlerin MOF yiizeyine difiizyonu

Gozenek yapilar1 istenilen biiyiikliikte tasarlanip diizenlenebildigi i¢in Onemli

platformlar olarak 6ne ¢ikan MOF’lar iizerinde enzim molekiilleri difiizyon yolu ile
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de hareketsizlestirilebilir.Bu yontem temelde iki sekilde olur: Modifiye edilmemis
MOF’lara difiizyon ve porojen destekli modifiye edilmis MOF lara difiizyon.Secilen
enzimlerden daha biiylik boyuta sahip modifiye edilmemis MOF lar iizerine diflizyon
daha basit ve daha yaygin bir sentez yontemidir [136] .Bu metotta yiizey aktif madde
ve su gibi porojenlerle MOF gozeneklerini biiyiiterek enzim diflizyonunu
kolaylastirmak da miimkiindiir [138]. Molekiillerin biiyiikliginiin gozenek
boyutlarindan daha kiiclik olmasi1 gerekliligi difiizyon ile immobilizasyonun

kisitlayici bir yanidir.

ﬁ,/‘[ a1 " |

T' \ _T' .\1:;! ion

’/ 0 ) ; I ) [ Ovganic linker
ﬁ X 7 h
¢,

Enzyme

£
Bk .

Sekil 4.4. Enzimin MOF gozeneklerine diflizyonu [136]



BOLUM 5. GRAFENOKSIT YAPISI VE UYGULAMA
ALANLARI

Grafen, yiiksek elektron hareketliligi, yiiksek gecirgenlik, termal iletkenlik ve 2, 600
m? /g’lik genis bir yiizey alanmna sahip olmasi gibi 6zellikleriyle ilgi géren ve
arastirmacilarin dikkatini ¢eken bir malzemedir.Genis yiizey alanina sahip olmasit 3
grami ile bir futbol sahasinin kaplanabilecegi anlamina gelir. Elektronik hareketliligi
silikondan 100 kat hizli, 1s1 iletkenligi elmastan 2 kat fazladir.Tek tabakali bir grafen
levha He atomlarmnin gecisine dahi izin vermez.Iki boyutlu ve diizlemsel grafen
levhalar mekanik 6zellikleri ve termal stabilitesi nedeniyle kompozit malzemelerde
enerji toplama cihazlari, fotodedektorler, optik cihazlar olarak kullanilmislardir.Baz1
giines pillerinde, esnek yapisi, daha az toksititeye sahip olmasi ve diislik iiretim
maliyeti gibi avantajlariyla da 6ne c¢ikmislardir [139]. Grafen, iki boyutta
diizenlenmis karbon atomlarmin sp® hibritlesmesiyle olusan kuvvetli bir bag
ozelligine sahip hekzagonal yapida nano boyutlu bir malzemedir. Bir grafen
tabakasinda iki karbon atomu arasindaki uzaklik 1, 42A ( 0, 142 nm)’dir .Bu mesafe

grafene seffaflik, iletkenlik ve esneklik 6zelligi kazandirir [139].

Karbon, dogada dort farkli allotropa sahiptir.Bunlar grafen, grafit, fulleren ve karbon
nanotiiptiir.Tablo 5.1.’de karbon allotroplarinin 6zellikleri karsilagtirmali olarak

gosterilmektedir.
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Tablo 5.1. Karbon allotroplarinin kargilagtirmali 6zellikleri [140].

Ozellik Gerafen I'i:arhl::n Grafit Fulleren

MNanotiip
Yizey alans 2630 1315 10 5
()
Termal )
tletkenhk S{MK)} ?:L_:‘:]:E:L{:::‘ L 4
(W/mK) )

I Sk S1000
Maobality tizerimde
(cmifVs) 200,000 1O 1 30} 0,56
serbest halde

N oung
modilil (TPa) 1 LENG 1.0 0,01
Optik
gecirgenlik o977 = = -
(%)

Grafen, lityum iyon piller, 151k panelleri, dokunmatik ekranlar, gaz sensorleri,
biyosensorler, alan etkili transistorler, hidrojen depolama cihazlar1 gibi alanlarda
kompozit malzeme destegi goreviyle yaygin olarak kullanilmaktadir. Giyilebilir
teknoloji ve tekstil alaninda da tercih edilen bir malzeme olan grafen esnek olmasi ve
iletkenliginin yiiksek olmasi nedeniyle alternatif bir malzeme olmustur.Tim bu
kullanim alanlarmin yani sira grafen, hassas elektronik cihazlarin korunmasi,
iletisim, bilgi aktarimi, 1s1 kontrolii, belli bir uyarana tepki verme gibi alanlarda da

yenilik¢i bir kompozit malzeme destegi olarak kendine yer bulmustur [139].

Kuantum Noktalan Bataryalar
Su Gegirmez Kaplamalar ) Plastikler ve Pollmer.ler
_ Yapi Malzemeleri

Medikal Uygulamalar

Elektrokimya _ 3 Boyutlu Yazici Malzemeleri
Enerji Uretimi : Tek/Gok . Otomotiv
Havacilik Katmanh

iletken Miirekkep - > Kauguk ve Sentetik Yaglayicilar

NEMS © !
~ Sensorler
Kaplamalar ve filmler / ) E |
\ Elektronik Cihazlar
Dokunmatik Ekranlar \ Yari iletkenler

Basing Sensorleri, Optoelektronikler
Transistorler

Sekil 5.1. Grafenin uygulama alanlar1 [141].
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Grafen elde etmek icin temel olarak kimyasal, ultraviyole, termal ve mikro dalga
yontemler kullanilir.Kimyasal yontem hem iriin verimliligi hem de maliyet
acisindan tercih edilen avantajli bir yontemdir.Grafenin saf halinin kompoze
malzemelere entegrasyonu zor bir islem oldugundan oksidasyon ile grafene
fonksiyonel gruplar eklenerek hidrofilik 6zellik kazanmasi saglanir.indirgeme islemi
sonrasinda ise hidrofobik rGO elde edilir [142, 143]. rGO eldesinde indirgeyici
olarak; sodyum bisiilfit, sodyum hidroksit, vitamin C, hidrazin, sodyum borhidriir,
dimetil hidrazin, askorbik asit gibi indirgeyiciler kullanilabilir.Secilen indirgeyici

elde edilen rGO o6zelliklerini de etkiler [139].

®oi eo
Oksidasyon Indirgenme
Reaksiyonu
Grafen Oksit-GO indirgenmis
Grafen Oksit-RGO

Sekil 5.2. Modifiye Hummer Sentezi [12].



BOLUM 6. PLATIN NANOPARTIKULLER

Nanopartikiiller katalitik reaksiyon sirasinda kuantum etkileri {iretecek kadar kiigiik
olduklart i¢in yiiksek ylizey-hacim oranina sahip olmalarinin yani sira kolayca
ayrilabilir ve geri donistiiriilebilirler [144]. Biyomolekiiller, organikler, karbon
tiirevleri, metaller, metal oksitler, oksit olmayan seramikler, polimerler ve silikatlar
gibi malzemeler nanopartikiil sentezi i¢in kaynak saglayan malzemelerdir [145]. Bir
pargacigin nanopartikiil olarak tanimlanabilmesi i¢in; sifir, bir, iki veya ii¢ boyutlu

olup, 1-100 nm araliginda bir biiyiikliige sahip olmasi gerekir [146].
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Sekil 6.1. Nanopartikiillerin diger molekiillerle karsilastirilmasi [147].

Nanopartikiillerin tasarlanmasinda, uygulama alaninin ihtiyaclarina gore yiizey
modifikasyonu yapmak miimkiindiir.Kimyasal dogalarmin genisligi, morfolojik
ozellikleri, parcaciklarin dispersiyonu ve yiizey modifikasyonunun c¢esitliligi
nanopartikiilleri endiistri, teknoloji, tip, biyoloji, sanayi, biyoteknoloji, fizik, kimya

ve enerji alanlarinda vazgecilmez kilmistir [1].
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0-Boyutlu Malzeme

Mesoporous (Gdzenekli Yapr)

Dendrimer Polimerik
Nanopartikiiller

Sekil 6.2. Nanopartikiil cesitleri [148].

Platin nadir ve degerli elementlerdendir.Hem miicevher sektorii hem de katalizor
olarak kullanim1 icin ilgi ¢ekmektedir.Molekiillerdeki hidrojen atomlart platin
atomlariyla baglandiktan sonra, platin hidrojen atomlarini serbest birakarak diger
molekiillerle reaksiyonu kolaylastirir.Ayrica reaksiyonun daha diisiik sicaklikta,
tliman kosullarda gergeklesmesine de katki saglar.Pt nanopartikiillerin biyosensor
malzemeleri, siiper iletken malzemeler, elektronik, kozmetik, enerji, biyoteknoloji,
katalizor uygulamalari, antikanser, antioksidan ve antimikrobiyal olarak cesitli
alanlarda kullanilmasiin temelinde; optik, elektriksel ve manyetik ozellikleri ile
boyut ve sekli de yer alir [1]. Platin nanopargaciklar oksidasyon ve hidrojenerasyon
da dahil olmak iizere farkli reaksiyonlarda katalitik agidan {istlin aktivite ve kararlilik

sergileyerek literatiirde yer bulmuslardir [145].



BOLUM 7. DENEYSEL CALISMALAR

7.1. Giris

Enzim biyosensdrleri, nanomateryaller kullanilarak enzim katalizorliiglinde biyolojik
analitleri algilayan sensorlerdir.Yapilan ¢alismalar neticesinde hassas, kararli, segici,
maliyeti diisik, kullanim kolayligina sahip biyosensorler gelistirilmistir.Gida
endustrisinde ve tibbi uygulamalarda glikozun hizli ve giivenilir bir sekilde tayini
onemlidir.Glukoz tayini i¢in Onerilen malzemelerin diisiik kiitle taginimina sahip
olmasi, diisiik hassasiyet ve diisiik akim yanit1 gibi dezavantajlar yiiziinden kullanish

bulunmamaktadir [149].

Metal organik cerceveler, organik baglayici ve metal iyonlarindan olusan saglam
yapili, kristal gozenekli sentetik ve polimerik hibrit malzemelerdir.Kanal ve
kafeslerden olusan gozenekli yapilari, ayarlanabilir gozenek boyutlari, genis ylizey
alani, fonksiyonel gruplarla arttirllmis islevselligi MOF’larin  biyoalgilama
uygulamalarinda kullanilirligini arttirmistir. MOF-74, doymamis metal merkezlerine
sahip, kimyasal ve termal kararlilig1 yiiksek bir malzemedir.Metalik merkez olarak
Zn, Mg, Ni ve Co kullamlabilir. Iyi bir iletkenlige sahip indirgenmis grafen oksit
(rGO), MOF tabanli nano malzemelerin zayif elektron iletkenligini arttirarak hibrit

nano malzemeler ile biyosensor uygulamalarinda basarili sonuglar vermistir [150].

Grafen, indirgenmis grafen oksit ve karbon nanotiipler, yiiksek elektron transfer hiz1
ve genis ylizey alanlarinin sagladigi avantajlarla glukoz biyosensorlerinde yaygin

olarak kullanilirlar [151].
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7.2. Materyal ve Metotlar

Bu calismada kullanilan Glikoz oksidaz (GOx, E.C.1.1.3.4., Tip II, 17300 U / g,
Aspergillus niger’den), D - (+) - glikoz, H2SO4 (95.0-% 97.0), sodyum fosfat
monobazik monohidrat, sodyum fosfat dibazik, potasyum permanganat, grafit, HCI,
fosfor pentoksit (P205), 2, 5-Dihidroksi-tereftalik asit, hidrazin monohidrat, ¢inko
asetat dihidrat (Zn (OACc)2.2H20), H2PtCls, Sigma-Aldrich’ten temin edildi.
Dimetilformamid (DMF) ve metanol Fisher Scientific’ten, H2O2 ¢ozeltisi (%30)
Merck’ten, Potasyum persiilfat (K2SOa), Riedel-de -Haen’den satin alindi.1M D-+)

glukozdan olusan stok ¢6zelti deiyonize su ile hazirlandi ve bir gece bekletildi.

7.2.1. Zn-MOF-74 sentezi

0, 480 g 2, 5-Dihidroksitereftalik asit ve 1, 37 g Zn(OAc)..2H20, 40 ml DMF i¢inde
¢ozdiiriildii ve karisim oda sicakliginda 20 saat karistirldi. Uriin daha sonra sirasiyla
30 ml DMF ve 30 ml metanol ile yikand1 ve gece boyunca 30 ml metanol iginde
tutuldu.Metanoliin dekante edilmesinden sonra Zn -MOF-74, oda sicakliginda 7 saat
bekletildi.Son olarak iiriin 10 saat boyunca 110 °® C’de, daha sonra vakum altinda 12

saat boyunca 260° C’de 1s1t1ld1 ve daha sonra oda sicakligima kadar sogutuldu [152].

7.2.2. Grafen oksit sentezi

10 g grafit, 2 saat boyunca 80° C’de, 16 ml konsantre H2SO4, 5 g P20s, 6 g K2S204
ile 6nceden okside edildi.Daha sonra 34 g KMnO4 ve 240 ml H2SOs ile oksidasyon
stirdiiriildii.Elde edilen kahverengi siispansiyon deiyonize su ile yikandi ve gece

boyunca vakumlu bir firinda kurutuldu [153].

7.2.3. Indirgenmis grafen oksit katkih Pt nanopartikiillerin sentezi

(rGO/PtNPs)

rGO /Pt NPs sentezi i¢in, 100 mg GO tozu, 100ml deiyonize su igerisinde disperse

edildi ve daha sonra 1 saat siireyle ultra sonikasyona tabi tutuldu.Daha sonra su
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icinde ¢oziilmiis 4 ml HoPtCle.2H2O (2500 ppm Pt) ¢ozeltisi GO siispansiyonuna
eklendi ve oda sicakliginda 15 dakika karistirildi.0, 1 M NaOH c¢ozeltisi ile pH 10°a
ayarlanan siispansiyon yuvarlak bir siseye alindi1 ve kuvvetlice karistirilarak 200 mg
NaBHs ilave edildi.8 saat boyunca siirekl karistirilarak reflux edildi. rGO/ Pt NPs
siispansiyonu bir ka¢ kez deiyonize su ile yikandi ve olusan iiriin yapisal

karakterizasyonunu kazanmasi i¢in 60° C’de vakum altinda kurutuldu [154].

7.2.4. rGO/Pt NPs @ Zn-MOF-74 sentezi

1, 37 g Zn (OAC)2.2H20, 5 dakika boyunca ultrasonikasyon altinda 200 ml DMF
icerisinde ¢Ozdiiriildii. 10 ml Zn (OAc)2 ¢ozeltisi 0, 480 g DMF igerisinde 10 ml 2, 5-
Dihidroksitereftalik asit ¢ozeltisi ile karistirildi.Daha sonra 2, 4 ml asetik asit ve 0,
05 ml, 0, 1 ml ve 0, 2 ml rGO/Pt NPs siispansiyonlar1 ilave edildi.Karisim 120
0 C’de bir firnda 48 saat tutuldu.Uriin oda sicakhigma getirildikten sonra
santrifiijlendi ve ii¢ kez DMF ile yikandi.Daha sonra ii¢ giin boyunca 60 ° C’de
metanol igine daldirildi ve DMF’yi uzaklastirmak i¢in her 24 saatte bir metanol ile
yikand1.Bu islem ii¢ kez tekrarland: ve iiriin bir firinda 80 © C’de kurutuldu [154].

7.2.5. GOx-rGO/Pt NPs@Zn-MOF-74 ile modifiye edilmis GCE sentezi

GCE 0, 05 um alumina bulamact ile muamele edildikten sonra elektrotlar 20 dakika
sirastyla etanol ve deiyonize su i¢inde sonike edildi.DW ile iyice kurulandi ve oda
sicakliginda kurutuldu.Daha sonra GCE’ler 8 pL. nanomateryal siispansiyonu ile (0, 5

mg/ml ) damla dékiimle (drop-casting) ters ¢evrilerek bir beherde kurutuldu.

GOx immobilizasyonu, nano malzeme kapl elektrotlar;, 4 saat boyunca, 4° C’de
250uL GO ¢ozeltisine (40mg/ml) batirilarak gergeklestirildi.Immobilize edilemeyen
GOx, elektrotlardan PBS ile yikanarak uzaklastirildi. Elektrotlar 4° C’de saklandh.



BOLUM 8. ARASTIRMA BULGULARI

8.1. Nanomateryallerin Karakterizasyonu

Sekil 8.1.’de gosterildigi gibi GOx-rGO/PtNPs @Zn MOF-74 kullanilarak
calismadaki biyosensor iiretilmistir. GO ve Pt™* es zamanl olarak indirgenerek GOXx-
rGO/PtINPs @Zn MOF-74 tizerinde fiziksel etkilesimler yoluyla enzim immobilize
edilmistir.Enzimlerin biiyiik boyutlar1 ile MOF’larin nispeten kiiciik gozenekleri
arasinda yiizey immobilizasyonu gercekelesir. MOF’lar yiizey immobilizasyonu
yoluyla boyutlari ne olursa olsun dikkate deger miktarda enzimi hareketsiz hale
getirebilirler.Bu sirada enzimler ve MOF’lar arasinda Hidrojen baglar, n- =
etkilesimleri, dispersiyon ve van der Waals kuvvetleri olusur.Polarize edilebilen
elektronlarin artan sayisi dispersiyon kuvvetlerinin makromolekiiller {izerinde baskin
kuvvet haline gelmesine neden olabilir.Yiizey immoblizasyonlu enzim -MOF
platformlar1 diger immobilizasyon yontemlerine gore kiitle transferi agisindan daha

avantajhdir [137].

Synthesis of
rGO/PtNP @ Zn-MOF-74

Drop-casting and XIS T IY
GOx immobilization Tl @ LLED

- interdctions |

V2, c}, I
Ny

Biosensor

Sekil 8.1. GOx-rGO / Pt NPs @ Zn-MOF-74 ile modifiye edilmis GCE’nin montajt
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rGO, rGO / Pt NPs, rGO / Pt NPs @ Zn-MOF-74 ve GOx-rGO / Pt NPs @ Zn-MOF-
74 morfolojileri TEM ve yiiksek ¢oziintirliiklii TEM (HRTEM) ile goriintiilendi.Sekil
8.2. A rGO’nu TEM goriintiilerini, Sekil 8.2. B ise rGO / Pt NP’lerin HRTEM
goriintlilerini géstermektedir.Platin nanopartikiiller yaklasik 3,4 nm biiyiikliiglindedir
ve indirgenmis grafen oksite esit seklide yayilmislardir.Sekil 8.2. C’deki TEM
goriintlisii sentezlenen Zn-MOF-74’lin 10 nm ¢apinda kristal yap1 gosterdigini ortaya
koymustur.Sekil 8.2. D’de ise genis bir yiizey alanina sahip rGO / Pt NPs @ Zn-
MOF-74’tin TEM goriintiisii goriilmektedir.Sekil 8.2. E’de goriildiigii tizere, GOX,
rGO / Pt NPs @ Zn-MOF-74 {izerinde hareketsiz hale getirildiginde, GOx, rGO / Pt
NPs @ Zn-MOF-74 yiizeyine adsorbe edilebilir ve toplanma egilimindedir .
GOxrGO / Pt NPs @ Zn-MOF-74’iin agik yapisi, substratin GOx’e ulagimini
kolaylagtirarak ~ biyosensoriin elektrokimyasal tepkisinin lyilesmesiyle

sonuglanmugtir.

Sekil 8.2. (A) rGO’nun TEM gériintiisii, (B) rGO/Pt NPs, (C) Zn-MOF-74, (D) rGO/Pt NPs@Zn-MOF-74 ve (E)
MOF-74 (D) and GOx-rGO/Pt NP
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Sekil 8.3. A’da nanomateryal igerigini ortaya koymak icin yapilan TGA analizleri
goriilmektedir.Zn-MOF-74 ve rGO egrisinde goriildiigii gibi, adsorbe edilen su 100°
C altinda uzaklagtirllmistir.Zn-MOF-74 ve rGO’da sirasiyla %40 ve % 29 kiitle
kayb1 gozlenmistir.Metal varlig1 sebebiyle PtNPs’in kiitle kayb1 rGO’ya gore %10
diistiktiir.Organik maddelerin bozunmasi1 nedeniyle MOF ve enzim ilavesi kiitle

kaybinin %26 artmasina sebep olmustur.
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Sekil 8.3. (A) Nanomateryallerin TGA egrileri, (B) Nanomateryallerin XRD verileri, (C) tGO, rGO/Pt NPs,
rGO/Pt NPs@Zn-MOF-74{in UV-VIS spektrumlar1 ve (D) GOX-rGO /Pt NPs @Zn-MOF-74

Sekil 8.3. B’deki XRD bulgulari, rtGO/Pt NPs ve rGO/Pt NPs@Zn-MOF-74’iin
karakteristik zirveleri ile olusumlarimi gosterdi [28]. RGO / Pt NP’lerin
spektrumunda, 20 = 26 °’deki tepe rGO [155]’ya karsilik gelir ve 20 = 42.9, 46.4,
67.9, 81.8 ve 86.2 °’deki tepe noktalar1 (111), (200), (220), (311), (222 ) ile ifade
edilebilir. Zn-MOF-74 spektrumunda da goriildiigi tizere, 20 = 7.5 °’deki tepe
noktalari, MOF-74 yapist i¢in karakteristik tepe noktasidir ve Zn-MOF-74’{in (110)
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diizlemi ile ifade edilebilir. Ayrica, kristalize Zn-MOF-74 olusumu spektrum ile de
dogrulanmistir [156].

Zn-MOF-74, rGO, rGO / Pt NP’lerin sentezini ve GOXx’un immobilizasyonunu
dogrulamak icin FTIR analizleri yapildi.rGO spektrumundaki 1066 cm™ ve 1311 cm’
! pikleri aromatik C-H titresimlerini ve hidroksil biikiilmelerini gosterir.1411 cm’
1*deki pik karbonil pargalarinin simetrik gerilme titresimi ile iliskilendirilir [12]. Zn-
MOF-74 spektrumunda goriilen 1558 cm™’deki pik aromatik C=C baglar ile
ilgiliyken 1421 cm™deki pik karbonil gruplarmin simetrik gerilme titresiminden
kaynaklanir [157]. 809 cm™’deki pik ise C-O-C esnemesine, O-H ve C=0
deformasyonuna atfedillir.1204 cm™deki pik C-O titresimini gosterir.1571 cm -
Vdeki pik, grafen oksit ve platin nanopartikiillerin indirgemesi iizerine Zn -MOF-74
hidroksillerinin oksidasyonuna bagli kinon olusumu s6z konusu olabilir . GOx-rGO /
Pt NPs @ ZnMOF-74 spektrumunda 1542 cm™’deki amid 11 ve 1638cm “°deki amid
I pikleri enzim immobilizasyonunu ve sekonder yapiy1 dogrulamistir [158]. Tiim bu
veriler 15181nda elektrot yiizeyinde GOx immobilizasyonunun verimli bir seklide

gerceklestirildigi dogrulanmistir.

Sekil 8.3. D’de RGO, rGO / Pt NP’ler, rGO / Pt NPs @ Zn-MOF-74 ve GOx-rGO /
Pt NPs @ Zn-MOF-74’iin UV-VIS spektrumlar1 ile oksijen igeren kisimlarm
rediiksiyonu gdsterilmistir.Indirgenmis grafen oksit ve platin nanopartikiillerin
ZnMOF-74 GOx iizerine baglanmas1 UV-VIS spektrofotometresi ile agiklanmistir.
Sekil 8.3. D’de rGO’nun iki karakteristik baglanma gosterdigi goriiliir; 224 nm’de
gii¢lii bir absorbsiyon bandi ile birlesen -1~ gegisi ve 310 nm’de C=0O bagina
atfedilen n-n" gecisi [22]. rtGO’nun n-n° Ve n-n" gegisleri sirastyla 270 nm ve 310
nm’de gdzlenmistir. GOx-rGO / Pt NPs @ Zn-MOF-74 spektrumunda, - 7~ gegisi
ve n -t * gecisi sirasiyla 212 nm ve 266 nm’lik daha diisiik dalga boylarinda olusu,
rGO’nun hidrofobik aromatik boélgeleri ile ZnMOF-74 arasindaki n- © * istifleme
etkilesiminin hidrojen bagi olusumu ile gergeklestigini kanitladi [159]. Tim bu
bulgulara dayanarak Zn-MOF-74 rGO yiizeyine baglanabildigi ve bu durumun da

etkili GOx immobilizasyonuna yol a¢tig1 sonucuna varilir.



76

8.2. GOx-rGO/Pt NPs@Zn-MOF-74’iin Elktrokimyasal Karakterizasyonu

Elektrotlarin empedans spektrumlarinin Nyquist grafigi, sinirli elektron transferi
nedeniyle daha yiiksek frekanslarda yarim daire pargasi ve difiizyon islemi nedeniyle
daha diistik frekanslarda dogrusal bir kistmdan olusur. Elektrot yiizeyindeki elektron
transfer direnci (Rct), yarim daire ¢apindan hesaplanabilir. Randles devresi, elde
edilen AC empedans verilerine uyacak sekilde secildi. Sekil 8.4. Modifiye edilmemis
ve modifiye edilmis GCE’lerin EIS grafiklerini gosterir. rGO / GCE’nin (720 Q) Rt
degeri, modifiye edilmemis GCE’nin (1400 Q) degerinden daha kiigiiktiir, bu da
rGO’nun GCE’de depolandigini ve rGO’nun redoks ciftinden elektrot yiizeyine
elektron transferi gelistirdigini dogrular . Pt NPs-rGO / GCE’ye gelince, Rt degeri,
Pt NP’lerin elektron transferini biiyiik 6l¢iide artirdigimi gosteren 400 Q degerine
belirgin bir sekilde diismiistiir. rGO / Pt NPs @ Zn-MOF-74, 300 Q R ile redoks
ciftine karst en iletken davranisi sergilemistir. GOx immobilizasyonunun, negatif
yikli GOx (pl: 4.2) ve redoks cifti arasindaki itme nedeniyle Rct’yi 420 Q’a
yiikselttigi goriilmiistiir [159].
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Sekil 8.4. A) Elektrotlarin ve Randles devresinin Nyquist grafigi (Rs: Yiik aktarim dienci, Cdl: Cift katman
kapasitans, W: Warburg empedans: B) 5 mM [Fe (CN) 6] 3-/4- iceren 0, 1 M PBS ve 0.1 M KCL
icindeki elektrotlarin 100mVs-1’de dongiisel voltamogrami

[Fe (CN) 6]*™ redoks ciftinin CV analizi, modifiye edilmis ve edilmemis
elektrotlarin elektrokimyasal davranisini ve elektron transfer oranlarimi karakterize
etmek icin gerceklestirildi (Sekil 8.4.). Tepeden tepeye ayrilma potansiyellerinin
biiyiik olusu (AEp), yavas elektron transfer kinetigini gosterir. Pt NP’li elektrotlar,

hizli elektron transferini ifade eden klasik bir sigmoidal sekle sahip dar ayrimlar
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ortaya ¢ikardi. Nanomateryal kapli GCE ayn1 zamanda 140 mV civarinda en dar AEp
degerini gosterdi ve GOx’in redoks aktif bir enzim olmasi nedeniyle diger elektrot
yapilarina kiyasla daha hizli elektron transferi gosterdigine isaret etti. Elektrot
yiizeyinin Pt NPs-rGO ile modifikasyonundan sonra, [Fe (CN) 6] */*iin tepe akimi
rGO kaph elektrota kiyasla artti. Pt NP’lerin birikmesi, gelismis bir elektroaktif
yiizey alaninin tasarlanmasinda ve elektron transferini iyilestirmek i¢in iletken ara
katmanin korunmasinda énemli bir rol oynadi. Tiim bu verilere dayanarak modifiye
edilmis elektrotlarin akimlar1 ve AEp degerleri dikkate alindiginda, Pt NP’lerin
elektron transferini arttirdigt ve Zn-MOF-74’lin degerleri iyilestirdigi sonucuna

varilabilir.

Modifiye edilmis GCE’lerin dinamik yiizey alanlar1 (A), tasinimin sadece diflizyonla
gercgeklestigini varsayan Randles-Sevcik denklemi kullanilarak
belirlenmistir.Elektroaktif alan incelemesi 5.0 mM Kz [Fe(CN)g] test ¢ozeltisi ve
destekleyici elektrot olarak 0.1 M KCL esliginde, 0.1 Vs™’de gerceklestirilmistir. T =
298 K’da ve tersinir bir reaksiyon i¢in denklem asagidaki gibidir [160].

Ip=2.69 x 10° AD Y2 n¥2 y¥2C (8.1)

Bu denklemde IP amper cinsinden maksimum akim, n redoks siirecine dahil olan
elektron sayis1 ki bu durumda 1°dir, D molekiiliin difiizyon katsayisi (7.6 x 105cm?s”
1y, C prob molekiiliiniin konsantrasyonu (mol cm™) ve v tarama hizidir (Vs™). rGO,
rGO / Pt NPs, rGO / Pt NPs @ Zn-MOF-74 ve GOx-rGO / Pt NPs @ Zn-MOF-74
icin dinamik yiizey alani sirasiyla 0, 017 cm 20,022 cm 2,0, 024 cm 2 ve 0, 025 cm?
olarak bulunmustur.Buna dayanarak Pt nanopartikiillerinin birikimi, rGo’nun etkili
yiizey alaninda 0.3 kat artisa yol agmistir. Tiim bu bulgular, Pt NP’lerin varliginin,
gelistirilmis elektron transferine bagli olarak elektrokimyasal yaniti biiylik Slgiide
artirdigin1 ve rGO ile birlikte ZnMOF-74’lin biyosensdr uygulamasi i¢in dinamik
yiizey alanii da biiyiittiigiinii dogruladi.
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8.3. GOx-rGO / Pt NP @ Zn-MOF-74 Kaplamah Elektrotun Performansi

Amperometrik oksidaz bazli biyosensorler, enzimatik reaksiyon sirasinda ortaya
citkan H2O2’nin saptanmasi esasina dayanir. Sekil 8.5.te dogrusal tarama
voltametrisinin (LSV) gosterdigi lizere, modifiye elektrotun algilama potansiyeli,
H202yi 0.8 V iizerine oksitleyen modifiye edilmemis GCE’ye oranla daha diistiktiir.
Bu nedenle ¢alismalarda islem potansiyeli 0, 2 V olarak sec¢ilmistir.Hidrojen
peroksitin elektrokatalitik oksaidasyonu 0.1 M pH 7.4 PBS’de GOx-rGO / Pt NPs @
Zn-MOF-74 modifiye biyoelektrot kullanilarak 0.2 V ile Ag / AgCIl’ye kars1 korono-
amperometrik Ol¢iimler yapilarak arastirildi (Sekil 8.5.).Elektrot glukoz ilavesine
hizli ve hassas bir yanit gosterdi ve sabit durum akimi 40 saniye sonra elde edildi.
Katalitik akim, 0.2 ila 6 mM araliginda glikoz konsantrasyonu ile dogrusal bir iligki
sergiler. GOx-rGO / Pt NPs @ Zn-MOF-74 elektrot, (2) ve (3) no’lu denklemlere

gore glikoz oksidasyonunu katalize edebilir.

GOx(FAD) + glukoz — gulukonolakton + GO(FADH>) (8.2)

GOx(FADHz) + O2 — GO(FAD) + H202 (8.3)

Serbest kalan H202-de 4 numarali denkleme gore elektrot yiizeyinde okside olabilir.

H,O2 > 2H "+ O+ 2 € (8.4)
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Sekil 8.5. A) Elektrotlarin LSV egrileri B) Amperometrik yanit C) Kalibrasyon egrisi D)Glukozun, 0.1 M PBS,
0.2 V, Ag/AgCl igindeki GOxrGO / Pt NPs @ Zn-MOF-74 ile modifiye edilmis elektrotla
algilanmasinda glukoz 6l¢iimiine miidahale eden madde etkisi E) Standart e

Dogrusal regresyon denklemi; I (pA) = 835 (nA) + 4.58 x C (glikoz
konsantrasyonu) (WLAmM 1), R? = 0.999 olarak gosterilebilir.Kalibrasyon egrisinin
egimini elektrot yiizey alanma (0, 071 cm?) béliinerek hassasiyet 64, 51 pA mM 1
cm 2 olarak hesaplandi. 3x (10 bos &lgiim / duyarhiligin standart sapmasi) olarak
ifade edilen formiil kullanilarak saptama sinir1 (LOD) 1, 8 uM olarak ve 10x (10 bos
Olcim / duyarlili@in standart sapmasi) olarak ifade edilen formiil kullanilarak
kantifikasyon smir1 0.006 mM olarak bulundu [161]. Uzerinde ¢alisilan biyosensdriin

kataltik 6zelliklerinin iyi olmasi bes faktore atfedilir.
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- rGO /Pt NPs @ Zn-MOF-74’{in ii¢ boyutlu yapisi, ve diizenli yapinin genis
ara katman mesafesi gelismis enzim immobilizasyonu ve hizli elektron
transferi saglar.

- Zn-MOF-74 {izerinde GOx immobilizasyonu, genellikle yavas doniisiim
oranlarina yol acan agregasyonun Oniine gecilmesi nedeniyle modifiye
edilmemis benzerlerine oranla daha iyi katalitik aktivite gosterebilir.

- Immobilizasyondan  sonra  enzim  aktivitesini  iyilesmis  olmasi
nanomalzemenin biyouyumlulugundan dolayr enzim denatiirasyonunun
Oonemli dl¢iide 6nlenmesi ile agiklanabilir.

- Pt NP’ler, oksidasyon akimi {izerinde sinerjistik etkiye yol acan H202’nin
ayrismasini katalize edebilir [12].

- Pt NP’ler, rGO ve Zn-MOF-74’{in yiizey alanin1 genisletirken ve rGO ile Pt
NP’ler arasindaki baglanti GOx’ten elektroda elektron transferini
kolaylagtirmistir [162]. Pt NP’lerin ve rGO’nun iletkenliginin yiiksek olmasi

da bu transferi destekler .

Oksidasyon akimlart 6mM glukozdan sonra dogrusalliktan saparak esitlendi ve
Michaelis-Menten kinetigini gosterdi. Michaelis-Menten sabiti  (Km), enzim
katalizorlii reaksiyon kinetigini agiklayan bir parametredir ve Lineweaver-Burk

denklemi ile hesaplanabilir [159]:

1/ lss= 1/ Imax + (Kmllmax) X (l/Cqukoz) (85)

Burada Iss sabit durum akimidir, Imax doygunluktaki akimdir ve Cgukoz , glukoz
konsantrasyonudur.Kiigiik Km degeri enzimin substratina karst daha yliksek bir
secicilik gosterdigini ifade eder. Ayrica, daha diisiik Km degeri, rGO / Pt NPs @ Zn-
MOF-74’te GOXx’in dogal yapisinin korunmasmi ve nanomateryalin mimarisi
sayesinde hizlandirilmig substrat difiizyonunu dogrular. GOx-rGO / Pt NPs @
ZnMOF-74’tin Km degeri, literatiirde bildirilenlerle karsilagtirilabilir olan 2, 21 mM
olarak tahmin edilmistir [163, 164]. Pt-NP’lerin kullanilmas1 yiizey alanim

genisleterek iletkenligi arttirmis ve etkili GOX immobilizasyonuna imkan vermistir.
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Tablo 8.1. GOx tabanl elektrokimyasal glikoz biyosensorlerinin analitik performanslarinin kargilagtiriimasi

Electrode material LOD/pM Linear range Sensitivity Polential Ref.
fmM fpAmM 'em™ IV ovs. AgiagCl
RGO/PIF-AuPd-GOx 113 02446 nfa 054 [39]
MSPEMRGO-Fe,0,-G0x 0.1 0.05-1 59 —045 [40]
GCEMWCNT-GO-GOx ] 0.05-23.2 0.266 —0.402 [41]
GCEICS-FLGO-GOx 16 0.02-6.78 10 03 [42]
GCE/CNDsH-rGO-GO0x 40 0.04-20 n/a ~062 [43]
GCE/GE-Co,0, NP-GOX 50 05-16.5 13.52 —(.45 [44]
GCE/ERGO-MWCNT- 4.7 0.01-6.5 195 0.35 [45]
GOx-Nf"
GCERGO-Pt NPs-GOx 121 2-10 27.51 —0.4a2 28]
GCERGO-Au NPs-GOx 0.09 2-10 18.73 —0.51 (27
CIE/MIL-100{ Fe)-Pt 5 0.005-1.4 71 05 [17]
NPs-GOx"!
GCE/PorPCH-GOx 80 05-18 nfa ~0.25 [46]
GCE/ZIF-8-Au NPILGOx 5 (05-0.45 pM nla —045 47]
GCE/ ZIF-8-PDAV.GOx 0333 0.001-1.2 and nfa 0.6 48]
1.2-36
GCE/Zn-MOF-74-rGO-Pt 18 0.006-6 f4.51 02 This study
NPs-GOx

8.4. Modifiye Elektrotun Tekrarlanabillirligi ve Yeniden Uretilebilirligi

6mM glukoz iceren PBS (0.1 M pH 7.4 )’te biyosensoriin tekrarlanabilirligi ve
yeniden Ttretilebilirligi aragtirildi.Ayn1 biyosensor kullanilarak arka arkaya 10 dlgiim
yapildi.Bu 10 6l¢iim i¢in bagil standart sapma (RSD), tekrarlanabilirlik i¢in iyi bir
sonu¢ olan % 7.1 olarak bulundu.Alt1 farkli biyosensor i¢cin bulunan RSD 9%6.6
degeri, lriiniin fabrikasyonu i¢in uygulanabilir bir iiretim verisi olarak dogrulandi.
Elektrotun stabilitesi GOX’un biyoaktivitesini korumasi i¢in mitkemmel bir mikro
ortam saglayan rGO- Pt- NP’lerin biyouyumlulugu ile agiklanabilir. Tim bu
bulgular, nanomateryalin tatmin edici tekrarlanabilirligi ve stabilitesinin, ticari
biyosensor imalati i¢in gelismis bir malzeme olarak potansiyel uygulamalarda tercih

edilebilecegini gostermektedir.

8.5. Meyve Suyunda Glukoz Tayini

Askorbik asit (AA) ve dopamin (D) diisiik potansiyellerde oksitlenebilir.Sekil 8.5.’de
goriildiigi gibi, girisim caligmalari, kronoamperometri ile optimum kosullar altinda 4
mM AA, D, sukroz (S), laktoz (L) ve maltoz (M) ¢ozeltileri ile birlikte 4 mM glikoz
kullanilarak gerceklestirilmistir.PBS’ye yliksek konsantrasyonlu farkli ajanlarin ilave

edilmesi 6nemli bir degisiklik saglamamistir. Tiim reaktiflerin eklenmesinden sonra
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% 4, 16’lik bir RSD gozlenmis, bu sonu¢ da yiiksek seciciligi onaylamistir.Daha
diisiik potansiyel kullanilarak bu maddelerin oksidasyonu 6nlenmis olmasi bu

bulguya ulagilmasini saglamistir.

8.6. Kiraz Suyunda Glukoz Analizi

Biyosensoriin  igecek analizinde uygulanmasi i¢in, kiraz suyundaki glikozu
belirlemek amaciyla GOx-rGO / Pt NPs @ Zn-MOF-74 elektrodu, bir 6n isleme
gerek kalmadan kullanildi ve kronoamperometrik akimlar kaydedildi . Dogrusal

regresyon denklemi su sekilde gosterilebilir:

Akim (pA) = 8.63 + 4.58 x Cglukoz

Buna gorre, kiraz suyundaki glukoz konsantrasyonu, 0, 4 mL meyve numunesi i¢in
0, 32 mM olarak bulunmustur, bu da 100 ml meyve suyunda 14, 5 g glukoza karsilik
gelir. Uretilen biyosensér, kiraz suyunda glikoz tespiti igin tatmin edici bir dogruluk

sergilemistir ve igecek analizlerinde kullanilabilir.

8.7. Tartisma ve Genel Degerlendirme

Bu ¢aligmada bir elektrokimyasal biyosensoriin ¢aligma prensipleri ve gereklilikleri
belirlenerek, karbon bazli 3 boyutlu malzemelerin sundugu avantajlar
degerlendirilmis, glukoz tayini i¢in diisik maliyetli, verimli, uygulama ve
fabrikasyon kolayligina sahip bir biyosensor sunulmustur.Biyosensoriin yapiminda
platin nanopartikiillerin depolandigi rGO ile Zn -MOF-74 birlestirilerek modifiye bir
nanomateryal kullanilmistir. Biyosensoriin  elektrokimyasal —karakterizasyonu,
fabrikasyon elektrotun genis bir dogrusal aralikla, yiiksek hassasiyet, diisiik tespit
limiti ve hizli yanit siiresi ile elektrokimyasal glikoz biyosensorii i¢in umut verici bir
calisma oldugunu ortaya koymustur. rGO ve nanomateryaller elektrotun iletkenligini
arttirirken rGO ve Zn -MOF-74 gelismis enzim immobilizasyonu ve Pt -NPs birikimi
icin gozenekliligi ve ylizey alamini gelistirmistir. Burada, MOF {izerindeki enzim

immobilizasyonu ile enzim agregasyonu olusumu azaltilmis ve konformasyonel
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degisiklikler de kisitlanmistir. GOX, bir dereceye kadar stabiliteyi, yeniden
kullanilabilirligi ve enzim aktivitesini artirmig, fabrikasyon biyosensor, kiraz

suyunda glikoz tayini i¢in tatmin edici bir dogruluk sergilemistir.
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