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OZET

Anahtar Kelimeler: Pt nanopartikiilleri, Grafen oksit, Tannik asit, glikoz oksidaz,
biyosensor

Bu tez ¢calismasinda, Platin nanopartikiilleri (Pt Np) kapli ve tannik asit ile indirgenmis
grafen oksit nanokompozitinin modiye cams1 karbon elektrota kaplanmasi ve glikoz
oksidazin direkt elektron transfer reaksiyonuna dayali yeni bir biyosensor
geligtirilmistir. GO ve Pt4+ indirgenmesi, dogal indirgeyici tannik asit (TA)
kullanilarak kolay ve diisiik maliyetli bir sekilde gerceklestirilmistir. Glukoz oksidaz
(GOx), nanokompozit kapli elektrot iizerine immobilize edilmistir. TA’in kimyasal ve
elektrokimyasal olarak kinonlara oksitlenmesi tizerine gelistirilmis elektron transferi
elde edildi ve ti¢lincii nesil bir biyosensdr, indirgenmis grafen oksit (iGO) ve TA
arasindaki n-w etkilesimi ve GOx -TA etkilesimleri arasindaki Schiff baz bag1 destekli
hidrojen bagi kullanilarak elde edilmistir. GOx-iGO-Pt Np/GCE’nin redoks pikleri, 56
mV’luk bir tepe ayrimi1 (AEp) ile -0.462’°luk bir formal potansiyelde acik¢a gdzlenmis
ve GOx ile modifiye edilmis elektrot arasinda direkt elektron transferinin oldugu
gbzlenmistir. Modifiye edilmis elektrot, 1.21 pM’lik bir 6l¢iim limiti ve 27.51
pAm/Mcm? lik bir duyarhilikla 2 ila 10 mM’lik glukoz yiikseltgenmesine dogrusal
tepki gosterdi. Pt Np kaplanmasi, indirgeme akimi iizerinde sinerjik etki gostererek
duyarlhilik degerini arttirmis ve elde edilen biyosensor, diisiik calisma potansiyeli
nedeniyle {istiin bir segicilik gostermistir. Elde edilen biyosensor kullanilarak
iceceklerde glukozun miktar1 belirlenmistir.



BIOSENSOR APPLICATION OF THE PLATINUM
NANOPARTICLE COATED REDUCED GRAPHENE OXIDE

SUMMARY

Keywords: Pt nanoparticles, graphene oxide, tannic acid, glucose oxidase, biosensor

In this study, we reported a novel biosensor based on direct electron transfer
reaction of glucose oxidase at Pt nanoparticles deposited and tannic acid-reduced
graphene oxide nanocomposite modified glassy carbon electrode. GO and Pt4+
reduction were carried out in a facile and low-cost way by using natural reducing agent,
TA. GOx was immobilized on the nanocomposite drop-casted electrode. Upon the
oxidation of TA to quinone chemically and electrochemically, enhanced electron
transfer was obtained, and a third generation biosensor was fabricated by using n-n
interaction between graphene oxide and TA, and Schiff-base assisted hydrogen bonds
between GOXx-TA interactions. The redox peaks of GOx-rGO-Pt Np/GCE was clearly
observed at a formal potential of —0.462 V with a peak separation (AEp) of 56 mV,
which reveals that the direct electron transfer has been observed between GOx and the
modified electrode. The modified electrode displayed very good linear response to
glucose oxidation from 2 to 10 mM with a LOD of 1.21 uM and a sensitivity of 27.51
pAmM—1cm—2. Pt Np deposition increased the sensitivity value by showing
synergistic effect on the reduction current, and the constructed biosensor exhibited a
superior selectivity owing to low working potential. The fabricated biosensor was used
for the determination of glucose in beverages.



BOLUM 1. GIRIS

Glikoz (CeH1206, MA: 180,16), 146 °C erime noktasina sahip olan alt1 karbondan
olusmaktadir, beyin ve hi¢ mitokondrisi olmayan hiicrelerin enerji kaynagidir, dogada
serbest ya da birgok maddeyle birlikte bol miktarda bulunur. Ayrica viicudumuzda, az
miktarda lenf bezlerinde ve kanda bulunmaktadir. Glikoz, L ve D
konformasyonlarinda bulunabilmekte, fakat viicudumuzda sadece D-glikozu
taninabilmektedir. Sekil 1.1.’de gelismis canli organizmalarin yasami ig¢in 6nemli

karbonhidrat olan glikoz’un yapisi gosterilmistir [1].

J

J J

Sekil 1.1. Glikozun yapisi [2]

Glikoz, hiicrelerin enerji kaynagidir. Bununla birlikte protein sentezinde ve lipit
metaolizmasinda da kullanilan bir sekerdir. Kandaki glikoz seviyesi bazi hormonlarla
(insiilin ve glukagon) dengede tutulmaktadir. Saglikli bir insanin kanindaki glikoz
derisimi  4,4-6,6 mM seviyesindedir, insiilin hormonunun yeterli miktarda
iretilmedigi durumlarda, bu derisimin istiine ¢ikmaktadir [3]. Glikozun kandaki
derisiminin yiiksek olmasi diabet hastaligina yol agmaktadir. Bu hastalarda, kalp
yetmezIigi, sinir hasar1 ve yaralarin ge¢ iyilesmesi gibi rahatsizliklar

goriilebilmektedir.



Glikoz oksidaz (GOx), kan sekeri testi ve amperometrik enzim elektrotlari igin
Oonemlidir. Amperometrik biyosensoriin 6zellikleri, immobilize edilen enzimin aktif
merkezi ile uygun bir ¢alisma potansiyelinin uygulandigi bir elektrot yiizeyi arasindaki
elektron transfer siirecinin kinetigine baghdir. Hizli cevap Ozelliklerine sahip ve
yiiksek duyarlikli amperometrik biyosensor gelistirmenin 6nemli kosulu, elektroda,

biyobilesenden hizli elektron transferinin olmasidir [4].

GOx enziminde protetik grup (aktif merkez) olarak Flavin Adenin Diniikleotid (FAD)
bulmaktadir. Glikozun molekiiler oksijen ile yiikseltgenip glukono-d-lakton (glukono-
1,5-lakton) ve hidrojen peroksidin (H202) olustugu reaksiyonla katalizleyen glukoz
oksidaz enzimi, sulu ortamda herhangi bir enzime ihtiya¢ duymaksizin hidroliz olarak

glukonik aside doniismektedir.

Reaksiyon asagidaki gibidir:

Glukoz + Oz — Glukonik asit + H20> (1.2)

Enzim temelli elektrokimyasal biyosensorlerin gelistirilmesinde grafen ve tiirevleri,
son zamanlarda elektronik ozellikleri nedeniyle cesitli uygulamalarda gelismis bir
materyal olarak ortaya ¢ikmistir. Grafen esasli malzemeler, elektrik iletkenligi ve
diisiik maliyetle elde edilebilme 6zelligi ile 6n plana ¢ikmistir. UNB’in ile grafen
tiirevlerinin elektik iletkenligi ve biyo uyumlulugu 6zellikleri kullanilarak yeni nesil

bir biyosensor liretilmesi saglanmastir [1].



BOLUM 2. ENZIMLER VE ENZIM iMMOBILIiZASYONU

2.1. Enzimler

Canli hiicrelerde biyokimyasal olaylar ile dis ortamdaki reaksiyonlara gore daha hizl,
diisiik 1s1da, belirli pH derecesinde gerceklesmesini saglayan biyolojik katalizor olan

enzimlerdir [5].

Enzimler; hiicrelerde organik madde sentezi, sindirimi, hiicre solunumu, kas
faaliyetleri gibi 6nemli reaksiyonlar1 sonucunda olusmakta ve bu reaksiyonlarin timii

enzimlerin katalitik etkisi ile katalizlenmektedir.

Enzimlerin miktar1, enzim iinitesi (E.U) ve aktivitleri esas alinarak belirlenmektedir.
EU, genelde optimal sartlarda 1 mikromol substrat;, 1 dakikada iiriine doniistiiren

enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir.

Enzimlerin en 6nemli 6zelligi, {lirline doniistiirdiikleri substratlara karsi son derece
spesifik olmalaridir, bu sekilde hicbir yan {iiriin olusturmaksizin, hiicre iginde
reaksiyonlarin kusursuz bir sekilde yiiriimelerini saglamaktadirlar. Enzimlerin diger
bir 6zelligi ise, laboratuvar ortaminda ger¢eklesmesi zaman alan reaksiyonlarin, hiicre
ici sartlarda birka¢ saniye gibi c¢ok kisa bir zamanda meydana gelmesini
saglamalaridir.  Insanlar binlerce y1l oncesinden bu yana enzimlerden
yararlanmiglardir. Ornegin, ekmek yapimi, alkol fermantasyonu gibi islemler ilk
biyoteknolojik c¢alismalar olarak bilinmektedir. Bunun yaninda, 1783 yilinda
Spallanzai’nin mide suyunun, eti c¢ozebilecegini belirlemesi ve 1811 yilinda
Kirrchoff’un bugday nisastasinin zamanla dekstrin ve diger bilesene doniistiigiinti

belirlemesi, enzimoloji konusundaki ilk ¢aligsmalar olarak gosterilmektedir [5].



2.2. Enzimlerin Siniflandirilmasi

Enzimlerin simiflandirilmasi, katalizlendikleri tepkimenin tipine gore alt1 ana sinifta

incelenmistir.

2.2.1. Oksidorediiktazlar

Oksidorediiktazlar (EC, 5.3.4.1.), Bir elektronun bir molekiilden (indirgenden) bir

digerine (yiikseltgene veya oksidana) aktarilmasini saglayan enzimdir.

2.2.2. Transferazlar

Transferazlar (EC,2.5.1.8) bir kimyasal grubun (metil, agil, amino, glikozil veya fosfat
gibi) bir molekiilden bir digerine transferini katalize etmektedirler. Tavsiye edilen

grup-transferazlar ya da verici gruptransferazdir [6].

2.2.3. Hidrolazlar

Hidrolazlar (EC 2.5.1.24), substratin hidrolitik olarak ester, peptid, eter, glikoz,
asitanhidrit, C-C, C-N, C-O baglarini par¢alanmasini saglarlar.

- Proteazlar: Protein ve peptitlerin hidrolizini katalizlemektedir.

- Esteraz ve Lipazlar: Ester ya da lipitleri, asit veya alkole hidroliz
etmektedir.

- Karbonhidrazlar: Sekerler ya da sekerlerle alkoller arasindaki glikozid
baglarini hidroliz etmektedir.

- Fosfatazlar: Fosforik asit-ester ve anhidritleri hidroliz etmektedir.

- Amilazlar: Cesitli amid ve peptid baglarini hidroliz etmektedir.



2.2.4. Liyazlar

Liyazlar (EC, 4.1.99.2) hidrolizden farkl1 bir yolla geride ¢ift bag birakarak bir grubun
substrattan ayrilmasi ya da transferini katalize eden enzimlerdir. Su, amid ve CO:

molekiillerini ekler veya uzaklagmaktadir.

2.2.5. Ligazlar

Ligazlar, ATP veya diger niikleosit trifosfat igindeki pirofosfatin hidrolizi ile eslesmis

olan iki molekiiliin birlesmesini katalize etmektedir.

2.2.6. izomerazlar

Izomerazlar bir molekiilde atomlarin yeniden diizenlenmesini (geometrik veya yapisal
anlamda) Kkatalize etmektedir. Cis-trans izomerazlar, Rasemazlar ve epimerazlar

izomerazlara ornek olarak verilebilmektedir.

2.3. Glikoz Oksidaz Enziminin Ozelikleri ve Glikoz Tayinin Onemi

GOx; molekiiler kiitlesine bagli olarak 120 kDa ile 290 kDa arasinda cesitlilik
gosteren, dimerik veya tetramik bir proteindir. Yapisinda kofaktor olarak FAD
bulunmaktadir. Bir enzim molekiiliinde iki FAD baglanma boélgesi bulunmaktadir.
Enzim molekiilinde FAD olmazsa apoenzim biyolojik aktivite gdstermez, fakat
apoenzim molekiiline modifiye edilmis FAD kofaktorii baglanabilmektedir. Enzim
molekiilii kaynagina ve tiiriine bagl olarak %10-24 aralifinda, karbonhidrat
bilesimine sahiptir. Karbonhidrat birimlerinin hemen hemen % 80’i mannoz

biriminden olugsmaktadir [1].

GOx enziminin aktivitesi ilk defa 1904 de Maksimow tarafindan Asperigillus Niger’de
saptanmustir. Miiller (1928), bu enzimin oksidatif reaksiyon oldugunu belirlemistir ve



bu enzimin sahip oldugu sar1 rengin, biinyesindeki prostetik gruptan (FAD)

kaynaklandigini idea etmistir.

Sekil 2.1.’de GOx’nin glikozun, glukonik aside oksitlendigi reaksiyon gosterilmistir.
Reaksiyon flavoenzimin once indirgenmesi ve sonra yiikseltgenmesi seklinde iki
basamak iizerinden yiiriimektedir. Indirgenme yar1 basamaginda glikoz
glukonolaktona doniismektedir. Yiikseltgenme yari basamaginda, enzim oksijenle

yiikseltgenir ve hidrojen peroksit olusur.

CH,OH CH,OH
0O —0

+ Gop —> o + GobH,
D-Glukoz D-Glukono-1,5-lakton

GODH, 4+ 0, —> GOD + H0,

CH,OH CH20H
o ——OH
o + HoOo —— COOH
D-Glukono-1,5-lakton Glukonik asit

Sekil 2.1. Glikoz oksidaz enziminin katalizledigi reaksiyon [1]



FAD’nin indirgenmesi, ribolavin molekiilinden kaynaklanmaktadir. FAD elektron
alicist gibi konumlanarak glukoza yiikseltgenmekte, ardindan molekiiler oksijeni
indirgeyerek hidrojen perokside doniistiirmekte ve tekrar tekrar oksitlenmis formuna

doniismektedir [8].

Riboflavin <
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Sekil 2.2. Glukoz oksidaz enziminin yapisinda bulunan FAD grubu [1]

Gilinlimiiz uygulamalarinda laboratuvar ortaminda, glukoz tayinlerinde analitik reaktif
olarak glukoz oksidaz ¢ozeltisi kullanilmaktadir. Nanoteknoloji alaninda bu tip
biyosensor c¢alismalari, ince elektrotlar gelistirildiginden beri artig gostermektedir.
Glukoz tayini, bu biyosensorleri kullanarak viicut sivilarinda, iceceklerde ve diger bazi

gidasal triinlerde yapilmaktadir.

2.4. Enzim immobilizasyonu

Enzimler kimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen protein esash birlesiklerdir. Enzimler
bircok defa kullanilabilmekteyken, ¢ozelti i¢inde yer almasi bu durumu
zorlagtirmaktadir. Bu gibi durumlarda enzim molekiiliiniin imobilizasyonu saglanarak

urinler alinabilmekte ve bu enzimler tekrar kullanilabilmektedirler. Enzim



iImmobilizasyonu, katalitik faaliyeti sliren enzimin hareketini engelleyen bir
yontemdir. Enzim immobilizasyonu, enzimin katalitik aktivitesi devam ederken,

hareketinin 6nemli derecede kisitlayan bir stirectir [7].

2.5. Enzim immobilizasyonunun Avantajlari

Immobilizasyon ile kat1 destek iizerine tutulmus bir enzimin, ¢dzelti icerisindeki bir

enzime gore avantajlart coktur;

- Enzimin kararliligin1 arttirmaktadar.

- Enzimin yarilanma émrii uzamaktadir.

- Uriiniin ayrilmasm kolayca saglanmaktadir.

- Ortamdan enzimin kolayca ayrilmasini saglamaktadir.

- Sivi miktar1 azalmaktadir.

- Enzim kalmtilarin olusan iiriinlerde bulunmamaktadir. (Ornegin Gida ve ilag
sektorleri i¢in enzim Kirleticileri igermemesi istenmektedir.)

- Sistemde siirekli bir sekilde ¢alisabilmektedir [8].

2.6. immobilizasyon Yontemleri

Enzim farklihigma gore immobilizasyon yontemleri bulunmaktadir. Yontem tayin
edilirken; kullanilan enzimin kimyasal yapisina ve bilesimine, iiriin ve substatin
krakterisligine, elde edilecek Tirliniin kullanilacagi alanlara bakilmalidir. Ayrica,
immobilizasyonda, enzimin baglanma bdlgesindeki aktif gruplarini ve kimyasal
yapisint degistirmeyecek, enzimde aktivite kaybina neden olmayacak bir yontem

secilmesi 6nemlidir [7].



2.7. Geri Déniisiimsiiz Immobilizasyon Yontemleri

Bu sistemin temeli, enzimlerin tasiyiciyla kompleks olusturmasinin akabinde
biyoaktivitelerini kaybetmemesi esasina dayanir. Doniisiimsiiz immobilizasyona
ornek olarak kovalent baglanma, tutuklama, mikrokapsiilleme ve capraz baglama

olarak verilebilir. Bu yotemlerin sematik gosterimi Sekil 2.3.”deki gosterilmistir.

Kovalent Baglanma (£
(E

X
Tutuklama
&= ol
&
ikrokapsilleme (E(
e B

1
Capraz baglama (E

Sekil 2.3. Geri doniisiimsiiz enzim immobilizasyonu [7]

2.7.1. Kovalent baglama

Bu yontemle proteinlerin immobilizasyonu, enzim bilesigi ile suda ¢oziinmeyen
tasiyici arasinda olusan baga dayanir. Kovalent baglamayla saglanan avantajlarin en

onemlisi enzim ve tasiyict arasindaki bagin saglam ve kararli olusudur. Bu sekilde
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enzimin ¢ozeltide haraketi engellenir. Bununla birlikte baglama aktivite diizeyini
arttirmak icin aktif bolgedeki amino asit kalitilarmin tasiyiciya baglanmasi
onlenmelidir. Sekil 2.4.’de kovalent bag enzimin ylizeyinde aminoasit kalintilar1 ve

matriste bulunan fonksiyonel gruplar arasindaki iligski gostermistir [8].

—

¢

o »

| Destek (&

Sekil 2.4. Enzimin destege kovalent immobilizasyonu A. Aktif amino asit kalintisi, B. Destegin fonksiyonel bag

yapacak grubu, C. Destek, D. Ara kol [7]

Iki adimda gerceklesen kovalent baglanmada; birinci adim tasiyicinin 6zel reaktiflerle
aktiflestirilmesi, diger adim enzim molekiiliiniin kovalent bagla olusturmasi
seklindedir. Kovalent baglamada en ¢ok yer alan fonksiyonel gruplar arasinda amin
(NH>) gruplari (lizin, histidin, arginin), karboksil (COOH) gruplar1 (aspartik asit ve

glutamik asit), hidroksil (OH) gruplari (serin, treonin ve tirozin) sayilabilmektedir [7].

2.7.2. Capraz baglama yontemi

Bu yontemle; diger protein molekiillerine ya da ¢oziinmeyen tasiyicidaki fonksiyonel
gruplara, proteinin molekiiller aras1 ¢aprazlanmasiyla saglanmaktadir. Bir enzimin
yapisi iizerine ¢apraz baglanmasi uygun olamayan bir yontemdir, ¢linkii bu sekilde
proteinin bir bolimii tasiyict olarak rol almakta ve bu durum enzimatik faaliyetin
azalmasini saglamaktadir. Capraz baglanmanin, diger immobilizason yontemlerinden
biriyle diistintilmesi daha faydali sonuglar dogurmaktadir. Enzimin kovalent

baglanmayla immobilizasyonu gerceklestirilirken ¢capraz baglanma da uygulandiginda
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desorsiyon ¢ok az olmaktadir. Adsorblanmis enzimleri stabilize etmek ve poliakrilamit
jellerden sizintiy1 6nlemek ¢apraz baglanmanin siklikla kullanildigr alanlar olmaktadir

[8]. Enzimin tastyiciya ¢apraz baglanmasi Sekil 2.5.’de gosterilmistir.

) 'C d/V\R
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7 ‘\ g NeBH‘,,
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Sekil 2.5. Gluteraldehit ile ¢apraz baglanma [7]

Enzim aktivitesi pH, iyonik siddet, sicaklik, reaksiyon siiresi, ¢apraz baglayict madde
ve enzim konsantrasyonu gibi etkenlere bagl olmaktadir. Genellikle lizinin amino
gruplar1 aracilifi ile enzimin g¢apraz baglanmasi1 gergeklesmektedir. Sekil 2.6.’da
enzimelerin ¢apraz baglanma yontemi ile inert molekiillerle immobilizasyonunu

gosterilmektedir.

Sekil 2.6. Capraz baglama yontemi ile enzim immobilizasyonu [7]
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2.7.3. Tutuklama yontemleri

Bu yontemle enzim, polimer matris zar biinyesinde igerisinde hapsedilmektedir.
Boylece hem substratin penetrasyona hem de proteinde aynmi yerde tutulmasi
saglanmaktadir. Bu formatin kovalent bag olusumundan ve ¢apraz bag olusumundan
farki ¢6zelti biinyesinde enzim bilesiginin serbest kalmasi, fakat jel matris/memran
biinyesinde kalarak aktivistesinin sinirlandirilmasidir. Bu olgudan dolay: tutuklama
yontemi, genis uygulanabilirlik alan1 kazanmaktadir. Sekil 2.7.’de enzimin tutuklama

yontemi ile immobilizasyonu gosterilmistir.

e M
- 1 H
¢\ on { {
O i \ OH : on
~ ¢ 8] E . \
\ . / . \
OH < —’ nam = ‘
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\ ~ 3 \n\”__.
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Sekil 2.7. Enzimin bir tastyici igerisinde tutuklanmasi [8]

2.7.4. Tasiyiciya baglama yontemi

En eski immobilizasyon yontemi olan tasiyiciya baglanma metodu, enzimlerin suda
¢oziinmeyen tastyicilara baglanmasi seklindedir. Baglanan enzimin miktar1 ve

immobilizasyon akabinde enzimin faaliyeti, tamamen tasiyiciya bagli olmaktadir.

Tastyicinin  belirlenmesi, immobilize enzimin etkinligi hususunda ciddi hussus
arzetmektedir. Tasiyicy, tipi segimdeki major etken, enzimin cinsidir [8]. Harici olarak

tasiyici belirlenmesinde 6nem arzeden diger hususlar asagidaki gibidir:

- Genis yiizey alan,
- Tanecik boyutu ve sekli,



- Kimyasal bilesimi,
- Hidrofilik gruplarin hidrofobik gruplara molar orani,

- Mikrobiyal saldirilara karsi dayaniklihigi,

Sekil 2.8.’de enzimin tasiyictya baglanmasi gosterilmistir.

Sekil 2.8. Enzimin tastyiciya baglanmasi[9]

13



BOLUM 3. BiYOSENSORLER

3.1. Biyosensoriin Tarihcesi

Biyosensorlerin tarihi 1950’lerin ikinci yarisinda Clark’in, Cincinnati Hastanesi’nde
(Ohia, ABD) cerrahi operasyon esnasinda kanda bulunan O, diizeyini bir elektrot
yardimi ile izlemesiyle baglamistir. 1962 yilinda; Clark ve Lyonos, GOx enzimi ile O
biitiinlestirerek kan serumundaki glikoz seviyesinitayin etmisledir. Bu sekilde farkli
bir sistem meydana gelmistir. Bu sistem, biyolojik sistemin hassas kimligini ve fiziksel

yapinin tayin duyarliligini birlikte sentezlemis ve yaygin bir alanda uygulanmistir [10].

Biyosensorler konusunda diger ehemmiyet teskil eden gelisme, Guibault ve Montalvo
onciiliigiinde ortaya konan, biinyesinde biyolojik anlamda belirlenmis molekiiliin
diyaliz membranin ardindaki ana sensoriin yakininda tutuldugu potensiyometrik iire

elektrodu olarak gosterilmektedir [10].

[k biyosensdérler, birinci nesil biyosensérler, oksijen sarfiyat1 veya hidrojen peroksitin
sentezinin izlenmesini esas almaktadir. Sonraki biyosensorler, enzim aktif bolgesinden
elektroda elektron iletici anlaminda medyatoriin faaliyetini esas almakta ve giiniimiiz
biyosensorleri, enzim ve eletrot arasinda gerceklesen elektron aligverisini esas

almaktadir.

Biyosensorler; bir fizikokimyasal doniistiiriiciiyle, analit ile biyolojik tan1 materyali
arasindaki reaksiyon sonucunda ortaya ¢ikan iirlinii dlciilebilir sinyale c¢evire bilen

cihazlardir.
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Biyosensorler; gida sanayi, tarim, tip, ¢cevresel analizler gibi bir¢ok alanda karsimiza
cikmaktadir. Sekil 3.1.’de bir biyosensoriin biyoloik tani materyali, g¢evirici ve

dedektor olmak iizere {i¢ temel boliimden olusmus oldugu gosterilmistir.

+ Analit
+» Biyolojik Tani Materyali

Elektrot Yuzeyi
Cevirlel

A + Dedektdr

Sekil 3.1. Biyosensoriin sematik olarak gosterimi [1]

Gelistirilen birinci nesil biyosensorde; oksijen elektron alici olarak kullanilirken,

ikinci nesil biyosensorlerde redoks mediyatorleri elektron alict  olarak

kullanilmaktadr.
Glikoz + 0, + GO, = Glukonik asit + H,0, + GOx (3.2)
GO,FADH, + M,y < GO, — FAD + M,.,4 (3.2

Mred=Mox= Redoks ciftleridir.

Redoks mediyatorlerine gereksinim kalmayan iigiincii nesil biyosensorlerde, enzimin
redoks merkezi ile elektrot yiizeyi arasinda direkt elektriksel iletisimin saglanmasi s6z

konusu olmustur.

Mikroorganizmalar, antikorlar, organeller, biyosensorlerde biyobilesen olarak

enzimlerin yaninda kullanilabilmektedir.
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Biyosensorlerin bazi {istiin 6zellikleri, genis bir derisim araliginda 6l¢iim yapilmasina
olanak saglamala ve yiiksek spesifikligidir. Bunun yaninda; sicaklik, iyon siddeti, pH

gibi parametrelerden etkilenmesi biyosensorlerin bazi dezavantajlarindandir.

3.2. Biyosensorlerin Siniflandirilmasi

3.2.1. Enzim biyosensorleri

Enzimler degisiklige ugramaksizin, kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran yapilardir.
Yine enzimler, biyokimyasal reaksiyonlarin hiicresel faaliyet ile koordineli bir sekilde

olusmasini gergeklestiren kimyasal molekiillerdir.

Enzimlerin olduk¢a yiiksek bir ozgiinliigii ve afinitesi vardir. Ilgili olduklar:
substratlar1 binlerce kimyasal arasindan tanir ve reaksiyonu hizlandirlar. Enzimler
bir¢ok oOlgiilebilir reaksiyon {iriiniinii (proton, elektron, 151k ve 1s1 gibi), katildiklari
kimyasal tepkimelerde katildiklarinda meydana getirdiklerinden biyoreseptor olarak
da kullanila bimektedir.

Enzim sensorleri de, biyoaktif tabaka, iletici ve 6l¢iim sisteminden olusmaktadir. Sekil
3.2.’de enzim biyosensoriiniin ¢aligma ilkesi gosterilmistir. Diger biyosensorlerden

yegane farki, aktif bolgede biyomolekiil anlaminda enzimlerin bulunmasidir [11].
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Enzim sensiriiniin genel
calisma illkesi
A: Suhbstrat,

Fi B: Kosubstrat veya
Koenzim,

C ve F: Uriinler,
bl B {5l ¢: Oilgiim gozeltisi

1 I L | femess

B0l wg o+ B — ] + 1R t: Biy oaktif tabakadald,
s | * | 4| 4| :Elektrot Yijze}'indd{i
'4 '4' 1 1 1 nsantrasyonlar;
0., u w
¢ 0.0 Olgiim ¢dzeltisi,
d - Bl (B [ B.T.: Biyoaktif tabaka

i: iletici

Sekil 3.2. Enzim biyosensoriiniin genel ¢aligma ilkesi [12]

Sekil 3.2.°de goruldigi gibi enzim barindiran tabaka, enzimin hizlandirdigi
reaksiyona uyacak sekilde, bir ileticiyle birlestirilmektedir. Iletisim sistemi, biyoaktif
tabakada  gerceklesen enzimatik reaksiyon sonucu  substrat, koenzim
yogunlagsmasindaki azalis ya da iirlin yogunlagsmasindaki artig1 tespit edilebilecek
sekilde segilebilmektedir. Derisimlerin ivedi bir sekilde dengeye ulasabilmesi igin,
difiizyon engelini minimize etmek amaciyla, biyoaktif tabaka kalinligin1 son derece
ince olmalidir. Bununla birlikte biyoaktif tabakada sabit bir substrat yogunlagmasini

gerceklestirebilmek amaciyla 6lgtim ¢ozeltisinin iyi bir sekilde karistirilmasi gerekir.

Protein yapili olan tiim enzimler, kimyasal reaksiyonlar1 yiiksek derecede katalize
edebilmektedir. Katalizde ilk basamak, reaksiyonlarin ge¢is durumlarinin stabilize
edilmesi, hizlandirilmasi ve nihayetinde enzim substrat bilesigi olusumudur [11]. Basit

formiilii ile enzim kataliz mekanizmasi;

k; ko
S+E ES E+P (3.3)

Burada; S=substrat, E=enzim, ES=enzim-substrat bilesigi, P=iiriin, Ki=enzim-substrat
bilesiginin reaksiyon hiz sabiti, ko=enzim-substrat bilesiginin diger iiriinlerle ayrisma

reaksiyon hiz sabitidir.
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3.2.2. Doku biyosensorleri

Hayvansal ve bitkisel dokularda ile organeller enzimlerce zengindir. Bu enzimlerin

yalitilmis doku parcalari da biyobilesen olarak kullanilmaktadir.

Doku biyosensorleri, bazi enzimler i¢in dogal ortamda artan kararlilik ve diisiik
maliyet gibi avantajlar saglamaktadir. Bunun yaninda, dokular, bir¢ok enzimi
biinyelerinde igerdiklerinden, analitin, belirlenen enzim disindaki enzimlerle
dontistiiriilmesi ile olusacak hatalar1 6nlemek i¢in, diger enzim sistemlerini inhibe

edecek maddeleri ve kosullar1 biyosensorde kullanilmaktadir [11].

3.2.3. Elektrokimyasal biyosensorler

Enzim  yapili  biyosensorlerin  genelinde,  elektrokimyasal  trankiiserler
kullanilmaktadir. Bu transistorler ile potansiyometri veya amperometri ilkelerine gore
Olctimler alinabildiginden, siklikla oksidorediiktaz sinifi enzimler kullanilmaktadir.
Elektrokimyasal biyosensorler, amperometrik ve potansiyometrik biyosensorler

olmak {izere ikiye ayrilmaktadir [11].

3.2.3.1. Amperometrik/voltametrik biyosensorler

Akim siddetinin 6l¢iimiinii esas alan amperometri, ¢aligma elektrodunda indirgenen ya
da yiikseltgenen elektroaktif tiirlerin yogunlagsmasinin bir sonucudur. Amperometrik
sensoriin potansiyometrik sensérden en belirgin farki, iirlinlerden sinyal olusturan

tiirlin elektrot ylizeyinde tiiketilmesidir.

Genellikle amperometrik biyosensorler yogunluguna bagimli akimi, biyolojik olarak
aktif materyalle kapli elektrokimyasal elektrot araciligiyla Olciilmektedir.
Amperometrik transformasyon, oksidasyon ve elektroaktif tiplerin bir elektrot
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tizerinde indirgenmesi esasina dayanmistir. Elektriksel akim ve analit yogunlugu

arasindaki iliskiyi Cottrell denklemi ifade etmektedir [11].

D.12

i=nF.A.Co[>] (3.4)

it

Burada; i = dlgiilecek akim, n = transfer olan elektron sayisi, F = faraday sabiti olup
degeri 96487 C, A = elektrot alani, Co = analit konsantrasyonu, D = difiizyon sabiti,

t =potansiyel uygulandiktan sonra gegen siiredir.

3.2.3.2. Potansiyometrik biyosensorler

Bir elektrokimyasal hiicrede 6l¢iilen gerilim degerleri yardima ile hiicre ¢ozeltisindeki

tiirlerin nicel analizine potansiyometri denir.

Potansiyometri, referansla elektrot arasindaki potansiyel farkinin 6lgiilmesini baz
almaktadir. Potansiyometrik sensor siklikla iyon faaliyetindeki farkliliga cevap veren
secimli elektrottur. Tyon segimli elektrotlar, karmasik biyoloik matriksteki Na*, K*,
Ca?*, H" veya NHq4* gibi iyonlar: belirlerler. Uygun iyon degistirici membrana iyonlar
baglandiginda elektrot potansiyalinde olusan hassas degisiklikten haraket ederek s6z
konusu bu iyonlarin belirlenmesi gergeklesir. Bunun haricinde gaz hasassiyetli
elektrotlarin da kullanilmas1 miimkiindiir. Sekil 3.3.’de potansiyometrik biyosensoriin

caligsma ilkesi gosterilmistir.
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Fotansiyometrik esash bir
hiyosensiiriin sematik
+— A = - -
gosterimi
A: Elekurod dis ceked,
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C
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Sekil 3.3. Potansiyometrik biyosensoriin gosterimi [13]

Potansiyometrik analiz, genel anlamda bir iirliniin aktivitesinin ya da elektrokimyasal

reaksiyondaki bir reaktifin aktivitesinin geriliminin dl¢iilmesi ile ilgilidir. [11]

S6z konusu gerilim Nernst denklemine gore;
E=E0+[R.%]lna (3.5

Burada; E =V birimi ile dlciilen gerilim, Eo=1 mol™? i¢in standart gerilim, R=gaz sabiti,

T = K biriminde sicaklik, F=faraday sabiti, n=elektron transfer sayisidir.
3.2.4. Optik biyosensorler

Optik Biyosensorler, uygun bir biyomolekiiliin, uygun bir yontemle, optik lifler
lizerine immobilize edilerek hazirilanan Ol¢iim cihazlaridir. Sekil 3.4.’de optik

biyosensoriin ¢alisma ilkesi gosterilmistir.
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Sekil 3.4. Optik biyosensorlerin sematik gosterimi [13]

Bu 6l¢iim, enzimatik reaksiyon sonucu olusan Kimyasal ya da fizikokimyasal
farkliligin 6l¢timiinii temel alarak; sinyal 151k yansimasi, sagilimi ya da yayimi sonucu
gerceklesir. Bundan dolayr optik lifin {izerine enzim immobilizasyonuyla
gerceklestirilen optik esasli enzim sensorleri temelde absorpsiyon, flouresans,

biyoliiminesans gibi ana hususlar kapsaminda is gérmektedirler.

3.2.5. Kalorimetrik biyosensorler

Kalorimetrik biyosensorlerin temel ilkesi, egzoterik reaksiyonlardan yararlanarak
reaksiyondaki entalpi degisimi {izerinden substrat yogunlugunu belirlemektir. Sekil
3.5.’de biyosensoriin kisimlari gosterilmistir. Genellikle ekzotermik reaksiyonlardan

yararlanmaktadirlar.

Termal biyoanaliib

sisteminin geynatilc
G - % giisterimmi
N ' : _r A: Enzim kolonu,
] " B: Referans kolomn,
4 B C: I=m degistirici,
. g D: Polifiretan izolatér,
|i| . E: Aliminvam ¢eper,
- F: Ornek giris,
2 : G oAtk akia,
H: Yiikseltici,

I : Kaydedici,
i : Termisthr.

Sekil 3.5. Kalorimetrik biyosensoriin gosterimi [13]
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3.2.6. Piezoelektrik biyosensorler

Piezoelektrik sensorleri, kristal yiizeyinde toplanan Ornegin kiitlesinin 6l¢iilmesine
dayanan gravimetrik cihazlardir. Bu sensorler, kristal ylizeyindeki maddenin ve
kendine ait bir etkilesime sahip maddenin birikimiyle ilgilidir. Sekil 3.6.°da

piezoelektrik biyosensoriiniin yapist gosterilmistir.

| | Piezoelekirik esash

At a enzim sensoriniin
gematilk ghisterimi
l—— "
Az lrele edse i desiel,
- " B: iletied,
! .
. f_ = C: lmumobilize &noring
E
: " D: Elekirot,
‘ g—» E: Kwartx hristal
H— &
Asetilloolin esterar enzinnimin inumeshilizrasyomnuyla bu

trin nbih B e bndn tarving

Sekil 3.6. Piezoelektrik biyosensoriin gosterimi [13]

Piezoelektrik biyosensoriin yiizeyine madde adsorplandigi ya da biriktigi zaman,
piezoelektrik kristalin rezonans frekansindaki farklanmanin Olciilmesiyle sonuca

varilmaktadir.

Madde miktart; ylizeyde enzim immobilizasyonuyla gerceklesen piezoelektrik enzim
sensorlerinde enzim molekiillerine substratlarin baglanmasindan dolayr meydana

gelen kiitle degisimidir.



BOLUM 4. GRAFEN OKSIT VE Pt NANOPARTIKULLERININ SENTEZi

4.1. Grafen ve Grafen Oksit Sentezi

Grafen; biitiin karbon allotroplarinin temel bileseni olan bir katmanli ve bir atom
kalinhginda, hekzagonal yapiya sahip, diizenli karbon atomlariyla sp? hibritlesme
sonucu meydana gelen, boyutsal anlamda nano bir pargadir. Faaliyet alanlar1 da
diisiiniildiigiinde giiniimiizde {izerinde yogun ugras verilen metaryallerdendir. Iki
boyutlu, tek atom kalinliginda olmasi ve kuvvetli bag yapisindan dolay: essiz bir
yapiya haiz olan grafen; iyi seviyede elekrik, elektrokimyasal, optik termal ve mekanik
ozelliklere sahiptir. Grafen 5000 W m™? K? termal iletkenligi degeri ile karbon
nanotiipler, altin, glimiis ve bakir gibi metallerden daha ileri seviyede bir iletkenlige

sahiptir [14].

Grafit oksidin bir varyasyonu olan grafen oksit, oldukg¢a biiyiik yiizey hacmine (iki
boyutlu teksdiir) sahipliginden dolayi, epoksit, hidroksil ve karbon yapilar1 gibi birgok
reaktif grubu barindirmasi ve yiiksek seviyede ¢oziiniirligiiniin bulunmasindan otiirii
biyoaygitlar, mikrobiyal saptama, hastalik tanisi, ilag tasiyici sistemler gibi biyolojik
konularda yaygimn kullanim alanina sahiptir. Bunlarin yaninda genis spesifik yiizey
hacmine sahip olmasindan 6tiiri GOx’nun enzim immobilizasyonu hususunda da
uygun bir yap1 oldugu sonucuna varilmakta ve bu alan ile ilgili her gecen giin
caligmalar siirdiiriilmektedir. Tiim bunlarin aksine ¢ok az sayida ¢aligmada grafen ve

GOx’nun enzimler, proteinler gibi biiyiik molekiiller iizerine etkisi irdelenmistir. [15]

Farkli boyutlarda, farkli davraniglarda ve farkli yapilarda grafenin gelistirilmesi,
polimer kompozit sektoriinde karsimiza ¢ikmaktadir. Grafen yilizeyindeki polar
gruplar, polimer matrisler ile saglanan grafen tiirevleri, kompozit sentezinde yiizey

olusumuna daha wuygun olmaktadir. Bu nedenden otiirii polietilen (PE),
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polimetilmetakrilat (PMMA), politiretan (PU), polivinilalkol (PVA),
polibiitilensiiksinat (PBS), polipropilen (PP), poliakrilonitril (PAN), termopoliiiratan
ile nanokompozitlerin giiglerini takviye edici amagli bir¢ok proje s6z konusu
olmaktadir [15].

Bilindigi tizere grafitin yapisindaki karbon atomlari, iki boyutlu diizlemde birbirine
baglanmig, st iste yigilmis, yassi levhalar bi¢imindedir. Karbon atamlarinin
arasindaki baglar zayif oldugundan dolayi, yiikseltgenler ve oksidantlar ile ekzotermik
reaksiyonlara girmesi, yiiksek 1silarin ortaya ¢ikmasi, zararli gazlarin olusmasi gibi

islemler neticesinde GOx sentezi ger¢eklesmektedir.

Indirgenme
Reaksivonu

Grafen Oksit-GO indirgenmis
Grafen Oksit-RGO

Sekil 4.1. Hummer metodu ile GOx sentezi [16]

4.2. Pt Nanopartikiillerin Sentezi

Nanomateryaller, biyomolekiillerle birlikte birgok biyoanalitik uygulamada
kullanilmaktadir. Nanomateryallerin elektroanalizlerde kullanilmalarinin sagladigi
bazi avantajlar sunlardir; Elektrot ylizeyine immobilize edilmeleri diizgiin iletkenlik
saglar, molekiiler ve biyomolekiiler analitlerin duyarli elektrokimyasal tayinine imkan
tanir. Ayrica, nanopartikiiller elektrokimyasal tayinde sinyali artiran etkili

isaretleyicilerdir. ~Metal nanopartikiillerin  iletkenlik  6zellikleri, kontrollii
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elektrokimyasal fonksiyonlar: ile biyomateyal yapilarmin tasarlanmasina olanak

saglar.

Altin nanopartikiiller (AuNp) diger metal nanopartikiiller arasinda en siklikla
kullanilan nanopartikiillerdir. Altin nanopartikiiller 6zellikle nanobiyoteknoloji
alaninda uzun yillardir kullanilmaktadir. DNA analizlerinde ise son yillarda dnem

kazanmustir.

Platin gibi nanoparcagiklar ise elektrik iletkenligi, katalitik aktivite ve biyouyumluluk
oranini artirmak i¢in, elektrokatalitik aktivite iizerinde, hidrojen peroksit ile uyumlu
bir etkiye neden olmaktadir. Boylelikle enzim hareketsizlestirilmis, elektrokimyasal

biyosensoriin duyarliligr arttirilmis, ylizey alani geniglemistir.

Son yillardaki ¢aligsmalarda yesil kimya konusuna artan bir ilgi oldugu goriilmektedir.
Bunu gerceklestirmek igin toksik olmayan, ¢evreyle dost ve yenilenebilir kKimyasallar

kullanilmaktadir.



BOLUM 5.DENEYSEL CALISMALAR

5.1. Giris

Kandaki glikozun 6l¢iimii, ilk glikoz biyosensoriiniin gelismesinden beri, daha ¢ok
tyilesmesi icin c¢alisilmistir. Enzim temelli elektrokimyasal biyosensorler GOx,

indirgenmis grafen oksit (1GO) gibi grafen ve tiirevleri kullanilarak hazirlanabilir.

Grafen esasli malzemeler, elektrik iletkenligi, yiiksek yiizey alani/hacim orani,
biyouyumluluk, diisiik bir maliyetle elde edilebilirlik ve giiclii mekanik dayanim
gostermektedir [17]. Grafen tiirevlerinin bu kadar gelismis elektroanalitik kabiliyetine
ragmen, elektromanyetik uygulamalara ivme kazandirmak i¢in yeni grafen bazl
nanomalzemelerin gelistirilmesine de hala, biiyiik ilgi duyulmaktadir. Son zamanlarda,
UNB, oksidorediiktazlar (6rn. Glikoz oksidaz) ile elektrot arasindaki elektrokimyaya
dayanilarak iiretilmektedir [18]. Grafen tiirevleri, UNB’de elektrot malzemesi olarak
kullanilmakta ve bu malzeme, yiizey alani, elektrik iletkenligi, katalitik aktivite ve
biyouyumluluk oranini artirmak i¢in gelistirilmis, enzim performansi ile sonuglanacak
sekilde modifiye edilebilmektedirler. Bu amagla, platin gibi nanopargaciklar,
elektrokatalitik aktivite tiizerinde hidrojen peroksit uyumlu bir etkiye neden
olabilmekte, bdylece enzim immobilize edilmis, elektrokimyasal biyosensoriin
duyarliligr arttirilmis ve hedef analitlerin hizli difiizyonuna izin vererek, yiizey alani
genisletilmistir. Degerli metal nanopargaciklar (6zellikle de Pt Np), oksidorediiktaz
biyokatalitik reaksiyonlardan salinan H>O2’nin oksidasyonunda ve indirgenmesinde
etkili olmakta, boylece gelismis elektrokimyasal tepki goriilmektedir. Literatiirde
GOx’nun indirgenme yaklasimlar1 ve iGO yiizeyini n-n  etkilesimleri yoluyla
baglayarak degistiren dogal polifenoller bulunmaktadir (6rn. tannik asit) [19]. Ayrica
polifenoller, protein molekiilleriyle genellikle hidrojen baglar1 olusturmakta ve

boylece TA ile modifiye edilmis yiizeyler enzim immobilizasyonu igin
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kullanilmaktadir. TA, protein molekiillerine kovalent Schiff baglari vasitasiyla da
baglanabilmektedir. Son zamanlarda, agma kapama biyosensorleri sicaklik ve pH
degisimli degistirilebilir ylizeyler ile dikkat ¢ekmektedirler. Uyariciya tepki veren
polimer poli (N-izopropilakrilamid) (PNIPAAm), biyosensor uygulamalarinda termal
duyarli davranis i¢in genis Ol¢lide kullanilmaktadir. Literatiirde; TA, PNIPAAm ve
diger poliamitlerle 31-32 °C civarinda daha diisiik kritik ¢ozelti sicakliginda (LCST)
hidrojen ve hidrofobik baglarla etkilesim kurmaktadir [20].

Bu calismada, GOx immobilizasyonu ve direkt elektrokimyaya dayanan hassas
duyarlilikla glikoz algilamasi igin yeni bir Pt Np olusturulmus, tannik asit ile
indirgenmis grafen oksit nanokompoziti gelistirilmistir. Biyosensor hassasiyetini
arttirmak icin Pt Np secilmistir. GOx ve Pt** indirgenmesi, dogal indirgeyici madde
olarak TA kullanilarak kolay ve diisiik maliyetli bir sekilde gergeklestirilmistir.
Ayrica, n- etkilesimleri vasitasiyla iGO fizerinde depolanan TA, hidrojen bagi
yoluyla GOx immobilizasyonu i¢in biyo uyumlu yiizeyi saglamistir. Ayrica, pH ve
sicaklik kontrollii degistirilebilir biyosensor yiizeyi, TA-PNIPAAm etkilesimleri
kullanilarak elde edilmistir. Elektrokimyasal 6l¢timler, doniigsiimlii voltametri (DV) ve

diferansiyel kesikli voltametri (DKV) teknikleriyle ger¢eklestirilmistir.
5.2. Materyal ve Metotlar

GO eldesi i¢in grafit, H2SO4 (% 95.0-97.0), P2S20g, KMnOQO4, Bradford reaktifi ve GOXx
kullanilmistir. D(+) Glikoz monohidrat, tannik asit, platin standart ¢6zeltisi (1000
mg/L Pt) ve HxO: ¢ozeltisi (% 30) hazirlanmig ve gece boyunca mutarotasyona
birakilmigtir. NaH2POj4, sodyum asetat trihidrat, asetik asit ile fosfat tamponu (PT) ve
asetat tampon ¢ozeltisi (ATC) hazirlanmistir. DNSA reaktifi hazirlamak igin ise; 2-
Hidroksi-3, 5-dinitrobenzoik asit, fenol, sodyum siilfit, sodyum potasyum tartarat
tetrahidrat ve NaOH kullanilmis ve kolorimetrik olarak enzim aktivite testi igin hazir

hale getirilmistir.

DV, DKV ve elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EES) ol¢iimleri bir
elekrokimyasal analiz cihazi ile gergeklestirilmistir. Cams1 karbon elektrodu (CKE),

calisma elektrodu olarak kullanilmistir. Sirastyla referans ve karsit elektrot olarak bir
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Ag/AgCl elektrodu (doymus KCI) Pt elektrot kullanilmistir. Deney ¢ozeltileri,
deneylerden once oksijenin ¢ikarilmast i¢in minimum 20 dakika boyunca
temizlenmistir. EES oOlglimleri, agik devre voltajinda 0.01 kHz ila 10 frenkans
araliginda 5 mM Kaz[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)s] igeren 0.1M KCIl ¢ozeltisi iginde
gerceklestirilmis ve siddet 5 mV’de tutulmustur. immobilize GOx miktar1 Bradford
tayinine gore belirlenmistir. iGO-Pt Np nanokompozit iizerinde immobilize edilmis,
GOx aktiviteleri, DNSA reaktifi kullanilarak ve 546 nm’de absorbans oOl¢iilerek

belirlenmistir.

SEM goriintiileri, elektron mikroskobundan elde edilmistir. Nanokompozitlerin
fonksiyonel grup arastirmasi; oda sicakliginda, 400-4000 cm™ araliginda Flourier
transform infrared spektroskopi (FTIR) Spectrum Two cihazi ile yapilmistir. Zeta
potansiyeli 6lgiimleri, 30 °C’de Nanoplus zeta/nano partikiil analiz cihaz1 ile
gerceklestirilmistir.  Numunelerin - UV-goriiniir (UV-Vis) spektrumu, UV-Vis
spektrofotometre (Shimadzu UV-2600) cihazindan elde edilmistir.

5.3. Pt Nanopartikiilleri Kaph Indirgenmis Grafen Oksit Nanokompozit Sentezi

iGO sentezlemek i¢in 1 mL GO (0,5 mg/mL), 2 mL 5mg/mL TA sulu ¢dzelti igine
kuvvetli bir sekilde karistirilarak dagitilmig ve 650 uL platin standart ¢ozeltisi ve 6 pul
0,5 M sodyum hidroksit ¢ozeltisi, oda sicakliginda siispanse edilmistir. GOx’nun
indirgenmesi, olusan karistmin 30 dakika boyunca 90 °C de tutulmast ile arttirilmistir.
Ardindan, GOx santrifiije tabi tutulmus ve TA’y1 uzaklastirmak i¢in iki kez deiyonize
su ile yikanmigtir. CKE kaplamasi igin 1 mL deiyonize su ile yeniden dagilmistir.
GOx’nun kahverengiden siyah renge doniismesi ile GOx’nun TA tarafindan

indirgenmesi gozlenmistir.
5.4. iGO-Pt Np-GOx ile Modifiye Edilmis CKE’nin Hazirlanmasi

Nanokompozit kaplamadan 6nce, CKE (3 mm ¢apinda) aliiminayla temizlenmis ve
daha sonra durulanmig, deiyonize su ile sonike edilmistir. Ardindan, CKE’lar 8 pl
kompozit damlatarak (0,5 mg/mL) ile modifiye edilmis ve havada kurutulmustur.

Enzim immobilizasyonu i¢in, nanokompozit kapl elektrotlar, 4 saat boyunca 250 pL
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GOx ¢ozeltisi (40 mg/mL) igine daldirilmistir. Son olarak, modifiye edilmis CKE’den
gevsek bagli GOx’i uzaklastirmak icin FT ile ¢alkalanmis ve kuru sartlar altinda 4

°C’de saklanmustir.

5.5. iIGO-Pt Np-GOx/CKE Elektrodun PNIPAAmM ile Kaplanmasi

CKE iizerinde iGO-Pt Np-GOx nanokompozitin, sicakliga ve pH’a kars1 duyarliligini
arastirmak i¢in N-izopropilalrilamid (PNIPAAm) ile kaplanmistir. pH’1 7,4 olan FT’de
50 uL PNIPAAmM (20 mg/mL) ¢ozeltisi, nanokompozit ile modifiye edilmis CKE
lizerine azar azar damlatilmig ve elde edilen biyokonjugat (PNIPAAmM-iGO-Pt Np-
GOx oda sicakliginda 30 dakika kurutulmustur. Sekil 5.1.’de anlatilan agma kapama

biyosensoriiniin gosterimi verilmistir.
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Sekil 5.1. TGM’’nin sematik gosterimi ve glikozun biyolojik olarak algilanmasi i¢in agma kapama biyosensorii



BOLUM 6. ARASTIRMA BULGULARI

6.1. Elektrotlarin Hazirlanmasi ve TA ile Elektron Transferi

Elektrokimyasal biyosensorler igin gerekenler belirlenerek, GO Hummer Metoduna
gore sentezlenmis, kimyasal olarak indirgenmis ve elektrokimyasal agma-kapama
biyosensorii Sekil 6.1.'de gosterildigi gibi elde edilmistir [21]. GO ve Pt** iyonlarinin
es zamanlt indirgenmesi TA ile gerceklestirilmistir. Ayrica, TA, TA’nin fenolik
gruplart ve iGO'nun benzen halkalar1 arasindaki n-m etkilesimleri vasitasiyla iGO
yiizeyine baglanmistir. GOX, iGO-Pt NPs-GOx/CKE'yi enzim ¢6zeltisine batirarak
kovalent destekli hidrojen baglar1 vasitasiyla TA kapli iGO iizerinde immobilize
edilmistir. Immobilize edilmis GOx Bradford Metoduna gore tespit edilmis ve
immobilize GOx miktar1 3.2 + 0.6 mg enzim/mg nanokompozit olarak bulunmustur.
Ayrica, DNSA glikoz tayin testi, immobilize edilmis GOx’un enzim aktivitesini
serbest GOx’a kiyasla %140 oraninda arttirdigin1 gostermistir. Enzimatik aktivite,
immobilizasyonla daha elverisli ii¢ boyutlu yap1 olusmasi nedeniyle artmigtir. Indiiktif
eslesmis plazma (ICP) olgiimlerine gore, nanokompozitin yaklasik %5'inin platin

nanoparcaciklarindan olustugu bulunmustur.

IGO ve iGO-Pt NP'lerin morfolojileri taramali elektron mikroskobu (SEM),
tiinellemeli elektron mikroskopisi (TEM) ve yiiksek ¢oziintirliikklii TEM (HRTEM) ile
arastirtlmis ve Sekil 6.1 de gosterilmistir. Sekil 6.1.(A), Pt Np'nin, iGO {izerinde esit
olarak dagitildigini ve enzim immobilizasyonu i¢in yiiksek yilizey alani olan iGO'nin
TEM gorintiilerini gostermektedir. Enerji dagilimli X-Isin1 Spektroskopisi (EDS)
analizi; Sekil 6.1.'de gosterildigi gibi 2 keV civarinda bir Pt zirvesini vererek, Pt Np

varligin1 dogrulamistir.
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TA, IGO yiizeyine n-r etkilesimleri vasitasiyla baglanabilir, TA ile modifiye edilen
yiizeye enzim immobilizasyonu enzimin azot igeren gruplarin ve TA'larin hidroksil
gruplari arasindaki hidrojen baglar1 vasitasiyla gergeklestirebilmektedir ve bu, FTIR
ile teyit edilebilmektedir. GO sentezi, TA ile indirgenmesi ve yiizeyinin
modifikasyonu ve GOx immobilizasyonunu dogrulamak i¢in FTIR analizleri
yapilmustir. 400-4000cm™ araliginda 6lgiilen numunelerin FTIR spektrumlart Sekil
6.1.'de gosterilmektedir.

GO spektrumunda, 1726 cm™ deki pik COOH gruplarmin C=0 gerilme titresimini
gosterirken, yaklasik 1380-3170 cm™’lerde merkezli genis bantlar OH deforme ve
gerilme modu ile iliskilidir ve 1617-1620 cm™ 'lerdeki pikler CO ve C=C gerilme
titresimlerine atfedilebilir. iGO spektrumunda, GO'ya ait piklerin azaldigi, hatta
neredeyse kayboldugu goriilmekte ve TA'ya atfedilen pikler ortaya ¢ikmakta ve bu da
GO’nun indirgendigini ve TA’nin iGO yiizeyinde biriktigini dogrulamaktadir. iGO
spektrumunda, 1712-1613cm™’lerdeki adsorpsiyon pikleri, sirastyla C=0O gerilmesi ve
aromatik C-O gerilmesine karsilik gelmektedir. Ayrica, 1329 cm™ deki pikler diizlem-
OH biikiilmesinden, 1060 cm™*deki pik aromatik C-H deformasyon titresimleri, 1444
cm™’de C-O'nun simetrik gerilme titresiminden kaynaklandigi ve 1512 cm™ piklerde
halkalarda C-C gerilmesine atfedilebilecegi gozlenmistir. 1581 cm™ deki pik, GO ve
Pt Np indirgemesine bagli olarak TA hidroksillerinin oksidasyonundan kaynaklanan
kinon pargalarinin varligina atfedilebilir. 1540 cm*de amid 11 ve 1646 cm™'de amid |
varligt GOX'in immobilizasyonunu ve immobilizasyon sonrasinda ikincil yapinin
korunmasini dogrulamistir. IGO spektrumundaki karbonil grubundaki (C=0) gerilme
titresimi, iIGO-Pt Np-GOx 'de 1697 cm™'den 1713 cm™'e kaymistir ve TA-GOXx
arasindaki hidrojen baglarinin varligin1 gostermektedir. Boylece, enzim esash
biyosensoriin  olusturulmasi icin  yeterince enzim  immobilizasyonu
gergeklestirilmistir. Bununla birlikte, bazi pik noktalarinin, iGO-Pt Np-GOXx
spektrumunda tamamen kayboldugu goriilmektedir. Kinon olusumu ile GOx, hidrojen
baglar1 ile birlikte Schiff baz baglanyla iGO ylizeyine sabitlenmektedir.
Nanokompozit modifiye elektrotla, fenolik hidroksilleri oksitlemek igin,
denemelerden hemen 6nce, elektron transferini saglayan kinon parcalarini elde etmek

tizere, 0,1-0,5 V potansiyel araliginda taranmistir. Sekil 6.2.°de GOx ve elektrot



32

arasindaki elektron transferi sirasinda, kinon gruplarinin dogrusal elektron
potansiyelinde hidroksillere indirgendigi goriilmektedir. Bu olgu TA'nin, elektronlar
GOx'tan elektroda transfer edebildigini gostermektedir, ayrica CV taramasi,
indirgenmis hidroksilleri, kesintisiz elektron transferini gosteren, kinon gruplarina

tekrar oksitleyebilmektedir.
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Sekil 6.1. (A) iGO’nun TEM giirtintiisii (B) iGO’nun FTIR spektrumlari (C) Grafitin TGA egrileri (D) GO, iGO,
iGO-Pt Np zeta potansiyelleri

TA birikmesi ve GOx immobilizasyonunu teyit etmek i¢in termogravimetrik analiz
(TGA) dlgtimleri yapilmistir. Sekil 6.1.(C)'de, grafit kiitlesi, sicaklik araligi boyunca,
hemen hemen degismeden kalmistir. 100°C'nin altindaki GOx egrisinde; emilen su
¢ikmis ve oksijen i¢eren fonksiyonel gruplarin pirolizi yaklasik 200 °C'de baslamustir.
iIGO'nun kiitle kayb1 daha da yiikselmis, oksijen igeren fonksiyonel gruplar azalmistir.
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150 °C'de baslayan onemli miktarda kiitle kaybi, iGO tabakalarinda biriken TA
ayrismasini gostermektedir. GO ve 1GO arasindaki kiitle kaybi1 farki, yogun TA
varhigim1 gostermektedir. Pt Np birikimi iizerinde, metal i¢eriginin artmasi nedeniyle

kiitle kaybinin azaldig1 gériilmektedir [22].

Zeta potansiyel Ol¢limleri, ylizey yiikiiniin degisimi ile TA ve Pt Np c¢okelmesini
aciklamak i¢in pH 7'de gergeklestirilmistir. Sekil 6D'de GOX'nun zeta potansiyeli -
25,1 mV iken, TA ile indirgeme sonrasinda nanokompozit, -28,2 mV'lik bir zeta
potansiyel degerine artmustir. Artis, iyonize olmus ve negatif yiikkli TA’dan
kaynaklanmakta ve TA'nin iIGO yiizeyine baglandigim1 gostermektedir. Ayrica,
reaksiyon ortamina Pt** eklenmesiyle; Pt Np olusumu ile iligkili nanokompozit yiizey
alaninin zenginlestirilmesi, yiik transfer kompleksi olusumu Pt Np yiizeyine ilave TA

birikmesi nedeniyle zeta potansiyeli daha da artmaktadir [23].

6.2. GOx’in iGO-Pt Np/CKE Uzerindeki Elektrokimyasi

GOx’in iIGO-Pt Np iizerindeki dogrudan elektrokimyasi, CV ile arastirilmigtir. Sekil
6.2A, 0,1 M fosfat tamponu (pH 7.4) ¢ozeltisindeki 100 mV/s tarama hizindaki GOx/
CKE, GOx-GO/CKE, GOx-iIGO/CKE ve GOx-iGO-Pt Np/CKE’nin CV’lerini
gostermektedir. GOx-IGO/CKE (Sekil 6.2A, satir ¢) durumunda, FAD’nin
elektrokimyasal redoks reaksiyonuyla iliskilendirilen bir ¢ift redoks pik noktasi elde
edilmistir. Bu bulgu, TA birikmesini, GO indirgenmesinin direkt elektron transferi i¢in
enzim immobilizasyonuna izin verdigini dogrulamaktadir. GOx-iIGO Np/CKE’nin
CV’lerinde (Sekil 6.2.(A), satir d) -0,434 V anodik pik potansiyeli ve (Epa) ve -0,490
V katodik pik potansiyeli ile tanimlanmig ve geri donisiimlii bir redoks pik ¢ifti
gozlenmistir. Pik ayrimi (AEp) 56 mV’dir. Katodik ve anodik pik potansiyelinin
ortalamasindan hesaplanan normal potansiyel (E°) -0,462 V’dur. GOx-iGO-Pt
Np/CKE’nin gelismis redoks piki, Pt Np birikmesinden kaynaklanan artan yiizey alani
ve elektrik iletkenligi ile iliskilendirilmektedir. Bu deger, FAD/ FADHz: i¢in standart
elektrot potansiyeli -0,459’a (Ag/AgCl’ye kars1) yakin olup, GOX ve nanokompozit
arasindaki dogrudan elektron transferini (DET) gergeklestirebilecegi diistiniilmektedir.
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Sekil 6.2. (A) Oksijenlestirilmis 0.1 M'de GOx / CKE, (B) Cozeltinin DV yanitlart tizerindeki pH etkisi, (C) iGO-
Pt Np-GOx / GCE DV'nin tepkileri {izerindeki tarama hizi etkisi, (D) DPV teknigi kullanilarak yapilan

glikoz 6l¢iimleri

Bu sonug, protein baglama ajani olarak TA’nin DET i¢in GOX ve iGO arasindaki
mesafenin azalmasii sagladigi ve Pt Np’nin redoks piklerini gii¢lendirdigini teyit
etmektedir. Yapilan ¢alismalarda enzimsiz elektrotlar deneylerin potansiyel araliginda
herhangi bir redoks piki gostermemistir. Sekil 6.2.(B) tarama hizinin, GOX-iGO-Pt
Np/CKE’nin DET’sinin CV 06zelliklerine etkisini gostermektedir. Tarama hizi
0,02’den 0,2V/s’ye yiikseldiginde, hem anodik (lpa) hem de katodik (lpc) pik akimlar
tarama hiz1 ile lineer olarak artmakta ve redoks reaksiyonunun yiizey kontrollii bir

proses oldugunu gostermektedir [24]. Yine de AEp’in degeri tarama hizlarindan
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bagimsizdir ve sabit kalmigtir. GOx ve GOx-IGO-Pt Np/CKE arasindaki elektron
transfer hiz1 (ks), Laviron denklemi (nAEp > 0.200 V) kullanilarak hesaplanmaistir:

logks = alog(1 —a) + (1 — a)loga — log[(RT/nFv)] — a(1 — a)nFAE,/2.303RT (6.1)

Burada a, yiik transfer katsayisi (~0,5) ve v (V/s) tarama hizidir. R, T ve F sabitleri,
normal anlamlarin1 (R=8,314 J/molK, T=298 K, F=96485 C/mol) temsil etmektedir.
0,1 V/s tarama hizinda, GOx-iGO-Pt Np/CKE icin ks degeri, 1.31 s olarak tahmin
edilmistir ve bu grafen kuantum noktalarinda immobilize GOx i¢in gdzlemlenen
degerlerle karsilastirilabilir (1,12 s) ve karbon nanotiip esasl elektrotda (1,44 s%) bu
sonug, Pt Np’nin ¢okeldigini gosterir [25].

Kompozitin yiizeyinde immobilize edilen elektroaktif GOx’un yilizey miktari, (T,

mol/cm?) asagidaki formiile gore tahmin edilmistir [26].

Q = nFAT (6.2)

Burada F, Faraday sabiti, Q, katodik pik entegrasyonundan bulunan redoks
reaksiyonunda tiiketilen yiiktiir. I', elektroaktif glikoz oksidaz miktaridir; n ve A,
aktarilan elektronlarin sayisii ifade etmektedir ve formiil 6.2°de, CKE (0,071 cm?)
karsilik gelir. GOX-iGO-Pt Np/CKE elektrodundaki elekroaktif glikoz oksidaz miktari
2,72+ 0,4x107! mol/cm olarak hesaplanmis ve GOx’in doymus miktarinin daha biiyiik
oldugu tespit edilmistir [27]. Immobilize GOx miktar1, tek katmanli miktarindakinden
daha fazladir. Bu nedenle GOx, iGO-Pt Np modifiye elektrot iizerinde ¢ok katmanli

bir sekilde immobilize edilmistir.

GOx’in DET’ye iGO-Pt Np/CKE iizerinde etkisi, CV kullanilarak 100 mV/s tarama
hizinda incelenmis ve ortam pH’ma gii¢lii bir bagimlilik gozlenmistir. pH’daki bir
azalma hem Epa hemde Epc’de olumlu bir kaymaya yol agmakta, bu da hidrojen
iyonlarinin  GOx’un elektrokimyasal tepkimesine girdigini gostermektedir. Bu,
GOx’in elektrokimyasal tepkimesinde hidrojen iyonlarinin bulundugunu ifade
etmektedir. Sekil 6B’de gosterildigi gibi, GOx’un normal potansiyeli pH 5,0 ila 8,6

araliginda dogrusal bir orana sahiptir. pH ile normal potansiyel arasindaki egim degeri



36

-(56,4+0,4) mV/pH (R?=0,988) olarak bulunmustur. Gézlenen egim degeri; (56,4
mV/pH) denklem 6.1°de gosterildigi gibi, GOx’in iki elektronlu tranferi ile iki proton
¢ifti i¢in teorik degere (58,6 mV/pH) ¢ok yakindir [28]. Sekle gore; pH 7,4 deney

ortaminda, maksimum akim pH 7,0 ila 8,6 arasinda ortaya ¢ikmuistir.

FAD + 2H + + 2e—o FADH, (6.3)

6.3. Pt Np-iGO/CKE Tabanh Glikoz Biyosensoriiniin Performansi

Cevrimsel voltametri 6lgiimleri 0, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12 mM glikozun varliginda ve
yoklugunda GOx-iGOPt Np/CKE kullanilarak O2’¢ doymus FT’de (0,1 M, pH 7,4)
100 mV/s tarama hiz1 ile gergeklestirilmistir. Sekil 6.3.’de gosterildigi tizere
FAD/FADH: nin redoks reaksiyonuna bagli olarak iyi tanimlanmus bir ¢ift pik noktasi
glikozun yoklugunda ortaya ¢ikmistir. Bunula birlikte, O2’e doymus FT (0,1 M, pH
7,4) igine glikoz ¢ozeltilerinin eklenmesi, anodik pik akim yogunlugunda bir diisiise

yol agmustir.

Bu verilere gore, GOx-iGO-Pt Np/CKE’nin DET mekanizmasi yoluyla glikoza dogru
biyoelektrokatalik aktivitesinin denklemi (6.4) ve (6.5):

GOD (FADH,) + 0, — GOD (FAD) + H,0, (6.4)

GOD (FAD) + glucose — gluconolactone + GOD (FADH,) (6.5)

Denklem 6.3’de O2’e doymus ortamda; hemen hemen tiim GOx molekiilleri, esitlik
degerine gore biyokatalitik olarak oksitlenmektedir. Bu nedenle, oksitlenmis GOx i¢in
gerekli elektrokimyasal olarak indirgeyici akim maksimum degerdedir. Glikoz ilave
edildikten sonra, GOx’in FAD’inin indirgenme akimi giderek azalmaktadir. Bunun
nedeni, glikoz eklenmesiyle GOx (FAD) ve glikoz arasindaki biyokatalitik reaksiyona
gore daha fazla GOx (FAD)’ nin, GOx’e (FADH2) doniismesidir. Bu nedenle, GOx
konsantrasyonu (FAD), glikoz konsantrasyonunun artmastyla belirli bir konsantrasyon

araliginda lineer olarak azalarak, katodik akimmn GOx (FAD)’nin azalmasina neden
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olmaktadir. Sekil 6.3.’de yer alan grafik, GOx’un 2-10 mM araliginda lineer olarak

azaldigint gostermektedir. Sonugclar; iretilen GOx-IGO-Pt Np/CKE’nin, araci

olmayan tigiincii nesil glikoz biyosensor oldugunu dogrulamaktadir.
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Sekil 6.3. (A) iIGO-Pt Np-GOx / GCE'nin DV egrileri. (B) Glikoz konsantrasyon grafigine kars: katodik pik akimi
(C) ABS igindeki PNIPAAM-iGO-Pt Np-GOx/CKE'nin CV konsantrasyonlar1 (D) Ag¢ma-kapama

biyosensorii i¢in glikoz konsantrasyon grafigine karsi katodik pik akimi

Dogrusal regresyon denklemi Ip (nA)=74,289+0.646, (uA)-1,953+0.101 (glikoz

konsantrasyonu) (pAmM™), R?=0,989 olarak ifade edilmektedir. Bu biyosensdrde

gozlenen dogrusal Olciim araligi, Tablo 6.1.°de verilen UNB’ye dayali olarak

yapilandirilmis biyosensorler i¢in rapor edilenlere kiyasla, yogunluk araligi, 27.51

mAmM/Mcm?lik bir hassaslik, korelasyon katsayis1 0.9893 ve diisiik saptama limiti

1.21 uM (S/N=3)dir. Gelistirilen biyosensoriin duyarliligi, dogrusal aralifi ve saptama
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limiti artirilmis ve Tablo 6.1.’de 6zetlenen literatiir verileri ile karsilastirilmistir. Daha
onceki ¢aligmalara kiyasla, iletkenliginin gelistirilmesi i¢in Au Np’nin kullanildigi
biyosensoriin duyarlilig1 ve yiizey alani gelistirilmistir. DET potansiyelinde FAD igin
indirgeme akimui iizerine sinerjik etkisiyle Pt Np’nin, salinan H2O’yi azaltabilecektir.
Glikoz konsantrasyonu 12 mM’den yiikksek oldugunda, katodik pik akimlar
dogrusalliktan sapma gostermis ve limit degere ulasmistir. Bu da Michaelis-Menten
kinetik mekanizmasinin 6zelliklerini gostermistir. Goriiniir Michaelis-Menten sabiti
(Km), asagidaki gibi Lineweaver-Burk denkleminin elektrokimyasal versiyonunu
kullanarak elde edilebilen enzim-substrat reaksiyon kinetigini agiklamak i¢in 6nemli

bir parametredir [29].
1/lig=1/Tiax + (K /Tinax) -(1/Cyyp ) (6.6)

Burada, Iss substrat ilavesinden sonra kararli durum akimi, Imax doymus alt tabaka
kosullarinda maksimum akim ve Cglikoz glikozun toplam konsantrasyonudur. GOx-
IGO-Pt Np/CKE’nin Km degeri 3,43 mM olarak hesaplanmis ve Tablo 6.1.’deki GOx
immobilize edilmis biyosensdrlerin Km degeri ile karsilagtirilmistir. Diistik Km degeri,
iIGO-Pt Np/CKE’de GOx’un dogal yapisinin korunmasi nedeniyle enzimatik
reaksiyonda glikoza kars1 yiiksek affiniteye neden olmaktadir.
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Tablo 6.1. Glikoz tayini i¢in literatiirde bildirilen iGO-Pt Np-GOx/CKE ve diger direkt elektron transfer temelli

biyosensorlerin karsilastirilmasi

Modifiye edilmis elektrot Lineer Duyarlhilik Tayin Km Kayna
aralik (nA mMlem = limiti  (mM) K
(mM) ) (UM)
rGO-Pt Np-GOx/CKE 2-10 27.51 1.21 343 Bu
calism
a
EIGO-CDCNT-GOx- 0.01-6.5 7.95 4.7 26
Nf/CKE?
GO-DDAB-GOXx/CKE® 0-0.6 0.22 20 1.5 40
rGO-CD-GOx/CKE® 0.05-3 59.74 12 1.78 4
GNS-PEI-Au NPs- 0.001-0.1 93 0.32 - 4
GOX/CKE®
GO-CNT-GOx/CKE 2-8 19.31 - - 42
Cs-PGA-GOx/CKE® 0.5-5.5 2.13 0.12 - 43
rGO-PPy-Au NPs-GOx/CKE"  0.2-1.2 123.8 - - 44
G-MWCNTs-AuNPs- 0.005- 29.72 4.8 2.09 4
GOx/CKE 0.175
GN-Py-GOx/CKE? 0-2 7.29x107° 50 - 46
GN-PDA-GOx/Au 0.001-4.7 28.4 0.1 6.77 4

Electrode”

aEIGO: elekrokimyasal olarak indirgenmis grafen oksit; CDCNT: ¢ok duvarli karbon

nanotiip; Nf: nafyon

b DDAB: didodesildimetilamonyum bromiir

¢ CD: B-siklodekstrin

d GNS-PELI: grafen-polietilenimin
e Cs-PGA: ¢itosan- poli(glutamik asit)

f PPy: polipirol

g GN-Py: grafit nanopartikiil-piren

h GN-PDA:grafen-polidopamin

6.4. Biyolojik Arayiizey ile Acilip Kapanabilir Biyoelektrokataliz

PNIPAAm'in, lretilen biyolojik sensor iizerine ¢Oktiiriilmesi ile agma kapama

biyosensorii elde edilmistir. Biyokonjugatlari igeren PNIPAAm’in elde edilen UV-vis

ve FTIR spektrumlari degistirilebilir arayiizlerin pH'a duyarli bir davranisini ortaya

koymustur. Sekil 6.4.’de, UV bantlar1 sicaklik degisiminden ziyade pH degisimiyle
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olusmustur. Sekil 6.4.(A)'da PNIPAAM-iGO-Pt Np-GOx'in UV-vis spektrumu, TA-
PNIPAAm etkilesimlerini agik¢a gostermektedir. pH 4'te iGO'nun m-t ve n-n
gegisleri, hidrofobik baglarin hidrojen bagini destekledigini teyit eden maviye kaymasi
ile gdzlenmistir. Bununla birlikte, bu bantlar pH 7'de kaybolmustur, bu da PNIPAAmM

ve TA arasindaki azalan etkilesimleri gostermektedir.

EES, modifikasyon islemi sirasinda elektrot yiizeyinin empedans degisiklikleri
hakkinda bilgi vermektedir. Modifiye edilmis elektrotlarin Nyquist ¢izimleri, elektron
transfer islemine karsilik gelen daha yiiksek frekanslarda bir yari-daire kismi ve
difiizyon islemine karsilik gelen daha diisiik frekanslarda bir lineer par¢a icermektedir.
PNIPAAM-iGO-Pt Np-GOx modifiye edilmis elektrotlarindaki yiik transfer direnci
(Rct), dairesel ¢aptan elde edilmektedir. Sekil 6.4.(B), elektrotlarin EES egrilerini
gostermektedir. 40°C ve pH 4'te hassas PNIPAAmM-iGO-Pt Np-GOx'in Rct degeri
(1290 Q), CKE'nin (675 Q) degerinden daha biiyiiktlir ve PNIPAAm igeren
nanokompozitin iletkenliginin azaldigin1 gostermektedir. Ayn1 pH'da sicaklik 20°C'ye
azaldi1g1 zaman, Ret degeri 2875 Q'a yiikselmekte, bu da redoks ¢iftine [Fe(CN)s]> 74—
'e dogru azalan sicaklik ile biyosensor yiizey iletkenliginin azaldiin1 géstermektedir.
pH 7'ye yiikseltildiginde, Rct degerleri sirasiyla 40°C ve 20°C'de 5060 Q ve 9240 Q'a
yiikselmektedir. Bu, pH 7'de TA'min, pH 4'e kiyasla daha fazla hidroksil iyonu
olusturabilecegini ve negatif yiiklii TA'nin Re degerlerini arttirarak [Fe(CN)g]®> 74
redoks ciftini itebilecegini agiklamaktadir. Sicaklik duyarli PNIPAAm-iGO-Pt Np-
GOx nanokompozitinin iletkenliginin ¢ogunlukla ortamin pH'ima bagli oldugu gercegi;
CV egrileri ve UV-vis spektrumu ile teyit edilmektedir.

PNIPAAm igeren nanokompozitlerin karakterizasyon sonuglarina gore, pH ve
sicakliga tepki veren agma-kapama biyosensoriiniin TA-PNIPAAmM etkilesimleri
kullanilarak olusturulabilecegi teyit edilmistir. Sekil 6.4(C)’de polimer kapli
biyosensérlerin CV egrileri gosterilmektedir. Sekle gore, [Fe(CN)s]**"nin en
gelismis redoks piki 40°C'de ve pH 4'de gozlenmistir. Bu deger, yiiksek sicaklikta

polimerin biiziigmiis yapisi ile aciklanabilmektedir.
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pH 7'de 40°C ve 20°C’de TA'nin negatif yiiklii bigimde bulunmasindan dolay1 TA ile
redoks c¢ifti arasinda bir itme meydana gelmekte ve redoks pikleri tamamen
kaybolmaktadir. Dolayisiyla, biyosensor 40°C ve pH 4 de agik ve 20°C ve pH 7°de
kapali durumunda olmaktadir. Polimerle modifiye edilmis elektrotlarin agma ve
kapama durumlarindaki tekrarlanabilirlik testleri Sekil 6.4.D'de gdsterilmistir. TA ve
PNIPAAm arasindaki tersinir bir etkilesim, biyosensoriin iyi tekrarlanabilirligine yol
acmaktadir. A¢ma-kapama biyosensorii kullanilarak yapilan glikoz 6lgiimleri Sekil
6.3.C'de gosterildigi gibi 40 °C'de ve pH 4'te (agik durumda) gerceklestirilmektedir.
Sekil 6.3.D'de, agma kapama biyosensérii; 0,9893'liik bir R?, 1,02 uM'lik LOD, 2-10
mM'liik dogrusal bir 6lgiim araligi ile 43,06 mA/mMcm?lik bir hassasiyet
sergilemektedir. Bu da biyosensoriin 6l¢lim yanitinin ortam pH ve sicakligi ile

degistirilebildigini gostermistir.
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Sekil 6.4. (A) Iki farkli sicakhik ve pH degerinde iGO-Pt Np-PNIPAAmM'nin UV-vis spektrumu, (B) GCE ve
PNIPAAM-iGO-Pt Np-GOx'in iki farkli sicaklik degerindeki Nyquist grafigi, (C) Farkli sicaklik ve pH
degerlerinde PNIPAAm-iGO-Pt Np-GOXx'in CV tepkileri, (D) Iki farkl sicaklik degeri arasinda -0.1 V'de

cevrim sayisi ile amperometrik akimlarin bagimlilig
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6.5. Tekrarlanabilirlik Modifiye Elektrodun Stabilitesi

Biyosensoriin tekrarlanabilirligi 5 mM glikoz igeren fosfat tamponu ile (0,1M, pH 7,4)
belirlenmistir. Ayn1 biyosensor kullanilarak 10 ardisik 6l¢iim i¢in, gegerli standart
sapmas1 (GSS) %4,7 ile iyi bir tekrarlanabilirlik gostermektedir. Bagimsiz olarak
hazirlanan alti biyosensor i¢in gegerli yanitin GSS %4,2 olup, fabrikasyon
biyosensoriin iyi iiretilebilirligini gostermektedir. Biyosensor; pH 7,4, 0,1 M FT icine
batirilarak 4 °C’de saklandiginda ve 35 giinde bir kez kullanildiginda, ilk tepkisinin %
92’sini korumustur. Uretilen elektrodun stabilitesi; GOx’in biyoaktivitesini korumasi
icin milkemmel bir mikro ortam saglayan, iGO-Pt Np nanokompozitinin iyi

biyouyumluluk 6zelligini gostermektedir.

6.6. Insan Serumunda Glikoz Analizi Calismasi

Kolayca okside olan dopamin (DA), askorbik asit (AA), lirik asit (UA); biyolojik
stvilardaki glikoz ile bir arada bulunmaktadir. Girisim Ol¢limii, optimal kosullar
altinda 5 mM glikoz varliginda CV teknigi ile gerceklestirilmistir. Glikoz sinyal
yogunlugunun degisimi, elektrolit ¢ozeltisine 1 mM girisim yapan maddelerin
(DA+AA+UA) eklenmesiyle, % 3,8’lik bir GSS’ye karsilik gelmekte ve diisiik

calisma potansiyelinden kaynaklanan miikemmel seg¢iciligi gostermektedir.

Gelistirilen biyosensoriin pratik uygulamasimi klinik analizde aragtirmak ic¢in, GOx-
AUNPs-iGO/CKE; test edilmeden once, ayn1 FT ile 10 kez seyreltme haricinde,
herhangi bir numune 6n muamelesine tabi tutulmadan, insan serum Orneklerinde
glikoz tayin etmek icin kullanilmistir. Taze insan serum drnegdi, Sakarya Universitesi
Mediko Sosyal Merkezi’nde fotometrik kitlerde analiz edilmistir. Bir serum 6rneginde
glikoz konsantrasyonunun, spektrofometri ile elde edilen 4,32 mM degeriyle tutarli
olan 4,18 mM degerinde bulunmustur. Geri kazanim testleri, 0,3 ve 0,7 mM glikoz
serum ekleyerek gerceklestirilmis ve 103+6,1% ve 96+4,3% seviyesinde iyilesme
saglanmistir. Sonuglar; gergek numunelerde glikoz algilamasi igin yeterli bir dogruluk
saglanmis ve bu da klinik analizinde, {retilen biyosensoriin pratikte

uygulanabilecegini kanitlamistir.



BOLUM 7. TARTISMA VE GENEL DEGERLENDIRME

Bu tez calismasinda, ektrokimyasal biyosensorler i¢in gerekenler belirlenerek, GO
Hummer metoduna gore sentezlenmis, kimyasal olarak indirgenmis ve
elektrokimyasal agma-kapama biyosensorii elde edilmistir. Pt Np’nin elektrokatalitik
davranigini, TA’nin biyolojik uyumlulugunu, elektron transfer 6zelliklerini, iGO’nun
gelismis yiizey alanini birlestiren yeni bir iGO-Pt Np nanokompoziti tek bir yontemle
sentezlenmistir. GOx ve GOx-iGO-Pt Np/CKE arasindaki elektron transfer hiz1 (ks),
Laviron denklemi kullanilarak hesaplanmis, bulunan sonu¢ Pt Np’nin ¢okeldigini
gostermektedir. Elde edilen nanokompozit, FAD ve modifiye elektrot arasindaki
DET’i etkinlestirmistir [30]. TA ve iGO, daha hizli elektron kinetikleri ile iletken bir
materyaldir.

GOx’in DET’ye iGO-Pt Np/CKE iizerine etkisi, CV kullanilarak incelenmis ve ortam
pH’1na giiclii bir bagimlilik gozlenmistir. pH’daki bir azalma hem Epa hem de Epc’de
olumlu bir kaymaya yol agmakta, bu da hidrojen iyonlarinin GOx ile elektrokimyasal
tepkimeye girdigini gostermektedir. DET’i kullanarak, glikozun elektrokimyasal
tespiti UNB sistemine dayanilarak &lgiilmiis ve genis dogrusal dlgiim araligi, yiiksek
hassasiyet ve kararlilia sahip oldugu goriilmiistiir. Ayrica, elektrokimyasal
biyosensor gelistirmek i¢in yeni bir yaklagimla iiretilen biyolojik sensoriin iceceklerde
glikoz 6l¢timii i¢in iyi bir dogruluk ve yiiksek segicilige sahip oldugu bulunmustur.
Kimyasal ve elektrokimyasal olarak oksitlenmis TA, GOx ve elekrot arasindaki
elektron transferini saglanmistir. TA’nin; biyoelektronik ile ilgili alanlarda yesil
indirgeme islemleri, enzimi immobilize etme ve elektron transferi i¢in uygun-dogal bir
tirtin oldugu gosterilmistir. Hizli, gevre dostu ve diisiik maliyetli sentezlenmis iGO-Pt
Np nanokompozit; elektrokimyasal glikoz biyosensorii i¢in uygundur ve diger enzim

esaslit UNB’lerin iiretimi i¢in de kullanilabilir.
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