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ONSOZ

Biyolojik ag¢idan 6nemli olan analitlerin hizli ve tatmin edici bir dogrulukla 6l¢iimii
laboratuvar ¢alismalarinda 6nemli alanlardan biri olmustur. Boylelikle, Anthony P. F.
Turner onciiligiinde ilk evde kullanilabilir modern biyosensorler 1987°de tiretilmistir
ve biyosensoOr alaninin temelleri elektrokimyasal esaslara gore atilmistir. Gilintimiize
kadar biyosensor caligmalarinda farkli materyaller kullanilmistir ve farkli yontemler

kullanilarak birgok analitin biyosensor Ol¢timleri yapilmuastir.

Bu tez calismasinda, elektrokimyasal ve fotoelektrokimyasal esaslara gore
olusturdugum farkli elektrotlardan (biyosensdr) elde ettigim bilgileri sunmaktayim.
Giiniimiizde fotoelektrokimyasal biyosensorler olduk¢a {imit vaat eden bir alan
oldugundan doktora tez calismamda da fotoelektrokimyasal elektrotlara agirlik
vermekteyim. Farkli fotouyarimli materyalerle olusturdugum 6zel kombinasyonlu
hibrit materyallerden; diizenli ve nano 6l¢ekli morfolojik yapilara sahip elektrotlardan

elde ettigim bilgilerle literatiire katkida bulundum.

Bu calismay1 hazirlarken gec¢irdigim siiregte bilgileriyle, tecriibeleriyle bana yardimei
olan tez danismanim Prof. Dr. Mahmut OZACAR a, iiniversite hayatim boyunca
verdikleri destegi asla 6deyemeyecegim hocalarim Prof. Dr. Ayse OGAN’a ve Prof.
Dr. Serap DEMIR *e tesekkiirlerimi sunarim.

Tez izleme siirecinde tez calismama gosterdigi ilgilerinden dolay1 Prof. Dr. Cuma

BINDALa ve Prof. Dr. Mehmet NEBIOGLU’na ¢ok tesekkiir ederim.

Hayatim boyunca manevi destegini her an yanimda hissettigim sevgili aileme

tesekkiirlerimi sunarim.
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ABD . Amerika Birlesik Devletleri

APTES . (3-Aminopropil) trietoksisilan

ark. : arkadaslart

BET : Brunauer, Emmett, Teller yiizey alani

BJH : Barrett-Joyner-Halenda yontemi

Bpy > bipiridin

B-TNT : siyah TiO2 nanotiipleri

BYH : biyoyakit hiicresi

CB : iletkenlik bandi

Cu Ka : bakir elementinin K kabugundaki alfa 1g1masi1
Cv : doniisiimlii voltametri
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DET : dogrudan elektron transferi

DRS : difiiz reflektans spektroskopisi

DS : dityonize su

EDS - enerji dagilimli x-151nlar1 spektroskopisi

EIS . elektrokimyasal empedans spektroskopisi
Eox . yiikseltgenme potansiyeli

Ered : indirgenme potansiyeli

eV . elektron volt

F : Kubelka-Munk fonksiyonu

FAD : flavin adenin diniikleotid

FADGDH : flavin adenin dintikleotid igceren glukoz dehidrojenaz
FBYH : fotoelektrokimyasal biyoyakit hiicresi

FDB : fotonik durdurma bandi

FE-SEM : alan emisyonlu-taramali elektron mikroskobu
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FF . doluluk faktoria
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Pisik : gelen 151n1n giicti

PLQ : 1,10-fenantrolin-5,6-dion
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OZET

Anahtar kelimeler: Glukoz oksidaz, PEK biyosensor, Rutenyum kompleksleri, Tannik
asit, TiO>.

Bu tez ¢alismasinda, biyolojik agidan 6dnemli olan glukoz, hidrojen peroksit, ksantin
oksidaz elektrokimyasal ve fotoelektrokimyasal olarak Olciilmiistiir. Materyallerin
sentezinde miimkiin oldugunca yesil kimya esasli, ucuz ve basit prosediirler kullanildi.
Elektrokimyasal biyosensor, tannik asit yardimiyla indirgenmis grafen oksit ve Au
nanopartikiillerinden olusturuldu. Fotoelektrokimyasal biyosensor sistemlerinde ise
farkli yar iletkenler (TiO2, MoS;, g-C3N4, C0304, CdS: Mn, MnO, Cuz0) ve 1s18a
kars1 daha fazla duyarlilastirmak icin Th-T boyast ve rutenyum kompleksleri
kullanildi.

Deneysel ¢aligmalarda, Au nanopartikiillerinin ve karbon esasli materyallerin (karbon
nanotlip, indirgenmis grefen oksit) elektrot kaplama malzemesinin i¢ine katilmasiyla
elektriksel ilerkenligin yiikseldigi ve fotoelektrokimyasal sistemlerde fotoakimin
yiikseldigi  gozlemlenmistir. Porlu yar1 iletkenlerin daha fazla enzim
immobilizasyonuna neden oldugu, daha fazla aktif noktalar barindirdig: ve tistiin 151k
kullanimiyla fotoakim degerlerini artirdig belirlenmistir. Yari iletken esasl ters opal
fotonik kristal yapilarda ve nanotiiplerde yavas 1sik etkisi kullanilarak luminol
kemiliiminesans1 gibi diisiik siddetli 151k kaynaklarinda dahi {istiin fotoakimlar elde
edildi. Son olarak fotoelektrokimyasal bir biyoyakit hiicresi tipi biyosensor sistemi
kullanilarak elde edilen gilic yogunluklarindan glukoz o6l¢limii basariyla
gergeklestirildi.

Fotoelektrokimyasal biyosensor sistemleri, hem 15181 hem de elektrigi kullandig1 igin
istenmeyen arka plan giiriiltiisiinii azaltarak duyarlilifi artirir. Fotoelektrokimyasal
biyosensorlerin elektrokimyasal biyosensorlere karst diger bir dstiinligi ise 0
potansiyelde dl¢limlere olanak saglamasidir. Bu durumda bir dis gii¢ kaynagina ihtiyag
duymadan diisiik girisim etkisiyle analit dl¢limleri yapilabilir. En parlak biyosensor
sistemi fotonik kristallerin kullanilmasiyla elde edildi. Fotonik kristallerde ger¢eklesen
yavas 151k etkisiyle zayif kemiliiminesans 1s1masi altinda bile tatmin edici dogrulukla
analit Ol¢iimleri gerceklestirildi. Ayrica elde edilen kemiliiminesans siddeti analit
miktartyla orantili oldugundan, biyosensor sistemindeki giiriiltii miimkiin olabilecek
en diisiik seviyeye inmistir.
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DEVELOPMENT of ELECTROCHEMICAL and
PHOTOELECTROCHEMICAL BIOSENSOR SYSTEMS

SUMMARY

Keywords: Glucose oxidase, PEK biosensor, Ruthenium complexes, Tannic acid, TiO:

In this thesis study, electrochemical and photoelectrochemical measurements for
glucose, hydrogen peroxide, xanthine oxidase, which are biologically important were
carried out. Green chemistry-based, cheap, and simple procedures were used as much
as possible in the synthesis of the materials. The electrochemical biosensor was
constructed from reduced graphene oxide and Au nanoparticles with the aid of tannic
acid. In the photoelectrochemical biosensor systems, different semiconductors (TiOz,
MoSz, g-CaN4, C0304, CdS: Mn, MnO2, Cu.0) and for the sensitization, Th-T dye and
ruthenium complexes were used.

In the experimental studies, it has been observed that with the addition of Au
nanoparticles and carbon-based materials (carbon nanotubes, reduced graphene oxide)
into the electrode coating material, the electrical conductivity increases and the
photocurrent in photoelectrochemical systems increases. It has been determined that
porous semiconductors cause more enzyme immobilization, contain more active sites,
and increase photocurrent values with superior light utilization. By using slow light
effect in semiconductor based inverse opal photonic crystal structures and nanotubes,
superior photocurrents were obtained even in low light intensity such as luminol
chemiluminescence. Finally, glucose measurement was successfully performed by
using power densities obtained from a photoelectrochemical biofuel cell type
biosensor system.

Photoelectrochemical biosensor systems increase sensitivity by reducing undesired
background noise as they use both light and electricity. Another advantage of
photoelectrochemical biosensors over electrochemical biosensors is that they allow
measurements at 0 potential. In this case, analyte measurements can be made with low
interference effect without the need for an external power source. The most promising
biosensor system has been achieved using photonic crystals. Analyte measurements
were performed with satisfying accuracy even under weak chemiluminescence
radiation with the slow light effect occurring in photonic crystals. In addition, since
the chemiluminescence intensity obtained is proportional to the amount of analyte, the
noise in the biosensor system has been reduced to the lowest possible level.
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BOLUM 1. GIiRiS

Enzim bazli elektrokimyasal biyosensorler 1962'de ilk biyosensoriin ortaya
¢ikmasindan bu yana incelenmistir [1]. Simdiye kadar, oksidorediiktazlar veya redoks
aktif iirlin salgilayan enzimler, gida, klinik, adli ve ¢evresel alanlarda ilgili analitlere
kars1 yiiksek ozgiillikkleri ve seciciligi nedeniyle elektrokimyasal biyosensorlerin
tiretimi sirasinda kullanilmigtir [2—4]. Enzimin dogal yapisinin korunmasi, enzim
elektrotlarinda etkin biyokatalitik aktivite icin ¢ok 6nemli bir role sahiptir [5]. Bu
amagla enzim elektrotlarinda biyouyumlu malzemeler kullanilmigtir. Ayrica, bu
malzemeler {igiincii nesil enzim esasl biyosensérlerin (UNB) iiretiminde dogrudan
elektron transferini (DET) gerceklestirmek i¢in bir enzimin redoks aktif grubu ile
elektrot yiizeyi arasinda yakin bir temas saglar [6]. UNB, mediyatorsiiz tasarimlari
nedeniyle biiyiik ilgi gordii [7]. Ayrica, negatif voltaj degerlerinde calisan UNB,

girisim sorununun iistesinden gelerek daha dogru analit tayini saglayabilir [8].

Bununla birlikte, glukoz oksidaz'in (GOx) redoks aktif grubu, flavin adenin
diniikleotid (FAD), protein kabuguna derinden gomiildiigiinden, DET'nin basarilmasi
oldukga zordur ve sadece belirli malzemeler DET'ye izin verir [9]. Bu malzemeler
arasinda grafen (G) esasli malzemeler, karbon nanotiipler, kuantum noktalar1 (KN),
metal nanopartikiiller, TiO2, ZnO, CeO: gibi metal oksit nanopartikiiller ve iletken

polimerler yer alir [10-15].

Grafen, petek yapili sp>-bagli karbondan olusan bir atom kalmliginda gelismis bir
malzemedir ve simdiye kadar grafen ve tiirevleri elektrot malzemeleri olarak yaygin
bir sekilde kullanilmistir. Iyi elektrik iletkenligi gibi biyosensérlerin gelisimi igin gdze
carpan avantaja sahiptir. Ayrica, yiliksek yilizey alani/hacim orani, maddeleri
yiizeylerine baglama yetenedi ile son on yilda arastirmalarda yaygin olarak
kullanilmigtir [16]. Disiik maliyetli iiretim siireci grafen ve tiirevlerini bilimsel

caligmalarda daha da degerli hale getirmistir [6]. Bununla birlikte, sodyum borohidrid



ve hidrazin gibi mevcut olanlar yerine, toksik olmayan bir indirgeyici madde ile
grafitik tabakalarin indirgenmesi saglanarak karbon tabakalarinin iletkenligini
artirmak ic¢in daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir [9]. Ayrica, biyolojik
uyumlulugun artirilmasi ve enzim aktivitesinden, diistik elektron tiinel mesafesinden
ve enzimin elektrot materyallerine gére uygun yonlendirilmesinden 6diin vermeden
elektrot malzemesine daha fazla enzim baglanmasini saglamak i¢in grafitik tabakalarin
modifiye edilmesi arzu edilmektedir [17]. Bu baglamda simdiye kadar, ¢evre dostu
grafen oksidin indirgenmesi, kitosan, dopamin, dekstran, proteinler, L-askorbik asit ve
poli (N-vinil-2-pirolidon) kullanilarak gergeklestirilmistir [18]. Son zamanlarda tannik
asit (TA), hem grafen tabakalarini1 n-7t etkilesimleri yoluyla modifiye etmek hem de
grafen oksidin indirgenmesi icin kullanilmustir [19]. Onceki calismamizda TA ve
protein molekiilleri arasindaki hidrojen baglarim1  kullanarak etkili GOx
immobilizasyonu i¢in TA kapli manyetik nanopartikiiller kullanildi [20] ve literatiirde
bu etkilesimi kanitlayan calismalar vardir [21]. Ozellikle protein dizisindeki prolin
kalintilar1, yan zincir pirolidin kisimlar1 nedeniyle hidrojen baglarini artirir ve prolin
icerigi, Aspergillus niger'den elde edilen GOx'teki toplam amino asitlerin %4,3'iine
karsilik gelir [22].

Son zamanlarda, harici gii¢ kaynagi olmadan bile sifir potansiyelde olgtim
fizibilitesine (kendine gii¢ veren) sahip fotoelektrokimyasal (PEK) biyosensor
sistemleri, immobilize enzimlerin biyoaktivitelerini koruma kabiliyetlerine ve
azaltilmig girisim etkisi nedeniyle oldukca gozde biyosensorler olarak kabul
edilmektedir [23-29]. PEK enzim immobilize fotoelektrotlar, PEK analizin {istiin
duyarliligin1 ve enzimlerin segiciligini birlestirerek 6nemli analitlerin saptanmasina
olanak tanir [30, 31]. PEK islemi, 1sikla uyarilan fotoaktif malzemelerdeki fotondan
akima donilisimii ifade eder ve 1sikla olusturulan yiik ayirma ve aktarima,
yiikseltgenme-indirgeme reaksiyonlari ve son olarak da fotoakim iiretimi agamalarini
igerir [28]. PEK déniistimlerin birkag ardisik basamaktan olusmasi foto-doniisiim
performansin1 smirlar. Bir PEK siireg, 151k altinda fotojenere yiik c¢iftlerinin
olusturulmasiyla baslar, bunlarin yiikseltgenme-indirgeme reaksiyonlar i¢in yiizeye

dogru hareketiyle devam eder ve sonunda fotoakim olusumuyla sonlanir [31]. Yari



iletkenlerde, degerlik bandindaki (VB) elektronlar, elektron bosluklarini1 birakarak,
151k enerjisiyle iletkenlik bandina (CB) uyartlir.

PEK sistemlerde, farkli 1s18a duyarli malzemelerin kombinasyonu, rekombinasyon
siireclerini azaltir ve bir dizi elektron transfer asamasina yol agarak kuantum
verimliligini artirir [28, 32, 33]. Yar iletkenler ve redoks-aktif molekiiller gibi
fotoaktif malzemeler, fotondan akima doniisim verimliligi yiiksek olacak sekilde
konumlanarak birlestirilmelidir [34, 35]. Fotoaktif bilesenlerin nanomalzeme iginde
uygun bant hizalamasiyla birlestirilmesi, fotojenere yiiklerin ayrilma verimliligini
artirmak icin biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu nedenle, verimli PEK sisteminin yapilmasi

i¢in yari iletkenlerin CB ve VB konumlar1 uygun olmalidir [36].

PEK analit 6l¢iimii, fotoakim 6l¢timleri ile gerceklestirilir. Reaksiyonlardan salinan
elektron alict veya verici molekiillerin miktar1 [37, 38], reaksiyondan
kemiliiminesansla (KL) yayilan 151k siddeti [33, 39] ve reaksiyon ortaminda analitle
sentezlenen yari iletken miktar1 [40, 41], PEK sistemlerinde fotoakim siddetini
belirler. Enzimler kendi basina biyosensor sistemlerine 6nemli bir segicilik kazandirir
ve bazi biyosensorlerde, elektron alan veya elektron bosluklarini dolduran tiirleri
salmak icin birkag enzim aymi elektrot materyali tizerinde birlikte immobilize
edilebilmektedirler [42, 43]. H.O2, nikotin adenin diniikleotit, siilfidril igeren
molekiiller ve askorbik asit gibi yan iiriinler PEK sistemde enzimatik reaksiyonlardan
salinarak fotoakim tiretimini saglar [28, 44]. Ayrica, FAD gibi protein i¢ine gémiilii
aktif bolgesi olan enzimler ile elektrot arasinda DET olan siirli sayida PEK
biyosensor ¢aligsmalari olmustur. DET, yakin ve giiclii enzim immobilizasyonuyla ve
Ozel olarak tasarlanmig biyouyumlu hibrit nanomateryallerin kullanilmasiyla

gerceklesir ve fotoakim tiretimini artirir [45, 46].



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Glukoz Biyosensorleri

Glukoz o6l¢iimii, ¢ogunlukla diyabet hastaliginin yonetiminde ve diger analitik
Olciimler i¢in yaygin olarak gerceklestirilir ve bugiline kadar, glukoz biyosensor
caligmalarinin ¢ogu enzimlere dayanmaktadir [47, 48]. Bununla birlikte, enzimler
pahali biyomolekiillerdir ve ortam ve elektrot materyalinin sicakligina ve pH'sina
duyarli olabilirler [49]. Enzim esasli olmayan biyosensorler kolay, diisiik maliyetli ve
cevre dostu iiretim, kolay modifikasyon ve yiiksek stabilite gibi ¢ekici 6zelliklere
sahiptir [50, 51]. Enzimsiz biyosensorlerde karbon esashi yapilar, metal
nanopartikiiller ve metal oksit materyaller oldukca sik kullanilmaktadir. Elektrot

biyosensorlerin siniflandirilmast Sekil 2.1.’de verilmistir.

Glukoz
Biyosensorleri

Enzimsiz Enzimli
Sensorler Biyosensorler

1. Elektrokimyasal
Biyosensorler

2. PEK Biyosensorler

Sekil 2.1. Elektrot esasli glukoz biyosensorleri



2.2. Elektrokimyasal Glukoz Biyosensorleri

Elektrokimyasal biyosensorlerde elektron iletimi DET veya mediyatorli elektron
transferine (MET) dayanir. Bununla birlikte, elektrokimyasal biyosensorlerin bazi
dezavantajlar1 vardir. DET esasl glukoz biyosensorleri yiiksek negatif potansiyeller
gerektirir (Sekil 2.2.). MET esasli olanlar ise ek olarak mediyator molekiillerine ihtiyag
duyar ve girisim yapan maddelere duyarhidir. Ayrica, elektrokimyasal biyosensorler

harici bir giic kaynag: gerektirir [52].

02 HOAQ\OH
* HO\ XX OH
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Sekil 2.2. TA ile indirgenmis iGO esasli elektrokimyasal bir biyosensor sistemi [53]

2.3. PEK Glukoz Biyosensorleri

PEK biyoanaliz, diisiikk maliyetle, basit enstriimantasyonla ve hizli bir sekilde yiiksek
duyarhilikla analit tespiti yaptigindan saglik, adli tip ve c¢evresel agidan Gnemli
analitlerin belirlenmesi igin en gelismis analitik teknik olarak ortaya ¢ikmustir [31, 32,
54-56] ve optik cihazlara kiyasla daha kolay minyatiirlestirme gibi avantajlar
sunmaktadir [46, 57]. Ayrica, PEK algilamada, uyarma i¢in 151k ve algilama igin
elektrik olmak tizere iki ayri sinyal tiiriiniin kullanilmasi, istenmeyen arka plan

giiriiltiistinii azaltarak duyarliligi artirir (Sekil 2.3.) [46].

Nanoteller ve nanotiipler gibi tek boyutlu nano yapilar, mikrometre 6l¢eginde eksen
uzunluklar1 boyunca hizli yiik taginmasina ve nanometre 6lgegi caplarinda etkili yiik
ayrilmasina yol acabilir. Bu baglamda, TiO> esasli PEK sistemlerde iletken bir iskele

malzemesi olarak tek duvarli karbon nanotiipler (KNT), fotondan elektrige doniistim



verimliliginde artisa yol acar. KNT'lerin uzunlugu, iistiin fotoakim tiiretimi i¢in biiyiik
onem tasimaktadir ve muhtemelen KNT'deki kusurlar, uyarilmis yiiklerin ayrilma
derecesini etkiler [58]. KNT, benzersiz tek boyutlu nanoyapist ve uygun bant enerjisi

sayesinde PEK sistemlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir [59].

Cok duvarli karbon nanotiipler (CDKNT) ise, genis ylizey alanlari, {istiin stabiliteleri
ve mikemmel iletkenlikleri sayesinde biyoelektrot {tiretiminde diger gelismis
malzemelere gore avantajlara sahiptirler ve n-n etkilesimleri ile aromatik molekiillerin

immobilizasyonunu kolaylastirirlar [60, 61].

NH4OH

_is1_|
# *

MTiO- sentezi it

Sekil 2.3. TiOz esasli PEK biyosensor sisteminin semast [62]

Rekombinasyonu azaltmak ve fotojenere yiik ciftlerinin ayrilmasini gelistirmek igin,
elektron yakalama yetenegi nedeniyle oldukga sik kullanilan diger bir materyal ise
indirgenmis grafen oksittir (iGO) [24]. iGO, karbon nanotiipler ve aktif karbon gibi
diger karbonlu malzemelere kiyasla yiiksek elektron hareketliligi, genis yiizey alani,
miitkemmel termal iletkenlik ve iyi optik seffaflik gibi dikkat ¢ekici 6zelliklere sahiptir.
Ayrica yapisindaki oksijen igeren fonksiyonel gruplar elektron transferini artirir [6].



2.4. Titanyum dioksit (TiO2)’in Genel Ozellikleri

Genig bant araligina (3,20 eV) sahip TiO2, Kkarakteristik optik ozellikleri, katalitik
verimliligi, iyi biyouyumlulugu, toksik olmamasi, yiiksek elektronik hareketliligi,
yiiksek fotokimyasal kararliligi, kolay yiizey modifikasyonu, kolay ve diisiik maliyetli
bir sekilde iiretimi sayesinde PEK calismalarinda genis bant aralikli yari iletken
elektrot malzemesi ve fotojenere yiik toplayici olarak en ¢ok kullanilan n-tipi yari
iletkenlerden biridir [28, 29, 57, 63-67]. Ayrica, TiO2'in CB ve VB potansiyelleri,
onemli siirdiiriilebilir Kimyasal reaksiyonlarin redoks potansiyelleriyle uyumludur [68,
69]. Bununla birlikte, TiO2'deki VB elektronlarinin iletkenlik bandina uyarilmasi, 430
nm'nin altindaki UV bolgesi ile sinirlidir ve bu, biyomolekiiller i¢in yikici etkilere,

zayif goriiniir 151k kullanimina neden olur [70].

2.5. PEK Sistemlerde Isik Absorpsiyonunun Kimyasal Yollarla Iyilestirilmesi

Zayif goriiniir 151k absorpsiyonu, yiilk rekombinasyonu ve dolayisiyla yavas yiik

transfer kinetigi genellikle asagidaki kimyasal yollarla iyilestirilmektedir:

1. Ig bant aralig1 enerjilerini ortaya ¢gikaran metal/ametal katkilama [71, 72],

2. Soy metal nanopartikiillerinin eklenmesi Schottky bariyeri yoluyla yiik
ayirmayi iyilestirir [34, 46].

3. Yiizeyin boyalarla duyarlilastirilmast (6rnegin: enediol ligandlari-TiO>
komplekslerinin olusumu) goriiniir 15181n absorplanmasini saglamaktadir [73].

4. Absorpsiyon spektrumunun kirmiziya kaymasini tesvik etmek i¢in kuantum
noktalar1 (KN'ler), grafitik karbon nitriir (g-C3N4) gibi dar bant aralikli yar1
iletkenlerle p-n heteroeklem olusturulabilir [28, 29, 33, 36, 62, 74, 75]. Hibrit
malzemelerdeki ¢coklu heteroeklem, fotojenere yiik ayrimini artirir ve boylece

fotoakimu artirir.

TiO2'deki 1sikla olusturulan elektron bosluklari, adsorbe edilmis molekiillerin
oksidasyonuna neden olabilir ve ¢cogu biyomolekiil UV radyasyonuna duyarhdir [76].

Ayrica, UV altinda uyarilan elektronlarin TiO2’in iletkenlik bandindan degerlik



bandina geri dondiigii ve enerjisini bir foton olarak serbest biraktigi rekombinasyon
olay1 saf TiO2 esasli sistemlerde fazla gozlemlenmektedir [44]. Genel olarak, goriiniir
15181n diisiik absorbansi, genis bant aralikli yari iletkenlerin ince filmleri i¢in ¢ok

biiyiik problemlerden biridir [77].

TiO2'in PEK aktivitesini artirmak igin, altin nanopargaciklar (NP) gibi metal NP'ler,
yiizey plazmon rezonansi veya Schottky bariyeri olusumu yoluyla fotoakim tiretimini
iyilestirmek i¢in TiO2 yiizeyine kaplanmaktadir [38]. Ayrica, TiO2, fotoakim tiretimini
yiikseltmek i¢in diger yar1 iletkenlerle birlestirilebilir. Dar bant aralikli yar1 iletkenlerle
titanyum dioksitin duyarlilastirilmasi, giines spektrumunun biiyiik bir bolimiini
kullanmay1 olanak kilmistir [34] ve uyarilmis yiik ciftlerinin rekombinasyonunu
bastirarak yiik ayrimini artirir ve bu da yiiksek fotoakim tiretimi ile sonuglanir [75].
Diisiik bant aralikli yar1 iletken, potansiyel olarak gelen foton basina birden fazla
fotojenere yiik ciftleri verebilir [28, 32].

2.6. TiO: ile Kombine Edilen En Yaygin Yar iletkenler

2.6.1. Grafitik karbon nitriir (g-C3Ny)

g-CsaN4, PEK ve fotokatalitik sistemler igin genis bant aralikli (2,7 eV; 460 nm dalga
boyu) yar1 iletken olarak ortaya kullanilir. Kolay termal sentez sayesinde g-CsN4, PEK
uygulamalari i¢in tercih edilir [78]. g-CsN4 aromatik ve periyodik yapisi ile gelecek
vaat eden bir yari iletkendir ve goriiniir 15181 verimli bir sekilde kullanmak igin

duyarlilastirilmasi gerektirir [79].
2.6.2. Mangan dioksit (MnO2)
Yart iletkenler arasinda, MnO2 hem PEK hem de siiperkapasitor malzeme olarak

kullanilabilir ve 6zellikle biyoyakit hiicre tipi kendi kendine calisan biyosensorlerde
tercih edilebilir [80, 81].



2.6.3. Kobalt oksit (C0304)

C0304, 2,07 eV bant araligina sahip p-tipi bir yar1 iletken olmasi ve yiiksek teorik
kapasitans1 nedeniyle siiperkapasitor elektrot malzemesi i¢in miikemmel bir aday
olmas1 nedeniyle ¢ok yonlii bir kullanima sahiptir. (3.560 F.g™!) [82]. CB ve VB
konumu goz oniine alindiginda, Co304, suyun fotoelektrokimyasal ayrilmasi ve COz
indirgenmesi ¢alismalarinda fotokatot iiretimi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
calismalarda, Co3O4'in CB'sindeki elektronlar, H* ve CO- gibi elektron alici tiirler
tarafindan alinir [83]. Bununla birlikte, p-n bilesiminin olusumu iizerine, C0304'in
VB'si elektron verici tiirler tarafindan yiiksiizlesebilir ve bu material fotoanot

yapiminda kullanilabilir [84].

2.6.4. Molibden disiilfiir (MoS2)

Gegis metali dikalkojenitleri (GMD'ler), verimli yiik ayirma ve transferleriyle PEK
sistemlerinde cok ilgi ¢ekici malzemeler arasindadir. Ozellikle MoS,, dar bant aralig

(yaklasik 1,8 eV) ve genis ylizey alani sayesinde en faydali GMD'lerden biridir [74].

2.6.5. CdS KN'leri

Diger bir yaygin olarak kullanilan yar1 iletken olan ~2,4 eV dar bant araligina sahip
CdS KN'leri, PEK sistemlerinde yaygin olarak kullanilan bir yari iletkendir [39].
Bununla birlikte, fotoaktif malzemeler olarak KN'ler genellikle nispeten diisiik
kuantum verimi, diisiik fotojenere yiik ayrimi ve fotoliiminesans kayip gibi sorunlara
sahiptir [85].

2.6.6. Bakir (I) oksit (Cu20)

Cu20, kalkojenit yar iletkenlere kiyasla daha yiiksek stabiliteye sahip, ucuz ve toksik
olmayan bir yar1 iletkendir ve uygun bant araligi degeri nedeniyle oldukga timit verici
bir diistik bant aralikli yari iletkendir (2,0-2,2eV), bu da giines enerjisinin

kullanimasia dair yeni firsatlar sunar [86]. Ayrica, Cu20'in bant aralig1 partikiil
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boyutunun ayarlanmasiyla belirlenebilir [87]. Son zamanlarda, tipik p-tipi yar1 iletken
Cu20 ve 3,2 eV bant araligiyla n-tipi yari iletken TiO2'in kombinasyonu, goriiniir 151k
altinda Oz ve H» itiretmek ic¢in suyun fotokatalizinde kullanilmistir [88]. Bununla
birlikte, Cu20'in PEK biyosensor ¢alismalar1 azdir. Cu20 ve TiO; arasindaki arayiiz
bolgesindeki p-n heteroeklemi, fotoakim iiretimini artirarak Cu2O ve TiO> arasindaki
yiik transferini kolaylastirabilir [89, 90]. Ek olarak, tip Il heteroyap1 olusumu, Cu20'i
TiO2 gibi bir n-tipi yan iletken ile birlestirerek Cu,O'nun fotokorozyona karsi

dayanikliligini artirabilir [91].

Yiizey aktif maddeler, nanopartikiillerin ¢ozelti i¢indeki sekil kontrollii sentezinde
onemli bir rol oynar. Literatiirde Cu20, indirgeyici reaktif olan glukoz kullanilarak
Fehling reaksiyonuna gore sentezlenmistir ve nano olgekli Cu2O NP'leri, Fehling
reaktifine Triton X-100, sodyum lauril siilfat (SLS) gibi yiizey aktif maddeler
eklenerek elde edilmistir [92].

2.7. PEK Sistemlerde 151k absorpsiyonunun fiziksel yollarla iyilestirilmesi

Aragtirmacilar, goriiniir 151k absorpsiyonu verimliligini artirmak i¢in kimyasal yollarin
yani sira Ve sagilma ve/veya rezonans yoluyla is1gmn yol uzunlugunun artiran ve yavas
151k etkisi gibi fiziksel yollara imkan tanmiyan fotonik kristaller (FK) iizerine

arastirmalar lizerine de yogunlagmistir [93].

2.7.1. Ters opal fotonik kristaller (TOFK)

TOFK ve nanotiipler gibi kolayca ayarlanabilen gozenek boyutlarina sahip FK'ler,
cesitli yollarla 1s1k kullanimi verimliligini artirmak igin yepyeni bir foton yonetimi
sunmustur [93-96]. FK'ler, yavas 1s1k etkisi, hafif, yiiksek yiizey alan1 ve kolayca
kontrol edilebilen gbozenek boyutuna sahip 6zel olarak tasarlanmis 3D gozenekli

mimari dahil olmak iizere bir¢ok avantajlarina sahiptir [97, 98].
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2.7.2. TOFK ile 151k absorpsiyonunun gelistirilmesi

FK'ler, birden fazla mekanizma ile isiktan yararlanma verimliligini artirabilir.
Birincisi, TiO> FK'lerin periyodik mezo/makro goézenekli yapisi, 1s1gin filmin
derinliklerine niifuz etmesine izin verir, yapi iginde belirli bir dalga boyu araliginin
coklu 151k yansimasini ve sagilmasini saglayarak artan optik yol uzunluguna ve 1sik
absorpsiyonuna yol agar [99, 100]. Boylece FK'ler, yar1 iletkenlerin PEK enerji
doniistimiint gelistirmek i¢in gelismis 1s1k enerjisi kullanimi1 saglamaktadir, bu da
kimyasal modifikasyon olmadan daha fazla uyarim icin 1s1ik-madde etkilesimlerini
yogunlastirmaktadir (Sekil 2.4.). ikinci olarak, diizenli gozenekli yapilar yiizey alanini
genigletir, kiitle taginmasimi artirir, elektron difiizyon mesafesini azaltir ve
rekombinasyonu azaltir [67, 101]. Ugiincii olarak, fotonik durdurma bandinin (FDB)
mavi ve kirmizi kenarlarinda, dogrusal olmayan dagilimin etkisi nedeniyle 1s1g8in grup
hiz1 6nemli Sl¢iide azalir ve malzeme ile verimli bir sekilde etkilesime girer [95, 96,
100].

FK'lerdeki FDB, 151k yayilmasinin engellendigi dalga boyu degeridir ve FDB'nin
hemen {istiindeki ve altindaki enerjilerde yiiksek kirilma indisine sahip FK'lerin sekil
bozuklugunda foton yogunlugu daha yiiksektir [99] ve bundan dolay1 absorpsiyonun
artmasina “yavas 1s1k etkisi” denir [93, 100]. Yavas foton enerjileri 1s1g8a duyarh
malzemelerin bant araligi ile rezonansta oldugunda, foton adsorpsiyonu artirilabilir
[93, 102]. Gozenek yapisinin yiizeyinden yayilma mesafesi yiizeyden daha kisadir ve

bu da elektronlarin rekombinasyonunu azaltir [97].

Anodizasyon yontemiyle sentezlenen dikey olarak yonlendirilmis tek boyutlu TiO»
nanotiipleri (TNT'ler), iyi diizenlenmis yapisi, yiiksek yiizey-hacim orani, ucuz ve
basit iiretimi ve boyuta bagl karakteristik optik ozellikleri nedeniyle gelecekte
oldukga ilgi gorecegi soylenebilir [29, 41, 67]. Nanotiipler, elektrolitin i¢ ve dis
nanotlip yiizeylerine niifuz etmesine neden olur ve tiiplerin uzunlugu boyunca
difiizyonla miikemmel elektron transfer yollar1 saglarlar [101]. Bu nedenle
nanotiiplerde, genellikle daha yiiksek elektron rekombinasyonunun goriildiigi TiO2

nanopartikiillerine kiyasla daha yiiksek yiik toplama verimliligi elde edilmistir [103].
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 ——— 100 nm

Sekil 2.4. TiO2 ters opal fotonik kristaller i¢indeki yavas 1sik etkisi ile gelismis luminol kemiliiminesans
kullanim[33]

Fiziksel ve kimyasal yollarin kombinasyonu, mitkemmel PEK performansi elde etmek
icin umut verici bir yol olabilir [71]. Bu kapsamda, CdS KN'lerin diisik PEK
verimliligi, CdS'i TOFK malzemesine kaplayarak asilmistir ve iistiin PEK tepkisi ve

kararlilig1 saglayarak ve bu sistem PEK biyosensor sistemlerinde kullanilabilir.

Son zamanlarda, daha dar bir bant araligi ve daha yiiksek elektrik iletkenligi ile
indirgenmis siyah TiOo, tiim goriiniir 151k dalga boylarinda ve yakin kizil6tesi bolgede
absorpsiyon gostererek dikkat cekmistir (Sekil 2.5.) [68, 104—106]. Ayrica, siyah TiO>
olusumundan sonra, floresans emisyonu azalir ve bdylece fotojenere yiiklerin
ayrilmasi artirilabilir [68]. Siyah TiO'in stabilite sorunu, sentez sirasinda uygun
viskoziteye sahip elektrolit kullanilarak ¢6ziilebilir [107].
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Sekil 2.5. TNT esash PEK bitosensor sisteminde yavas 11k etkisi ile KL uyarimli Gistiin fotoakim {iretimi[108]

2.8. Biyoyakit Hiicresi Tipi Biyosensorler

Enzimatik biyoyakit hiicreleri (BYH'ler), kimyasal enerjiyi ilimhi ¢calisma kosullar
altinda (pH 7 ve ortam sicakligl) diisiik maliyetli ve siirdiiriilebilir kaynaklarin
oksidasyonundan membransiz ortamda direkt elektrige doniistiirebilir [109-113].
Biyoyakait hiicreleri, hafif olmalar1 nedeniyle cihazlara kolayca entegre edilebilir ve
kendine gii¢ veren biyosensorler iiretilmesini saglayabilir [114, 115]. Giinlimiizde,
BYH'ler ile ilgili caligmalar giic yogunlugunun, elde edilen potansiyel degerinin ve
kararliligin iyilestirilmesine odaklanmistir [116-118]. Ayrica glukoz, kiitle basina
daha yiiksek enerjisi ve biyolojik sivilardaki bulunabilirligi nedeniyle yaygin olarak
kullanilan bir yakittir, bu da minyatiirlestirilmis BY H'lerin {iretimine yol agmaktadir

[109, 116].

Giines 15181, diinya iizerinde mevcut olan son derece bol ve yenilenebilir bir enerji
kaynagidir (yilda 3x10%* J) ve PEK sistemler gibi teknolojiler, dizayn edilmis yari
iletken malzemelerle giines enerjisinin  verimli bir sekilde yakalanmasini,
doniistiiriilmesini ve depolanmasini saglar [32]. Bu nedenle, gilines 1s18indan
yararlanma, BYH performansinda elde edilen giicii artirmak igin etkili bir se¢enektir
[73, 119, 120].
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Son zamanlarda ortaya c¢ikan fotoelektrokimyasal BYH'ler (FBYH'ler), hem
BYH’lerin hem de boyaya duyarli giines pillerinin 6zelliklerini igerir [73]. FBYH'ler,
yakit hiicresinin performansini iyilestiren ve 1s1tk ve kimyasal enerjiden elektrik
enerjisine doniisiimii saglayan 1s1k destekli biyokatalizérlerden olusur [119, 121].
Buna gore, PEBYH'nin yapimi i¢in fotoanotlar ve fotokatotlar birlestirilmektedir
[122]. Bununla birlikte, teknoloji heniiz baglangi¢c asamasindadir ve potansiyelini tam
olarak gerceklestirmek i¢in elektriksel iletkenlikten 6diin vermeden yiiksek verimli
yar1 iletken hibrit malzemelere ihtiya¢ vardir [32]. FBYH'ler, enerji doniisiim
verimliligini artirmak i¢in verimli bir fotondan elektrige doniisiim yontemleri ile
iretilmistir [122]. Yakin zamanda yapilan bir ¢calismada, g-C3N4 igeren bir FBYH,
bilesenler arasindaki temas mesafesine gore degisen agik devre voltajlarini (Voc)
gostererek, mikroRNA'nin dis enerji kaynagina gerek duymadan 6lgiilmesini sagladi
[123]. Rutenyum ve osmiyum polipiridinil kompleksleri, termodinamik olarak enzim
katalizorlii glukoz oksidasyonuna uygun oksitleme potansiyelleri nedeniyle enzim
elektrotlarinda mediyator veya duyarlilastirict olarak kullanilmistir, [124, 125]. Bu
nedenle, bu tiir kompleksleri yari iletkenlerle birlestirmek, goriiniir 15182 duyarli PEK
sistemleri gelistirmek i¢in umut verici bir yoldur [126]. Uyarilmis redoks
kompleksinden yari iletkene verimli elektron aktarimi gergeklestirmek icin 1s18a
duyarllastiric1 ve yan iletkenler arasinda uygun baglanma gereklidir ve bu durum

¢ozeltideki mediyatdr ihtiyacini ortadan kaldirir [127].

Son zamanlarda, flavin adenin diniikleotid iceren glukoz dehidrojenaz (FADGDH),
yiiksek katalitik aktivite ve oksijenden bagimsizlik reaksiyonla hidrojen peroksit
salmimmin1 6nledigi i¢in biyoanot yapiminda umut verici bir enzim olarak ortaya
cikmustir [109, 128]. Bununla birlikte, FADGDH, esas olarak redoks komplekslerine
dayanan elektron transferi icin bir mediyatdr gerektirir [125]. [Ru(bpy)s]** esash
mediyatorler (bpy: 2,2°-bipyridine) saglam yapilidir ve FBYH'lerin optimizasyonunda

maksimum verimlilik elde etmek ayarlanabilir bant araliklarina sahiptirler [129].



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler ve Arac-Gerecler

3.1.1. Kullanilan kimyasal malzemeler

Bilirubin oksidaz (BOx, 1,2 U mg*, Myrothecium verrucaria (Mv)) ve FADGDH
(1.150 U mg?, Aspergillus sp.) Amano (Japonya) ve Sekisui Diagnostics’den (BK)
satin alindi. Titanyum folyo (kalinlik 0,25 mm, saflik %99,7), titanyum (1V)
izopropoksit (TIP) (%97), APTES, indiyum kalay oksit kapli cam elektrotlar (ITO),
etanol (susuz, >%99,8), amonyum hidroksit (%25-30 NHs), 1, 2-etanditiol, 4-
merkaptofenilboronik asit, Nafyon 117 ¢o6zeltisi, D-(+)-maltoz monohidrat, siikroz,
laktoz, Bradford Reaktifi ve 3,3',5,5'-tetrametilbenzidin (TMB), hemoglobin (Heme,
sigir serumundan), Glukoz oksidaz (GOx) (E.C.1.1.3.4., Type II, 17300 U g%,
Aspergillus niger), p-galaktosidaz (B-gal, EC 3.2.1.23, Aspergillus oryzae),
Horseradish peroksidaz (HRP), Ksantin oksidaz (KOD) (sig1r siitiinden, >0,4 tinite/mg
protein, EC 1.17.3.2), hipoksantin, stiren (>%99), asetilaseton (>%99), sodyum
dodesil siilfat (SDS), mangan (I1) asetat tetrahidrat, kadmiyum asetat dihidrat, sodyum
stlfiir, indirgenmis grafen oksit, luminol (%97), siikroz, laktoz, maltoz, HF, HNOg3,
trietanol amin (%98) (TEA), Monosodyum fosfat monohidrat (NaH2PO4, >%98),
disodyum hidrojen fosfat heptahidrat (Na2HPO4, %98-102), D-(+)-glukoz (>%99,5),
1,10-fenantrolin-5,6-dion (PLQ, %97), lityum kloriir (>%99.0), rutenyum (I11) kloriir
hidrat, tetrabutilamonyum hekzaflorofosfat (>%99) ([BusN]PFs), cis-Bis (2,2'-
bipiridin) diklororutenium (Il) dihidrat, 1-metil-2-pirrolidon (NMP), N, N-
dimetilformamid (DMF, %99,9), Nafyon 117, amonyum heksaflorofosfat (NH4PFe)
(%99,98), 1-piren boronik asit, TDKNT, asetonitril (MeCN), glutaraldehit, dopamin
hidrokloriir, tirik asit, metanol, grafit, NaOH, HF, HNO3, H2SOs (%95-97), P20s,
potasyum persiilfat (K2S20g) Sigma-Aldrich’ten alindi. Amonyum floriir (NH4F), D-
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(+)-glukoz monohidrat, tannik asit, tetrakloroaurik (I11) asit trihidrat, tri-sodyum sitrat
dehidrat ve amonyum heptamolibdat tetrahidrat ((NH4)sM07024:4H20), L(+)-askorbik
asit, potasyum permanganat, amonyum siilfat, potasyum sodyum tartrat tetrahidrat,
bakir (Il) siilfat pentahidrat ve L(+)-askorbik asit, hidrojen peroksit (H.02) (%35)
Merck’ten satin alindi. Tris-HCI tamponu, tris (hidroksimetil) aminometan (Merck) ve
hidroklorik asit (Merck) kullanilarak hazirlanmigtir. Fosfat tamponu (FT), NaH2PO4
ve NapHPOg4 (Sigma-Aldrich) kullanilarak hazirlandi. pH 4,0 asetat tamponu, sodyum
asetat trihidrat ve glasiyel asetik asit (Sigma-Aldrich) kullanilarak hazirlandi.
Thioflavin T (Th-T), Central Drug House Fine Chemicals'dan temin edilmistir.
Tiyoiire, VWR Chemicals'dan alindi. Sodyum lauril siilfat (SLS) yerel bir kumas
fabrikasindan alindi. Enzimlerin stok ¢ozeltileri -20 °C'de saklandi. Belirtilmedigi
stirece tiim Kimyasallar alindigi gibi kullanildi. Deiyonize su (DS) Millipore Ultrapure
sisteminden ve Labconco Water Pro BT aritma sisteminden (15 MQ cm) elde edildi.
CDKNT (@ = 6-13 nm, 2,5-20 um uzunluk, >%99 saflik) Nanocyl'den satin alindi ve
higbir saflagtirma islemi uygulanmadi. Saf oksijen, argon ve azot gazlar1 Messer'den
alindi. 1 M Glukoz stok ¢ozeltileri, mutarotasyonla pB-D-glukoza doniismesi igin
kullanimdan 6nce gece boyunca bekletildi. [Ru (PLQ)2Cl2] ve 4,4'-bis(4-pirenil-1-
ilbutiloksi)-2,2"-bipiridin) 6nceki ¢alismadan elde edildi [129].

3.1.2. Kullanilan cihazlar

Elektrokimyasal Olctimler, geleneksel ii¢ elektrotlu hiicre ile bir CHI 660C veya
Autolab PGSTAT100 elektrokimyasal analiz cihazi/is istasyonu (CH Instruments)
kullanilarak yapildi. Sulu ¢ézeltilerde yapilan ¢alismalarda, ¢alisma elektrodu olarak
camsi karbon elektrot (GCE) (3,0 mm ¢apinda) kullanildi. Bir Ag/AgCl (doymus KCI)
ve bir platin tel sirasiyla referans ve karsi elektrotlar olarak kullanildi. Organik
¢oziiciide elektrokimyasal deneyler glow-box’da yapildi (saf argon atmosferi altinda,
[02]<20 ppm), ayr1 bir bolmeye yerlestirilen bir Pt teli karsit elektrot olarak kullanild
ve Ag/AgNOs (MeCN'de 10 mM + 0,1 M ([BusN]PFe elektrolit i¢inde) referans
elektrot olarak kullanildi. DMF, saf argon ile temizlenerek gazi giderildi ve 4 A
boyutlu ¢aplara sahip molekiiler elekler (Sigma-Aldrich) ile kurutuldu.
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Mott-Schottky ol¢timleri 0,1 M Na>SOgs i¢inde yapildi. FT, inert ortam gerektiren
deneylerden 6nce en az 20 dak. boyunca yiiksek saflikta azot ile doyuruldu.
Fotoelektrotun fotoakim-dalga boyu egrisi, elektrokimyasal is istasyonu ile
birlestirilmis bir UV-vis-NIR spektrofotometre (Ocean Optics USB Serisi
Spektrometre, FL, ABD) kullanilarak alindi.

Elektrokimyasal = empedans  spektroskopisi  (EIS)  ¢alismasi, 5,0 mM
Ks[Fe(CN)e]/Ka[Fe(CN)s] (1:1) igeren 0,1 M KCI ¢ozeltisi iginde bir CHI 660C
elektrokimyasal is istasyonunda (CH Instruments, Austin, TX, ABD) 0,01 Hz-10 kHz
frekans araliginda 5 mV genlikli Voc degerinde gerceklestirildi.

PEK o6l¢timleri, aydinlatma kaynagi olarak 400 W halojen lamba modifiye edilmis bir
CHI 660C elektrokimyasal is istasyonunda (CH Instruments, Austin, TX, ABD)
gerceklestirildi. Calisma, karsit ve referans elektrot olarak sirasiyla 0,0475 cm?
malzeme kapli modifiye edilmis ITO elektrot, Pt tel ve doymus Ag/AgCl kullanildu.
Fotoakim 6l¢timleri, fosfat tamponunda ve belirtilen potansiyel degerlerinde alind1 ve
caligmaya gore elektron verici trietanol amin (TEA) eklendi. FBYH’de fotoakim
Olctimleri i¢in fotobiyoanot, FBYH'nin altina yerlestirilen bir optik fiber ile

aydnlatildi. Aydimnlatma, 420 nm-630 nm araliginda 1s1k kagnagi kullanilarak yapildi.

Nanokompozitlerin fonksiyonel gruplari, Perkin Elmer Fourier Dontistimli Kizilotesi
Spektrometresiyle (FTIR) incelendi. Zeta potansiyeli 6l¢iimleri ve PS lateksin partikiil
boyut dagilimi oda sicakliginda Nano Plus-3 (Micromeritics) ile yapildi. Yiizey
alanlar1 ve gézenek hacimleri, 77,3 K'de bir Micromeritics Tristar 3000 cihazinda azot
sorpsiyon Ol¢limleri yapilarak belirlendi. NMR spektrumlari, 1H i¢in 400,0 MHz'de
calisan bir Bruker AVANCE 400 ile alindi. Temas agilar1 oda sicakliginda bir temas
acis1 Olcerle Olgllmiistiir (KSV Attension, Theta Lite). Termal gravimetrik analiz

(TGA) Seiko SII EXSTAR TG/DTA 7200 ile yapild.

UV-vis ve BaSO4’1n referans olarak kullanildig: difiiz reflektans spektrumlar: (DRS),
bir Shimadzu UV-2600 spektrofotometresi (Shimadzu, Japonya) ve Zeiss
spektrofotometre (MCS 501 UV-NIR) kullanilarak gergeklestirilmistir. Luminoliin
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KL emisyon spektrumu ve fotoliiminesans spektrumlari bir floresans spektrofotometre
(Hitachi F-700) ile Xe lamba uyarmmiyla kaydedildi. Emisyon spektrumlari, bir
Fluoromax 4 (Horiba) kullanilarak oda sicakliginda oksijeni giderilmis ¢oziicliler
icinde kaydedildi. Emisyon 6mrii 6l¢timleri, pikosaniye Ti: Sapphire lazer ile 400
nm'de aydinlatmadan sonra ve zamanla iliskili tek foton sayim tespiti (PicoHarp 300)
kullanilarak yapildi. Raman spektrumlari Raman mikroskobu (Renishaw) ile
kaydedildi. X 1sm1 kirmimi (XRD) analizleri Cu Ka radyasyonu ile bir X 1s1m1
difraktometresi (PANalytical-Empyrean) kullanilarak yapildi.

Taramal1 elektron mikroskopisi (SEM) goriintiileri 20 kV'ta ¢alistirilan bir JEOL JSM-
6060 LV, FEI Nova Nano SEM 450 ve 5 kV’ta FEI/Quanta FEG 250 (Hillsboro, OR,
USA) ile alindi. Bilesim analizi, SEM ile birlestirilmis bir enerji dagilimli X-1s1n1
spektrometresi (EDS) kullanilarak gergeklestirildi. Gegirimli elektron mikroskopisi
(TEM) calismalari, 200 keV voltajda calisgan bir FEI TALOS F200S ile
gerceklestirildi. Alan emisyonlu taramali elektron mikroskobu (FE-SEM) goriintiileri
bir Quanta FEG 450 ile kaydedildi.

3.2. Materyallerin sentezi

3.2.1. Grafen oksit (GO) sentezi

GO, iyi bilinen bir yonteme gore hazirland1 [130]. Kisaca, dogal grafit, 80 °C'de
konsantre siilfiirik asit, K2S204 ve P2Os ile 6n oksidasyona ugradi. Daha sonra siilfiirik
asit ve KMnQg4 varliginda Hummers yontemi kullanilarak oksidasyona devam edildi.
Nihai siispansiyon (0,5 mg mL™), kullanilmadan 6nce eksfoliasyon icin 20 dak.

boyunca ultrasonikasyona tabi tutuldu.
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3.2.2. Altin nanopartikiilleri kaph indirenmis grafen oksit kompozitinin tek

asamal sentezi (Au NP-iGO)

1 mL GO (0,5 mg mL™), 20 dak. boyunca ultrasonikasyon altinda 2 mL 5 mg mL™* TA
sulu ¢ozelti igerisinde dagitildi. Daha sonra yukaridaki TA-GO dispersiyonuna oda
sicakliginda 850 uL altin standart soliisyon ve 6 uL. 0,5 M NaOH sulu ¢ozeltisi ilave
edildi. GO'nun indirgenmesi, nihai karistmin 30 dak. 90 °C'de tutulmasiyla
gerceklestirildi. Daha sonra siyah tiriin (Au NP-iGO) santrifiijlendi ve ¢okelti TA'dan
temizlenmek i¢in iki kez damitilmis su ile yikandi ve GCE kaplama i¢in 1 mL DS
igerisinde yeniden dagitildi. Burada GO'nun indirgenmesi, oksijen igeren fonksiyonel
gruplardan dolay1 kahverengiden siyaha dogru renk degisimini go6zlemleyerek

dogrulanabilir.

3.2.3. TiO2 NP'lerin sentezi

Sentezde, 5 mL amonyum hidroksit, kuvvetli karistirma altinda 20 mL etanole
dokiildii. Daha sonra karisima 200 pL TIP ilave edildi ve ¢o6zelti, 2 saat boyunca
karistirma altinda tutuldu. Elde edilen pargaciklar, 11000 rpm'de 20 dak. santrifiijlendi
ve daha sonra DS igerisinde yeniden siispanse edildi. Son olarak, iiriin gece boyunca
60 °C'de firinda kurutuldu.

3.2.4. Co0304 NP'lerin sentezi

0,5 g kobalt (11) asetat tetrahidrat, 10 mL DS ve 15 mL etanol igeren bir ¢ozelti
igerisinde ¢oziindiindii ve kuvvetli karistirma altinda 2,5 mL amonyum hidroksit ilave
edildi. Karisim, homojen bir siispansiyon olusturmak tizere 10 dak. karistirildi. Daha
sonra siispansiyon, 48 mL'lik bir otoklav igine aktarildi, kapatildi ve 150 °C'de 3 saat
tutuldu. Oda sicakliginda sogutulduktan sonra olusan siyah iiriin, santrifiij isleminden
once DS ile yikand1 ve tekrar DS igerisinde yeniden siispanse edildi. Son olarak 60
°C'de 4 saat kurutuldu.
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3.2.5. TA yardimiyla mezoporlu TiO2 (M-TiOz) sentezlenmesi

Farkli miktarlarda TA (100 mg-550 mg), 20 mL saf etanol i¢erisinde ¢6ziildii, ardindan
kuvvetli karistirma altinda 5 mL amonyum hidroksit ilave edildi. Daha sonra karisima
200 puL TIP ilave edildi ve ¢ozelti 2 saat karistirilarak bekletildi. Elde edilen
pargaciklar (TiO2-TA) 11000 rpm'de 20 dak. santrifiij edildi ve sonra DS iginde
yeniden siispanse edildi. Fazla TA ve TIP, DS ve etanol ile iyice yikanarak

uzaklastirildi. Son olarak, {iriin gece boyunca havada kurutuldu.

3.2.6. Grafitik karbon nitritin (g-C3N4) sentezi

g-C3Na, kapal1 bir potada melamin 1sitilarak sentezlendi. Ilk olarak, melamin 500 °C'de
2 saat boyunca 20 °C/dak."lik bir 1sitma hiz1 ile 1sitildi ve daha sonra sicaklik, daha
fazla deaminasyon i¢in 2 saat boyunca 520 °C'de sabit tutuldu. MnO», oda sicakliginda
hidroksilamin hidrokloriir (NH2OH.HCI) ¢6zeltisi ile KMnO4’1n indirgenmesi ile elde
edildi. Deneyde, 200 mL 0,07 M NH2OH.HCI ¢ozeltisi, kuvvetli karistirma altinda 0,7
mL dak. ik bir hiz ile 200 mL 0,1 M KMnO; ¢ozeltisine damla damla ilave edildi.
Siyah-kahverengi siispansiyonun olusturulmasindan sonra iiriin, 11000 rpm'de 10 dak.

santrifiijlendi ve DS ile yikandi.

3.2.7. MoS2 nanotabakalarimmin sentezi

Ultra ince MoSz nanotabakalar1, hidrotermal reaksiyonla sentezlendi. Sentez i¢in, 2,30
g hekzaamonyum heptamolibdat tetrahidrat ve 4,65 g tiyoiire, 65 mL DS iginde 30
dak. siddetli karistirma altinda ¢6ziindiiriildii. Daha sonra karisim 50 mL Teflon kaph
paslanmaz celik bir otoklava aktarildi, kapatildi ve 220 °C'de 24 saat 1sitildi. Daha
sonra iiriin ortam sicakligina sogutuldu. Siyah iiriin, santrifiij yoluyla ¢6zeltiden ayrildi
ve DS ve etanol ile iki kez yikandi ve son olarak bir vakumlu firinda 60 °C'de 24 saat

kurutuldu.
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3.2.8. Fehling reaksiyonuyla Cu20 sentezi

Kiiresel morfolojilere sahip Cu20O nanokristalleri, stabilizator olarak iyonik yiizey aktif
madde SLS kullanilarak literatiirde bildirilen basit indirgeme reaksiyonuyla elde edildi
[92]. Burada, Fehling A ¢ozeltisi 50 mL DW iginde 3,5 g CuSO4. 5 H20 igerir ve
Fehling B ¢ozeltisi 50 mL DW iginde 5 g NaOH ve 17,5 g potasyum sodyum tartarat
igerir. Taze hazirlanmis 2 mL Fehling B ¢ozeltisi, 2 mL Fehling A ¢ozeltisi i¢ine
dokiildii. Karisim test tiiplerine dokiildii ve karisima 100 pL SLS ve 15 uL iGO
eklendi. Daha sonra 0-35 mM arasinda degisen farkli konsantrasyonlarda glukoz
¢ozeltileri tiiplere eklendi. 60 °C'de 10 dak. sitildiktan sonra, yar1 iletken Cu.O NP'ler,

farkli konsantrasyonlarda glukoz miktari ile orantili olarak elde edildi.

3.2.9. Polistiren siispansiyonunun hazirlanmasi

PS lateksini hazirlamak i¢in geleneksel emiilsiyon polimerizasyonu kullanild: ve farkl
caplarda PS lateksi sentezlendi. Kisaca 0,3 g K»S>0sg ve 0,225 g SDS, DW ve etanol
karigimi iginde oda sicakliginda ¢6ziindiiriildii. Su sogutmali bir refliiks sogutucu takili
iki boyunlu yuvarlak tabanli bir balonda (250 mL) 350 rpm'de mekanik olarak
karistirildiktan ve 30 dak. boyunca azotla oksijensizlestirildikten sonra, 18 mL stiren
ilave edilerek polimerizasyon baglatild1 ve kuvvetli karigtirma altinda 70 °C'de 19 saat
bekletildi. PS kiire ¢aplari, Tablo 3.1.'de gosterildigi gibi belirli miktarlarda DW ve

etanol ilave edilerek kontrol edildi.

Tablo 3.1. PS kiirelerinin sentezi i¢in DS ve etanol hacimleri

PS kiire ¢ap1 (nm) DS (mL) Etanol (mL)
170 150 60
265 144 66
355 135 75

450 126 87
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3.2.10. Polistiren (PS) kolloidal kristal sablon dizilerinin hazirlanmasi

ITO elektrotlart (75 mm uzunluk x 25 mm genislik x 1,1 mm kalinlik; yiizey direnci
8-12 Q/sq), sirasiyla aseton, sodyum hidroksit ¢ozeltisi (1 M), etanol/su karisimi (1:1,
v/v) ve saf su iginde 15 dak. sonikasyonda tutuldu ve vakumlu firinda kurutuldu. Daha
sonra, PS koloidal kristal sablon dizileri dikey biriktirme islemi kullanilarak
olusturuldu. 10 mL'lik bir beherde, 5 mL PS siispansiyonu ultrasonikasyon altinda
tutuldu ve bir ITO elektrodu, PS siispansiyonuna dikey olarak yerlestirildi. Beher, 24
saat 70 °C'de bir firinda tutuldu ve ¢oziicliniin buharlastirilarak 1TO tizerinde kendi

kendine birikmis bir ytizey merkezli kiibik PS opal sablonu elde edildi.

3.2.11. TiOz: ters opal fotonik kristallerin hazirlanmasi

TiO> ters opal yapi, daldirarak kaplama ve kalsinasyon yoluyla elde edildi. Sol-jel
oncul ¢ozeltisi hazirlandi. Bunun igin, 5,6 mL TIP, 45 mL etanol ve 1 mL asetilaseton
karistirild: ve karistirildi. Daha sonra karisima 0,85 mL hidroklorik asit ve 4,6 mL DS
ilave edildi ve 1 saat daha karistirildi. PS kapli elektrot, 6nciil ¢ozeltisinin kilcal kuvvet
tarafindan opal sablondaki bosluklara sizmasi i¢in hazirlanmig olan 6nciil ¢6zeltiye
daldirildi. Daldirarak kaplanan elektrotlar firinda 75 °C'de 24 saat tutuldu ve ardindan
PS sablonunu ¢ikarmak ve anataz formu elde etmek i¢in 450 °C'de 30 dak. (1sitma hiz1:
1 °C/dak.) kalsine edildi. Elde edilen elektrot ITO-TiO2 TOFK olarak adlandirildi.
Ayrica, performanslarin karsilastirllmasi amaciyla 1TO-TiOz ince film elektrotu
olusturmak i¢in ayn1 miktarda TiO2 cam elektrotlara kaplandi.

3.2.12. Elektrot yiizeyine CdS: Mn kaplanmasi

CdS: Mn, ardisik iyonik tabaka adsorpsiyon ve reaksiyon (SILAR) teknigi ile elektrot
yiizeyine kaplandi. TiO> TOFKSs kapli ITO elektrotlari, 2 dak. boyunca metanol iginde
0,08 M manganez (1) asetat ile karistirilmig 0,1 M kadmiyum asetat i¢ine daldirildi,
etanol ile durulandi ve ardindan 2 dak. DS iginde 0,1 M sodyum siilfiir i¢ine daldirildi,
tekrar etanol ile durulandi. Bu dongii 14 defaya kadar tekrarlandi ve iiriinler firinda 60
°C'de kurutuldu.
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3.2.13. TiO2 nanotiip (TNT) dizilerinin hazirlanmasi

Ti folyo tlizerinde sentezlenen bal petegi gibi dikey hizalanmis TNT dizileri
elektrokimyasal anodizasyon yontemi ile sentezlendi. Titanyum folyolar (0,25 mm
kalinlik) 1 cm x 3 cm'lik pargalara kesildi, yag kalintilar1 alindi. Daha sonra sirasiyla
aseton, DS ve metanol i¢inde 15 dak. sonikasyonda tutuldu ve daha sonra kimyasal
parlatma sivist iginde (HF: HNOs= 1: 1 hacimsel oraninda) 10 saniye tutularak
parlatildi. Daha sonra anodizasyon, Ti folyo ¢alisma elektrodu ve ayn1 boyutta Toray
Karbon kagidi karsit elektrot kullanilarak bir DC gii¢ kaynagi (PASCO Scientific,
ABD) bagli iki elektrotlu bir sistemde gergeklestirildi. Uzunluklarinin yarisi, 0,27 mol
L 1 NH4F gliserol ve DS (hacimce 1: 1) ¢6zeltisi iginde (20 mL) 10, 20, 30, 40 ve 50
V'luk farkli sabit potansiyeller altinda 5 saat bekletildi. Anodizasyon sirasinda
elektrotlar arasinda 3 cm'lik bir mesafe siirekli olarak korundu. Voltaj artis1 6 V min!
olarak yapildi. Anodizasyondan sonra Ti folyolar, amorf yapilari anataz fazina

doniistiirmek icin havada 2 °C min™! 1s1tma hizi ile 450 °C'de 3 saat 1s1t1ld1.

3.2.14. Siyah TNT'lerin (B-TNT) hazirlanmasi ve Th-T immobilizasyonu

B-TNT'ler elektrokimyasal indirgeme kullanilarak elde edildi. Burada katot olarak
anataz TNT kapl Ti folyo ve karsit elektrot olarak Toray Karbon Kagidi kullanildi.
Daha sonra, gliserol ve DS ¢ozeltisinde (1:1) optimal bir NH4F konsantrasyonu
(%0,27) kullanilarak TNT'ler, 1 saat boyunca 5 V’luk bir katodik voltajla
elektrokimyasal olarak indirgendi.

Hazirlanan Ti/B-TNT elektrotlari, DS iginde Th-T ¢ozeltisine (1 mg mL™?) daldirilda.
1 saat tutulduktan sonra elektrotlar DS ile duruland1 ve bir firinda kurutuldu. Uretilen
fotoelektrot, Ti/B-TNTs-Th-T olarak adlandirilda.

3.2.15. cis-(Bpy-Py2)2RuCL.2H20 (Ru-kompleksi) sentezi

cis-(Bpy-Py2)2RuCl,.2H,0 (Ru-kompleksi) sentezi i¢in [131], RuCls, hidrat (6,18 g,
29,8 mmol), 4,4'-bis(4-pyrenyl-1-ylbutyloxy)-2,2'-bipyridine (42,3 g, 60 mmol) ve
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LiCl (8,4 g, 2 mmol) saf DMF'de (5 mL) 8 h refliikks edildi. Oda sicakligina
sogutulduktan sonra, 250 mL saf aseton ilave edildi ve nihai ¢6zelti, gece boyunca 0
°C'de tutuldu. Siispansiyon daha sonra siiziildii, art arda DS ve dietil eter ile yikand1
ve sonra vakumda kurutuldu (verim: %62). UV/vis (DMF): Amax/nm (/M cm™?) =
385 (2.880), 440 (1.280), 490 (960).

3.2.16. [Ru(PLQ)(bpy)2]*" (Rul) sentezi

PLQ (48 mg, 0,228 mmol) ve bis (2,2'-bipiridin) diklororutenium (I1) dihidrat (100
mg, 0,190 mmol) bir etanol ve DS (8: 2) (10 mL) karisimi i¢inde argon altinda 4 saat
boyunca refliiks edildi. Reaksiyon, bu siire boyunca manyetik olarak karistirildi ve
sonra sogumaya birakildi. Birka¢ damla doymus NH4PFe ¢ozeltisinin eklenmesi,
kirmizi-turuncu bir toz olarak [Ru(PLQ)(bpy)2](PFs)2 (119 mg, 0,190 mmol)
¢okmesine neden oldu. Cokelti, bir vakum pompasi kullanilarak bir Millipore PTFE
membran (0,45 pm gozenek boyutu, @ = 46 mm) i¢inden siiziildii, DS ile yikand1 ve
PF® tuzu seklinde kurumaya birakildi (verim: %70). *H NMR (400 MHz, DMSO-Ds):
o (ppm) =7,57, (d, 4H); 7.79 (dd, 4H); 7,96 (t, 2H); 8,20 (t, 4H); 8,40 (d, 2H); 8,88 (d,
4H); 8,99 (d, 2H). UV/vis: Amax= 440 nm; £=41000 M cm™.

3.2.17. [Ru(PLQ)2(pyrene)]** (Ru2) sentezi

[Ru(PLQ)2(pyrene)](PFs)2, daha once agiklanan prosediire gore sentezlendi [129]
(verim: %40). 'H NMR (400 MHz, DMSO-Ds): & (ppm) = 1,85 (m, 4H); 2,00 (m, 4H);
5,33 (s, 4H); 7,36, (t, 4H); 7,77 (d, 4H); 7,94 (d, 2H) 8,02 (d, 2H); 8,11 (d, 4H), 8,23
(dd, 2H); 8,32 (d, 2H); 8,48 (d, 4H); 8,53 (d, 2H) 10,12 (d, 4H). UV/Vis: Amax= 430
nm; e= 31000 M* cm™ ve Amax= 530 nm; e= 35000 M* cm™.

3.2.18. [Ru(PLQ)3]** (Ru3) sentezi
[Ru(PLQ)2Cl], daha once agiklanan prosediire gore sentezlendi [132]. Daha sonra,

[Ru (PLQ)2CI2], 1,2 esdegeri PLQ ile oksijeni giderilmis etanol ve DS (hacimsel olarak
1:1 oraninda) (10 mL) i¢inde N2 altinda 3 saat boyunca refliikks edildi. Reaksiyon
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sogumaya birakildi, ardindan 10 mL doymus NH4PFs sulu ¢ozeltisinin eklenmesi,
koyu kahverengi bir ¢okelti olarak [Ru(PLQ)3](PFe)2'nin (21,8 mg, 29,8 mmol) elde
edilmesini sagladi. Cokelti daha sonra siiziildii ve DS ile yikand1 (verim: %50). *H
NMR (400 MHz, DMSO-Ds): 6 (ppm) = 7,67 (t, 6H), 8,40 (d, 6H); 8,99 (d, 6H).
UV/vis: Amax= 508 nm; £= 34000 M* cm™.

3.3. Sentezlenen materyallerin elektrotlara uygulanmasi

3.3.11. GOx-Au NP-iGO modifiye GCE'nin iiretimi ve GOx immobilizasyonu

GCE, 1,0 um, 0,3 pm ve 0,05 um o-aliimina tozlari ile parlatildi ve her bir parlatma
asamasi arasinda DS ile iyice durulandi ve DS i¢inde ultrasonikasyon uygulandi. Daha
sonra oda sicakliginda kurutuldu. Elde edilen siispansiyona tekrar ultrasonikasyon
uygulandi. Daha sonra GCE yiizeyine 8 pL kompozit (0,5 mg mL™) damlatildi ve
beherle kapatilarak havada kurutuldu. Onceden kaplanmig GCE'ye (Au NP-iGO/GCE)
6 uL GOX ¢ozeltisi (40 mg mL™) uygulandi ve 4 °C'de kurutuldu. Son olarak, GCE
zaylf baglanmis GOX'I ¢ikarmak i¢in FB ile durulandi ve kullanilmadiginda kuru
kosullar altinda bir buzdolabinda 4 °C'de saklandi.

3.3.12. TiO2-C0304-KNT ile modifiye edilmis ITO elektrotunun hazirlanmasi ve

GOx immobilizasyonu

PEK biyosensorii bir ITO elektrodu (75 mm uzunlukx25 mm genislikx 1.1 mm kalinlik
ve yiizey direnci 8-12 Q/sq) iizerinde iiretildi. Kisaca, ITO elektrotlar1 asetonda
sodyum hidroksit ¢6zeltisinde (1 M), etanol/su karigiminda (1:1, h/h) ve suda 15 dak.
sonikasyona birakildi ve nanokompozit kaplamadan o6nce vakumlu bir firinda
kurutuldu. Daha sonra, 3-15 mg mL™ konsantrasyon araligma sahip 8 pL TiO;
stispansiyonlari, ITO elektrotlarina damlatilarak uyguland: ve elektrotlar, bir anataz
TiO2 filmi (ITO/TiO2) olusturmak i¢in 30 dak. 450 °C'de sinterlendi. Daha sonra, oran
1:3ila 3:3 olan 8 uLL. C0304-KNT siispansiyonlari, ITO/TiO> elektrotuna (ITO/TiO2-
C0304-KNT) damlatilarak uygulandi. Havada tamamen kurutulduktan sonra

elektrotlar, 2 saat boyunca metanol igerisinde 10 mM 1-piren boronik asit igerisinde
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tutuldu ve daha sonra 4 °C'de 4 saat boyunca 0,1 M FT (pH 7,4) igerisinde 10 mg mL"
! GOx igerisinde bekletildi. Daha sonra hazirlanan elektrotlar (ITO/TiO2-C0304-KNT-
GOx) deneylerde PEK biyosensorii olarak kullanildi.

3.3.13. TiO2-Au NP-g-C3N4-MnO: ile modifiye edilmis ITO elektrotunun

hazirlanmasi, GOx ve B-gal immobilizasyonu

PEK biyosensorii bir ITO elektrodu (75 mm uzunluk x 25 mm genislik x 1.1 mm
kalinlik; yiizey direnci 8-12 Q/sq) lizerinde tretildi. Kisaca, ITO elektrotlari, sirayla
aseton, sodyum hidroksit ¢ozeltisi (1 M), etanol/su karisimi (1: 1, h/h) ve su iginde
sonikasyon ile temizlendi ve bir vakum firininda kurutuldu. Daha sonra, 3-15 mg mL"
! konsantrasyon araligma sahip 8 uL TiO2-TA siispansiyonlar1 ITO elektroduna
damlatilarak kaplandi ve mezoporlu ve anataz TiO: filmi olusturmak iizere 450 dak.
450 °C'de sinterlendi (ITO/TiO2). Kaplanmis ITO elektrotlar1 100 mL 0,25 mM
HAUCI, ¢ozeltisine daldirildi. Cozelti 1sitilirken, TiO> tizerinde Au NP’leri kaplamak
icin 5 mL 20 mg. mL™* tri-sodyum sitrat ¢ozeltisi ilave edildi. Daha sonra, 1:1 oranina
sahip 8 pL g-C3Ns-MnO: siispansiyonu TiO2-Au NP kapli elektrot iizerine
damlatilmigtir (ITO/TiO2-Au NP-g-C3N4-MnO3z). Havada tamamen kuruduktan sonra,
saf etanol icinde 8 uL. %10 APTES ¢ozeltisi uygulandi ve 1 saat oda sicakliginda
birakildi. Elektrotlar, baglanmamis APTES'I uzaklastirmak icin etanol ile durulandi.
Daha sonra silanize elektrotlar, oda sicakliginda 2 saat boyunca FT igerisinde %2,5
glutaraldehit ¢ozeltisinde tutuldu ve DS ile yikandi. Modifiye edilmis fotoelektrotlar,
0,1 M FT'de (pH 7,0) 10 mg mL* GOx ve 10 mg mL* B-gal ile 4 °C'de 4 saat inkiibe
edildi ve hazirlanan elektrotlar, PEK biyosensorii olarak deneylerde kullanildi
(ITO/TiO2-Au NP-g-C3Ns-MnO,-GOx-B-gal). Glukoz ve laktozun 6l¢iimii, glukoz ve
laktoz ¢ozeltilerinde ayri ayr1 gergeklestirildi.

3.3.14. MTiOz2-Au NP-MoS: ile modifiye edilmis ITO elektrotunun hazirlanmasi

ve GOx immobilizasyonu

PEK biyosensorii, ITO elektrodu (75 mm uzunluk x 25 mm genislik x 1,1 mm kalinlik;

yiizey direnci 8-12 Q/sq) tizerinde iiretildi. ITO elektrotlari, aseton, etanol/su karisimi
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(1:1, v/v) iginde NaOH ¢ozeltisi (1 M) su i¢inde 15 dak. sonikasyona birakilarak
temizlendi ve vakumlu bir firinda kurutuldu. Daha sonra, ITO elektrotlarina
konsantrasyon aralig1 3-15 mg mL™ olan TiO; siispansiyonlar1 kapland1 ve elektrotlar,
bir anataz MTiO> filmi olusturmak ve elektrotla kaynasmak i¢in 450 °C'de 30 dak.
sinterlendi. Elektrotlar 100 mL 0,25 mM HAUCI, ¢ozeltisine daldirildi. Cozelti
isitilirken 5 mL 20 mg mL? tri-sodyum sitrat ¢ozeltisi eklendi ve Au nanopartikiilleri
MTIO: iizerine kaplandi (MTiO2-Au NP). Daha sonra kurutulmus elektrotlar, Au
NP’lere fonksiyonel grup kazandirmak igin 2 saat boyunca 1,2-etanditiol i¢inde
birakildi. Yiizeyi siilfidril grubuyla fonksiyonellestirilen elektrotlar, 30 dak. boyunca
diisiik siddetli sonikasyon altinda MoS; siispansiyonuna (3 mg mL™) daldirildi. Son
olarak, MoS; kapli elektrotlar (MTiO2-Au NP-MoS;), 2 saat boyunca metanol i¢inde
4-merkaptofenilboronik asit ¢ozeltisinde (10 mg mL™?) birakildi. Havada tamamen
kuruduktan sonra elektrotlar, 4 °C'de 4 saat 0,1 M FT (pH 7,4) iginde 10 mg mL*
GOx ile inkiibe edildi. Son olarak, elektrot iizerine 4 uL Nafyon 117 soliisyonu (%0,5)
uygulandi ve kurumaya birakildi hazirlanan elektrotlar deneylerde PEK biyosensor

olarak kullanilmistir.

3.3.15. Titanyum folyo iizerinde TiO: nanotiip sentezi ve iGO-Cu20 ile

modifikasyonu

Enzimsiz PEK glukoz sensorii, TiO2 nanotiipler (NT) dizili titanyum folyo (kalinlik
0,25 mm) iizerine insa edilmistir. Titanyum folyo (Ti folyo, 10 mm x 30 mm), aseton
ve metanol iginde 15 dak. sonikasyonda tutuldu ve ardindan folyolar, 2 dak. HF/HNO3
¢ozeltisine (1:1) daldirildi. Anodizasyon islemi, anot olarak onceden oksitlenmis Ti
folyo ve katot olarak Pt folyo ile bir DC gii¢ kaynagi (PASCO Scientific, ABD)
kullanilarak oda sicakliginda yapilan bir calismaya gore gergeklestirildi [133].
Elektrolit olarak NHsF (agirlikga %0,5) ¢ozeltisi iginde 1 M (NH4)2SO4 kullanildi. Ti
elektrodunun elektrokimyasal oksidasyonu 100 mL elektrolit ¢ozeltisinde 2 saat
boyunca 20 V'ta gergeklestirildi. Oksitlenmis folyonun durulanmasi ve
kurutulmasindan sonra, Ti folyo iizerinde tamamen anataz kristalli bir faz elde etmek
i¢in 450 °C'de 30 dak. firinda birakildi. PEK glukoz 6lgtimleri i¢in, 15 pL Cu20-iGO
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karistm1 TNT dizili elektrot iizerine damlatilarak kaplandi. Elde edilen Ti/TNTs-iGO-

Cu20, PEK enzimatik olmayan glukoz sensorii olarak kullanildi.

3.3.16. CDKNT-g-C3N4-Ru (Bpy-Py2):Cl2 ile modifiye edilmis GCE’lerin

hazirlanmasi ve FADGDH immobilizasyonu

CDKNT kapli camsi karbon elektrotlar1 (GCE), N-Metil-2-pirolidon (NMP) (5 mg
mL?1) iginde sonikasyona ugratilmis bir CDKNT dispersiyonunun 25 pL
damlatilmasiyla elde edildi ve vakumda kurutuldu. Daha sonra NMP i¢inde 5 pL g-
C3Ns (1 mg mL) kapland1 ve vakumda kurutuldu. DMF iginde 10 uL Ru-kompleksi
¢ozeltisi (0,6 mM) elektroda uygulandi ve vakumda kurutuldu.

Kompleks kaplanmasindan sonra, baglanmamis kompleksleri uzaklastirmak icin
elektrotlar birkag kez DS ile durulanmistir. Elektrot yiizeyine FADGDH enzimi, fosfat
tamponu (FT) pH 7 (5 mg mL?) icinde enzim ¢ozeltisinden 20 puL damlatilarak
immobilize edildi ve gece boyunca 4 °C'de birakildi. Modifiye edilmis GCE, zayif
bagli FADGDH'yi ¢ikarmak i¢in FT ile durulanmistir. Son olarak, metanol i¢inde
Nafyon (%0,5) elektrotlara uygulandi ve elde edilen PEK biyoanotlart GCE/CDKNT-
g-C3Ns-Ru (Bpy-Py2).Cl.-FADGDH olarak adlandirildi ve 4 °C'de saklandi.

3.3.17. g-C3N4-CDKNT kaph fotoanotlarin hazirlanmasi, Ru kompleksleriyle
duyarhlastirilmas1 ve FADGDH immobilizasyonu

@ =3 mm (0,071 cm?) olan cams1 karbon elektrotlar (GCE'ler) 2 pm’lik macun ile
(Presi, Fransa) ile parlatildi ve DS, aseton ve etanol i¢inde arka arkaya sonikasyona
birakildi. GCE'ler, GCE'ler iizerinde 5 pm kalinliginda homojen bir CDKNT filmi
saglayan NMP'de sonikasyona ugratilmis CDKNT dispersiyonunun (5 mg mL™?) 25
uL’si damlatilarak modifiye edildi ve vakumda kurutuldu. Daha sonra, NMP i¢indeki
g-CsNs siispansiyonundan (1 mg mL™?) 5 pL damlatilarak elde edilen elektrotlar
vakumda kurutuldu. Ardindan, DMF igindeki 10 pL Ru-kompleksleri (0,6 mM)
hazirlanan elektrotlar tizerine damlatilarak vakumda kurutuldu. Daha sonra elektrotlar,
DS ile birkag kez durulanarak gevsek bir sekilde baglanan kompleks molekiilleri
uzaklastirildi. Elektrotlarin iizerine, 20 L FT pH: 7 icinde FADGDH ¢ozeltileri (5 mg
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mL1) damlatild1 ve gece boyunca 4 °C'de bekletildi. Biyoanotlar, baglanmamis enzim
molekiillerini uzaklastirmak icin tampon ¢ozeltisi ile durulandi. Sonunda, metanol
icindeki Nafyon (%0,5), immobilize edilmis molekiillerin sizmasini énlemek igin
eletrotlarin lizerine damlatildi ve elde edilen PEK biyoanotlar, kullanilmadig1 zaman

4 °C'de saklandi.

3.3.18. Biyokatotlarin elektrokimyasal modifikasyonu ve BOx immobilizasyonu

Biyokatotlar, CDKNT iizerinde baglayicinin elektrokimyasal olarak asilanmasiyla
olusturuldu. 6-karboksinaftalendiazonyum tetrafloroborat, CDKNT kapli GCE'lere 20
mV s tarama hizinda 5 déngiisel voltametri (CV) taramasiyla elektrokimyasal olarak
asiland1 [134]. Son olarak, FT pH: 7 icindeki 20 uL BOx ¢ozeltisi (5 mg mL™)
damlatilarak uygulandi. Bir gece 4 °C'de birakildi ve elde edilen biyokatot
GCE|fCDKNT|BOx olarak adlandirildi.

3.4. Olgiimler

3.4.11. Serbest ve immobilize edilmis GOX’in kinetik ¢calismalari

Serbest ve immobilize edilmis GOXx kinetigi, TMB kolorimetrik yontemle aragtirildi.
flk olarak, farkli konsantrasyonlarda glukoz (0-10 mM), 0,5 mg mL™* GOx igeren 2
mL pH 7,4 FT'ye veya karsilik gelen miktarda GOx immobilize edilmis elektrot igeren
cozeltiye ilave edildi ve ¢6zelti daha sonra 37 °C'de 30 dak. inkiibe edildi. Daha sonra
100 pL etanol iginde 10 mM TMB, 20 uL 10 mg mL* HRP ve 1,72 mL 0,2 M pH 4,0
asetat tamponu, yukarida belirtilen reaksiyon karisimindan alinan 160 pL glukoz
reaksiyon ¢ozeltisine ilave edildi. Daha sonra karistirilan ¢ozelti 37 °C'de 20 dak.
inkiibe edildikten sonra reaksiyonu sonlandirmak i¢in 15 dak. buz banyosuna konuldu.

Cozeltinin absorbansi 652 nm'de 6l¢iildii.
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3.4.12. Kemiliiminesans altinda fotoakim él¢iimii

Elektrot, bir elektrokimyasal hiicreye yerlestirildi. Trietanolamin ve luminol daha
sonra sirastyla 20 mM ve 1 mM son konsantrasyonlarla 10 mL 0,1 M Tris-HCI
tamponuna (pH 9,0) ilave edildi. Elektrokimyasal hiicreye 2 mg mL™' Heme (50 pL)

cozeltisi eklendi. Daha sonra asagidaki adimlar uygulandi.

Glukoz igin; pH 7,0 FT (10 mg mL™") i¢inde 100 pL GOx ve farkli konsantrasyonlarda
250 pL glukoz ¢ozeltileri bir Eppendorf tiipiinde karistirildi, 20 dak. bekletildi ve
ardindan elektrokimyasal hiicre i¢indeki ¢ozeltiye eklendi. Hiicre, KL 1simnlamasini
hiicre i¢cinde tutmak i¢in aliminyum folyo ile sarild1 ve fotoakimlar amperometrik i-t

teknigi ile olgiildi.

H20: igin; farkli konsantrasyonlarda H20O eklenmesi ile fotoakim olusumu baslatildi

ve amperometrik i-t 6lgtimleri yapildi.

KOD aktivitesinin 6l¢tiimii igin; farkli konsantrasyonlarda KOD ve 0,32 mM
hipoksantin ilave edilmesi disinda yukarida bahsedilen yontemle belirlendi.



BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. GOx immobilize edilmis Au NP-iGO/GCE
4.1.1. GOx immobilize edilmis Au NP-iGO/GCE’nin hazirlanmasi
GO, kimyasal olarak indirgendi ve biyosensor, Sekil 4.1.'de gosterildigi gibi iretildi.

GOx, Au NP-iGO/GCE iizerine enzim ¢ozeltisi damla damla dokiilerek TA kapli iGO

tizerine hidrojen baglariyla immobilize edildi.

____________

P\ Ae®Ox | . -
: N C i GOx immobilizasyonu
i+ H O ‘

Hidrojen baglari oH :
. HO OH '

____________

-------------------------------------------- DET
, DET b e

i TA 2H", 2e- A

: HoJi;:\Lo -2H*, -2e- HOJ©LOH§

o TA 6n oi(sidasyonu OH

____________________________________________

etkilesimi

Sekil 4.1. GOx-Au NP-iGO/GCE’nin yapiminin sematik gdsterimi[53]
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4.1.2. GOx immobilize edilmis Au NP-iGO/GCE’nin karakterizasyonu
4.1.2.1. SEM analizi
Sekil 4.2., GOx'in immobilizasyonuna yarayacak sekilde yiiksek bir ylizey alanina ve

burusuk bir morfolojiye sahip iGO nanokompozitinin SEM  goriintiilerini

gostermektedir.

Sekil 4.2. iGO’nun SEM goriintiisii (i¢ sekil: Au NP-iGO)

4.1.2.2. EDS analizi

EDS analizi, Au M pikinin gelismesiyle Au NP birikimi ve N K pikinin ortaya
¢ikmasiyla GOx immobilizasyonu dogruladi (Sekil 4.3.). Ayrica, oksijen iceren
fonksiyonel gruplarin indirgenmesi, TA ilavesi iizerine oksijenin 6nemli 6l¢iide azalan

orant ile dogrulanmistir.
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Sekil 4.3. GO (A) ve Au NP-iGO’nun (B) EDS analizleri

4.1.2.3. UV-vis ve Raman spektrumlari

IGO ve TA'min hidrofobik bolgesi arasindaki w-m etkilesimi, grafitik tabakalarin
yeniden birikmesini onler ve dispersiyonu uzun siire sabit tutar. Ayrica Au NP'ler,
hareketsizlestirme i¢in daha fazla baglanma bolgesi i¢in daha genis spesifik yilizey
alanina sahip bir nanokompozit olusturarak 50-100 nm (Sekil 4.4., i¢ sekil) araliginda
IGO yiizeyi tizerinde yogun bir sekilde biriktirilir. Grafit, GO, iGO ve Au NP-iGO'nun
UV-vis spektrumlar1 (Sekil 4.4.), Raman spektrumlar (Sekil 4.5.) ve XRD grafikleri
(Sekil 4.6.) GO’nun indirgenmesini ve Au NP kaplamay1 dogruladi. GO-TA baglanma
mekanizmas1 UV-vis spektrofotometrisi ile belirlendi. Sekil 4.4.'de, GO iki
karakteristik absorpsiyon bandi gosterir. n—n* gegisine atfedilen 228 nm'de yogun bir
absorpsiyon bandi ve C=0 baginin n—r* gegisine karsilik gelen 291 nm'de bir omuz
bandi gozlenmistir. UV-vis spektrumlarina gore, GO'nun n—n* gecisi ve n—n* gecisi
maviye kayarak, iGO ve Au NP-iGO spektrumlarinda sirasiyla 215 nm ve 265 nm’de
gozlemlendi. Bu bulgu, GO'nun ve TA'nin hidrofobik aromatik bolgeleri arasindaki 7—
n istifleme etkilesimini ile birlikte hidrojen bagi olusumunu (H-tipi =n-m istifleme

molekiiler modeli) dogrular. Béylece TA, enzim immobilizasyonu igin iGO yiizeyini
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modifiye edebilir. Ayrica, amit ve pirolidin gibi proteinlerin hidrojen bag: alicilar1 ve
polifenollerin hidrojen bagi dondrleri arasinda hidrojen bagi olusumu kullanilarak,
gelistirilmis enzim immobilizasyonu elde edilebilir. Au NP-iGO'nun UV-vis
spektrumlarinda, 567 nm'deki karakteristik yiizey plazmonu emilimi nano 6lgekli Au
NP'lerin olusumunu gosterir. Son olarak, Au NP kaplama ile gelistirilmis elektrik
iletkenligi ve hidrojen bagi yoluyla bol miktarda immobilize olmus GOx ile iGO

nanokompoziti sentezlendi.

Raman spektrumlarinda (Sekil 4.5.), Au NP-iGO'nun D/G yogunluk oran1 grafitinkine
kiyasla artti. Bu bulgu, diger TA ile indirgenmis GO c¢alismalart ile iyi bir uyum
igcindedir ve artmis D/G oraninin, kalan oksijen igeren fonksiyonel gruplarla birlikte,
n-n  etkilesimleri yoluyla indirgenmis GO'ya istiflenen TA hidroksillerinden

kaynaklandigini diistiniilebilir.
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Sekil 4.4. GO, iGO ve Au NP-iGO’nun UV-vis spektrumlari (i¢ sekil: Au NP)

4.1.2.4. XRD analizi

Sekil 4.6.'da, XRD grafikleri karakteristik zirveleri ile indirgenme ve Au NP

olusumunu dogruladi.
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4.1.2.5. TGA analizi

Nanokompoziti daha da karakterize etmek i¢in termal gravimetrik analiz (TGA)
Olctimleri yapildi. Sekil 4.7.'de, grafit durumunda en az kiitle kayb1 gozlenmistir.
Grafitin oksidasyonu iizerine, oksijen igeren fonksiyonel gruplarin ayrismasi
nedeniyle kiitle kaybi artmustir. ilging bir sekilde, iGO durumunda, fonksiyonel
kisimlar igeren oksijenin azalmasina ragmen kiitle kayb1 daha da artti. Onemli kiitle
kaybi, iGO katmanlarinda biriken TA'nin ayrismasina baglanabilir ve GO ve iGO
arasindaki kiitle kaybi farki, yogun TA varligimi dogrular. Au NP birikimi iizerine,
metal igeriginin artan yiizdesi nedeniyle iGO'ya kiyasla kiitle kaybi azaldu.
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Sekil 4.7. Grafit, Au NP-iGO, GO ve iGO’nun TGA egrileri

4.1.2.6. Temas acisi

Yiizey ozelliklerini incelemek i¢in GO, 1GO ve Au NP-iGO'nun temas agis1 6l¢timleri
yapilmistir (Sekil 4.8.). GO, 39,6'lik bir temas acgist vermistir ve GO ile TA'nin
indirgenmesi iizerine, azalan fonksiyonel gruplara ragmen deger 31,5'e diismiistiir. Bu
azalma, yiizeyi daha hidrofilik hale getiren 1GO iizerindeki TA hidroksil gruplarindan
kaynaklanmaktadir. Au NP'nin iGO'ya birikmesinden sonra, yiizey Au NP'lerin
hidrofobikligine bagl olarak iGO'ya kiyasla daha hidrofobik hale geldi.
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Sekil 4.8. GO (A), iGO (B) ve Au NP-iGO’nun (C) temas agilar

4.1.3. GOx immobilize edilmis Au NP-iGO/GCE’nin elektokimyasal 6zellikleri

4.1.3.1. EIS ol¢iimleri

EIS, modifikasyon islemi sirasinda elektrot yiizeyinin empedans degisiklikleri
hakkinda bilgi verebilir. Elektrotlarin empedans spektrumlarmin Nyquist grafigi,
elektron transferi siirl isleme karsilik gelen daha yiiksek frekanslarda yarim daire
pargasindan ve diflizyon islemine karsilik gelen diisiik frekanslarda dogrusal bir
parcadan olusur. Elektrot yiizeyindeki elektron transfer direnci (Ret), yarim dairenin
cap1 kullanilarak belirlenebilir. Randles devresi (Sekil 4.9., i¢ sekil) elde edilen AC
empedans verilerine uyacak sekilde se¢ilmistir. Sekil 4.9., yalin ve modifiye edilmis
GCE'lerin EIS grafiklerini gostermektedir. iGO/GCE'nin Ret degeri (2.128 Q, b
egrisi), yalin GCE'nin (443 Q, a egrisi) degerinden ¢ok daha biiyiiktiir, bu da iGO'nun
elektrot ylizeyinde birikmis oldugunu gosterir. iGO fizerindeki yogun TA varligini,
TA ve [Fe(CN)e]**iin [Fe(CN)s]* " ¢ozeltisinde (pH 7,0) benzer yiiklere sahip
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olmasi nedeniyle [Fe(CN)s]* 7 'den elektrot yiizeyine elektron transferini engeller. Au
NP-iGO/GCE'ye gelince (c egrisi), Ret degeri biiyiik 6lgiide 101 Q'a diistii. iIGO ve
yalin GCE yiizeyi ile karsilastirildiginda, Au NP-iGO nanokompozitin iletkenligini
muazzam bir sekilde artirdi. Negatif yiiklii GOXx (pl = 4,2) ve [Fe(CN)s]*7* arasindaki
itici kuvvetin etkisinden dolayr GOx immobilizasyonundan sonra Ret 672 Q'a

yiikseldi (d egrisi).
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devresi ve Rs: elektrolit direnci, Ret: yiik transfer direnci, Car: ¢ift tabaka kapasitansi ve W: Warburg
impedansi)

100 -

4.1.3.2. CV olciimleri

Sentezlenen nanokompozit, kinon kisimlar1 elde etmek igin fenolik hidroksilleri
oksitlemek iizere deneylerden 6nce 0,1-0,5 V potansiyel araliginda tarandi (Sekil
4.10.A). Boylece, elde edilen kinonlar, DET potansiyelinde hidroksillere indirgenerek
GOx ve elektrot arasindaki elektron transferini gelistirdi. Boylece TA, elektronlar
GOx'ten elektroda aktarabilir. Ayrica, tekrarlayan dongii deneylerine gore, elektrotun
tepkisi onemli Ol¢iide degismedi, bu da indirgenmis hidroksillerin CV sirasinda
nispeten daha pozitif potansiyellerde tekrardan kinon gruplarina oksitlendigini
gosterir. Boylece elektronlar, elektrokimyasal tepki stabilitesinden 6diin vermeden

nanokompozit yoluyla iletilir.
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GOx'in Au NP-iGO iizerindeki dogrudan elektrokimyast CV ile aragtirilmistir. Sekil
4.10. A, 100 mV s tarama hizinda oksijensiz 0,05 M FT (pH 7.,4) ¢ozeltisinde GOXx,
GOx-GO, GOx-iGO ve GOx-Au NP-iGO'nun CV'lerini gosterir. TA birikimi ile
verimli enzim immobilizasyonuna baglanan GOx-iGO/GCE'nin (¢ egrisi) faradaik
akimi, GOx-GO/GCE'den (b egrisi) daha yiiksektir. -0,490 V'ta anodik tepe
potansiyeli (Epa) ve -0,530 V'ta potansiyel (EFK) katodik tepe noktasi olan GOx-Au
NP-iGO/GCE'nin CV'lerinde (d egrisi) bir ¢ift iyi tanimlanmis ve yari-tersinir redoks
tepe noktas1 gozlenmistir. Pikler arasi potansiyel degeri (AEp) 40 mV olup hizh
elektron transferi islemini gosterir. Katodik ve anodik pik potansiyelinin
ortalamasindan hesaplanan yar1 dalga potansiyeli (E12) -0,510 V'tur. Bu deger,
FAD/FADH?: i¢in 0,508 V (Ag/AgCl) olan standart elektrot potansiyeline yakindir [3]
ve GOx molekiillerinin nanokompozit {izerindeki immobilizasyondan sonra

biyoaktivitesini korudugunu gostermektedir.

GOx-Au NP-iGO/GCE'nin redoks piklerinden, GOx ve GCE arasinda DET’nin
oldugu sonucuna varabiliriz. Ayrica, GOx-iGO CV'lerinde (¢ egrisi) GOx'in FAD
biriminin redoks pikleri, grafitik tabakanin indirgenmesi ve TA birikimi {izerine ortaya
cikt1 ve pik, yiizeyin genislemesi iizerine Au NP kaplama ile elektriksel iletkenlik artt1.
GOx/GCE ve GOx-GO/GCE higbir redoks piki vermedi. Bu bulgu, GO ile TA'nin
indirgenmesinin, GOx'de DET nin saglanmasinda 6nemli bir rol oynadigini ve Au
NP'lerin dogrudan elektron transferini tesvik ettigini dogrulamaktadir. Ek olarak,

enzimsiz elektrotlar ilgili potansiyel bolgede redoks piki gostermedi (Sekil 4.10.B).

Tarama hizinin FT'de (pH 7,4) GOx'in redoks davranisi lizerindeki etkisi arastirildi.
GOx'de DET’nin Epa ve Epc'si, tarama hizina bagl bir davranig gdsterdi. Tarama hiz1
20'den 200 mV s™'e yiikselirken hem anodik tepe akiminda (Ipa) hem de katodik tepe
akiminda (IFK) dogrusal bir artis oldu (Sekil 4.11.A) ve bu da GOx'in dogrudan
elektron transferinin yiizey kontrollii bir siire¢ oldugunu gosterir (Sekil 4.11.B). Ancak
AEp degeri tarama hizlarindan bagimsizdi. GOx ile modifiye edilmis elektrot
arasindaki heterojen elektron aktarim hizi sabiti (ks), Laviron denklemi (nAEp> 0,200

V) (Denklem 4.1) kullanilarak hesaplandi.
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Sekil 4.10. GOx, GOx-GO, GOx-iGO ve GOx-Au NP-iGO’nun oksijensiz 0,05 M FT (pH 7,4)’de CV’leri (A),
GCE, GO/GCE, iGO/GCE ve Au NP-iGO/GCE’nin FT’de CV’leri (v=0,1 V s1) (B)
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Sekil 4.11. GOx-Au NP-iGO/GCE’nin farkli tarama hizlarinda CV’leri (A) ve pik akimlarina kars1 tarama hizi
grafigi (B)

logks = alog(1—a) + (1 — a)loga — log[(RT/nFv)] — a(1 — a)nFAE,/2.3RT
(4.1)

burada o, yiik aktarim katsayist (~0,5) ve v (V s) tarama hizidir. R, T ve F sabitleri
normal anlamlarini temsil eder (R = 8,314 J KX mol?, T = 298 K, F = 96.485 C mol
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1. GOx-Au NP-iGO/GCE'deki ks degerinin 2,51 s oldugu tahmin edilmistir, bu da
karbon nanotiipler (KNT) (1,53 s) [135], grafen kuantum noktalar (1,12 s™) [136],
bor-doplu KNT (1,56 s) [137] ve Au NP/Nafyon (1,30 s%) [138] gibi malzemeler
tizerine immobilize edilen GOx i¢in gozlemlenen degerlerden nispeten daha biiyiiktiir.
Bu sonug ayrica Au NP-iGO nanokompozitinin redoks aktif enzim bdlgeleri ve

elektrot malzemesi arasindaki elektron transferini kolaylastirdigini dogruladi.

Sekil 4.10.A'da gosterildigi gibi, GOx-Au NP-iGO kompozit modifiyeli elektrotun (d
egrisi) pik akimlari, GOx-iGO (c egrisi) degerlerinden ¢ok daha yiiksektir. Kompozit
yiizeyi iizerinde hareketsiz hale getirilen elektroaktif GOx'in ylizey miktar1 (I', molecm”

2), katodik pikin integralinin alinmasiyla bulunabilir. Formiile gére [139],

Q = nFAT (4.2)

F, Faraday sabiti, Q, katodik pikin integralinin alinmasiyla bulunabilen redoks
reaksiyonunda tiiketilen ytik, I' elektroaktif GOx miktari, n, aktarilan elektron sayis1
(2) ve A, GC elektrotunun alanina (0,071 cm?) karsihk gelir. GOx-Au NP-iGO
elektrotundaki elektroaktif GOx miktarmin (3,2 £ 0,2 x 107° mol cm?) GOx-iGO
elektrotunkinden daha yiiksek oldugu tahmin edildi (2,2 + 0,2 x 1071° mol cm™).

GOx-Au NP-iGO/GCE'nin CV'leri FT pH'sina gii¢lii bir bagimlilik gosterdi (Sekil
4.12.A). 4,0 ile 8,8 arasinda pH'ya kars1 yar1 dalga potansiyel grafigi -(56,8 = 1,4) mV
pH? (R? = 0,997) egimine sahip bir ¢izgi vermistir (Sekil 4.12.B) ve bu deger iki
elektron ve iki proton igeren geri doniisiimlii bir islem icin belirlenen -58,5 mV pH?
teorik degerine yakindir [140]. GOx'in DET degerinin iki elektron ve iki proton igeren
bir reaksiyondan kaynaklandigi acik¢a goriilmektedir. Sekil 4.12. A'ya gore, CV
deneyleri i¢in maksimum akim pH 8,0 ve 7,0 arasinda goriildii ve fizyolojik pH (pH
7,4) calisma pH’s1 olarak secildi. pH 4'te bile, redoks pikleri agikca gozlenebilir ve bu

da immobilizasyonda aktivite kaybinin 6nlenmesini dogrular.
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4.1.4. GOx immobilize edilmis Au NP-iGO/GCE’nin biyosensor performansi

4.1.4.1. Glukoz ol¢iimii

GOx-Au NP-iGO/GCE, O'in indirgenmesine yonelik iyi bir katalitik aktivite
gostermistir.  Sekil 4.13.A, oksijenli FT'de (0,05 M, pH 7,4) farkli glukoz
konsantrasyonlarinda (2-16 mM araliginda) GOx-Au NP-iGO/GCE'nin CV'lerini
gosterir. Oksijenle doyurulmus FT'de hem anodik hem de katodik pik akimlarinda
Onemli bir artis gozlendi (a egrisi). Ayrica, O2-doymus FT'ye glukoz ilave edildiginde,
katodik akimlar glukoz konsantrasyonunun artmasiyla dogrusal olarak azalmistir
(Sekil 4.13.A, b egrisinden i egrisine). Cozeltideki oksijen, asagidaki mekanizmaya

gore glukozun oksidasyonu sirasinda tiiketilmektedir.

GOx (FAD) + glukoz — glukonik asit + GOx (FADH,) (4.3)

GOx (FADH,) + 0, — GOx (FAD) + H,0, (4.4)

Elektrokimyasal reaksiyona gore (Denklem 4.4), O2-doymus FT'de GOx-Au NP-
IGO/GCE (egri a) CV'sinde katodik akimda gozlenen artis FADH2'nin oksidasyonuna
baglanabilir. Elektrokimyasal reaksiyonda, GOx'in (FAD) elektrokimyasal olarak
indirgenmesiyle iiretilen indirgenmis GOx formu, GOx (FADH?>), ¢6zlinmiis oksijenin
indirgenmesini katalize edebilir ve oksitlenmis formunu olan GOx (FAD) {iretebilir.
Daha sonra GOx-Au NP-iGO/GCE yiizeyinde tekrar elektrokimyasal olarak
indirgenerek katodik akimi artirir. Glukoz ilavesi durumunda, Sekil 4.13.A b-i
egrilerinde gosterildigi gibi katodik akimlarin azalmasi, GOx katalizli glukoz
oksidasyonundan kaynaklanmaktadir. Denklem 4.3'te gosterildigi gibi, GOx'in
oksitlenmis formu, GOx (FAD), glukoz ile indirgenir ve bundan dolay:1 indirgenme
akimi azalir. Katodik pik akimlari, glukoz konsantrasyonu ile dogru orantili olarak
azalmistir ve bu fenomen, enzime dayal1 bir glukoz biyosensdriiniin liretilmesi i¢in
kullanilabilir. CV 6l¢iimlerine gore elde edilen kalibrasyon egrisi, 2-10 mM araliginda
glukoz konsantrasyonuna kars1 dogrusaldir (1.1.13.B). Dogrusal regresyon denklemi
su sekilde ifade edilebilir: I (nA) = 37,45+0,29 (nA) — 1,3340,04 (glukoz) (LA mM"
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1, R? = 0,996. Ayrica, akim-konsantrasyon egrisinin egim degerini aktif elektrot
alanma (0,071 cm?) bolerek, hazirlanan biyosensériin duyarliligi, 0,9964 korelasyon

katsaysi ile 18,73 pA mM™ cm™ olarak hesaplanmistir. Saptama smirt (LOD):

LOD =3 Sh/S (4.5)

(Sb: on bos Ol¢iimiin standart sapmasi ve S: duyarlilik) formiilii kullanilarak hesaplandi ve
0,9 nM olarak bulundu. Glukoz konsantrasyonu 12 mM" astiginda, indirgeme akimi
degisen glukoz konsantrasyonuyla sabitlendi ve bu bulgu tipik bir Michaelis-Menten
kinetik mekanizmasin1  gostermektedir (1.1.13.B). Enzim-substrat reaksiyon
kinetiginin bir gostergesi olan Michalis—Menten sabiti (Km), immobilize edilen
enzimin biyolojik aktivitesini degerlendirmek igin asagidaki Lineweaver-Burk

esitliginden belirlenebilir [141]:
1/Iss = 1/Imax + Km/ImaX *Cg/UkOZ (46)
Iss, substratin eklenmesinden sonra kararlt durum tepki akimidir, Imax doymus substrat

kosullar1 altinda maksimum akimdir ve Cgiukoz, glukozun konsantrasyonudur. GOx-Au
NP-iGO/GCE'nin Km degerini 2,63 mM bulundu.
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Sekil 4.13. GOx-Au NP-iGO/GCE’nin oksinjenli ortamda farkli konsantrasyonlarda ve azotlu ortamda glukozsuz
CV’leri (v=0,1 V s1) (A) ve Katodik akim-glukoz konsantrasyonunun kalibrasyon egrisi (i¢ sekil:

egrinin dogrusal kismi) (B)
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4.1.4.2. Biyosensoriin tekrarlanabilirligi ve kararhhg:

Biyosensoriin tekrarlanabilirligi ve tekrar tretilebilirligi 5 mM glukoz igeren FT'de
(0,05 M, pH 7,4) CV teknigi ile incelenmistir. 5 mM glukoza kars1 yanitin bagil
standart sapmas1 (RSD), 100 mV s tarama hizinda birbirini takip eden 10 dl¢iim igin
%1,3'tiir. Ug hafta boyunca 4 °C'de bir buzdolabinda saklandiktan sonra, biyosensdr
hala ilk yanitinin %94'inii korudu (Sekil 4.14.A). Tekrarlanabilirlik ile ilgili olarak,
bagimsiz olarak hazirlanan bes modifiye elektrot, %3,9'luk bir RSD ile tatmin edici bir

tekrarlanabilirlik gostermistir (Sekil 4.14.B).

4.1.4.3. Girisim etkisi

Kolayca oksitlenen dopamin (DA), askorbik asit (AA), trik asit (UA), biyolojik
stvilarda glukoz ile bir arada bulunabilir. Girisim 6l¢timii, 5 mM glukoz varliginda CV
teknigi ile optimal kosullar altinda gergeklestirildi (Sekil 4.15.). Glukoz sinyal
yogunlugundaki degisiklik, elektrolit ¢ozeltisine 1 mM karigsan maddelerin (DA + AA
+ UA) eklenmesi tizerine %1,9'luk bir RSD'ye karsilik geldi ve bu tiglincii nesil glukoz

biyosensoriin diisiik ¢calisma potansiyeline atfedilir.
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Sekil 4.15. GOx/Au NP/iGO/GCE’nin girisim ¢aligmasi

4.1.4.4. Ger¢ek numune ¢alismasi

Icecek analizinde gelistirilen biyosensoriin pratik uygulamasini arastirmak igin, GOX-
Au NP-iGO/GCE herhangi bir numune o6n islemesi olmaksizin seftali suyu ve
Koladaki glukozu tespit etmek i¢in kullanildi ve CV verileri kaydedildi. Deneyler her
numune igin ti¢ kez tekrarlandi. Taze igecek ornekleri ayrica testten 6nce ayni FT ile
50 kez seyreltme ile Sakarya Universitesi Medico Sosyal Merkezinde glukoz
biyosensorii  kullanilarak analiz  edildi.

Seftali suyu ve Koladaki glukoz

konsantrasyonunun sirastyla 38,41+2,54 ve 49,67+3,77 oldugu belirlendi (Tablo 4.1.)

Tablo 4.1. Mediko Sosyal Merkezindeki biyosensor ve mevcut biyosensor tarafindan iceceklerde glukoz 6lgtimleri

Numune Glukoz konsantrasyonu (g/L)
Seftali suyu iGO-Au NP-GOx/GCE Biyosensor Bagil hata (%)
(Cappy®) 38,41+2,54 40,23+1,32 4,52
Kola 49,67+3,77 52,98+5,65 6,25

(Coca Cola®)
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4.2. GOx immobilize edilmis TiOQ2-Co0304+-KNT/ITO
4.2.1. GOx immobilize edilmis TiO2-Co0304+-KNT/ITO’nun hazirlanmasi

PEK sisteminin imalat1 Sekil 4.16.'da gosterilmistir. TiO2> NP'leri kolayca sol-jel
prosediirii kullanilarak sentezlendi. 450 °C'de sinterleme iizerine, ITO yiizeyinde
anataz film elde edildi. Co3O4 ve KNT'nin film {izerine uygulanmasindan sonra, p-tipi
C0304 NP'leri ve n-tipi TiO2 NP'leri arasinda p-n heteroeklemi meydana gelir. GOx
immobilizasyonundan 6nce, elektrot yiizeyindeki KNT, n-n etkilesimleri yoluyla piren
grubu tastyan boronik asit ile modifiye edildi. GOx, boronik asit ile GOx'in
karbonhidrat kismindaki diol kisimlarinin esterlestirilmesi yoluyla immobilize edildi
[142]. Karbonhidrat icerigi %16 olarak degerlendirildiginde, bu immobilizasyon g¢ok
uygun olabilir. ITO elektrodu fizerindeki TiO, kaplamasi optimize edildi ve
maksimum fotoakim 9 mg mL konsantrasyonunda elde edildi (Sekil 4.17.A). Ayrica
optimum Co0304KNT hacim oranmin 3:3 oldugu bulundu ve bu oran biyosensor
tiretimi sirasinda kullanildi (Sekil 4.17.B).

TiO2 NP o0

+ anataz TiO2 > LU e
3 [ SSSC0G0NMAMMGEE, ——
ITO elektrot 450 °C CNT-Co304
HOgOH

Sekil 4.16. PEK biyosensoriin olusum semasi [28]
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4.2.2. GOx immobilize edilmis TiO2-C0304-KNT/ITO’nun karakterizasyonu

4.2.2.1. TEM analizi

Malzemelerin TEM gorintiileri Sekil 4.18 'de gosterilmistir. 17 nm ¢apli ve 0,35
nm'lik kafes araligi anataz yapisinin (101) diizleminin d-araligma karsilik gelen
nanopargaciklar TiO2 numunesinde agregatlar halinde gézlemlendi (Sekil 4.18.A-B).
C0304 NP'ler, yaklasik ¢cap1 6 nm ile KNT'ye kuvvetle baglandigi bulunmustur. 0,25
nm ve 0,28 nm kafes araliklari, kristalin Coz04 (311) (220) diizleminin d-araliklarina
karsilik gelir (Sekil 4.18.C-E). Sekil Sekil 4.18.F, p-n birlesimini gostermektedir.

4.2.2.2. EDS analizi

EDS analizi, nanokompoziti olusturan elementlerin varligin1 ve uygun oranlarda

bulundugunu dogrulamistir (Sekil 4.19.).

4.2.2.3. UV-vis spektrumlari

C0304 NP'lerin gii¢lii goriintir 151k absorpsiyonunu Sekil Sekil 4.20.'de gosterilmistir.
410 nm'de ortaya ¢ikan yogun bant, 2,07 eV'lik elektronik bant aralig1 ile 0> — Co?*
yiik aktarimindan kaynaklanir ve 690 nm'deki hafif absorpsiyon bandi, 1,45 eV'lik
elektronik bant aralig1 ile 0> — Co®* yiik aktarimindan kaynaklanir [143].

4.2.2.4. XRD analizi

Sekil 4.21. (a egrisi) TiO2'nin saf anataz fazinin olusumunu dogrular (ICDS: 98-015-
4601). Cos04'in pikleri kiibik spinel tipi yapinin olusumunu gosterir ve 18,9°, 31,29°,
36,81°, 44,80°, 59,37° ve 65,27° degerleri de Co3O4’in (111), (220), (311), (400),
(511) ve (440) (ICDS: 04-003-0984) kristalin diizlemlerine karsilik gelir (b egrisi).
Sekil 4.21. ¢ egrisinde, tam elektrottaki tiim bilesenleri gosteren pikler mevcuttur.
(222), (400), (440) ve (622) kristalin diizlemleriyle ITO elektrot ve (100) kristalin
diizlemiyle KNT, TiO2 ve C030g ile gbzlenmistir.
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jungtion

Sekil 4.18. TEM goriintiileri: TiO2 NP (A-B), C0s0s-KNT (C-D), C0304 (E), Co304-TiO2 NP (F)
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Sekil 4.21. TiO2, C0304 ve fotoelektrotun XRD egrileri

4.2.3. GOx immobilize edilmis Ti02-Co304-KNT/ITO’nun elektokimyasal

ozellikleri

4.2.3.1. EIS olciimleri

Aydmlatma altinda 0,1 M pH 7,4 FT'de EIS calismalart yapildi. ITO/TiO>
elektrotunun Nyquist grafigi (Sekil 4.22, b egrisi), yar iletken TiO2 kaplamasinin
[Fe(CN)s]* 7 redoks ciftine kars1 diisiik elektron aktarimi nedeniyle yalin ITO'ya (a
egrisi) kiyasla daha yiiksek bir Ret gosterdi. KNT'nin iyi iletkenligi nedeniyle
ITO/TiO2-C0o304-KNT'nin Ret degeri, ITO/TiO2'e kiyasla azalmistir (C egrisi).
ITO/TiO2-C0304-KNT-GOX, enzim molekiiliiniin yalitkanligindan dolay1 en fazla Ret
degerini gosterdi (d egrisi). Bununla birlikte, enzim immobilize edilmis elektrotun Ret
degeri onemli dl¢iide artmamustir. Bu bulgu da modifiye edici 1-piren boronik asidin
sik1 enzim baglanmasini sagladigin1 ve aromatik halkanin iyi elektron transferini

sagladigini dogrular.
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Sekil 4.22. ITO, ITO/TiOz, ITO/TiO2-C0o304-KNT ve ITO/TiO2-C0304-KNT-GOx’in Nyquist egrileri

4.2.3.2. CV olciimleri

GOx immobilize edilmis elektrotlarin CV dlgiimleri 0,1 M FT (pH 7,4) igerisinde
gerceklestirildi. Sekil 4.23.'de oksijensiz FT'de -390 mV'ta anodik potansiyeliyle ve -
510 mV'ta katodik potansiyeliyle bir ¢ift redoks piki gozlendi. Katodik ve anodik pik
potansiyellerinin ortalamasindan hesaplanan yar1 dalga potansiyel -450 mV'tur. Bu
deger, FAD/FADH:>nin (Ag/AgCl'ye kars1) standart elektrot potansiyeline yakindir ve
GOx'in nanokompozit malzeme {izerinde ¢ok yakin bir sekilde immobilize oldugunu
gosterir [45]. Indirgeme akimi, 20 mM glukoz iceren oksijenli FT'de artti. Bu
indirgeme akimi, glukoz oksidasyonundan kalan oksitlenmis FAD formunu
indirgemek i¢in gereken degerdir. Bununla birlikte, goriiniir 151k altinda, indirgeme
akimi daha da artmis ve PEK malzemenin verimli elektron transferi tizerindeki etkisi
gozlemlenmistir. Ayrica, genis CV alanindan ¢ikarilan yiiksek elektrostatik ¢ift katman
kapasitansa sahip biiyiik faradaik akim degeri, hibrid malzemenin siiperkapasitor

davranigini gosterdi [81, 144].
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Sekil 4.23. ITO/TiO2-KNT-C0304-GOx’in oksijensiz, oksijenli ve 11k altinda oksijenli FT’de CV egrileri

4.2.3.3. LSV ol¢iimleri

Maksimum akimi veren potansiyel, bir sonraki glukoz 6l¢iim ¢alismalari i¢in dogrusal
tarama voltametrisi (LSV) ile belirlenmistir. Sekil 4.24., goriiniir 151k altinda 20 mM
glukoz igeren oksijenli FT igindeki elektrotlarin LSV egrilerini gosterir. ITO ve
ITO/TiO; elektrotlar1 (a ve b egrileri) kullanildiginda hi¢bir indirgeme-yiikseltgenme
reaksiyonu gozlenmedi, bu da elektrot malzemesinin ¢ok az aktivite gésterdigini veya
hicbir aktivite gostermedigini dogrular. Bununla birlikte, KNT'nin ITO/TiO2
elektrotuna eklenmesi lizerine, KNT'nin goriiniir 151k altinda uyarilabilmesi ve uygun
bir potansiyelde, bir fotoakimin gézlemlenmesi nedeniyle yaklasik 0 V'ta direkt glukoz
oksidasyonla biiyiik bir akim gozlenmistir. (c egrisi) [54, 145]. Co30y4 ilavesi, elektrot
malzemesinin yari iletken davraniginin giiclendirilmesi nedeniyle 0 V'ta daha fazla
akima neden oldu (d egrisi). Co304 NP'leri goriiniir 151k altinda uyarilabilir [84]. En
biiyiik akim degeri, FADHj ile birlikte elektron bosluklari icin elektron verici olarak
gorev yapan H>O» salintmiyla ITO/TiO2-Co304-KNT-GOx elektrodu kullanilarak elde
edildi (e egrisi) [146].
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4.2.3.4. Fotoakim ol¢iimii

N-tipi yar1 iletken ve p-tipi yari-iletken iceren yar iletken hibrid malzemeler, difiizyon
akimi yoluyla tiikenme boélgesinde p-tipinden n-tipi yari-iletkene tek yonlii bir elektron
transferine yol acar. Sentezlenen hibrit materyalde elektronlar, p-tipi yari iletken
Co304'ten n-tipi yari iletken TiO2'e dogru hareket eder [147]. TiO2'in n-tipi yari iletken
davranigt oksijen bosluklarindan kaynaklanir ve Co3O4'in p-tipi yari iletken davranisi
katyon boslugu ile iliskilidir. Goriiniir 1s1kta, C0304 tizerinde elektron-bosluk ciftleri
tiretilir ve daha sonra uyarilan elektronlar CozO4'in CB'sinden TiO2'in CB'sine hizla
hareket eder. Eszamanl yiik ayrimi, Co304 CB'nin potansiyeli TiO2'ten daha yiiksek
oldugu i¢in termodinamik olarak uygundur. Son olarak, elektronlar ITO'ya gegerken
TiO2'in  VB'sindeki elektron bosluklart Co0304'in  VB'sine geger. Enzimatik
reaksiyondan salinan H20., Co3s04 NP'lerde elektron bosluklarinin verimli bir sekilde
doldurarak elektron verici olarak rol alir [57, 78]. Ayrica, elektron boslugu doldurma,
enzimatik glukoz oksidasyonu iizerine olusturulan FADH2'nin yakin temasi ile
artirildi. Bu fenomenin fotoakim iiretimi tizerinde sinerjik bir etkisi vardir ve KNT,
yiik ayrimini hizlandirabilir ve miikemmel elektron transferiyle birlikte elektron-

bosluk ciftlerinin rekombinasyonunu geciktirebilir. Ayrica, yart iletken KNT, goriiniir
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151k dalga boylarina uygun bir bant bosluguna sahiptir ve malzemedeki ek bir uyarma,

fotoakim tiretimini artirabilir (Sekil 4.2.).

FAD
- - 02 glukoz
_-16p € e’ FA
S f 8 /e S
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— [= > ot -~ F H2
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Sekil 4.25. Glukozun PEK 6l¢iim mekanizmasi[28]

4.2.3.5. Farkh elektrotlarda fotoakim 6l¢iimii

Fotoakim ol¢limleri, PEK elektrotlar1 kullanilarak 5 mM glukoz ¢dzeltisine i¢inde
gerceklestirilmistir. Sekil 4.26. a ¢izgisinden goriilebilecegi gibi, goriiniir 151k altinda
ITO elektrodu i¢in hafif bir fotoakim gozlemlenmistir. ITO/TiO; elektrodu, TiO2'in
zayif goriiniir 151k absorbansindan kaynaklanan 100 nA'lik bir fotoakim gosterdi (b ¢izgisi).
C0304 NP'lerinin ITO/TIO2 elektrotuna eklenmesi iizerine, p-n birlesimi nedeniyle
uyarilan Co3O4 NP'leri yiik transferinin artmasiyla fotoakimi artirmistir (¢ ¢izgisi).
ITO/TiO2-Co304-KNT elektrodu daha gelismis bir fotoakim verdi (d ¢izgisi). Burada,
KNT, elektriksel iletkenligi artirmanin yani sira yiik rekombinasyonunu azaltarak
fotoakim degerini artirmistir [148]. Son olarak enzim elektrodu, FADH: ile H20>
tarafindan doldurulan elektron bosluklarinin artmasiyla en gelismis fotoakimi gosterdi
(e ¢izgisi). Enzim immobilizasyon yontemi, FAD ve elektrot materyali arasinda
DET’yi miimkiin kild1 ve yakin temas, enzimatik reaksiyondan sonra olusan elektron
donoriic  FADH2'nin  KNT yoluyla Co0304'in elektron bosluklarina elektron
verebilmesini ve fotoakimai iyilestirdi. Sadece GOx immobilize edilmis elektrot glukoz
¢ozeltisine spesifik bir yanit verdi.

Optimum tampon ¢ozeltisi pH's1 ve c¢alisma potansiyeli, Sekil 4.27.A ve B'de
gosterildigi gibi sirasiyla pH 7,4 ve 0 V olarak bulunmustur. Protein yapisinin
denatiirasyonu nedeniyle giiclii asidik ve bazik ortama dogru fotoakim azaldi. Pozitif

voltajlarda, H2O2 oksidasyonu sayesinde fotoakim artti. Bununla birlikte, negatif DET
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potansiyeli, H202 oksidasyonu i¢in pozitif potansiyeli 0 V'a kaydirarak optimum
fotoakim voltajim1 etkiledi. Negatif voltajlarda, bastirilmis H2O> oksidasyonu

nedeniyle fotoakim azalmistir.

4.24. GOx immobilize edilmis TiO2-C0304-KNT/ITO’nun  biyosensor

performansi

4.2.4.1. PEK glukoz 6l¢iimii

Zamana bagli PEK fotoakim (i—t) olglimleri, enzim immobilize edilmis elektrot
kullanilarak 0 V'ta farkli glukoz konsantrasyonlari i¢eren oksijenli 0,1 M FT'de (pH
7,4) almmustir (Sekil 4.28.A). GOx, H20: iireterek glukozun elektro-oksidasyonunu
katalize edebilir. Burada, goriiniir 151k Co3O4 NP'lerde iiretilen elektron bosluklarina
yol acar ve bosluklar, enzimatik glukoz oksidasyonu sirasinda iiretilen H2O> ve
FADH; ile orantili olarak fotoakim tiretir. Glukoz 6l¢tim sonuglar1 Sekil 3B'de gosterildi.
Fotoakim, belirli bir araliktaki glukoz konsantrasyonu ile dogru orantili olarak artt1 ve daha
sonra Michaelis-Menten kinetigini gésteren bir platoya ulast1 (Sekil 4.28.B). Sekil 4.28.B
ic sekil’deki grafigin dogrusal kismi, fotoakim (nA) = 13,9Cgiukez (MM) + 135,84 (R? =
0,996) seklinde bir regresyon denklemi gosterdi. Dogrusal 6l¢tim araliginin, 0,3 pA mM™
em™2 duyarlilikla 0-4 mM glukoz oldugu bulundu. LOD, 0,16 uM olarak bulundu.

4.2.4.2. Elekrokimyasal glukoz dl¢iimii

Yiiksek akim degerlerine ulagmasi nedeniyle, daha biiyiik duyarlilik elde etmek i¢in
elektrokimyasal biyosensor calismalart da yapilmistir. PEK elektrodu enzimatik
glukoz oksidasyonu gosterdi. Sekil 4.29.A. ve Sekil 4.29.B., sirasiyla aydinlatma
altinda ve aydinlatmasiz glukoz 6l¢timlerinin kronoamperometrik egrilerini gosterir.
Katodik akimlar Oz-doyurulmus FT'de glukoz konsantrasyonunun artmasiyla dogrusal

olarak azalda.

Elektrokimyasal reaksiyona gore (Denklem 4.3), glukoz oksidasyonu {izerine

indirgenmis FAD formu (FADH>) artar. Bu nedenle, artan glukoz konsantrasyonu ile
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FAD i¢in indirgeme akimi azalir [48]. Kalibrasyon egrileri 0-7 mM glukoz
konsantrasyon araliginda dogrusaldir, bundan sonra indirgeme akimi sabit bir degere
ulasmustir (Sekil 4.30.). Grafikler tipik bir Michaelis-Menten enzim kinetigi gosterdi.
Biyosensoriin duyarlilig 1siksiz ortamda R?=0,9984 ile 33,33 pA mM™ cm bulundu.
Bununla birlikte, goriiniir 151k altinda duyarlilik, LOD=0,2 uM, R?=0,9982 ile 44,88
pA mM? ecm bulundu.

4.2.4.3. Biyosensoriin tekrarlanabilirligi ve kararhihg:

PEK biyosensoriiniin stabilitesi, tekrarlanabilirligi ve tekrar tiretilebilirligi, FT igeren
5 mM glukozda belirlendi. Tekrarlanan goriiniir 1518in agilip-kapanmasi {izerine,
fotoakim %1,1 RSD degeri ile neredeyse sabit kalmistir (Sekil 4.31.A). Ayni kosullar
altinda bagimsiz olarak hazirlanan bes elektrot, %5,7'lik bir RSD ile iyi bir
tekrarlanabilirlik gostermistir (Sekil 4.31.B). Elektrot, 6 hafta boyunca 4 °C'de
saklandiktan sonra ilk fotoakim yanitinin %90,8'ini korumustur (Sekil 4.32.A).
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Sekil 4.26. Art arda materyaller kapl elektrotlarin fotoakim iiretimi
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Sekil 4.28. Glukoz 6l¢iimii (A) ve Fotoakim-glukoz konsanstrasyon grafigi (i¢ sekil: Grafigin dogrusal kismr) (B)
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Sekil 4.30. Isik altinda ve 151ks1z akim-konsantrasyon grafigi

4.2.4.4. Girisim etkisi

1 mM glukoz cozeltisine 0,2 mM AA, UA, D ve maltoz (MA) eklenmesi,
gozlemlenebilir fotoakim degisikligine yol agmadi (Sekil 4.32.B). Fotoakimin
degisimi, girisim yapan tiim maddelerin ilave edilmesi iizerine %6,1'lik bir RSD'ye

karsilik geldi ve bu bulgu GOx segiciligini dogrulada.

4.2.45. Ger¢ek numune ¢calismasi

PEK biyosensoriiniin pratik uygulamasinda, insan serum Orneklerinde glukozun
olgiilmesi 2 kez seyreltmeyle gerceklestirildi. Insan serum érnegi ayrica fotometrik
kitlerle analiz edildi. Ol¢iim, serum ¢dzeltisine 0,3 mM glukoz ¢ozeltisi alikotlar1 ilave
edilerek gergeklestirildi. Glukoz konsantrasyonu, %91,6'lik bir geri kazanim degeri ile

4,8 mM olarak bulunmustur.
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4.3. GOx ve B-gal immobilize edilmis TiO2-Au NP-g-C3N4-MnO2/ITO

4.3.1. GOx ve B-gal immobilize edilmis TiO2-Au NP-g-C3N4-MnO2/ITO’nun

hazirlanmasi

PEK glukoz ve laktoz biyosensort, glutaraldehit-APTES kimyasi kullanilarak GOx ve
B-gal' birlikte immobilize edilmesi suretiyle olusturuldu. Kovalent immobilizasyon,
elektrot malzemesine gii¢lii enzim immobilizasyonu i¢in secildi [149]. MnO>'in 3D
gozenekli morfolojisi, biiyiikk bir yiizey alanmi ve diizglin bir gozenek dagilimi
gosterdi, bu da 6nemli bir GOx immobilizasyonuna neden olur ve glukoz tayini igin
yiiksek secicilige yol agar [150]. Ayrica gozenekli yapi, GOx'in redoks merkezine
glukoz erisilebilirligi i¢in dagilma mesafesini kisaltabilir ve boylece ITO elektrodu ve
GOx arasindaki elektron aktarim yetenegini giiclendirebilir [151]. PEK biyosensor

tiretim siireci Sekil 4.33.'de gosterilmistir. Burada;

1. Mezoporlu TiO; genis bant aralikli yar1 iletken olarak kullanildu.

2. Au NP'ler iletkenligi artirdi ve rekombinasyonu azaltti. Ayrica mezo-
gozenekli yapi ¢ok sayida NP birikmesine yol agti.

3. 2-C3Ny, elektron-bosluk ciftlerini artirarak ve rekombinasyonu azaltarak
fotoakimin amplifikasyonu i¢in uygulandi.

4. Gozenekli MnO> etkili enzim immobilizasyonu sagladi ve fotoakimi
giiclendirdi. Burada, H>O2’in MnO'in elektron bosluklarinin doldurulmast,
MnO:; tarafindan parcalanmasini bastirir.

5. Flavin adenin diniikleotit (FAD) ve elektrot malzemesi arasindaki DET,
enzimatik glukoz oksidasyonu sonunda olusan FADH>'nin MnO:
tizerindeki elektron bosluklarint etkili bir sekilde doldurabilecegini
gosterdi. FADH2/FAD'!m redoks potansiyeli NHE'ye karst yaklasik -0,1
V'tur ve bu potansiyel MnO>'in VB potansiyelinden daha negatiftir [152,
153]. Bu nedenle, FADH, de elektron bosluklarini indirgeyebilir ve
fotoakim artis1 6l¢iimlerde daha 1yi PEK tepkisine yol agar.
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Sekil 4.33. PEK biyosensoriin olusum semasi[34]

4.3.2. GOx immobilize edilmis TiO2-C0304-KNT/ITO’nun karakterizasyonu

4.3.2.1. TEM analizi

Malzemelerin TEM goriintiileri Sekil 4.34.'de gosterilmistir. Au NP ¢oktiiriilmiis TiO2
NP yiginlar1 Sekil 4.34.A'da gosterilmistir. Au NP'lerin cap1 yaklasik olarak Sekil
4.34.B'de gosterildigi gibi 12 nm bulunmustur. Tek bir TiO2 nanopartikiiliiniin ¢ap1 17
nm oldugu belirlenmistir ve 0,35 nm kafes araligi ile anataz yapinin (101) diizleminin
d-araliklarina karsilik geldigi bulunmustur (Sekil 4.35.A) [154]. Sekil 4.34.C-D’de,
MnOz2, enzimlerin bol miktarda immobilizasyonu igin faydali olan gézenekli bir yap1
gosterdi [155]. Sekil 4.34.E-F’de, g-C3N4'tin tipik kirisik tabakaya sahip morfolojisini

gostermektedir.

4.3.2.2. UV-vis spektrumlari

g-CaNg'tin UV-vis spektrumu Sekil 4.36.'da gosterilmektedir. 320 nm'de gozlenen
omuz absorpsiyon bandina sahip keskin bir bant, konjugasyonda tipik karbon ve nitriir
bagindan kaynaklanir. 240 nm'de bulunan absorpsiyon bandi, g-CsNa'in amino
gruplarindan  kaynaklanir [156]. MnO'in  UV-vis spektrumu, 380 nm'de
merkezlenmis, Mn atomlarinin MnO nanokristallerindeki d-d gegisleri ile iligkili

genis bir band1 gosterir [80].
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Sekil 4.34. TEM goriintiileri: TiO2-Au NP (A) ve biiyiitiilmiis goriintiisii (B) MnO2 (C) ve biiyiitiilmiis goriintisii
(D), g-C3N4 (E) ve biiyiitiilmiis goriintiisii (F)



| = 0.35 nm anatase
(101)

Sekil 4.35. HRTEM gériintiileri: TiOz-Au NP (A) ve MnO (B)
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Sekil 4.36. g-C3N4 ve MnO2’in UV-vis spektrumlar1

4.3.2.3. XRD analizi

TiO2-Au NP'lerinin XRD deseni, anataz TiOz (ICDS: 98-015-4601) ve altin piklerini
gosterir (ICDS: 04-0784) (Sekil 4.37., a egrisi). g-CaN4'tin XRD egrisi iki 6nemli pike
sahiptir. 20~27,6°'deki en siddetli pik, ~0,326 nm d araligiyla konjuge aromatik
sistemin periyodik olarak istiflenmesinden kaynaklanir. 260~13°'deki kiigtik pik, nitrit
gozeneklerine karsilik gelen d = 0,681 nm'lik bir kafes mesafesiyle iligkilidir ve
mesafe, yapida kiiciik egim agisalligindan dolay: bir tri-s-triazin biriminden (~0,713
nm) daha kiigiiktiir (ICDS 98-004-1952) (b egrisi) [157]. Birnessit tipi 6-MnOa,
safsizlik pikleri olmadan 26~12°, 24°, 37°, 66°'de dort kirinim piki gosterdi (C egrisi).
Desen, iki boyutlu kenar paylasimli MnOg oktahedral katmanlardan olusan ve K*
katyonlarinin tabakalar arasina girmesiyle olusan katmanli birnessite endekslenebilir.
20~12°deki zayif pik, 0,74 nm'lik bir d aralig: ile (001) bazal yansimasina karsilik
gelir (Sekil 4.35.B). Burada, kaplama sirasinda uygulanan ultrasonikasyon, katmanli
yapiy1 kismen tabakalara ayirdi ve bu, pikin 20~12°'de azalmasina neden oldu [158].
Ayrica, 24°'deki pik, 0,34 nm'lik bir d araligi ile (002) bazal yansimalarindan
kaynaklanir; bu, Sekil 4.35. B'de gosterilen TEM goriintiisii ile tutarlidir [159].
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Sekil 4.37. TiO2-Au NP, g-CsN4 ve MnO2’in XRD grafikleri

4.3.3. GOx immobilize edilmis TiO2-C0304-KNT/ITO’nun elektokimyasal

ozellikleri
4.3.3.1. CV olgiimleri

Bir PEK ve elektrokimyasal biyosensor, elektron yakalama ve tasima ozelliklerine
sahip yar1 iletken bir hibrit ve ayrica DET 6zelligine sahip olmalidir. Bu baglamda,
PEK elektrodu DET'yi gozlemlemek i¢in yapisal olarak modifiye edilebilir. Sekil 4.38.
b egrisi'nden goriilebilecegi gibi, oksijenle doyurulmus FT'de GOx ve B-gal
immobiliize edilmis elektrot kullanilarak -560 mV'luk bir yar1 dalga potansiyel ile bir
cift redoks piki gozlendi ve enzimsiz elektrot hi¢ redoks piki gostermedi (a egrisi).
Gozlemlenen bu potansiyel, rapor edilen -510 mV (Ag/AgCl'ye kars1) FAD/FADH>
redoks potansiyeline yakindir ve Denklem (4.7)’de gosterilen DET'yi dogrulamaktadir
[45]. Denklem (4.4)’e gore, indirgenmis enzim formu, GOx (FADHy), ¢oziinmiis
oksijenin indirgenmesini katalize edebilir ve sonra GOXx'in oksitlenmis formu, GOx

(FAD) olusur. Burada, elektrot yiizeyinde elektrokimyasal olarak tekrar GOx (FAD)
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indirgemek i¢in gerekli akim artar. Bu nedenle, akimlar havalandirilmis FT'de daha
belirgin hale geldi [48].

350 —— ITO/TiO2-Au NP-g-C3N4-MnO2
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Sekil 4.38. ITO/TiO2-Au NP-g-CsN4-MnO2’in oksijensiz FT’de CV egrisi ve ITO/TiO2-Au NP-g-C3Ns-MnO2-
GOx-B-gal’m oksijensiz ve oksijenli FT’de 151k altinda CV egrileri

4.3.3.2. LSV olciimleri

Fotoakima kars1 c¢alisma potansiyeli olgtimlerine gelince, 0 V'taki tatmin edici
fotoakim nedeniyle glukoz 6lgiimleri sifir voltta gergeklestirilmistir (Sekil 4.39.).
Ayrica, fotoakim uygulanan potansiyel ile arttt ve —0,4 V'ta (Ag/AgCl'ye karsi)
maksimum bir noktaya ulasti, daha sonra fotoakim laktoz ¢6zeltisinde azalmaya

basladi. Bu nedenle, laktoz 6lgtimleri igin optimum potansiyel 0,4 V segildi.

FAD + 2H* 4+ 2e~ = FADH, (4.7)
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Sekil 4.39. Biyosensoriin 1 mM glukoz ve laktozda fotoakim-potansiyel egrileri

4.3.3.3. Fotoakim ol¢iimii

PEK biyosensor mekanizmasi Sekil 4.40.'da gosterilmistir. Goriiniir 151k altinda, MnO»
tizerinde elektron-bosluk ciftleri olusur ve daha sonra uyarilmis elektronlar MnQOz'in
iletkenlik bandindan hizl bir sekilde termodinamik olarak g-CsNa'iin CB'sine geger
ciinkii.  MnO2'in CB potansiyeli, p-n kavsagi olusumu {izerine ¢-CsNs'iin
potansiyelinden daha negatif hale gelir [160]. MnO2'in CB potansiyeli, g-CsN4'den
1,53 V daha pozitif olmasina ragmen, p-n kavsaginin olusumu tizerine p-tipi MnOz'ten
n-tipi g-C3aNa4'e elektron transferinin miimkiin olabilecegi unutulmamalidir [160, 161].
Daha sonra, elektronlar Au NP'lerin Fermi seviyesine ve TiOz'in CB'sine akarken,
elektron bosluklar1 MnOz'e aktarilir. Yar1 iletken bir sistemde, iletkenlik bandi
sayisinin artirtlmasi, uyarilmig elektronlarin bastirilmis rekombinasyonuna yol agar ve
fotoakimda, yari iletken ilavesiyle artma gozlenmistir. Burada, Au NP'ler bir iletken
malzeme olarak davranir ve yari iletkenler arasinda bir Schottky kavsagi veya sicak
elektron transferi olusturarak rekombinasyonunu azaltir [162]. En yiiksek fotoakim,

MnO: tizerindeki elektron bosluklarinin B-gal tarafindan enzimatik oksidasyonundan
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salinan H20 ile indirgenmesinden dolayr enzim immobilize edilmis elektrotta
gozlenmistir [146]. Burada, DET ile dogrulanan elektrot malzemesine FADH2'nin
yakin temas1 nedeniyle, elektron bosluklarinin indirgenmesi tizerinde sinerjik bir etki

ortaya cikabilir ve fotoakim artirilabilir [46].
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Sekil 4.40. PEK biyosensoriin glukoz ve laktoz 6l¢iim mekanizmasi[34]

4.3.3.4. Farkh elektrotlarda fotoakim ol¢iimii

Elektrotlarin fotoakimlari, 0,1 M FT (pH 7,0) igerisinde 0,5 mM laktoz ¢ozeltisi iginde
olgtildii ve elde edilen sonuglar, Sekil 4.40'da gosterildi. Sekil 4.41 a ¢izgisinden de
goriilebilecegi gibi, ITO elektrot goriiniir 151k altinda ¢ok az fotoakim iiretti. ITO/TiO>
elektrodu, bir dereceye kadar fotoakim artisina yol acti, bu da TiO2'in zayif goriiniir
151k absorbansindan kaynaklanir (b ¢izgisi). Ayrica Au NP'ler fotoakimi bir dereceye
kadar artirdi (c ¢izgisi). Au NP'ler arayiizde Schottky bariyer olusumu yoluyla
rekombinasyonu engelleyerek fotoakimi artirabilir. Elektrot malzemesine yari
iletkenler eklenerek fotoakim iyilesmesi artirildi. Burada, uyarilmis elektronlardaki
artis ve g-CsN4 ve MnQO; arasinda kavsak olusumu, gelismis PEK yanit1 olusumuna
neden olur (d ve e gizgileri). GOx-B-gal immobilize edilmis elektrot, enzimatik

reaksiyonun elektron verici H>.O2 salmasi1 nedeniyle en biiyiik fotoakim gozlendi (f

cizgisi).
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Sekil 4.41. Art arda materyaller kapl elektrotlarin 0,5 mM laktoz ¢dzeltisinde fotoakim {iretimleri

4.3.4. GOx immobilize edilmis Au NP-iGO/GCE’nin biyosensor performansi
4.3.4.1. PEK glukoz ve laktoz dl¢iimii

Coziinmiis oksijen varliginda, GOx, Denklem (4.3) ve (4.4) gosterildigi gibi, H20>
tiretmek i¢in glukozun oksidasyonunu katalize edebilir. Artirilmis ve spesifik fotoakim
tretimi H>O» oksidasyonuyla elde edildi. Burada, MnO; iizerindeki elektron
bosluklari, FADHz'nin yakin temasi sayesinde FADH:'ye verimli bir sekilde
aktarilabilir ve daha sonra FAD yeniden {iretilir [57]. Bu islem sirasinda, elektronlar

DET tarafindan fotoakim artisi ile 0 V potansiyel altinda ITO elektrota aktarilir.

Zamana bagli PEK fotoakim (i—t) 6lgtimleri farkli glukoz ve laktoz konsantrasyonlari
kullanilarak — gergeklestirilmistir  (Sekil 4.42. ve 4.43). Fotoakim, analit
konsantrasyonunun artmasiyla artar ve glukoz oksidasyonu glukoz ve laktoz
konsantrasyonu ile giiclii bir korelasyon gosterir. Sekil 4.40.'da gosterilen enzimatik
laktoz hidrolizine gore, glukoz bir reaksiyon iiriniidiir, bu nedenle laktoz, glukoz
oOlgiilerek de belirlenebilir. Substratin her eklenmesiyle birlikte, fotoakim dogrusal

olarak artar ve Michaelis-Menten kinetigini gosteren bir dengeye ulasir. Grafiklerin
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dogrusal kisimlar1 glukoz igin fotoakim (nA) = 0,073Cgiukez (MM) + 211,21 (R? = 0,9941)
(Sekil 4.42.B i¢ sekil) ve laktoz fotoakim (nA) = 0,079C a0z (MM) + 88,10 (R? = 0,9878)
(Sekil 4.43. B ig sekil) regresyon denklemlerini gosterdi. Burada, her denklem igin veri
noktasi sayis1 8'dir. Dogrusal &l¢iim araliklari, glukoz igin 1,54 pA mMtcm 2 duyarlihik
ve 0-2,5 mM olarak, laktoz igin 1,66 pA mM ™t cm™2 duyarhlik ile 0-1,75 mM araliginda
oldugu bulundu. Denklem 4.5’e gére tespit limiti (LOD), glukoz igin 0,12 uM ve laktoz
icin 0,23 uM olarak hesaplanmustir. Olciim limiti (LOQ):

LOQ =10 Sh/S (4.8)

(Sb: on bos dl¢timiin standart sapmasi ve S: duyarlilik) formiilii kullanilarak hesaplandi ve

glukoz i¢in 0,004 mM ve laktoz i¢in 0,008 mM oldugu bulundu.

4.3.4.2. Biyosensoriin tekrarlanabilirligi ve kararhihig

PEK sensoriiniin kararliligi, 15181 acip kapatarak incelendi ve fotoakimdaki karsilik
gelen degisiklik, Sekil 4.44.A'da gosterildi. Bu sekilde, FT igeren 1 mM laktoz
varliginda elde edilen fotoakimin 10 dongiide neredeyse sabit oldugu gézlenmektedir.
Deneyimizde ayni kosullar altinda 6 fotoanot iiretildi ve RSD degeri %6.2 olarak
bulundu. PEK biyosensorii, 5 hafta boyunca 4 °C'de tutulduktan sonra ilk fotoakim

yanitinin %92,3"linli korumustur.

4.3.4.3. Girisim etkisi

2 mM laktoz ¢ozeltisine 0,2 mM AA, UA, D ve maltoz eklenmesi, karisan tiim
maddelerin varliginda fotoakimin 233 nA'den 249 nA'e hafifce artmasina neden oldu.
En etkili girisim AA ilavesiyle gozlendi ve maltoz fotoakimda enaz degisiklige yol
act1 (Sekil 4.44.B).
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4.3.4.4. Gercek numune ¢calismasi

PEK laktoz biyosensoriiniin pratik uygulamasi, numunenin 3 kat seyreltilmesiyle
laktozsuz siitte eser miktarda laktoz tespiti i¢in arastirilmustir. Uretici tarafindan
belirtilen laktoz icerigi 3,2 mM'dan daha az olarak belirtildi. Laktoz tayini, seyreltilmis
bir siit numunesine 0,2 mM laktoz ilave edilerek standart bir ilave kalibrasyon yontemi
kullanilarak gerceklestirildi, boylece matris etkileri de dikkate alindi. Dogrusal
ekstrapolasyon ile, ekstrapolasyonlu konsantrasyonun %95 giiven araliginin
0,59+0,0113 mM oldugu belirlenmistir (Sekil 4.45.). Hesaplanan deger, iiretici
tarafindan belirtilen sinirli degerin altinda olup, matristeki maddelerin ¢ikarilmasinin
enzimatik reaksiyon ile se¢ici fotoakim olusumu nedeniyle fotoakimi 6nemsiz bir

sekilde etkiledigini dogrulamaktadir.
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Sekil 4.45. Laktozu giderilmis siitte eser miktarda laktoz 6lgtimii
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4.4. GOx immobilize edilmis MTiO2-Au NP-MoS2/ITO

4.4.1. GOx immobilize edilmis MTiO2-Au NP-MoS2/ITO’nun hazirlanmasi

Elektrotun hazirlanmast Sekil 4.46'de gosterildi. MTiO2 sentezinde, TA ¢ozeltisine
amonyak ilavesi, amonyum tannatin ¢okelmesini sagladi. Bazik pH kosullarinda,
tannik asidin hidroksil gruplar1 deprotonize edildi (pKa~10) ve kinonlara oksitlenerek
kirmizi bir renk verdi [163]. Yapimda, yari iletkenlerin ve Au NP'nin kaplanmasi, iistiin
fotoakim tiretimi i¢in fotojenere yiiklerin transferi agisindan uygun bir sekilde
yapilmistir. Au NP, MoS»'iin kiikiirt atomlarina dogrudan baglanabilir [164] ve bu
baglanma, Au NP {izerinde giiglii bir kemisorpsiyon ve MoS:'lin kiikiirt bosluklarinda
fizisorpsiyon gosteren 1,2-etanditiol kullanilarak giiclendirildi [165, 166]. GOx
immobilizasyonu, MoS,'deki kiikiirt bosluklarint siilthidril grubu ile dolduran ve
boronik asit-diol esterleme yoluyla GOx karbonhidrat zincirlerine baglanan 4-
merkaptofenilboronik asit kullanilarak gerceklestirildi [142]. Bu immobilizasyon,
GOx icindeki tiim karbonhidratlarin yapinin yaklasik %16'sin1 olusturdugu i¢in iyi bir
yontem olacaktir [167]. Ayrica TiO'in mezogdzenekli yapisi, nanokompozitin i¢
kisminda enzim adsorpsiyonu yoluyla GOx immobilizasyonunu artirir. Bradford
protein testine gore [ 168], mezogdzenekli yapinin enzim adsorpsiyon kapasitesi 99 mg
GOx/1 g MTiO2-Au NP olarak bulundu, bu da biiyiik miktarda GOx adsorpsiyonunu
dogruladi.

4.4.2. GOx immobilize edilmis MTiO2-Au NP-MoS2/ITO’nun karakterizasyonu

442.1. TEM ve HRTEM analizleri

Mezogozenekli malzeme MTIOz'in bir gecirimli elektron mikrografi Sekil 4.47.A'da
gosterilmektedir. MTiO2  kiimeleri, yaklastk ¢apt 20 nm olan TiO2
nanopartikiillerinden olustugu goriildi. Yiiksek ¢oziinirlikli TEM (HRTEM)
goriintiisii, elde edilen mezogdzenekli malzemenin bir anataz yapisina sahip oldugunu
dogrulayan TiO2'in kristal 6zelliklerini gosterdi (Sekil 4.49.). 0,35 nm'lik gozlenen

kafes araligi, anataz yapisinin (101) diizleminin d-araliklarina karsilik gelir [14]. Sekil
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4.47.B-D, MTiO2-Au NP'yi farkli biiyiitmelerle gosterir ve gozenekli yiizey lizerinde
ortalama 12 nm c¢apinda homojen olarak dagilmis Au nanopartikiilleri gosterir.
MoS:'iin TEM goériintiisii, ¢cok katmanli bir nano yaprakli yap: gosterir ve katmanlar
arasindaki mesafe 0,59 nm olarak bulundu (Sekil 4.47.E). 4-merkaptofenilboronik asit
ile modifiye edilmis MoS; iizerinde esit dagilmis Au NP olusumu Sekil 4.47.F'de
gortilebilir. ITO elektrodu tizerindeki TiO2 kaplamasi optimize edildi ve maksimum
fotoakim 9 mg mL™* TiO siispansiyonu kullanilarak elde edildi (Sekil 4.48.).
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Sekil 4.46. PEK biyosensor yapimi [62]
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Sekil 4.47. TEM goriintiileri: MTiOz (A), MTiO2-Au NP (B-D), MoS: nanotabakalari (E) ve MoSzizerinde Au NP
olusumu (F) (i¢ sekil: biiyiitiilmiis Au NP goriintiisii)
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4.4.2.2. UV-vis spektrumlari

DS’de kaydedilen nanokompozitlerin UV-vis spektrumlar1 Sekil 4.50.A.'da
sunulmustur. Sekil 4.50.A. a egrisinden tannik asidin yaklasik 213 ve 276 nm'de iki
farkli absorpsiyon tepe noktasina sahip oldugu goriilebilir. Sekil 4.50.A.b egrisinde
amorf TiO2, UV-vis bolgesinde zayif bir absorpsiyon gosterdi. Bununla birlikte, TiO»-
TA spektrumu, malzemeyi kahverengiye g¢eviren yiik transfer komplekslerinin varligi
nedeniyle tiim goriiniir bolge araligi boyunca iyi bir absorpsiyon gosterdi (C egrisi).
Anataz TiO; olusumu iizerine, Kristal yap1 sayesinde absorpsiyon artmistir (d egrisi).
Au NP kaplanmasiyla, Au NP'nin yiizey plazmon rezonansindan kaynaklanan yaklasik
560 nm'de genis bir bantla gozlendi (e egrisi). Son olarak, malzemeye MoS>
kaplandiktan sonra goriiniir 151k araliginda daha siddetli bir absorpsiyon gézlemlendi
(f egrisi). Ayrica, M0S> nanotabakalarinin UV-vis spektrumu Sekil Sekil 4.50.B.'de
gosterildi. Sirastyla 630 nm ve 675 nm'de bulunan B ve A eksiton bantlari, M0S>'iin
elektronik bant bosluk enerjisi (~1,85 eV) ile eslesen tek tabakali MoS;'den
kaynaklanir [169]. Ayrica, giiglii bir gortiniir 151k absorpsiyonu ile 480 nm civarinda
genis bir bant gézlemlendi [170]. Bu spektrum, PEK biyosensoriin giiglii goriiniir 151k
absorpsiyonunu dogrular [74].

4.4.2.3. Bant aralig1 enerjisi

Sentezlenen TiO2 bazli nanokompozitlerin optik bant araligi Tauc formiiliine gore
hesaplanabilir (Denklem 4.9) [171]:

ahv = A. (hv — Eg)" 4.9

Burada, Eg optik bant arali§i, a malzeme tarafindan emilen 151k miktarini tanimlayan
absorpsiyon katsayisidir, A orantililik sabiti, hv elektromanyetik 151310 enerjisidir. Us
n, gecis tiirline bagl olarak 1/2, 2, 3/2 ve 3 degerlerine sahiptir ve sirasiyla izin verilen
dogrudan, izin verilen dolayli, yasak dogrudan ve yasak dolayli gecislere karsilik gelir.
Burada n TiO2 i¢in 2'ye karsilik gelir (dolayli gecis)[28]. Reflektans verileri
kullanilarak Tauc grafigini ¢izilebilir: o = F(R).s. Burada, F(R): Kubelka-Munk
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fonksiyonu; R: reflektans, s: sacilma katsayis1 ve bant aralifi enerji degerleri,
[F(R)shv]*? ve hv egrisinin dogrusal kisminin enerji eksenine ekstrapolasyonu ile
belirlenebilir [41]. MTiO2 ve gozeneksiz anataz TiO2 ig¢in bant araligi degerleri
Kubelka-Munk grafiklerine gére 3,22 eV olarak bulundu (Sekil 4.51. a ve b egrileri).
Bu nedenle, anataz formlari, sentez sirasinda TA varligina veya yokluguna
bakilmaksizin ayn1 bant aralig1 degerini gosterdi. TA kullanilmadan sentezlenen amorf
TiO2, 3,64 eV'tan daha biiyiik bir bant araligi degerine sahiptir (¢ egrisi). Bununla
birlikte, TiO2-TA, 2,02 e¢V'luk bir bant araligi degeri gosterdi (d egrisi). Bu sonug,
malzeme yiizeyinde TA-TiO; yiik transfer komplekslerinin olusumundan kaynaklanir.
Titanyum atomlar1 ylizeyde bes koordinathidir ve enediol igeren ligandlar, Ti
atomlarin1 oktahedral koordinasyonlu hale getirerek, koordineli olmayan yiizey
bolgeleri ile yiik transfer kompleksleri olusturabilir [172]. Yiik transfer kompleksinin
olugsmasi {izerine, goriiniir 151k absorpsiyonunu artirilarak bant araligi degeri

diistiriildii. TiO2-TA, diger PEK uygulamalari i¢in faydali olabilir.

4.4.2.4. Zeta potansiyeli

Zeta potansiyeli Olgtimleri, yiizey yiikii degisimi yoluyla TA-TiO2 baglanmasini
aciklamak i¢in pH 2-12 araliginda gergeklestirildi. MTiOz'in sifir ylik noktas1 yaklasik
pH 7,2 olarak bulundu ve MTiO2'in zeta potansiyel egrisi gézeneksiz anataz TiOz'e
benzer bulundu. Bu da, TA’nin tamamen parcalandigini gosterir (Sekil 4.52. a ve b
egrileri). Sekil 4.52. c¢ egrisi'nde, TiO2-TA'nin zeta potansiyel egrisi, TA varligini
dogrulayan iyonize TA molekiilleri nedeniyle negatif yiiklii bir ylizey gosterdi.

4425. FTIR

Elektrot malzemesi yiizeyine adsorbe edilen TA ve GOx varligi FTIR kullanilarak
arastirildi ve elde edilen sonuglar Sekil 4.53.'de gosterildi. Sekil 4.53. a egrisi'nde, saf
TiO2 spektrumu, adsorbe olmus su molekiilleri ile iliskili olarak 3200 cm™'de genis bir
bant ve TiO; yiizeyindeki OH gruplarinin titresimi ile iliskili olarak 1636 cm™'de genis
bir bant gosterdi [172]. Sekil 4.53. b egrisi'nde, TiO2-TA spektrumu, 1630 cm™Y'de, bir

cift bagin C-C gerilme titresiminden kaynaklanan ve 424 cm *'de aromatik C-C'nin
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gerilme titresimden kaynaklanan belirgin bantlar gozlemlendi. Ayrica, aromatik C-
C'nin 1078 cm™'de ve C-O'nun 1097 cm™'de gerilme titresim bantlarinin varhigi, TiO-
ile enediol gruplar1 araciligiyla TA koordinasyonunu gosterir [173, 174]. Ayrica Sekil
453. ¢ egrisinde MTiO2-Au NP-GOX, fretilen mezogozenekli TiO2'in GOx
adsorpsiyon yetenegini dogrulayan 1635 cm™'de amid | bandini ve 1554 cm™'de amid
Il bandin1 gosterdi [45].

4.4.2.6. BET analizi

MTIiO: i¢in Brunauer-Emmett-Teller (BET) yiizey alani, gézenck hacmi ve gézenek
boyutu 6lgtimleri Sekil 4.54. ve Sekil 4.55.”de verilmistir. Gozenek boyutlar1 Barrett-
Joyner-Halenda (BJH) yontemine gore hesaplandi [174]. BET yiizey alani, gozenek
hacmi ve gozenek boyutu oOlciimlerine gore, enzim immobilizasyonu ve Au NP
kaplama i¢in en genis yiizey alani ve en uygun gézenek boyutu ve hacmi, 350 mg
tannik asit kullanilarak elde edilen MTiO> gosterdi. TiO2-TA’nin azot adsorpsiyonu,
kiimelenmis TiO2’in pargaciklar aras1 gézenekliliginden (gbzenek boyutu >50 nm)
dolay1 yiiksek bagil basingta (P/Po = ~ 0,8) bir histerisise sahip bir tip Il izotermi
gosterdi (Sekil 4.56. a egrisi). Bununla birlikte, MTiO2’in azot adsorpsiyonu,
mezog6zenekli bir yapiin karakteristigi olan iki farkli adsorpsiyon asamasina sahip
bir tip IV izotermi gosterdi (Sekil 4.56. b egrisi). P/Po = 0.45 civarindaki keskin
histerisis dongiisii, yaklasik olarak 12.5 nm gbzenek boyutu dagilimia karsilik gelir.
Izoterm egrisinden belirlenen gdzenek caplari, Au NP ve GOXx molekiillerinin
boyutuyla uyumludur (7.0 nm x5.5 nm x8.0 nm) [166], ve biiyilk miktarda GOx

immobilizasyonu i¢in faydalidir.
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Sekil 4.54. TA miktarinin por hacmine etkisi
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Sekil 4.56. TiO2-TA ve MTiO2’in N2 adsorpsiyon-desorpsiyon izotermleri

4.4.2.7. TGA analizi

TA’nin, TGA 06l¢lim aralif1 i¢inde tamamen pargalanabildigini ve gozenek yapici
malzeme olabilecegini dogrulamak i¢in TGA oOl¢timleri gerceklestirildi. Sekil 4.57.
'deki a ve b egrileri, sirasiyla MTiO2 ve gozeneksiz TiO2 (TA kullanilmadan
sentezlenen) icin elde edilen termogravimetrik egrilerdir. Her iki egride de, %4'liik bir
kiitle kaybin1 gosterir ve bu durum anataz olusumundan sonra tannik asidin tamamen
ayristigini gosterir. TA kullanilmadan sentezlenen amorf TiO2’te kiitle kaybi, emilen
suyun buharlasmasi nedeniyle yaklasik 200 °C'de %25 olarak bulundu ve ardindan
neredeyse degismeden kaldi (c egrisi). En biiyiik kiitle kayb1, 200 °C'de baslayan tanik
asidin bozulmasi nedeniyle TiO2-TA egrisinde gozlendi ve TiOz'e gore %15 daha fazla
kiitle kayb1 gézlendi (d egrisi). Nanokompozit i¢indeki TA, sentez ortaminin bazik pH
kosullar1 nedeniyle amonyum tannat olarak ¢oker [163]. TiO. i¢indeki tanik asit
y1gmlar1, mezogdzenekli yapinin olusumundan sorumludur. Sinterleme sicakliginda

bu y1ginlar nano 6lcekli gézenekler birakarak pargalanir.
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Sekil 4.57. MTiOz2, porsuz anataz TiOz, TiOz, TiO2-TA’nin TGA egrileri

4.4.2.8. XRD analizi

Sekil 4.58.A. a egrisinde, tiim XRD pikleri, rutil izleri olmayan saf TiO> fazina karsilik
gelir (ICDS: 98-015-4601). Anataz TiO, daha kararli olmasi nedeniyle PEK
sistemlerinde rutil formdan dstiindiir [175]. Au NP kaplanmasiyla, yeni gorilen
kirmim pikleri kristalin Au NP'ye karsilik gelir (ICDD: 04-0784) (b egrisi). Burada,
yiizey merkezli kiibik altin yapinin 20 = 3809°, 45°, 65° ve 78°'deki pikleri sirasiyla
{111}, {200}, {220} ve {311} yiizeylerine karsilik gelir. Ayrica, hegzagonel kristal
yapili MoSz'tin kristal diizlemlerinin olusumunu dogrulayan birka¢ kirmim pikleri
gozlendi (ICDD: 00-006-0097) (c egrisi). Tam kompozitin kaplandigi 1TO
elektrotunun XRD spektrumu TiO2, Au NP, MoSz ve ITO ile ilgili pikleri gosterdi
(Sekil 4.58.B).
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4.4.3. GOx immobilize edilmis MTiO2-Au NP-MoS2/ITO’nun elektokimyasal

ozellikleri

4.4.3.1. EIS olciimleri

Isik altinda 0,1 M pH 7,4 FT'de PEK elektrotlarinin arayiiz 6zelliklerini arastirmak
icin EIS ¢alismalar1 yapildi. ITO'da [Fe(CN)e]*7* ¢iftinin Nyquist grafigi (Sekil 4.59.
a egrisi) (24 Q), ITO/MTiO: elektroduna gore (13 Q) daha yiiksek bir Ret gosterdi (b
egrisi)). Bunun nedeni, negatif yiiklii [Fe(CN)g]>”*" transferini destekleyen pozitif
yiikli TiO2 kaplamasindan dolayidir. ITO/MTiO2-Au NP elektrotunda Ret degeri,
negatif yiiklli sitrat ile stabilize edilmis Au NP kaplanmasindan dolayr 19 Q'a
yiikselmistir (c egrisi). ITO/MTiO2-Au NP-MoS; elektrotlari, MoS2 nanotabakalarinin
yogun negatif yiikii nedeniyle ITO/MTiO2-Au NP'den biraz daha biiyiik bir Ret degeri
(22 Q) gosterdi (d egrisi). Son olarak, ITO/MTiO2-Au NP-Mo0S,-GOx elektrodu,
GOx'in yalitkanligindan dolay1 Ret degerinde (116 Q) 6nemli bir artig gosterdi (e
egrisi).
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Sekil 4.59. Art arda materyaller kapli elektrotlarin Nyquist egrileri



98

4.4.3.2. LSV olciimleri

Maksimum enzim aktivitesinde ¢alisma i¢in optimum potansiyel, LSV ile belirlendi.
Sekil 4.60., 0,25 mM glukoz igeren oksijenli pH: 7,4 FT’de, 0,01 V/s tarama hiziyla
elde edilen dogrusal siipirme voltamogramlarini gdsterir. Fotoakim, 0-0,2 V'ta ITO,
ITO/MTIO2 (glukozlu veya glukozsuz) ve ITO/MTiO2-Au NP elektrotlari igin diisiik
yanitla sabit kald1 (Sekil 4.60. a, b, ¢ ve d), bu da H20> oksidasyonunun olmadigini
dogrular. Disiik akim muhtemelen kismen dogrudan glukoz oksidasyonundan
kaynaklanmaktadir ¢linkii glukoz ve glukoz igermeyen c¢ozeltilerde ITO/MTiO2
elektrodunda bir akim farki gézlemlenmistir. Bununla birlikte, ITO/MTiO2-Au NP-
MoS2-GOx elektrodu i¢in 6nemli bir fotoakim tiretimi gézlemlendi (Sekil 4.60. e).
Akim, 0-0,4 V potansiyel araliginda artma gézlemlendi. Bu nedenle, girisime neden
olan reaktif oksidasyonu da gz 6niinde bulundurularak sonraki ¢aligmalarda optimum
potansiyel 0,2 V secilmistir. Au NP oksidasyonu nedeniyle 0,4 V'tan sonra artan
potansiyel ile akim da artmistir [45].

20 1
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Sekil 4.60. ITO, ITO/MTIiO:z (glukozsuz), ITO/MTiOz, ITO/MTiO2-Au NP, ITO/MTiO2-Au NP-M0S2-GOx’in
LSV egrileri
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4.4.3.3. Fotoakim ol¢iimii

VB ve CB'leri uygun pozisyona sahip dar ve genis bant aralikli yar1 iletkenler iceren
hibrit malzemeler, PEK sistemlerde hizli elektron transferini saglar ve fotojenere yiik
ayrimin1 kolaylastirir (Sekil 4.61.). Saf TiO2, genis bant araligna sahip bir yari
iletkendir (~3,22 eV). TiO2'i Au NP ve MoS: ile birlestirerek, fotojenere elektronlar
ve yiik ayrimi artirilir, bu da fotoakim verimliligini 6nemli 6l¢iide artiracaktir. Goriiniir
151k altinda, fotojenere ylik ¢iftleri MoS2’de iiretilir ve ardindan fotojenere elektronlar
MoSz’deki CB'den Au NP'ye ve ardindan TiO2’deki CB'ye hizla geger. MoS,’deki
CB'nin potansiyeli (NHE’ye gore -0,8 V) Au NP'nin Fermi seviyesindeki yiiksek enerji
seviyesinden (NHE’e gore 0,6 V) daha yiiksek oldugu i¢in bu eszamanh yiik ayrimi
icin termodinamik olarak elveriglidir. Au NP'nin yiiksek enerji seviyesindeki 1sikla
uyarilan elektronlar daha sonra sicak elektron transferi yoluyla TiO2'nin CB seviyesine
aktarilir [176]. Bu sirada, TiO2'nin VB'sindeki elektron bosluklari Au NP'ye ve
ardindan MoS2'lin VB'sine gecer. Enzimatik reaksiyondan salimman H202, PEK
sistemindeki fotojenere deliklerin verimli bir sekilde yiiksiizlesmesi i¢in bir elektron
vericisi olarak kullanilir. Bu durum, fotojenere yiik ayrismasini iyilestirir ve Au NP,

fotojenere yiiklerin rekombinasyonunu geciktirerek, fotoakimi iyilestirir [46].
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Sekil 4.61. Glukozun PEK 6l¢tim mekanizmasi[62]
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4.4.3.4. Farkh elektrotlarda fotoakim 6l¢iimii

Fotoakim olgiimleri 0,25 mM glukoz ¢ozeltisinde alindi. Sekil 4.62. a egrisinden
gorilebilecegi gibi, yalin ITO elektrodu, goriiniir 151k altinda neredeyse hi¢ fotoakim
yanit1 gostermedi. MTiOz ile modifikasyon iizerine, fotoakim tepkisi 1,4 pA'e
yiikseldi, bu da TiO2'in diigiik goriiniir 151k absorbansindan kaynaklanir (b egrisi).
TiO», goriiniir bolgede 0,005'e kadar foton-akim verimliligine sahiptir. MTiO2-Au NP
modifiye ITO elektrodunda 2,03 pA'lik bir fotoakim 6lgiildii (c egrisi). Burada Au NP,
goriiniir 151k altinda Au NP'den TiOz'e giiclii lokalize yiizey plazmon rezonansindan
kaynaklanan sicak elektron transferiyle veya arayiizde Schottky bariyeri yoluyla
rekombinasyonu azaltir ve fotoakim artisina yol agar. MTiO2-Au NP-MoS; kapli ITO
elektrodunda, MoS:'iin iistiin 151k absorpsiyonu ve yiik aktarimi sayesinde 3,51 pA'lik
bir fotoakim gozlendi (d egrisi). Adsorpsiyon yoluyla immobilize edilmis GOx
fotoelektrotlar, 4,03 pA'lik bir fotoakim gosterdi (e egrisi). Son olarak, kovalent olarak
immobilize edilmis GOx igeren fotoelektrot, enzimatik reaksiyondan elektron dondrii
H20: salinimi nedeniyle 5,1 pA'lik degerinde bir fotoakim gosterdi (f egrisi). Is181
kapattiktan sonra, fotoakimin baslangic degerine dogru ani bir diisiis gozlendi.
Literatiirde, PEK kanamisin tespiti igin 0,6 V'ta bir ITO elektrodu tizerine 3 boyutlu TiO2-
MoSz-altin nanopartikiilleri kompoziti kaplanarak daha biiyiik bir fotoakim bulundu [65].
Bu sonug, ilgili ¢alismada nanokompozitin en dis katmanini olusturan Au NP'nin daha
verimli goriiniir 151k absorpsiyonunun bir sonucu olabilir. Caligmamizda Au NP, fotojenere
elektron transferini gelistirmek i¢in TiO2 ve MoS; arasinda kaplandi ve kompozit ilk kez
PEK glukoz tespiti i¢in kullanildi. Ayni1 grup tarafindan tetrasiklinin elektrokimyasal tespiti
i¢in de benzer kompozit kullanildi [70].

4.4.4. GOx immobilize edilmis MTiO2-Au NP-MoS2/ITO’nun biyosensor

performansi

4.4.4.1. PEK glukoz dl¢iimii

Enzim elektrotu kullanilarak, zamana bagli PEK fotoakim (i-t) 6l¢timleri, farkli glukoz

konsantrasyonlari igeren oksijenli 0,1 M FT (pH 7,4) i¢inde alinmistir. Fotoakimlar,
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biyosensoriin yanitinin sabitlendigi 6lglim basladiktan 30 saniye sonra belirlendi.
GOx, H20: iireterek glukozun elektro-oksidasyonunu katalize edebilir. Goriiniir 151k
altinda MoS'de olusan elektron bosluklar1 H,O> tarafindan yiiksiizlesir ve oksijen
tiretir. PEK proseste, O, molekiilleri, FAD ile nanokompozit yiizey arasinda verimli
bir elektron iletme araci gorevi goriir fotoakimi gii¢lendirir. GOX'in aktif bolgesindeki
FAD redoks grubu, indirgenmis forma (FADH2) donerek ¢ozelti igindeki glukozu
oksitler. Oz, H2O2'e indirgenerek FAD'yi yeniden olusturur [70, 177]. Pt karsi
elektrotta, fotojenere elektronlar H> iireterek suyu indirger. Glukoz o6lgimi Sekil
4.63.'de gosterildi. Fotoakim, sabitlenmeden once belirli bir aralikta artan glukoz
konsantrasyonu ile dogrusal bir artis gosterdi. Fotoakim yaniti-glukoz konsantrasyonu
grafigi, bir Michaelis-Menten kinetigi gosterdi (Sekil 4.64.A) ve kalibrasyon grafiginin
dogrusal kismina gore (Sekil 4.64.B), regresyon denklemi su sekilde ifade edilir I (nA) =
107,72Cqukoz (MM) + 486,38 (R?= 0,990) (n = 3). Biyosensor, 0,004-1,75 mM
konsantrasyon araliginda 4,42 nA mM™! cm hassaslikla dogrusal bir yanit gosterdi.
(LOD), 1,2 uM olarak tahmin edilmistir. LOQ ise 4 uM olarak bulundu.

Enzim kinetigi calismalarina gore, PEK biyosensor iizerindeki serbest ve immobilize
edilen GOx'in Michaelis-Menten sabitleri sirastyla 4,10 mM ve 4,71 mM olarak
bulundu. Bu kiigiik fark, immobilizasyondan sonra enzim yapisinin 6nemli dlgiide

korundugunu dogruladi (Sekil 4.65.A ve B).

4.4.4.2. Biyosensoriin tekrarlanabilirligi ve kararhihg

PEK biyosensoriin tekrarlanabilirligi, tekrar iretilebilirligi ve kararliligr 0,25 mM
glukoz iceren FT'de (0,1 M, pH 7,4) belirlendi. Ayn1 kosullar altinda bagimsiz olarak
hazirlanan bes biyosensor i¢in fotoakim yanitinin RSD degeri %4,9 olarak bulundu
(Sekil 4.66.A). Biyosensor, 6 hafta boyunca bir buzdolabinda 4 °C'de saklandi ve
fotoakim yaniti, ilk yanitinin %92'sini korudu (Sekil 4.66.B). Sekil 4.67.°da
gosterildigi gibi fotoakim oldukga kararlidir ve optimal kosullar altinda goriiniir 151k
altinda, 5 a¢cma-kapama dongiisiinden sonra fotoakim yaniti %]1,7°lik RSD ile

neredeyse sabit kaldi.
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Sekil 4.62. ITO, ITO/MTiOz, ITO/MTiOz-Au NP, ITO/MTiO2-Au NP-MoSz, ITO/MTiO2-Au NP-MoS:-adsorbe
GOX, ITO/MTiO2-Au NP-MoSz-kovalent bagli GOx’in fotoakim tiretimi
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Sekil 4.63. Glukoz 6lgtimleri
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Sekil 4.64. Fotoakim-glukoz konsantrasyonu grafigi (A) ve Grafigin dogrusal kismi (i¢ sekil: 0-0,25 mM glukoz
araliginda dl¢iim) (B)
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Sekil 4.65. Serbest GOx ve immobilize GOx’in Michaelis-Menten grafikleri (A) ve Serbest GOx ve immobilize
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Sekil 4.66. Fotoelektrotun tekrar iiretilebilirligi (A) ve Depolama kararlilig (B)
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Sekil 4.67. Fotoakim kararlilig1

4.4.4.3. Girisim etkisi

Sekil 4.68.’de, girisim Ol¢limii, 1 mM glukoz varliginda fotoakim degerleri dlgtilerek
optimal kosullar altinda gergeklestirildi. 0,1 mM AA, UA, siikroz, maltoz, laktozun
glukoz ¢ozeltisine eklenmesi, gozlenebilir hi¢bir fotoakim degisikligine yol agmadi.
Elektrolit ¢ozeltisine girisim yapan tiim maddelerin eklenmesi iizerine fotoakimin

degisimi %3,1'lik bir RSD'ye karsilik geldi.
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Sekil 4.68. Girisim etkisi

4.44.4. Ger¢ek numune calismasi

Uretilen PEK biyosensériin klinik analizde pratik uygulamasmi arastirmak igin
elektrot, deneyden once FT ile 2 kez seyreltme disinda herhangi bir numune 6n iglemi
olmaksizin insan serum numunelerindeki glukozu saptamak i¢in kullanildi. Taze insan
serum numunesi ayrica fotometrik kitlerle analiz edildi. Geri kazanim testleri, serum
cozeltisine 0,2 mM glukoz ¢ozeltisi alikotlar1 eklenerek gergeklestirildi. Glukoz
miktart %93,9 geri kazanim degeri ile 4,4 mM olarak belirlendi. Sonuglar, serum
numunelerinde glukoz tespiti i¢in tatmin edici bir dogruluk sagladi ve bu da yapilan

biyosensoriin pratik uygulanabilirligini dogruladi.
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4.5. iIGO-Cu20-TNT/Ti

45.1. iGO-Cu20-TNT/Ti’nin hazirlanmasi

Elektrot hazirligr Sekil 4.69.'da gosterildi. TNT'ler genis bant aralikli yari iletken
olarak kullanildi. TiO2, genis ylizey alani ve diizgiin 1 boyutlu yiik aktarimi sayesinde
nanotiip morfolojisinde sentezlendi. Daha sonra, iIGO-Cu,O NP'leri, elektrostatik
etkilesimlerle TNT'lerin tizerine kaplandi. iGO, fotojenere elektron toplamada ¢ok
onemli bir rol oynar ve Cu20O NP dezorpsiyonunu nanopartikiilleri yiizeyinde
toplayarak onler. Burada, Cu2O NP konsantrasyonu, indirgeyici glukoz miktari ile
dogru orantilidir ve bu bulguyu kullanarak, PEK sistemi, belirli bir glukoz
konsantrasyonu araliginda artan Cu20 NP konsantrasyonu ile artan bir fotoakim
tepkisi verebilir. Glukoz, zayif bir indirgeyici reaktif olmasi nedeniyle Cu metal
olusumunu 6nler ve reaksiyon hizini kontrol eder. Cu (Il) tartrat kompleksinin glukoz
ile Cu*'ya indirgenmesini, Cu* ile OH™ reaksiyonu tlizerine CuOH olugsumu izler. Son
olarak CuOH, su birakarak Cu2O'e doniisiir [178].

Fehling reaktifi
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Sekil 4.69. PEK enzim esasli olmayan glukoz sensoriiniin yapimi[41]
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4.5.2. iGO-Cu20-TNT/Ti’nin karakterizasyonu

45.2.1. FE-SEM analizi

Sekil 4.70.’de TiO2'nin FE-SEM goriintiisli, genis alanlarda ~100 nm ¢apa sahip
mezogozenekli NT'lerin homojen yapisini ortaya ¢ikardi; bu, iIGO tabakalariyla
birlikte Cu20 NP'lerin baglanmasi igin faydalidir. Sekil 4.70.B ve C'de goriilebilecegi
gibi, yontem, ortalama ¢ap1 6 nm olan iGO nanosheets iizerinde iyi dagilmis ve diizgiin
Cu0 NP'lerin olusumuna yol agti. Dalgali ve burusuk iGO, biiyiik miktarda
nanopartikiil birikimi i¢in uygun materyaldir. iIGO, Cu,O NP'leri yiizeyine kolayca

baglayabilir ve bu da verimli bir PEK biyosensoriiniin olusmasini saglar.

mag [] vac mode
40 000 x , : Higl vacuum 7 B.E.U ARTMER

Sekil 4.70. Ti folyo iistiinde TNT’lerin FE-SEM gbriintiisii (A), iGO-Cu>0 NP’lerin TEM gériintiisii (B-C)
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4.5.2.2. UV-vis spektrumlari

Cu20 NP'lerin UV-vis spektrumu goriiniir bolgede iki bant gosterdi ve goriiniir 151k
spektrumu boyunca absorpsiyonun yiiksek oldugu bulundu (Sekil 4.71.). Ayrica iGO-
Cu20 NP'lerin spektrumunda 230 nm'nin altindaki yogun absorpsiyona gore iGO'nun
n-n* gecisi gozlenmis ve iIGO'ya gore kirmiziya kayan 290 nm'de n-m* gecisi
gozlenmistir [45]. Ayrica, Cu20 NP'lerin goriiniir 151k absorpsiyonu, iGO'nun
seffaflig1 nedeniyle iGO-Cu20 NP materyalinde neredeyse degismeden kaldi.

4.5.2.3. Bant arahg enerjisi

Elde edilen TNT'lerin ve Cu20 NP'lerin optik bant bosluklari Tauc formiiliine gore
(Denklem 4.9.) hesaplanmigtir [171].

Optik bant araligi degerleri, Sekil 2B'de gosterildigi gibi (ahv)™nin hv'ye karst
dogrusal kism1 ekstrapole edilerek hesaplandi ve TNT'ler ve Cu20 NP'ler i¢in bant
bosluklar sirasiyla Eg = 3,2 eV ve Eg = 1,8 ¢V olarak bulundu (Sekil 4.72.). Cu20
NP'lerin goriiniir bolgede bir bant boslugu vardir ve bu malzemelerin kombinasyonu,
gorliniir 151k aydinlatmas altindaki diger PEK uygulamalar i¢in faydali olabilir. iGO-
Cu20 NP kaplamasi, PEK enzimatik olmayan glukoz sensoriinde goriiniir 11k

absorpsiyonunda ki artigla birlikte, elektrotun bant araligini 3,16 eV yapti.

4.5.2.4. Zeta potansiyeli

Zeta potansiyeli Ol¢limleri, TNT/Cu20 NP etkilesimini agiklamak i¢in pH 5-9,5
araliginda gergeklestirildi. TNT'lerin zeta potansiyel egrisi, ¢alisma pH aralig
boyunca negatif yiiklii bir yiizey gosterdi (Sekil 4.73., a egrisi). Sekil 4.73., b ve ¢
egrileri'nde gortilebilecegi gibi, Cu20 NP'ler ve iGO-Cu2O NP'ler, TNT'ler ve iGO-
Cu20 NP'ler arasindaki elektrostatik etkilesimleri dogrulayabilen pH 7,0’de pozitif
yiiklii yiizey gosterdi. Elektrostatik etkilesim, iGO tabakalarinin NT'lere kompakt bir

sekilde sabitlenmesini saglar ve Cu2O/TiO2 p-n heteroeklemin olusmasina yol agar.
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Sekil 4.71. iGO, iGO-Cuz20 NP ve Cu20 NP’lerin UV-vis spektrumlari (i¢ sekil: Cuz20 siispansiyonunun fotografi)
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Sekil 4.72. Ti/TNT, Cuz0, Ti/TNT-iGO-Cu20 NP’lerin Kubelka-Munk grafikleri
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Sekil 4.73. Sekil. TNT, Cuz20, iGO-Cu20 NP’lerin Zeta potansiyeli dl¢timleri

45.2.5. XRD analizi

Sekil 4.74. a egrisindeki XRD grafigi metalik Ti pikleri ile TiO2'in saf anataz fazina
(ICDS: 98-015-4601) indekslenebilir. Yogun TiO; zirvesi 20 = 25,26°'de gozlenir, bu
da (101) diizlemine karsilik gelir. Ayrica, 47,98°, 53,84°, 54,88° ve 62,72°'deki diger
pikler sirastyla anatazin (200), (105), (211) ve (204) diizlemlerine endekslenebilir.
Sekil 1.5.6., b egrisi'nde, tiim kirnim pikleri, metalik bakir gibi bir safsizligin herhangi
bir yansimasi olmaksizin kiibik kristal Cu20 (ICDS: 98-003-1057) ile eslesir, bu da
saf bakir oksidin sert olmayan kosullar altinda basariyla elde edildigini kanitlar.
Cu20'in yogun piki (111) diizlemine gore 20 = 36,58°'de gozlemlendi. Ayrica, (110),
(200), (211), (220), (311) ve (222) diizlemleriyle eslesen 20 =29,70°, 42,49°, 52,60°,
61,60°, 73,75° ve 77,79° noktalarinda gozlemlenen ve Cu20’e ait 6 pik daha
gozlemlendi. IGO-Cu20, grafen tabakalarinin varligini dogrulayan 26 = 10°'de bir pik
gosterdi. XRD bulgular1 verimli PEK sistemin iiretimi i¢in uygun olan kristalin
malzemelerin sentezini dogruladi. Onceki ¢alismamizda, amorf TiO2’in bant aralig1,
kristalin TiO2'e gore daha biiyiik olarak bulundu (3,64 eV). Bu nedenle, goriiniir 1gikla

calisan PEK sistemleri i¢in amorf malzemeler tercih edilmez.
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Sekil 4.74. TNT, Cu20 ve iGO-Cu20 NP’lerin XRD grafikleri

4.5.3. iGO-Cu20-TNT/Ti’nin elektokimyasal 6zellikleri

4.5.3.1. Dalga boyuna karsi fotoakim o6l¢iimleri

Gelen fotonun dalga boyuna goére fotoakim degisimi Sekil 4.75.'de gosterildi.
Beklendigi gibi, UV bolgesinde Ti/TNTs elektrodu icin artan bir fotoakim vardir ve
TiO2 (3,2 e€V; 387 nm) bant aralig1 ile tutarlidir. Cu20 NP kaplanmasiyla, maksimum
fotoakim 650 nm civarinda elde edildi ve bu bulgu, Cu20 (1,8 eV; 688 nm) bant
bosluguyla uyum igindedir. Cu20 NP'lere iGO ilavesi iizerine, goriiniir bolgedeki
fotoakim bir dereceye kadar artti, bu da goriiniir bolgedeki PEK performansindaki

artis1 dogrulada.

4.5.3.2. LSV ol¢iimleri

Uygulanan potansiyel, fotoakim yamitim 6nemli olgiide etkileyebilir ve Cu20-iGO-
TNTs/Ti elektrodunun farkli potansiyeller altindaki fotoakim yaniti Sekil 4.76.'da
gosterildi. Anodik fotoakim, uygulanan potansiyel araliginda 0 V'tan 0,5 V'a dogru
kademeli olarak artirildi. Bununla birlikte, dis giic kaynagma gereksinim duymayan
enzimsiz glukoz sensorii olusturmak i¢in galisma potansiyeli olarak 0 V segildi. Katodik
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fotoakim ilk olarak -0,2 V'ta gozlendi ve siddetli bir fotoakim artis1 -0,3 V'ta ortaya ¢ikti.
Bu nedenle, ikinci ¢aligma voltaji olarak -0,3 V secilmistir. Negatif potansiyellerde yiiksek
fotoakim tiretimi, CuzO NP'lerin p-tipi yar1 iletken davramisindan kaynaklanir. P-tipi yari
iletkenler, fotokatot yapiminda yaygin olarak kullanilmaktadir ve PEK biyosensorii, -
0,3 V'ta bir fotokatot olarak ¢alistirildi. Ayrica, 15181 ac1p kapattiktan sonra, fotoakimin
hizli ytikselisi ve diististi, TNT'lerin saglam anodik kaplamasi sayesinde yar1 iletken
malzemeler arasinda saglanan iyi elektriksel temastan ve iGO'nun TNT'ler ile Cu20
NP'ler arasinda yakin temasi saglamasindan kaynaklanabilir [26]. Bu da verimli yiik

toplanmasiyla fotoakim artirir.

4.5.3.3. Fotoakim ol¢iimii

Cu20-TiO2 heteroeklem olusumu hakkinda, Cu20-TiO2 heteroeklemin yiik ayirma
verimliligini artirarak fotoakim {iretimini artirdigin1  dogrulayan bir ¢aligsma
yayimlanmistir [90]. Varsayilan tip II (kademeli) p-n heteroeklem olusumu Sekil
4.77'de gosterilmistir. Cu20-TiO2 nanokompozitinin arayiiziindeki p-n heteroeklem
olusumu, Cu20 ve TiOz'in Fermi seviyelerinin dengesine yol agar ve bu fenomen bant
konumlarimi degistirir [91]. Goriiniir 151k altinda, nanokompozitin herbir bileseninin
eszamanli uyarilmasi, yar1 iletkenlerin her birinde fotojenere yiik c¢iftlerinin
olusumuna yol agar. Sekil 1.5.9.'da gosterildigi gibi, Cu20 ve TiO2'in bant yapilari,
Cuz20'in CB’si TiOz'inkinden daha yiiksek oldugu, TiO2'in VB’si Cu20'nunkinden
daha diisiik oldugu i¢in birbirleriyle uyum saglar [179]. Burada, yari iletken sistem,
fotojenere elektronlarin, Cu20’in CB’sinden nispeten diisiik enerjili Fermi
enerjisinden dolayr iGO’ya ve ardindan TiO2’in iletkenlik bandina hizla enjekte
edildigi bir "¢ift yiik transfer mekanizmasina" sahiptir. Son olarak, elektronlar Ti
folyosuna aktarilirken, TiO2'in degerlik bandindaki elektron bosluklart iGO'ya ve
ardindan Cu20'in VB’sine gegerek yiik ayirma islemi p-n heteroeklem boyunca etkin
bir sekilde gergeklesebilir. IGO ilave edildikten sonra fotoakim artigi, iIGO
tabakalariin fotojenere elektronlar1 topladigi ve elektronlarin yiik rekombinasyonunu
engelledigi soylenebilir [180]. Ayrica, TNT'ler ile iGO arasindaki giiglii elektrostatik
etkilesim, etkili bir yiik transferine neden olur [181]. Burada TEA, elektron

bosluklarini doldurmak igin bir elektron vericisi olarak kullanildi.
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Sekil 4.76. Potansiyelin fotoakim iizerine etkisi



116

16k € e cB
> o08f] C © f
S C A /\
T o}
z ' GO |1.8 eV
T 8 32evh \ w/\e
2 S Cu20
£ 424f| VB | n? ‘
o F :

+3.2F TiO2 hv

Ti folyo I
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4.5.3.4. Farkh elektrotlarda fotoakim 6l¢iimii

Sekil 4.78., TEA igeren FT (pH 7,0)'deki elektrotlarin fotoakim olusumlarini gosterir.
Ti folyo, goriiniir 151k altinda ¢ok az fotoakim tepkisi verdi (Sekil 4.78. a ¢izgisi). TNTs
kapli elektrot, artan fotoakim {iiretimi gosterdi. TiOz, UV 1sikla uyarilsa da, bir
dereceye kadar goriiniir 151k absorbansi da gosterebilir (Sekil 4.78. b ¢izgisi). Sadece
20 mM glukoz indirgemesiyle olusan Cu20 NP'ler TNT'lere kapland: ve fotojenere
elektronlarin artmasi nedeniyle fotoakim daha da artt1 (Sekil 4.78. c ¢izgisi). Ayrica,
p-n heteroeklemi verimli ylik ayrimini saglar ve Cu20 NP'lerin giiclii goriiniir 151k
adsorpsiyonu uyarilan elektron sayisini artirir. En  yliksek fotoakim, Cu.0
slispansiyonuna iGO ilavesi durumunda gézlendi (Sekil 4.78. d ¢izgisi). Bu bulgu,
IGO'nun Cu20 NP'lerden fotojenere elektronlari toplayarak rekombinasyonu
azaltabilecegi gercegine baglanabilir. Burada, Cu,O NP'ler hem iGO hem de TNT'lerle
temas kurabilir ve bu fenomen, Cu20 ve TiO; arasinda p-n heteroeklem olusumunun
ve iIGO’nun elektron toplama etkisinin ayni anda kullanilmasini saglayabilir. Cok
kiiciik Cu20 NP'lerin kaplanmasi, heteroeklem olusumuna yol acar ve bu durum yiik
tastyicilarinin hizli difiizyonu nedeniyle yiik aktarim siirecini biiyiik 6l¢iide hizlandirir.

Is181 kapattiktan sonra, fotoakimin baslangi¢ degerine dogru ani bir diisiisii gézlendi.
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Sekil 4.78. Art arda materyaller kapl elektrotlarin fotoakim tiretimi

4.5.4. iGO-Cu20-TNT/Ti’nin biyosensor performansi

45.4.1. PEK glukoz dl¢iimii

Fotoakim olciimleri, 0,1 M FT (pH 7,0) i¢indeki TEA ¢o6zeltisinde alindi. Goriiniir 151k
altinda, Cu20 NP'lerin 1sikla olusturulmus elektron bosluklari elektron donérii TEA
tarafindan doldurulur. Olusan fotojenere elektronlar, Pt karsit elektrotta H iiretmek
icin suyu indirger. Sekil 4.79.A, Cu20-iGO-TNT/Ti elektrotlarinin farkli miktarda Cu20
NP kaplamasinda fotoakim profilini géstermektedir. Fotoakimlar, 0,0007-20 mM glukoz
konsantrasyonu araliginda kaplanmis Cu20 konsantrasyonu ile dogrusal olarak artt1 ve
ardindan bir sabitlendi (Sekil 4.79.B). Grafigin dogrusal kismindan tiiretilen kalibrasyon
egrisine gore, denklemin 0,87 pA mM™ duyarliligi ile I (pA) =0,078C (mM) + 0,1922
(R? =0,9988) (Sekil 4.79.B i¢ sekil) oldugu bulundu. Cu,0-iGO-TNT/Ti elektrodunun
tespit limiti 0,21 pM olarak bulundu. Ol¢iim limiti ise 70 pM oldugu bulundu. -0,3 V'ta
kaydedilen &lgiimlerde dogrusal dlgiim araligi degismedi ve denklemin 1,86 pA mM™
duyarlilik ve 0,19 uM tespit limitiyle I (wA) =-0,1666C (mM) -0,5825 (R? = 0,9977) olarak
bulundu (Sekil 4.80.).
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4.5.4.2. Biyosensoriin tekrarlanabilirligi ve kararhihg

Calisma stabilitesi, 4 mM glukoz indirgemesine karsilik gelen Cu2O NP'leri igeren
FT'de (0,1 M, pH 7,0) 15181n 7 kez tekrarlanan agma/kapama dongiisii ile kaydedildi
(Sekil 4.81.). Elektrot, elde edilen PEK sensoriiniin yiiksek mekanik ve fotofiziksel
kararliligimi dogrulayan, fark edilir bir azalma olmaksizin tekrarlanabilir yanitlar
gosterdi. Ayni elektrot, oda sicakliginda beher ile kapatilarak 7 hafta saklandi ve
fotoakim yaniti, elektrotun saglam yapisindan dolay1 ilk yanitin %94'inii korudu. Ayn
islem kullanilarak bagimsiz olarak hazirlanan 5 farkli enzimatik olmayan glukoz
sensoriinden fotoakim yanitlarinin RSD degeri %5,8 olarak bulundu. Cu20-iGO kapli
elektrotlar ultrasonikasyon altinda temizlendi ve Ti/TiO2 elektroduna kiyasla
farkedilebilir bir fotoakim degisikligi gozlenmedi, bu da elektrotun yeniden

kullanilabilirligi dogrular.

4.5.4.3. Girisim etkisi

Girisim yapan maddeler 4 mM glukoz (G) ¢ozeltisine eklendi ve fotoakim degerleri
Olctilerek optimum kosullar altinda Slgiimler yapildi. Yiiksek derecede oksitlenebilir
reaktif 0,2 mM askorbik asit ilavesi, %5,6'lik bir fotoakim artisina neden oldu. Ayrica,
0,2 mM maltoz, maltozdaki glukoz halkalarindan birinin Cu?'y1 Cu.O'e
indirgeyebilen bir aldehit grubu olusturarak agilabilmesi nedeniyle fotoakimi %7
artirmistir. 2 mM siikroz (S), laktoz (L) ve dopamin, gbzlenebilir higbir fotoakim

degisikligine yol agmadi (Sekil 4.82.).
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Sekil 4.79. 0 V’ta farkli miktarda Cu20 NP kapl fotoelektrotlarin fotoakim iiretimi (A) ve Fotoakim-glukoz

konsantrasyonu grafigi (i¢ sekil: Grafigin dogrusal kismr)
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Sekil 4.82. Girisim etkisi

4.5.4.4. Ger¢cek numune ¢alismasi

PEK elektrodu, seftali suyu ve koladaki glukozu tespit etmek icin kullanildi.
Olgiimlerden &nce seftali suyu, posasindan santrifiijle ayrildi. Orneklerdeki glukoz
miktarlari, elektrotun fotoakimina karsilik gelen glukoz konsantrasyon degerleri
bulunarak belirlendi. Sensoriin tatmin edici dogrulugu, elektrotun pratik kullanimini
dogruladi. Ayrica, Sakarya Universitesi Mediko Sosyal Merkezi'nde taze icecek
numuneleri ayn1 FT ile 50 kez seyreltilerek glukoz biyosensorii yardimiyla glukoz
analizi yapildi. Egrinin dogrusal kismiin denklemine gore seftali suyu ve koladaki
glukoz konsantrasyonu sirasiyla %91,1 ve %92,3 geri kazanim degerleriyle 36,22 +
1,89 g/L ve 45,88 + 2,49 g/L olarak bulundu. Bu nedenle, elde edilen enzimatik

olmayan glukoz sensorii, igecek analizi i¢in tatmin edici bir dogruluk sagladi.



122

4.6. CdS: Mn-TiO2 TOFK/ITO

4.6.1. CdS: Mn-TiO2 TOFK/ITO’nun hazirlanmasi

ITO-TiO2 TOFKs-CdS: Mn elektrodunun iiretimi Sekil 4.83.A'da gosterildi. Elde
edilen materyal, 151k altinda giiclii bir opaklik gosterdi. TiO> TOFKs yapisinin iistten
TEM goriintiisii, tim numune boyunca hava kiirelerinin ylizey merkezli-kiibik (fcc)
yapisini, iyi siralanmis altigen diizende gosterdi ve (111) diizlemi alt tabakaya paralel
yonlendirilmis olarak goézlemlendi (Sekil 4.84.A-C). TOFK'lerin merkezden merkeze
mesafesi, kalsinasyon sirasinda kiirelerin ¢aplarinin biiziilmesine bagli olarak PS
kiiresinin orijinal boyutundan yaklasik %30 daha kii¢iik olarak 185 nm bulundu. CdS:
Mn’nin 6nciil ¢ozeltisi, yiiksek gozenekliligi sayesinde TiO> TOFK'lerine kolayca
girebilir. Sonug olarak, TOFK'lerin yiizeyinde tiniform olarak birikmis CdS: Mn NP'ler
gozlemlenebilir (Sekil 4.84. D). Kuantum dot kaplama sonrasinda gozenek boyutu 160
nm'ye diistii ve kaplanan CdS: Mn NP'lerin kalinlig1 yaklasik olarak 7,5 nm bulundu.

4.6.2. CdS: Mn-TiO2 TOFK/ITO’nun karakterizasyonu

4.6.2.1. TEM ve HRTEM analizleri

Sekil 4.84.E, CdS: Mn KN kapli TOFK'lerin yiiksek ¢oziiniirlikli TEM (HRTEM)
gorlintiistinii gosterir ve ~0,36 nm ve ~0,25 nm olarak belirlenen iki farkli kenar
araligi, anataz TiO2'in (101) kafes diizlemine ve KN'lerin (102) kafes diizlemine
karsilik gelir.

4.6.2.2. EDS analizi

ITO-TiO2 TOFKs-CdS: Mn'nin enerji dagitict X-1s1n1 spektrumu Ti, O, Cd, Mn ve S
elementlerinin varligin1 dogrulad: (Sekil 4.85.). Ti ve O i¢in giiglii pikler, TiO2’in
yogunlugunu gosterdi. Ti, O, Cd, S ve Mn elementlerinin spesifik dagilimini
gostermek i¢in ITO-TiO2 TOFKs-CdS: Mn’nin EDS haritalamasi alindi (Sekil 4.84.F).

Ti ve O elementlerinin dagilimmin homojen oldugu ve oksijene karsilik gelen



123

konumlarin titanyumunkiyle iyi eslestigi agikca goriilebilir. Cd, S ve Mn dagilimi esas

olarak TOFK'lerin ylizeyinde homojen bir sekilde oldu.

ITO

PS colloid
yatay kaplama

B @ :Heme

PS opal sablon
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zop + 44444444
G eaaad

kalsinasyon
CdS:Mn kaplama
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]
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10 TiO2

Sekil 4.83. ITO-TiO2 TOFKs- CdS: Mn elektrotun yapim semasi (A), TOFK i¢inde ¢oklu KL sagilmasi (B)[33]
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10 nm

Sekil 4.84. TEM goriintiileri: ITO-TiO2 TOFK (A-C) ve ITO-TiO2 TOFK- CdS:Mn (D), ITO-TiO2 TOFK-
CdS:Mn’nin HRTEM goriintiisii (E) ve ITO-TiO2 TOFK- CdS:Mn’nin elementel haritalamasi (F)
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Sekil 4.85. ITO-TiOz2 TOFK-CdS: Mn’nin EDS spektrumu

4.6.2.3. Fotonik kristal ozelllikleri

TOFK'lerin yapisinin belirli dalga boyundaki gelen 1s181in emilimini artirabilecegi
gerceginden yola cikarak, FDB'deki degisimin gelen 1s18in adsorpsiyonunu nasil
etkiledigini arastirdik. Teorik olarak, FDB'lerin fcc opal ve TOFK'lerdeki dalga boyu
degeri, PS kiirelerin boyutunu degistirerek ayarlanabilir ve bu deger Bragg'in kirinim

yasasi ile Snell yasasi birlestirilerek agsagidaki denkleme gore bulunabilir [182]:

A= Z\E D /ngff —sin% 0 (4.10)

Nefr = Nsoria® + Nmedium(1- @) (4.11)

A: fotonik durdurma bandinin dalga boyu, D: TOFK'lerin gézenek boyutu, 0: gelen
1518in agist (bu ¢alismada 0°), neff: TOFK'lerin etkili kirtlma indisi, nsolid ve
nmedium: TiO: (2,54) ve gozeneklerdeki ortamin (Tris-HCI tamponu (1,35) ve hava
(1,00)) kirilma indisidir. ¢, kapali paketli ters opal yap1 i¢in 0,26'ya karsilik gelen
TOFKs i¢in faz hacmi yiizdesidir. Sekil 4.86.A, degisen mikro kiire ¢aplarina karsi
ince film ve TOFK'lerin yansima spektrumlarini gosterir. Yansima pikleri yapilarin
FDB'sini gosterir. Durdurma bantlarinin dalga boylari, PS kiirelerinin ¢api biiyiidiikge
arttt. Ayrica, Sekil 4.86.B'de, FDB'lerin dalga boyu degerleri, TOFK'lerin gézenek
boyutu ile dogrusal bir iliski gosterdi
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Sekil 4.86. ITO-TiOz ince filmin ve ITO-TiO2 TOFK’lerin reflektans spektrumlari (havada ve 15181 gelis agis1 6=
0°) (A) ve FDB dalga boyunun PS kiire ¢apina gore degisimi (B)
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Sekil 4.87., farkli SILAR dongii sayisina bagli olarak fotoakim yanitini
gostermektedir. Fotoakim, KL kullanimin1 artiran CdS: Mn NP'lerin birikmesi
nedeniyle ilk olarak 4 dongiiye kadar artti. Daha sonra, keskin bir fotoakim diisiisii
gozlemlendi. Burada, artan CdS: Mn NP birikimi, TOFK ¢apin1 azaltti1 ve luminol KL
emisyonunun meydana geldigi dalga boyu araligi icin yavas 1sik etkisini azaltti.

Boylece sonraki ¢aligmalar i¢in optimum SILAR dongii sayist 4 kez secilmistir.

2.0
” 1.5
3
g
< 1.0
=)
S
=
0->1 / \ /%
0.0
0 2 4 6 8 10 12 14
SILAR dongii sayis1

Sekil 4.87. CdS: Mn sentezinde SILAR dongii sayisinin fotoakima etkisi

4.6.2.4. UV-vis spektrumlari

UV-goriiniir bolge 1s1k absorpsiyon spektrumlari, Tris-HCI tamponundaki TiO>
TOFK'lerin durdurma bantlarinin dalga boyu degerlerini ikinci kez dogruladi (Sekil
4.88.). Her TiO2 TOFK igin FDB'nin kirmizi ve mavi kenarinda 151k adsorpsiyonunda
bir artis gézlemlendi ve artis, artan gézenek ¢api ile daha uzun dalga boylarina orantili
olarak kaydi. FDB'lerin verileri Tablo 4.2.'de listelendi. Burada hesaplanan FDB,
Denklem 4.10 kullanilarak elde edildi ve Olgiilen FDB'ler Sekil 4.86.A. ve Sekil
4.88'den elde dildi. Hesaplanan ve dlciilen FDB degerleri arasindaki fark, Denklem

4.11°deki @ degerini 0,26'dan kii¢iik yapan TiO2 dnciiliiniin eksik infiltrasyonundan ve
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kalsinasyon sirasinda kiirelerin ¢aplarinin kii¢iilmesinden kaynaklanir [183]. Bununla
birlikte, yiiksek adsorpsiyon bolgeleri yavas 1sik etkisinden dolay1 fotonik durdurma
bantlarinin kenarindadir, bu da 15181n en yiiksek genligine TOFK'lerin yiiksek kirilma
indisi boliimiinde sahip oldugundan kaynaklanir. Isik dalgalari, enerjilerine bagh
olarak yapmin farkli boliimlerinde lokalize olur ve TOFK'ler, FDB'nin mavi kenar
fotonlarina kiyasla kirmizi kenar fotonlar ile daha giiclii etkilesime girer [184]. Bu
nedenle, TOFKS ile modifiye edilmis elektrotlarin 11k absorpsiyonu, bant boslugunu
FDB'nin kirmiz1 tarafina ayarlayarak daha giiglii olabilir. Absorpsiyon band1 FDB ile
ortlistiiglinde, 151k grubunun hizinin FDB'nin kenarindakinden daha hizli oldugu ve
1sik-madde etkilesiminin azaldigr unutulmamalidir. Rayleigh sa¢ilimina gore,
sacilmanin yogunlugu dalga boyunun dordiincii kuvveti ile ters orantilidir. Bu nedenle,
mavi spektral bolgedeki fotonlar, TOFK'lerdeki kusurlar tarafindan daha verimli bir

sekilde geri sagilir [185].

Tablo 4.2. FDB’lerin farkli ¢apta TiO2 TOFK’lere gore dalga boyu degerleri

Boyut (nm) 170 265 355 450
FDB (havada) (nm) 389 606 813 1030
FDB (tamponda) (nm) 457 712 955 1210

Sekil 4.89.'da, CdS: Mn ile duyarlilagtirilmasi iizerine, 490 nm'de goézlemlenen
FDB'nin mavi ve kirmizi kenarmin yakininda artan 1sik absorpsiyonu meydana geldi
ve KL'min yiiksek enerji dalga boyu araligin1 kaplayarak TOFK'lerin ¢apindaki
azalmaya bagli olarak absorpsiyon spektrumu maviye kaymaistir. Isik kullanimindaki
kazang, TOFK'lerde 1s18in yakalanmasindan ve CdS: Mn KN'lerin istiin KL
absorbansi ile birlikte yavas 151k etkisinden kaynaklanir. Ayrica, Sekil 1.6.7.'de, tam
elektrotun absorpsiyon spektrumu, luminoliin KL spektrumu (Amax = 438 nm) ile

ortlistli ve FDB'nin kirmiz1 ve mavi kenarinda 6nemli 151k absorpsiyonu gézlendi.
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4.6.2.5. Floresans olciimleri

PL siddeti, yar1 iletkenlerdeki rekombinasyon orani ile dogru orantilidir. Bu nedenle,
yar1 iletkenlerin yiik aktarim verimliligi PL spektrumu ile degerlendirilebilir.
Elektrotun PL spektrumu 400 nm'lik bir uyarilma dalga boyunda ol¢iilmiistiir, KN
kapli elektrotta kayda deger bir PL gozlemlenmemistir. Sekil 4.90'dan goriilebilecegi
gibi, luminol KL'nin yiiksek enerji araliginda bile zayif bir PL emisyon bandi gozlendi,
bu elektrotun daha yiiksek ve verimli bir fotojenere yiik ¢iftleri ayirma oranina sahip

oldugunu gosterdi.

4.6.2.6. Bant arahg enerjisi

Elde edilen PEK sistemlerinin optik bant araliklar1 asagidaki Tauc formiiliine gére
hesaplandi (Denklem 4.9). Optik bant aralig1 degerleri, ITO-TiO2 TOFK'ler i¢in Eg =
3,18 eV (390 nm) ve ITO-TiO2 TOFKs-CdS: Mn i¢in Eg = 3,05 eV (407 nm)
degerlerinde bulundu (Sekil 4.91.). Boylece, CdS: Mn NP'ler, elektrodun bant

araligini, luminol KL'nin adsorpsiyonu i¢in daha uygun bir dalga boyuna indirgedi.

4.6.3. CdS: Mn-TiO2 TOFK/ITO’nun elektokimyasal 6zellikleri

4.6.3.1. Dalga boyuna karsi fotoakim o6l¢iimleri

Sekil 4.92, gelen 15181n dalga boyunun bir fonksiyonu olarak elektrotlarin fotoakim
spektrumlarini gostermektedir. ITO-TiO2 TOFK elektrotu, neredeyse luminoliin KL
bolgesinde artan bir fotoakim gosterdi. Burada, TOFK'ler birden fazla mekanizma ile
151k kullanmmi verimliligini artirabilir. ilk olarak, TiO, TOFK'lerin agik makro
gozenekli yapisi, 1518in filme derinlemesine niifuz etmesine izin verir. Ayrica,
periyodik yapi, 151k absorpsiyonunu artirabilir, elektron difiizyonunun mesafesini
kisaltabilir ve elektron transfer kabiliyetini kolaylastirabilir [97, 186]. FDB'nin frekans
kenarlarinin yakinindaki 1s1k, ¢oklu sacilmaya ugrar ve giiclii bir sekilde azaltilmig
grup hiziyla hareket eder. Bu da gelismis 1s1k-madde etkilesimini saglayan yavas foton

etkisine yol agar ve kimyasal modifikasyon olmadan 151k absorpsiyonunu artirir [97].
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Ayrica, FDB'nin kirmizi kenarinda gelen 151k, dielektrik malzeme olan TiO2 iizerinde
lokalize edilmistir. ITO-TiO2 TOFKs-CdS: Mn'nin FDB'sinin kirmizi kenari,
elektrotun elektronik absorpsiyon bandi kenar1 (3,08 eV; 410 nm) ile Ortiiserek
ayarlandi. Bu deger, luminoliin KL emisyon spektrumunda yer alir ve bu da, artan
fotojenere elektron giftlerinin olusmasina ve kismen TOFK'lerde daha uzun foton
omrii nedeniyle, KN'lerin yiiksek KL absorpsiyonu ve daha yiiksek fotoakima yol agar.
Yukaridakilerin tiimii, KL'nin, verimli fotojenere yiik ayriminin ve tasinmasina sahip

PEK sensorler i¢in etkili bir sekilde kullanilabilecegini gostermektedir.

= | uminoliin CL spektrumu
1000 + = E|ektrotun PL spektrumu

A\
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T T T T T T T T
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Sekil 4.90. Fotoeletrotun PL spektrumu (uyarilma: 400 nm)

4.6.3.2. LSV ol¢iimleri

LSV é6l¢limlerine gore, potansiyel deger 0 V'ta sabit hale geldi ve bu da kendi kendine
giic veren biyosensOr iiretimi icin istenilen bir degerdir (Sekil 4.93.). Ayrica, artan
potansiyelle, muhtemelen kompozitin oksidasyonu nedeniyle hizli ve 6nemli bir akim
degisikligi gozlemlenmistir ve -0,1 V'tan daha negatif potansiyellerde, yliksek
rekombinasyondan dolay1r kompozitten elektroda elektron transferi engellendi. Bu

nedenle, 0 V ¢alisma potansiyeli olarak segildi.
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Sekil 4.93. LSV egrileri

4.6.3.3. Fotoakim ol¢iimii

H20. ve KOD aktivitesinin, luminol KL’ nin 11k yogunluguna dayali PEK o6l¢iim
sisteminin gematik bir gosterimi Sekil 4.94.'de gosterildi. Tip II (kademeli) eklem
olusumu sekilde gosterilmistir. KL aydimnlatma ile, TiO2 TOFK'lerin ve CdS: Mn
NP'lerin eszamanlt uyarilmasi, yari iletkenlerin her birinde fotojenere yiik ciftlerinin
olusumuna yol acar. Sekilde gosterildigi gibi, iletkenlik ve VB degerleri TiO2 i¢in -3,9
eV ve -7,6 eV ve KN'ler i¢in -3,5 eV ve -5,6 eV'tur. KN'lerin CB degeri TiO'ten daha
yiiksektir. Bu nedenle, yar1 iletkenlerin iletkenlik bantlarmin etkili bir sekilde
eslestirilmesi, fotojenere elektronlarin CdS: Mn KN'lerin iletkenlik bandindan TiO-
TOFK'ler araciligiyla ITO elektroduna kolay tasinmasini saglar. Bu siireg, KN'lerin
yiik rekombinasyonunu etkili bir sekilde bastirir ve fotoakim tiretiminde bir iyilesmeye
yol agarak 1s181n verimli kullanimini artirir. Ayrica, CdS: Mn KN'ler ve TiO2 TOFK'ler
arasindaki biiyiik VB enerji bariyeri farki, elektron bosluklarinin TiO2 TOFK'lerin
degerlik bandindan CdS: Mn'ye tasinmasini kolaylastirir. Sonug olarak, CdS:Mn KN
ile duyarlilastirtlmis TiO2> TOFK'ler, fotojenere yiiklerin ayrismasini iyilestirmekle
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birlikte luminol KL'nin adsorpsiyonunu artirir. TEA, CdS:Mn KN'lerdeki elektron

bosluklarini yiiksiizlestirmek icin bir elektron vericisi olarak kullanildi.
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Sekil 4.94. Fotojenere elektron transferi[33]

4.6.3.4. Farkh elektrotlarda fotoakim ol¢iimii

Sekil 4.95., 0,1 M Tris-HCI tamponu (pH 9,0) iceren TEA'daki farkli fotoelektrotlarin
fotoakim tiretimini gosterir. ITO elektrodu, luminol KL altinda kiiciik bir fotoakim
yanit1 olusturdu. TiOz ince film kapli elektrot, fotoakim1 bir dereceye kadar artirdi.
TiO2, UV radyasyonu ile uyarilsa da, KL emisyonu altinda da uyarilabilir [187]. TiO>
TOFK'lerin fotoakimlari, PS kiire kullanilmadan benzer sekilde hazirlanan TiO2 ince
filmden {iistiindli. Bu bulgu, TOFK'lerin, yavas 1s1k etkisi ve ters opal yapinin ¢oklu
151k sagilmasi gibi iistiin 6zelliklerine baglanabilir [93, 188]. Ayrica, yiiksek yiizey
alan1 luminol KL adsorpsiyonunun artmasina yol agar. Ozellikle 265 nm ¢apinda PS
kiireleri ile hazirlanan ITO-TiO2, TOFK'lerin FDB'si, TiO> (3,18 eV) bant
absorpsiyonuna yakin olan 390 nm civarindadir. Bu nedenle, bu elektrot, FDB'nin
mavi kenarinin TiO2'nin bant absorpsiyonu ile iyi Ortlismesi nedeniyle dort TOFK
arasinda en yiiksek fotoakim iiretimini sagladi ve luminol KL emisyonunun bir kismi
bu dalga boyu araligini igerir. TOFK'lerde, FDB'nin altindaki dalga boylari, yalnizca
fotoakimi artiran gii¢lii 151k sa¢ilmasina neden olabilir [189]. Bu nedenle, 355 ve 450
nm ¢apinda PS kiireleri ile hazirlanan ITO-TiO, TOFK elektrotlari, 265 nm ¢apli ITO-
TiO2 TOFK'lerinden sonra yiiksek fotoakimi gostermistir. ITO-TiO2 TOFK (265)
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elektrodu Mn katkili CdS KN'ler ile duyarlilastirildi ve elektrotun bant araliginin ITO-
TiO2, TOFK (265) -CdS: Mn'nin FDB'sinin mavi kenarina kaymasi nedeniyle,
fotoakim biiyiik ol¢iide artmistir. Luminol KL emisyonunun ¢ogu kismi, ters opal
yapida yavas 1s1k etkisiyle etkili bir sekilde kullanilir. Bu nedenle, yavas 1s1k etkisinin
neden oldugu 151k kullaniminin 6nemli 6l¢iide artmasi, fotoakim olusumunu artirdi.
Sekil 4.89.'a gore, KL emisyonunun yiiksek enerji dalga boyundaki absorpsiyonu da
arttr, bu da artan fotoakim olusumuna neden olabilir. TOFK'lerin gézenekli yapisi,
birbirine bagli periyodik yap1 boyunca elektron tagmmasi i¢in uzun menzilli sirali yollar
saglar ve bu da iistlin yiik taginmasma neden olur [186]. Ayrica, TOFK'ler, {istiin foton

sacilimi ile birlikte olduk¢a diizenli bir kanalda Heme ve substrat yayilmasini

kolaylastirdi.
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Sekil 4.95. Art arda materyaller kapl elektrotlarin, KL altinda ve 0 V’ta zamana bagli fotoakim tiretimleri

4.6.4. CdS: Mn-TiO2 TOFK/ITO’nun biyosensor performansi
4.6.4.1. PEK H20: él¢ciimii

Fotoakim olg¢timleri, 0,1 Tris-HCI tamponu (pH 9) icindeki TEA ¢ozeltisinde alindu.

Fotojenere elektronlar tarafindan suyun indirgenmesi, Hz tireterek Pt elektrot iizerinde
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gerceklesti. Sekil 4.96.A., farkli HoO, konsantrasyonlarinda ITO-TiO, TOFK-CdS:Mn
elektrotlarinin fotoakima karsi zaman egrilerini gostermektedir. Fotoakimlar dogrusal
olarak 4 mM'a kadar yiikseldi, sonra neredeyse sabit bir degere ulasarak Michaelis-Menten
kinetigine uygun bir sonug¢ verdi (Sekil 4.96.B) [45]. Grafigin dogrusal kismina gore
denklemin I (uA) =0,3477C (mM) + 0,56 (R? = 0,9951) (i¢ sekil) ve hassasligm 0,35 pA
mM™cm2oldugu bulundu. LOD 19 uM, LOQ ise 63 uM olarak bulundu.

4.6.4.2. PEK KOD aktivitesi ol¢iimii

Gilinimiizde KOD aktivite tayini biiyiikk Onem tasimaktadir ve ¢esitli karaciger
hastaliklarinin hassas bir gostergesi olarak Ol¢iilmektedir. KOD, her adimda hidrojen
peroksit salarak hipoksantini ksantine ve ardindan {irik asidi oksidize edebilir. Bu nedenle,
biiyiik miktarda H2O> salinimi KL'yi indiikleyebilir. PEK biyosensor kullanilarak, KOD
aktivitesi Tris-HCI1 tamponunda (0,1 M, pH 8,0) 6lgiildii. Burada, KOD, pH 8,0'de
optimum enzim aktivitesini sergilemistir ve bu pH, KOD aktivite tespiti i¢in
secilmistir. Sekil 4.97.'ye gore, fotoakim, 0,01-15 mU/mL'lik KOD aktivite araliginda
dogrusal olarak artmistir. Bu nedenle, KOD aktivitesi ilk kez diisiik maliyetli ve 0 V’ta
belirlendi.

4.6.4.3. Biyosensoriin tekrarlanabilirligi ve kararhihg

Stabilite, Tris-HCI tamponunda (0,1 M, pH 8,0) 15 mU/mL KOD ¢d6zeltisinin 10
tekrarli PEK o6lgtimii kaydedilerek incelenmistir. RSD, kabul edilebilir stabiliteyi
dogrulayan %4,6 degerinde bulundu. Ayni islem kullanilarak bagimsiz olarak
hazirlanan bes biyosensorden gelen fotoakim yanitlarinin RSD'si %3,9 olarak bulundu

ve bu da tekrar iiretilebilirligin tatmin edici oldugunu dogruladi.

4.6.4.4. Girisim etkisi

Girisim yapan maddeler 15 mU/mL KOD ¢ozeltisine ilave edildi ve fotoakim

Olctimleri alindi. Sekil 4.98.'e gore, 0,2 mM askorbik asit, siikroz, laktoz ve 5 mM
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glukoz ilavesi, biyosensoriin H,O>'e tatmin edici segiciligini dogrulayan %4,59'luk bir

fotoakim artigina yol agti.
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Sekil 4.96. Biyosensoriin farkli H202 konsantrasyonlarinda KL altinda fotoakim iretimleri (A) ve Fotoakim-
konsantrasyon grafigi (i¢ sekil: grafigin dogrusal kismi) (B)
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4.7. Th-T-B-TNT/Ti

4.7.1. Th-T-B-TNT/Ti’nin hazirlanmasi

TNT'lerin PEK 6zellikleri, doping, termal islem ve boya ile duyarlilastirilma islemleri
ile gelistirildi ve yapimi Sekil 4.99.A'da gosterildi. Anodik oksidasyon, iyi
diizenlenmis TNT'lerin {iretimi i¢in basit, diisiik maliyetli ve etkili bir prosediirdiir.
TNT'lerin ¢ap1, anodizasyon voltaji1 ile kontrol edilir ve uzunluk, anodizasyon siiresi
ve elektrolit tipine gore uyarlanabilir [103]. Anodizasyon voltaji 10 V'tan 50 V'a
degistirilerek farkli caplarda TNT'ler tiretildi, dolayistyla farkli FDB'ler iiretildi (Sekil
4.100.A). Yansima pikleri, farkli gozenek ¢aplarina sahip B-TNT-Th-T'nin FDB'sini
temsil eder. FDB noktalari, TNT sentez potansiyellerine paralel bir kirmiziya kayma
ve dolayisiyla artan gozenek caplart gosterdi (Sekil 4.100.B). 10 V'un altindaki
potansiyellerde, diizenli TNT siralamasit gozlenmedi ve 50 V'tan yiiksek
potansiyellerde TNT katman1 yiizeyden kalkt1. i¢ nanotiip ¢ap1 48 nm’den 263 nm’e
artan sentez potansiyeliyle yiikseldi (Sekil 4.100.B).

Gozenek capindaki bir artig spesifik ylizey alanimi azaltir fakat TNT gozenekleri
boyunca difiizyon, kiitle transferi ve foton penetrasyonu gibi 6zellikler iyilestiginden,
fotoakim, TNT gozenek ¢apmnin 210 nm'ye kadar artmasiyla artmistir (Sekil 4.101.).
Bununla birlikte, azalan yiizey alanmi artik yiiksek gézenek caplarinda telafi edilemez
ve sonug olarak 263 nm ¢apa sahip TNT'lerde fotoakim azalir. Bu nedenle, sonraki
deneyler i¢in 210 nm (40 V) ¢apli TNT secildi. Ayrica optimum pH ve sicakliin
sirastyla pH: 9 ve 37 °C oldugu bulundu (Sekil 4.102.A ve B).

4.7.2. Th-T-B-TNT/Ti’nin karakterizasyonu
4.7.2.1. SEM analizi
Sekil 4.103.A-C, 40 V'luk sabit voltaj altinda olusan bir nanotiip katmanini gosterir.

TNT'lerin iistten SEM goriintiisii, substrata dikey olarak yonlendirilmis ve oldukga iyi

siralanmig dizileri gosterdi. 210 nm ¢apli TNT'lerin duvar kalinligr yaklasik 25 nm
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oldugu bulundu. ince duvarli dairesel diziler, 151k yogunlugunu rezonant olarak
artirarak duvarlar boyunca polarize 151k modlarmi barindirabilir. Ust kisimda kalict
kimyasal asindmaya atfedilebilecek nano O6l¢ekli bir bosluk goézlemlendi [103].
TNT'ler esas olarak bir asindirma siireciyle ortaya cikar ve TiO2 ¢dziinme ve
oksidasyon siireclerinin dengesi TNT'lerin biiylimesini saglar. TiO2 bariyer tabakasi

asagidaki reaksiyona gore ¢Oziiniir.

A Ti/TNT (amorf) Ti/TNT (anataz)

anodizasyon kalsinasyo

indirgeme

Ti/B-TNT-Th-T Ti/B-TNT

Sekil 4.99. Ti/B-TNT-Th-T’nin olugsum semasi (A) ve TNT i¢inde ¢oklu KL sagilimi (B)[108]

TiO2 + 6HF — TiFs® + 2H;0 + 2 H (4.12)

TNT'lerin elektrokimyasal indirgenmesi, yiizeydeki Ti*" (3d°)’1, H katkis1 (TiO2-xHx)
ve/veya oksijen bosluklar1 (TiO2x) ekleyerek Ti** (3d')e doniistiiriir -her ikisi de
tastyici (elektron) yogunlugunu artirir- ve TiO2 kristal ¢ekirdegini ¢evreleyen amorf
TiO2xHx kabugunda kusurlarin olusumuna yol agar [68, 190]. Goriiniir 151k
adsorpsiyonunda bir artigla birlikte amorf kabuktaki Ti—H baglar1 nedeniyle renginin
siyaha doniistiigli diisiiniilmektedir [71]. TNT kapli elektrotlar, goriiniir 151k altinda
giiclii opaklasma gosterdi (Sekil 4.103.A i¢ resim). TNT'lerin genis spesifik yiizeyi,
KL'y1 verimli bir sekilde kullanmak i¢in ¢ok uygundur ve PEK reaksiyonlari i¢in daha
fazla sayida aktif reaksiyon alani saglar (Sekil 4.99.B) [103].
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Sekil 4.100. Farkli ¢aplardaki Ti/B-TNT-Th-T’nin reflektans spektrumlar1 (havada ve 15181n gelis agis1 6 = 0°) (A)
FDB dalga boyunun uygulanan potansiyelle degisimi (B)
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Sekil 4.101. Farkli potansiyellerde iiretilen TNTlerin fotoakima etkisi

4.7.2.2. EDS analizi

Ti, O ve S elementlerinin spesifik dagilimini arasgtirmak i¢in EDS haritalamasi alind1
(Sekil 4.103.D). Titanyum ve oksijenin dagiliminin homojen oldugu goriildii. Ayrica
Th-T'nin kiikiirt atomlarinin TNT yiizeyinde homojen olarak dagilmis oldugu gorildii.

4.7.2.3. Fotonik kristal o6zelllikleri

TNT'lerin periyodik yapisi gelen 15181n acisina bagli olarak yansima gdsterir ve yavas
foton etkisi ile belirli bir dalga boyu araliginda 151k adsorpsiyonunu artirir. Denklem
4.13’deki Snell yasasi, FDB'nin dalga boyunu belirleyen nanotiip ¢apinin

hesaplanmasina izin verir [33, 94]:

1 A1Az

. A=A
2 (nzmateryal_smz¢n20rtam) 1

burada d, TNT'lerin ¢apidir, A1 ve A2, absorbans spektrumundaki tepe (573 nm) ve

d=

(4.13)

cukur (373 nm) dalga boylaridir, ¢, 151810 gelis agisidir (0°), Nmateryal V€ Nortam i¢in
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kirilma indisi degerleri sirastyla TiO2 (2,5) ve hava (1,0). Cap, SEM analizinde
bulunan ¢apa yakin olan 214 nm olarak bulundu (210 nm). Tahmin edilen ve Slgiilen
cap arasindaki fark, kalsinasyon sirasinda nanotiip ¢aplarmin kii¢iilmesinden

kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

4.7.2.4. UV-vis spektrumlari

UV-vis c¢alismasina gore (Sekil 4.104.), her 6rnek i¢in 373 nm'de merkezlenmis
FDB'nin kirmizi ve mavi kenarinda 1sik absorpsiyonunda bir artis gozlemlendi.
FDB'nin mavi taraf absorpsiyonu, TiO2 uyarim dalga boyu ile ortiismektedir [191].
TNT'lerin absorpsiyon spektrumunda, 400-600 nm arasindaki genis ve yogun bant
"yavas 1g1k etkisinden" kaynaklanmaktadir [33]. Burada, mavi kenar fotonlari esas
olarak diisiik dielektrik ortamda (hava veya su) lokalizedir ve kirmiz1 kenar fotonlar
agirlikl olarak yiiksek dielektrik ortamda (TNT duvarlari) yogunlasir [93]. Mavi kenar
ayar1, FDB'nin fotonlarin daha kisa dalga boylarinda TNT'lere girmesini yasaklamasi
ve boylece absorpsiyonu azaltmasi nedeniyle fazla uygun degildir [100]. Bununla
birlikte, kirmizi kenar ayari, absorpsiyon dalga boyuyla eslestiginde daha iyi
verimlilikle sonuglanir [93, 94, 102]. Burada, FDB'nin kirmizi tarafi KL emisyon
spektrumunu kapsayacak sekilde B-TNT'lere ve Th-T duyarl elektrotlara ayarlandi ve
absorpsiyon her adimda artirildi. TNT'lerin absorpsiyon spektrumuna kiyasla, B-
TNT'ler, Ti** ve/veya oksijen bosluklarmin varligindan dolay: tiim gériiniir alanda
(>400 nm) absorpsiyonu oOnemli Olgiide artirdi [105, 191, 192]. Olusturulan
fotoelektrotun absorpsiyon profili, NT dizilerine dikey olarak hareket eden KL
emisyon spektrumuyla yiiksek derecede ortiistii ve kirmizi kenarda en yiliksek KL
absorpsiyonu saglandi [193]. Ayrica, TNT'lerin 15181 iginde tutacak kadar kalin olmasi
nedeniyle, absorpsiyondaki artig, 1s18in niifuz etmesine ve FK i¢inde kalmasina
baglanabilir [96]. Son olarak, Rayleigh sagilma yogunlugu, luminol KL araligi gibi
diisiik dalga boyu araliklarinda giicliidiir ve materyal periyodik yapisi ile geri
sacilmaya katkida bulunur. Boylelikle, FK i¢inde daha uzun foton 6mrii sayesinde 151k
absorpsiyonu artirtldi [100]. FDB'de artan yansima, FK 6zelliklerinin olmamasi

nedeniyle FK olmayan ince filmde olusmadi.
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Sekil 4.103. SEM goriintiileri: Ti/B-TNT-Th-T (A-C) (i¢ sekil: TNT ve B-TNT’nin yapisal renklenmesi), Ti/B-
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Sekil 4.104. Fotoelektrotlarin UV-vis spektrumlar1 (havada ve 15181 gelis agis1 6= 0°) ve luminoliin emisyon
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4.7.2.5. Bant arahgi enerjisi

Materyallerin bant aralig1 enerjilerini hesaplamak icin asagida verilen Tauc formiilii

kullanilmistir (Denklem 4.9.) [33, 194].

Optik bant aralig1 degerleri, Sekil 4.105.'de gosterildigi gibi (ohv)’™nin hv'ye karst
dogrusal kismi ekstrapole edilerek hesaplandi ve Eg degerleri TNT ve B-TNT igin
sirastyla 3,20 eV ve 3,04 eV olarak bulundu. Amorf TiO2.xHx'teki kusurlarin TiOg'nin
oktahedral simetrisini bozdugu ve VB ve CB'de iki kuyruk olusumunun bant araligini
daralttigi one siriiliir [190]. Ayrica, amorf kabuktaki (TiO2. xHx) Ti—H baglar1 ve
oksijen bosluklari bir dizi ayr1 enerji seviyesi saglar ve CB'nin enerji seviyesini azaltir
[68, 190]. Beklendigi gibi, Th-T ile duyarlilagtirilmasi bant araliginda (2,95 eV)
kirmiziya kaymaya neden oldu ve bu, luminol KL'min kullanilmasi i¢in daha
avantajhidir. Clink, bant araligi (420 nm) KL'nin (438 nm) maksimum dalga boyunun
yakinindadir. KL kullanimi durumunda, TNT'lerdeki yerel kusurlar nedeniyle 151k
sacilmas1 meydana gelebilir. Bununla birlikte, KL kullanildiginda, KL'nin daha biiyiik
fraksiyonunun TNT'lere dik olarak dagildig1 ve yavas fotonlarin fotoakimi nemli

olgiide gelistirdigi aciktir (Sekil 4.99.B).

—
20 b
la—"= TNT

16 b= B-TNT
~ | C—mB-TNT-Th-T £
: -
s f—'a_a/"""'
‘_}; I
<
g

4.0 4.5
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Sekil 4.105. Kubelka-Munk grafikleri
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4.7.2.6. Zeta potansiyeli

B-TNT ve Th-T etkilesimlerini agiklamak i¢in Zeta potansiyeli ¢alismalari yapildi. B-
TNT'lerin zeta potansiyel egrisi, calisma pH aralig1 boyunca negatif yiiklii bir ylizey
gosterdi. Ote yandan, Th-T pH 9'da pozitif yiiklii yiizey sergiledi. pH 9'da elektrostatik
etkilesimlerle Th-T katmaninin B-TNT yiizeyine tutunabilecegi sonucuna ulasilabilir
(Sekil 4.106.). Duyarlilastirilma katmani ile TNT'ler arasindaki iyi etkilesimler, hizli
sarj aktarimina, verimli fotojenere ylik ayrimina yol agar ve bu da daha yiiksek PEK

verimliligi ile sonuglanir.

30- A —=—B-TNT
Th-T

Zeta potansiyeli/mV
o

_10_: i\i

30 \{\
| }\i\ai

_50 T T T T T T T T T
5 6 7 8 9 10

pH

Sekil 4.106. Zeta potansiyeli grafikleri

4.7.2.7. XRD analizi

Sekil 4.107.'de, XRD paterni titanyum pikleriyle birlikte TiO2'in saf anataz fazina
(ICDS: 98-015-4601) indekslenebilir. X 1s1m1 kirmmim modeli, 38,3°, 40,1°, 52,9° ve
70,6°’de sirastyla titanyumun (002), (101), (102) ve (103) diizlemlerine atfedilebilecek
tipik 4 pik gosterdi. Anataz fazi, 260 = 25,3°, 37,7°, 38,5°, 48°, 53,8°, 55°, 62,6° ve
68,7°’de belirlenen sirastyla (101), (004), (112), (200), (105), (211), (204) ve (116)
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karakteristik  diizlemleri ile gdzlemlenebilir. TNT'lerin kirinim  pikleri,

elektrokimyasal indirgemeden sonra degismez [192].

4.7.3. Th-T-B-TNT/Ti’nin elektokimyasal 6zellikleri

4.7.3.1. Mott-Schottky olciimleri

Yiik tasiyici (verici) yogunluklari, Mott—Schottky analizinden bulunabilir (Sekil
4.108.). Mott-Schottky analizi, 0,1 M NaSO4 ¢ozeltisinde 5 mV genlikte ve 50 mV s
! tarama hizina sahip 960 Hz sabit frekansta fotoelektrotlar iizerinde yapildi. Mott-
Schottky denklemi, kapasitansin karesinin tersini dondr yogunlugu, Np ve bant

potansiyeli, Vg ile asagidaki gibi iliskilendirir:

- () [0 -] 29

eggEsNp e

Np'nin dondr yogunlugu oldugu, C yar iletkendeki alan sarj kapasitansi, e elemental
yiik sabiti (1.602.176.634x1071° C), o vakum gegirgenligi (8,854x10722 C VI m?), &
TiO2'in dielektrik sabiti (¢ = 170), V uygulanan potansiyel, ks Boltzmann sabiti ve T
mutlak sicakliktir. Mott-Schottky grafiklerinin pozitif egimi, tiim fotoelektrotlarin n-
tipi yari iletkenlerden yapildigimi gosterdi. Mott-Schottky grafiklerinden elde edilen
egimler, TNT'lerden B-TNT-Th-T'ye dogru kii¢iildii, bu da modifikasyonlardan sonra
daha yiiksek dondr yogunluklarmin elde edildigini gosterir. Mott-Schottky
grafiklerinin egimlerinden tahmin edilen yiik tasiyicilarinin yogunlugu TNT, B-TNT
ve B-TNT-Th-T igin sirasiyla 2,07x10%* cm™3, 2,96x 10 cm3 ve 4,36x10%! cm™3
oldugu bulundu. Artan dondr yogunluklari, TNT'ler i¢in elektron dondrii gorevi géren
artan oksijen bosluklarindan kaynaklanmaktadir. Dondr yogunlugundaki artis daha
diisiik dirence neden olur ve Fermi seviyesinin CB'ye dogru yiikselmesine neden olur.
Bu durum, TiO2/Ti arayiiziinde bant biikiilmesini iyilestirir ve elektrolit/TiO2/yiik
toplayici elektrot boyunca yiik ayrisimini kolaylastirir [107]. Bant potansiyelleri (Vrg),
TNT, B-TNT ve B-TNT-Th-T igin sirasiyla 0,82 ve —1,03 ve —0,81 V (Ag/AgCl)
olarak bulundu. B-TNT'lerin Vrg'sinin daha negatif potansiyele dogru kaymasi,

elektrik iletkenligini artiran Ti** ve oksijen bosluklarinin varligindan kaynaklanir [107,
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192]. Ayrica, n-tipi yart iletken sistem, ortamdaki oksijenin neden oldugu girisim
yapan fotoakim iiretimini ortadan kaldirir. Bundan dolay1 bu ¢alismada, gozlenen
fotoakim degerleri oksijen seviyelerinden bagimsizdir. Literatlire gore, CdSe/ZnS
KN’leri gibi negatif potansiyellerde bulunan CB degerli PEK sistemlerde negatif
potansiyellerde negatif fotoakimlar olusarak oksijen hidrojen peroksite indirgenir

[195, 196].

4.7.3.2. LSV olciimleri

Uygulanan potansiyel, fotoakim yanitint 6nemli Olclide etkileyebilir. Akim
yogunlugu-potansiyel grafikleri, aydinlatma altinda 0,5 M NazSO4 sulu ¢ozeltide 0,1
V s siipiirme hizina sahip dogrusal siipiirme voltametrisi ile ¢ikarildi. B-TNT-Th-T
modifiye elektrotun grafigine gore, voltaj 0 V'ta bir diizliige ulasti, bu da diisiik
potansiyel ¢alismasi igin avantajlidir (Sekil 4.109.) ve sonra suyun oksidasyonundan
kaynaklanan fotoakimlar, uygulanan voltajin artmasiyla hizli bir sekilde artti, bu da
tipik bir n-tipi yar iletken sistemin gostergesidir [197]. -0,4 V'tan daha negatif
voltajlar, yiiksek elektron deligi rekombinasyonu ile 1s18a duyarli malzemeden
elektroda elektron taginmasini engeller. Fotoakim baslangi¢ potansiyeli, TNT kaph
elektrotta -0,28 V'ta meydana gelirken, B-TNT kapl elektrotta -0,37 V'a (Ag/AgCl)
kaydi. Ayrica, B-TNT-Th-T i¢in -0,41 V degerinde daha negatif bir baslangic
potansiyeli gozlendi. VB enerjileri TNT, B-TNT ve B-TNT-Th-T igin sirasiyla -4,20
eV, -4,25 eV ve -4,27 eV olarak bulundu. Bulgular, B-TNT'ler ve Th-T arasindaki
baglant1 nedeniyle VB seviyesinin daha negatif potansiyele kaydigint dogruladi. VB
seviyesinin negatif kaymasi, yar1 iletken malzeme i¢in daha iyi bir fotojenere yiik
ayrimini ve daha indirgeyici giicii gosterir, bu da PEK performansi etkili bir sekilde

iyilestirir [72].
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4.7.3.3. Fotoakim ol¢iimii

KL ile ¢alisan PEK biyosensoriin ¢alisma prensibi Sekil 4.110.'da gosterildi. Burada,
enzimatik reaksiyondan saliman H»O: ile alkali bir ¢ozelti igindeki luminol,
biyokatalizor heme varliginda KL iiretir. KL, duyarlilagtirilma katmani tarafindan
absorplanir ve bu, 1518a duyarli materyallerin her birinde bir fotojenere yiik ¢ifti (e/h*)
olusumuna yol agar. Elektron bosluklari, duyarlilastirilma tabakasi-elektrolit
arayiiziine hareket eder ve TEA, bir elektron verici olarak elektron bosluklarini
yiikstizlestirir. Ayrica, elektrot/elektrolit arayiiziindeki dogrudan glukoz oksidasyonu,
fotoakim olusumuna bir dereceye kadar katkida bulunabilir [28, 198]. Burada,
eszamanli elektron bosluklarinin ytksiizlestirilmesi, yiik ayrimini hizlandirir.
Elektronlar Ti tabana aktarilir ve karsit elektroda iletilirler. Ayrica, Th-T ile
duyarhilastiriima, B-TNT'lerde toplu rekombinasyonu baskilayabilir ve boylece PEK
aktiviteyi artirabilir [71]. Sekil 1.7.12.'de gosterildigi gibi, B-TNT'lerin ve Th-T'nin
bant yapilar1 birbirleriyle iyi eslesir. Th-T'nin en diisiik bos molekiiler orbitali
(LUMO) (1,5 V vs NHE) [199] TiO2’in CB potansiyelinden (—0,6 V) [33] daha
biiyiiktiir ve TiO2’in VB potansiyeli (3,1 V) [33], Th-T'nin en yiiksek dolu molekiiler
orbitali (HOMO) (0,5 V) degerinden daha diisiiktiir [199]. Etkili eslestirme, fotojenere
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yiikk rekombinasyonunu etkili bir sekilde baskilayarak ve yiik Omriinii uzatarak

fotoakim olusumunu artirir ve fotojenere yiiklerin kolay transferine yol agar.

0,
s +
-1.6F ez/ LUMO Heme glukoz 9&3‘ i
< L e' e (o TN
> 8r \4,4 Y 2 H, 2‘\* fé"e& TAeoyd
T of CB HOMO > \ 0 glukonlkyb
< P CL (425 nm) it
S — +0.8} JEA NH asli
'E'l'l.ﬁ . NH
: =
g +24f VB h* NH, O
o +3.z:
h+
Ti folyo

Sekil 4.110. Fotojenere elektron taginimi[108]

4.7.3.4. Farkh elektrotlarda fotoakim ol¢iimii

Sekil 4.111.A ve B, sirastyla goriiniir 151k ve KL altinda, 0 V’ta (Ag/AgCl’ye kars1),
0,1 M Tris-HCI tamponu (pH 9,0) igeren TEA'daki farkli sekilde modifiye edilmis
elektrotlarin fotoakim yanitlarini gostermektedir. Her iki 1sinlama da farkli modifiye
elektrotlar i¢in benzer fotoakim profiline yol agti. Ayrica, goriiniir 15181 agip
kapattiktan sonra, fotoakimin hizli yiikselisi ve distlisii, TNT'lerin saglam anodik
kaplamasindan ve TNT'ler ile Th-T arasindaki yakin temas sayesinde yari iletken
malzemeler arasinda miilkemmel elektrik temasindan kaynaklanir. Luminol KL altinda
saf TNT'lerin fotoakiminin 2,7 + 0,7 pA cm™2 oldugu bulundu ve bu ince TiO; filmden
daha iyi performans gosterdi (0,4 £ 0,2 pA cm2). Periyodik yapi, fotoakimi artirarak
yavas foton etkisine ve coklu 151k sagilmasina neden olur. B-TNT'lerin fotoakim
yogunlugu 8,0 + 0,1 pA cm 2 olarak bulundu. Th-T ile duyarlilastiriimasindan sonra,
fotoakim yogunlugu maksimum degerine ulasti (15,8 + 0,5 pA cm™?) ve Th-T
tarafindan absorpsiyon sayesinde, yalnizca TNT kapli elektrottan yaklasik 6 kat daha
fazla akim gozlemlendi. Ayrica, Ti/B-TNT-Th-T'nin absorpsiyon bandi FDB'nin

kirmizi kenar1 ve luminol KL emisyonu ile drtiismektedir.
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4.7.4. Th-T-B-TNT/Ti’nin biyosensor performansi

4.7.4.1. PEK glukoz 6l¢iimii

Fotoakim tiretimi, elektron vericisi olarak 20 mM TEA igeren 0,1 Tris-HCI tamponunda
(pH 9,0) 0 V'ta dlciildii. Sekil 4.112.A, farkli glukoz ¢ozeltileri konsantrasyonlarinda Ti/B-
TNT-Th-T i¢in fotoakima karsi zaman egrilerini gosterir. Fotoakim olusumu, 0,027-5 mM
araliginda artan glukoz konsantrasyonlari ile dogrusal olarak artt1 ve sonra sabit bir degere
yaklast1 (Sekil 4.112.B.). Michaelis-Menten kinetigine uygun bir sonug gézlemlendi.
Grafigin dogrusal kisminin denklemi 1,37 uA mM™ cm? hassaslikla su sekilde formiile
edildi: I (uA) = 1,367 (£0,076) C (mM) + 5,615 (£0,164) (R? = 0,9989) (i¢ sekil). LOD 8
uM, LOQ ise 27 uM oarak bulundu.

4.7.4.2. Biyosensoriin tekrarlanabilirligi ve kararhihg

Fotoelektrot malzemesinin saglam yapist ve PEK kararliligi tatmin edici tekrar
tiretilebilirlige yol act1 (RSD: %93,4). Ayni1 elektrodun fotoakim tiretimi, TNT'lerin Ti
folyoya saglam tutmasi nedeniyle 6 hafta sonra ilk tepkinin %98'ini koruyarak yiiksek
stabilite sagladi.

4.7.4.3. Girisim etkisi

5 mM glukoz ¢ozeltisine 1 mM girisim yapict maddelerin eklenmesi, biyosensoriin
glukoza tatmin edici segiciligini dogrulayan %4,2'lik bir fotoakim artigina yol agti

(Sekil 4.113.).

4.7.4.4. Ger¢ek numune calismasi

Seftali suyunda Olgiim i¢in Boliim 4.5.4.4.’deki presediir uygulandi. Egrinin dogrusal
kisminin denklemine gore seftali suyundaki glukoz konsantrasyonu %88,6 RSD degeri
ile 42,57 + 0,74 g L? olarak bulundu. Sensériin tatmin edici dogrulugu, elektrotun

icecek analizi i¢in pratik kullanimini dogruladi.
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Sekil 4.111. Fotoelektrotlarin goriiniir 151k altinda (A) ve luminol KL’si altinda (B) fotoakim iiretimi
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Sekil 4.112. Farkli glukoz konsantrasyonlarinda Ti/B-TNT-Th-T’nin fotoakim degerleri (A) ve Fotoakim-glukoz

konsantrasyonu grafigi (i¢ sekil: grafigin dogrusal kism1) (B)
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4.8. FADGDH immobilize edilmis Ru (Bpy-Py2)2Cl2-g-C3N4-CDKNT/GCE

4.8.1. FADGDH immobilize edilmis Ru (Bpy-Py2):CL-g-C3N4+-CDKNT/GCE’nin

hazirlanmasi

PEK biyoanodunun yapiminin sematik gosterimi Sekil 4.114.'de verilmigtir. g-C3N4
ile iyi bir temas halinde olan tek bir Ru-kompleksi tabakasi, fotojenere elektron
transferi ihtiyacimi karsilar ve gozenekli CDKNT yapisinin yiiksek yiizey alani,
gelismis bir giines 15181 kullaniminmi saglayabilir. Ayrica, CDKNT, 1s18a duyarh
materyaller i¢in verimli bir elektron alicis1 olarak ¢ok dnemli bir rol oynar ve fotoakim

tiretimini iyilestirir [28, 60].

FADGDH

Sekil 4.114. GCE/CDKNT-g-CsNa-cis (Bpy-Py2)2RuCl: fotoelektrotunun yapimi[200]

4.8.2. FADGDH immobilize edilmis Ru (Bpy-Py2):CL-g-C3N4+-CDKNT/GCE’nin

karakterizasyonu

4.8.2.1. UV-vis ve emisyon spektrumlari

Rutenyum kompleksinin absorpsiyonunun 350 nm ile 550 nm arasinda degistigi ve
ozellikle goriiniir 151k bolgesinde oldugu aciktir (Sekil 4.115.). Kompleks, keskin bir
absorpsiyon bandiyla 385 nm'de (3,22 eV) birinci gecisi ve 440 nm'de (2,82 V) ikinci
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gecisi gosterir ve 490 nm'de (2,53 eV) olan iiglincli gegis, metal-ligand yiik transfer
bandina atfedilebilir [201]. Ru-kompleksi ayrica 460 nm (2,70 eV) ve 490 nm (2,53

eV)'de piren eksimerine atfedilebilecek emisyon bantlar1 gésterdi [201].

4.8.2.2. Emisyon bozunma spektrumu

Emsiyon bozunma egrisine gore, yiik-ayrilmis durum 3,66 ns i¢inde gerceklesir, bu da
0-Cs3Ns'e elektron enjeksiyonunun mikrosaniyenin altindaki bir zaman o6l¢eginde

gerceklestigini gosterir (Sekil 4.116.).

4.8.3. FADGDH immobilize edilmis Ru (Bpy-Py2):CL-g-C3N4+-CDKNT/GCE’nin

elektokimyasal ozellikleri

4.8.3.1. CV olciimleri

Kompleksin redoks pikleri argon ile doyurulmus 0,1 M FT pH 7,0'de (tarama hizi: 2
mV s?), 0,13 V’luk bir AEp degeri ile Eiz = 0,065 V'ta (Ag/AgCl'ye karsi)
gozlemlendi (Sekil 4.117.). Dongiisel voltamogramdan, sentezlenmis Ru
kompleksinin FADGDH ile dolayl: elektron transferi i¢in uygun bir aralikta bir redoks
potansiyeline sahip oldugu sonucuna varilabilir. Ciinkii FAD'nin glukoz oksitleyen
enzimlerdeki redoks potansiyeli, pH 7,0’de -0,45 V’ta (Ag/AgCl’ye kars1) ve civarinda
gozlemlendi [202]. Hizli ve verimli elektron transferi igin, meditatér ile FAD tinitesi
arasinda uygun bir potansiyel farki gereklidir. Bu fark ne kadar yiiksekse, elektron

transfer verimliligi artacaktir.
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Sekil 4.115. DMF’de Ru-komplekslerinin UV-vis ve floresans spektrumlari (uyarilma dalga boyu: 430 nm)
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Sekil 4.116. Oksijensiz DMF’de Ru-kompleklerinin emsiyon bozunma spektrumu (uyarilma dalga boyu: 490 nm
ve 1,25.10* M)
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Sekil 4.117. GCE/CDKNT-g-CsNs- cis-( Bpy-Py2)2RUCl2’iin CV egrisi

4.8.3.2. Fotoakim ol¢iimii

Goriiniir 151k altinda, Ru-kompleksi ve g-CsNa, fotojenere yiik olusturmak i¢in uyarilir
ve bir elektron vericisinin varhiginda fotoakim olusur. Burada, glukoz,
fotoelektrokimyasal olarak desteklenen biyoanot tarafindan oksitlenir ve mediyator
olan Ru-kompleksine iki elektron verir. Elektrot yiizeyine enjekte edilen elektronlar,
dis devreden karsit elektrota gecer. FAD, FADGDH tarafindan katalize edilen glukoz
oksidasyonunda elektron alicis1 olarak davranir, bodylece glukozun enzimatik
oksidasyonundan sonra FADH> yeniden olusur. Enzim katalizli ve Ru kompleksi MET
ile glukoz oksidasyonu, enzimatik bir BYH'de biyoanot islevleri gosterir [60]. Sonug
olarak, fotoelektrokimyasal destekli glukoz oksidasyonu sirasinda hem kimyasal enerji

hem de 151k enerjisi elektrige doniistiirtiliir.
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4.8.3.3. Farkh elektrotlarda fotoakim 6l¢iimii

Isik altinda, GCE/CDKNT-g-C3N4 fotoanodun 0 V’ta (Ag/AgCl) élgiilen fotoakim
tepkisi 0,4 pA cm™ olarak bulundu ve fotoakim GCE/CDKNT-g-CsNa-Ru (piren).Cl
fotoelektrodu icin 0,65 pA cm?ye yikseldi. Fotoakim, 170 mM glukozda
GCE/CDKNT-g-C3Nas-Ru(piren).Cl.-FADGDH biyoelektrodu kullanilarak 1,44 pA
cm ile en biiyiik degere ulast1 (Sekil 4.118.).

1.5

AJ (WA cm™2)

0.5 1 ("

GCE/MWCNT-g-C3Ny
GCE/MWCNT-g-C3N4-Ru kampleksi
GCE/MWCNT-g-C3N4-Ru koiRpteksi-FADGDH

0.0

T T T T T T T T T
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Zaman (s)

Sekil 4.118. Ar ile doyurulmus 170 mM glukoz igeren 0,1 M FT’de (pH 7,0) fotoakim {iretimi
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4.8.4. FADGDH immobilize edilmis Ru (Bpy-Py2):CL-g-C3N4+-CDKNT/GCE’nin
fotoelektrokatalitik aktivitesi

FADGDH'"nin 151k destekli glukoz oksidasyonunda iyi katalitik aktivitesi, 1s18a duyarh
ve verimli elektrotun gelistirilmesiyle sonuglandi. Sekil 4.119., goriiniir 151810,
glukozun anodik biyoelektrokatalizi tizerindeki etkisini gdstermektedir. Optimum
glukoz konsantrasyonu, onceki ¢alismaya goére 170 mM olarak bulundu; burada
substrat konsantrasyondan ziyade enzimatik reaksiyon hizi ve elektron transferinin
siirlayict faktdr oldugu belirtildi [109]. Isik altinda 0,2 V’ta (Ag/AgCl'ye karsi),
glukoz oksidasyon akiminda %#4,9 artis, Ru kompleksi ile elektrot arasindaki elektron

transfer kinetiginin iyilestirildigini dogruladi.

1 4 ]=——MWCNT-FADGDH
MWCNT-g-C3N-FADGDH

1.2 9 ——MWCNT-g-C3N-Ru kompleksi-FAD

__1.04(170 mM glukoz)

= 1 MWCNT-g-C3N4-Ru kompleksi
0.8 1

]

1 (170 mM glukoz-+is1k)

-2

-02 -01 00 01 02 03 04 05 06

E (V, Ag/AgCl)

Sekil 4.119. Ar ile doyurulmus 170 mM glukoz igeren 0,1 M FT’de (pH 7,0) fotoelektrotlarda glukoz oksidasyonu
egrileri (tarama hizi: 2 mV s?)
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4.9. FADGDH immobilize edilmis Ru-kompleksi-g-C3N4s—CDKNT-GCE

4.9.1. FADGDH immobilize edilmis Ru-kompleksi-g-C3N4 —CDKNT-GCE’nin

hazirlanmasi

Ru kompleksi tasiyan CDKNT elektrot, komplekslerin yari iletken CDKNT kaplh
elektrot lizerine damla kaplanmasiyla hazirlandi. CDKNT nin fonksiyonellestirilmesi,
0-C3Ns’tin aromatik halkalar1 ile Ru komplekslerinin PLQ, bipiridin ve 4,4’-bis (4-
pirenil-1-ilbutiloksi)-2,2"-bipiridin)  ligandlar1  arasindaki =#-m etkilesimlerine
dayanmaktadir ve sonunda kararli bir kompozit elde edildi [48, 60]. U¢ farkli Ru
kompleksi sentezlendi (Sekil 4.120.A) ve Rul biyoanot {iretimi i¢in kullanildi.

FBYH’nin fotografi ve yapimimin sematik gosterimi sirasiyla Sekil 4.121.A ve B'de
verildi. Fotobiyoanot ii¢ kistmdan olusur. ilk kisim, ana fotoaktif malzeme olan g-
CsNy’diir; ikinei kisim bir fotoaktif mediyatordiir (PLQ-Ru-kompleksi) ve iicilincii
kisim biyokatalizordiir (FADGDH). Isik altinda fotoanotta, enzimatik glukoz
oksidasyonundan gelen elektronlar FADGDH'den Ru kompleksine ve sonra, g-CsN4'e
ve son olarak, eszamanli bir anodik fotoakim ftretimi ile CDKNT kapli GCE'ye
aktarilir (Sekil 4.120.B). Elde edilen elektrotlar diizdiir ve tekrar iiretilebilirligi tatmin

edicidir.

Optimal durumda, g-CsNas ile iyi bir temas halinde olan bir Ru-komplekslerinin tek
tabakasi, fotojenere ylik aktarimi igin yeterlidir ve ag yapili nanotiip filmin yiiksek
ylizey alani, 151k kullaniminin artmasina katkida bulunur. Ek olarak, CDKNT'ler yari

iletkenden gelen elektronlart verimli bir sekilde toplar ve fotoakim tiretimini iyilestirir
[60].
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Sekil 4.120. Ru (II) kompleksleri (karst iyon: PF®-) (A) ve Fotoaktif malzemelerin enerji seviyeleri ve fotojenere
elektron transferinin sematik gosterimi (B)[203]
4.9.2. FADGDH immobilize edilmis Ru-kompleksi-g-C3N4s —CDKNT-GCE’nin

karakterizasyonu

49.2.1. SEM analizleri

CDKNT'nin SEM goriintiisii, olduk¢a gozenekli bir yapi olusturan CDKNT agini
gosterdi (Sekil 4.121.C). g-CsN4 ve Ru kompleksinin art arda immobilizasyonundan
sonra, modifiye edilmemis CDKNT'ye kiyasla daha kompakt bir topografi belirlendi

ve kompozitin gézenekli morfolojisi korundu (Sekil 4.121.D). Ru komplekslerinin



165

aromatik kisimlari, g-C3sNs4 ve CDKNT arasinda m-m etkilesimlerinin kurulmasi,
CDKNT kapl elektrotlarda fotoaktif materyallerin fiziksel baglanmasina yol agar ve
kompakt yapili malzeme elde edilmesi verimli bir elektron transferine yol acar.
Immobilize edilmis komponentlerin ayrilmasmi &nlemek icin yiizey Nafyon ile

kaplandi.

Ru-complex
S

,,_ _
2
&N 2

@
O

6o/
!

Sekil 4.121. FBYH’nin ¢alismas1 esnasinda fotografi (A), FBYH c¢alisma mekanizmasi (B), SEM goriintiileri:
GCE|CDKNT (C) ve GCE|CDKNT]|g-CsN4|Ru kompleksi (D)[203]

4.9.2.2. UV-vis spektrumlari

DMF'de alinan UV-goriiniir bolge spektrumlari, tiim Ru kompleksleri i¢in kaydedilen
absorpsiyon bantlarini gosterdi (Sekil 4.122. A). Ru kompleksleri, 400 nm ile 600 nm
arasinda tipik metal-ligand-yiik transfer gegislerini (MLCT) gosterdi (Tablo 4.3.) ve
UV'de ligandin n— 7* gecisi gosterdi.

4.9.2.3. Floresans emisyon spektrumlari
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Rul ve Ru2 ayrica MLCT uyarilmis durumdan kaynaklanan biiyiik Stokes
kaymalarini gésteren emisyon bantlarini gosterdi (Sekil 4.123., Tablo 4.3.).
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Sekil 4.122. Rul, Ru2 ve Ru3’iin (A) ve g-C3Na (B) UV-vis spektrumlari
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Sekil 4.123. Rul, Ru2 ve Ru3’iin DMF’de floresans spektrumlari (konsantrasyon: 1.10°° M)

4.9.2.4. Emsiyon bozunma spektrumlari

Sekil 4.124., Sekil 4.125. ve Sekil 4.126.’da, DMF'deki tiim Ru kompleksleri i¢in
kaydedilen emisyon bozunma egrilerini gosterdi. Sonuglar, g-C3Ns ile baglandiginda
Rul uyarilmis durum Omriiniin azaldigin1 gosterdi. Emisyon azalmasi, uyarilmisg
durumun kismi sondiiriilmesi ile monoeksponansiyel olarak goriinlir ve bu sonug,
komplekslerin emisyon kuantum verimleri (pL) ve yasam siirelerinin (t) standart
numune olan [Ru(bpy)s]* 'kilerine kiyasla azalmasiyla kanitlanir [204](6rnegin; Rul
ve [Ru(bpy)s]?"* igin L degeri 0,0024 ve 0,063 ve t degeri 179.4 ve 912°dir). Quinone
alt birimlerinin sayist Ru (II) merkezi etrafinda arttiginda sondiirme islemi daha
etkilidir ve Ru3 ¢ok verimli bir séndiirme isleminin bir sonucu olarak neredeyse
emisyon yapmamaktadir. Bu sondiirme islemi, Ru (II)* merkezinden kinon alici
birimlerine bir elektron transfer reaksiyonundan kaynaklanmaktadir [205, 206].
Bununla birlikte, glukoz oksidasyonundaki kademeli elektron transfer siireclerinde,

Ru (1) kompleksleri bir redoks mediatorii roliinii oynar ve FADH2'den elektron alir.
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Sekil 4.124. 770 nm’de kaydedilen Rul’in ve Rul- g-CsN4’{in emisyon bozunma spektrumlari (1 x 105 M) (i¢
sekil: bozunmanin ikinci dereceden kinetigi)
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Sekil 4.125. 770 nm’de kaydedilen Ru2’nin emisyon bozunma spektrumlar: (1 x 10 M) (i¢ sekil: bozunmanin
ikinci dereceden kinetigi)
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Sekil 4.126. 770 nm’de kaydedilen Ru3’iin emisyon bozunma spektrumlar1 (1 x 105 M) (i¢ sekil: bozunmanin
ikinci dereceden kinetigi)

4.9.3. FADGDH immobilize edilmis Ru-kompleksi-g-C3N4s —CDKNT-GCE’nin
elektokimyasal ozellikleri

4.9.3.1. Komplekslerin CV él¢iimleri

Sekil 4.127., Sekil 4.128. ve Sekil 4.129.'a gore, anodik kisimda ve Eox= 1,09 V'taki
tersinir redoks sistemi, metal merkezli Rulll/Rull redoks sistemine karsilik gelir [132].
Ered (PLQ /PLQ)=-0,48 V ve Ered (PLQ* /PLQ )="-1,26 V’taki (Ag/AgNO3’e kars1)
tersinir redoks sistemleri PLQ ligandinin iki ardisik tek elektron indirgemesine karsilik
gelir [109]. [Ru(PLQ)(bpy)2]?**, Ered = -2,02 ve -1,82°de (Ag/AgNOs’e kars1) iki farkli
tersinir redoks sistemi, bipiridinin ligand merkezli indirgenmesine karsilik gelir [129].
Ayrica [Ru(PLQ)2(pyrene)]?’nin CV’si, pirenin Eox = 0,5 V’ta tersinmez
oksidasyonunu Ru (III)/(II) redoks sistemiyle Ortiiserek gosterdi [129].
[Ru(PLQ)3]*’nun CV’si PLQ'nun iki ardisik tek elektron indirgemesiyle iligkili Ereq = -

0,61 ve Ered = -0,89 V'ta iki tersinir redoks sistemini gosterdi.
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18] — [Ru(PLQ)(bpy)2]**
-30 -25 -20 -15 -10 -05 00 05 1.0
E/V, Ag/AgNO,

Sekil 4.127. 1 mM Rul kompleks ¢ozeltisinin CV egrisi

—— [RU(PLQ)2(piren)]?*

-25 -20 -15 -10 -05 00 05 1.0
E/V, Ag/AgNO,

Sekil 4.128. 1 mM Rul kompleks ¢ozeltisinin CV egrisi
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.20 — [Ru(PLQ)3]?*

-30 -25 -20 -15 -10 -05 0.0 05 1.0
E/V, Ag/AgNO,
Sekil 4.129. 1 mM Ru2 ve Ru3 kompleks ¢ozeltilerinin CV egrileri

Modifiye edilmis elektrotlar1 420 ve 630 nm arasinda aydinlatarak, uyarilmis Ru (II)
durumunun {retilebilecegini ve elektron donorii FADH, tarafindan daha da
sondiiriilebilecegini diislinliyoruz. Molar ekstinksiyon katsayis1 artirilarak, fotondan
akima doniisiim verimliligi artirilir. Piren, genis bir m-konjuge sistemiyle birlikte
diizlemsel, simetrik, elektronca zengin bir birimdir [117]. Ru2'de bipiridinler, aromatik
hibrit sistemde kompleks immobilizasyon verimliligini artirmak i¢in pirenler ile

fonksiyonellestirildi [207].

g-CsN4'tin optik enerji araligi (Eg), UV-vis spektrumlari ile belirlendi (Sekil 4.122.B).
Eg, 452 nm'lik kesme dalga boyundan Denklem 4.15. kullanilarak 2,74 eV olarak

bulundu.

E, (eV) = 1240/A (kesme) nm (4.15)

g-C3Ns'lin enerji seviyeleri, iyonizasyon potansiyeline (IP) goére CV kullanilarak
incelendi [208]. Ilk olarak, Ag/AgNOs potansiyeli, 0 V'ta gdzlenen ferrosen
yiikseltgenme potansiyeli (-4,80 eV vakuma karsi) ile kalibre edildi ve Ag/AgNO3
potansiyelinin vakuma karsi -4,8 eV oldugu bulundu (Sekil 4.130.A). Sekil
4.130.B'den elde edilen 1,10 V Eox degeri kullanilarak g-C3N4'iin VB seviyesi (Evs) -
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5,90 eV olarak bulundu. Dolayisiyla, Ecs, Denklem 4.16 ve 4.17 kullanilarak -3,16 eV
olarak bulundu.

Eyp (eV) = —IP = —(Epy—lag/agct) (4.16)
Eg(eV) == ECB —_ EVB (417)

Burada Ecg, CB enerjisidir, Eox, g-C3N4'lin baglangi¢ yiikseltgenme potansiyeline
karsilik gelir, Iag/agcl, referans elektrotun vakuma gore mutlak enerji seviyesine esittir

ve Eg, bant aralig1 enerjisidir.

DMF'de Ru-komplekslerinin elektrokimyasal davraniglarini arastirmak i¢in CV grafikleri
alind1 (Sekil 4.127. Sekil 4.128. ve Sekil 4.129.). CV'ler, 0,1 M [BusN]PFs igeren
DMF'de 1 mM Ru kompleksleri ¢ozeltilerinde bir GCE kullanilarak kaydedildi
(tarama hizt: 0,1 V s1). HOMO ve LUMO enerji seviyeleri asagidaki denklemler

kullanilarak bulundu.

Eg(eV) = Erumo — Enomo (4.20)

Enomo ve ELumo, HOMO ve LUMO orbitallerinin enerji seviyelerini temsil ederken,
Eox Ve Ereq sirastyla oksidasyon ve indirgeme potansiyellerinin baslangiglaridir. Eox ve
Ered degerleri CV'lerden elde edildi ve ilgili veriler Tablo 4.3.'de verildi. Tiim
komplekslerin HOMO enerji seviyeleri, FADH>'den daha negatiftir ve FADH'den
elektron transferi i¢in yeterli itici glicii gdsterirler. Burada, FAD'nin redoks potansiyeli
literatlirden alindi. g-C3N4, Ru kompleksinin uyarilmig elektronlari i¢in bir elektron
tuzag gorevi géren uygun enerjili CB’ye sahip oldugu i¢in kullanildi. Ayrica, Ru
kompleksi i¢indeki fotojenere yiik ayrimini gii¢lendirmek ve bu sekilde foton-akim
dontisimii verimliligini artirmak igin de uygundur. Uyarilmis komplekslerin LUMO
enerji seviyeleri, g-C3N4'tiin VB enerji seviyesine kiyasla daha pozitif potansiyele

sahiptir, bu da elektron transferinin 1s18a duyarli hibrit malzeme boyunca
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termodinamik olarak uygun bir siire¢ oldugunu dogrular [32]. Komplekslerin ve yar1

iletkenin enerji seviyeleri Tablo 4.3. ve Sekil 1.9.1.'de goriilebilir.

- GCE
= GCE (ferrosende)

-0.2 -0.1 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4
E/V, Ag/AgNO,

{ —GCE
144 —— GCEIg-C3N4

P—v—
h»
-0.25 0.00 0.25 050 0.75 1.00 1.25 1.50
E/V, Ag/AgNO,

Sekil 4.130. 0,1 M [Bu4N]PFs ve 0,5 mM Fc igeren asetonitrilde GCE (A) ve g-CsNakapli GCE’nin CV egrileri
(B) (tarama hizi: 50 mV s'!) (Ag/AgNOs (NHE’ye kars1 0,54 V) referans elektrot olarak kullanildi)
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Tablo 4.3. Oksijeni giderilmis DMF ve MeCN'de 1518a duyarli malzemelerin spektrofotometrik,
elektrokimyasal ve fotoelektrokimyasal 6zellikleri

Absorbans  Emisyon Eox (V) Ered (V) Enomo Ewumo  Eg D T
Amax (NM)  Amax (NM)  (Ag/AgNO3)  (Ag/AgNO3)  (eV) ev) (V) @104 (ns)
Rul 440 623 0,98 -1,68 -578  -312 266 24 1794
Ru2 430-530 618 0,50 -1,84 -5,30 -2,96 2,34 11 6,86
Ru3 507 - 0,41 -1,94 -5,21 -2,86 2,35 6 2,08
g-CsNa4 385 - 1,10 - Evs Ece 2,74 - -

-5,90 -3,16

4.9.3.2. Biyoanodun fotoelektrokatalitik aktivitesi

CV'ler, Ru komplekslerinin elektronik 6zelliklerini arastirmak igin argonla
doyurulmus 0,1 M FT'de pH: 7.0'de elde edildi (Sekil 4.131.A, B, C ve D). Ru
kompleksi igermeyen elektrotun CV'leri higbir redoks islemi gdstermemesine ragmen,
Ru kompleksleri ile modifiye edilmis elektrotlarin CV'leri, PLQ ligandimin iki
elektron-iki proton kinon/hidrokinon gegisi igin tersinir bir redoks sistemi gosterdi.
E1r degerleri -0,01 V (Rul), -0,025 V (Ru2) ve -0,04 V (Ru3) (Ag/AgCl’ye karsi)
olarak bulundu ve AEp degerleri sirasiyla 0,1 V, 0,15 V ve 0,08 V olarak belirlendi.
Daha biiyiik AEp, komposit boyunca elektrolitin olas1 difiizyon sorunlar1 nedeniyle
yavas elektron transferinin bir gostergesidir. Diger bir olasi neden ise, Ru kompleksi
CDKNT agima gomiilii oldugunda elektron tiinelleme mesafelerinin ve nanomateryal
direncinin artmasidir. Rul i¢in en kii¢iik AEp gozlendi ve biyoanot yapimi i¢in diger

Ru komplekslerine kars1 iistiinliiglinti gosterdi.

4.9.3.3. Fotoakim ol¢iimii

Elektron tagima siireci Sekil 4.120.B'de gosterildi. ilk adimda, elektron tagima siireci,
Ru kompleksinin uyarilmis durumunu (Ru kompleksi*) eszamanli olarak tireten Ru
kompleksinin fotonlarla uyarilmasiyla baslatilir ve 1sikla indiiklenen yiik ayrimi, Ru-
kompleksi|g-C3Ny4 arayiizeyinde gergeklesir. Ru-kompleksi*’nin enerji seviyesi g-
C3N4'lin CB'si ile 1yi eslestiginden, fotojenere elektronlar alttaki g-C3Ny4 katmanina ve
ardindan CDKNT kapli GCE'ye hareket eder. Yiik rekombinasyonu, Ru kompleksinin
radikal katyonu (Ru-kompleksi**) olusarak azalir. Enjekte edilen elektron, alttaki
GCE'ye hareket eder ve harici bir devreden biyokatoda gegerek elektrik tiretir.

Biyokatotta molekiiler oksijen, BOx enziminin biyokatalizasyonuyla suya indirgenir.
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Ikinci asamada, enzimatik glukoz oksidasyonu ile fotoanotta elektron bosluklari
ylikstizlesir. Bu arada, oksitlenmis Ru-kompleksi**, FADH>'den bir elektronu kabul
eder ve iki elektron transferiyle birlikte FAD mediyatoriiniin oksitlenmis formunu
olusturur. Sonunda, Ru kompleksi temel durumuna indirgenir. FAD, FADH)'yi
yeniden olusturan glukozun enzimatik oksidasyonu i¢in FADGDH'nin elektron alicis1
olarak davranir. FADGDH tarafindan katalizlenen ve redoks kompleksi ile ger¢ceklesen
MET, bir enzimatik biyoyakit hiicresinin biyoanot kisminda gergeklesir [60]. Bununla
birlikte, fotobiyoanot ayrica 151k enerjisini elektrige doniistiirii. CDKNT'ler, 1518a
duyarli materyaller i¢in verimli bir elektron toplayicidir ve fotojenere yiik

rekombinasyon oranini azaltir [28].

4 A B
3 -
3 - -
o o
§ o- 5o 1
< <
- -
-3 -37 )
—— GCEIMWCNTIg-C3N4IRul -6 GCEIMWCNTIg-C3N4IRu2 A
-6 T T T T T T T T ! T T T T T T T
-0.2 -0.1 0.0 0.1 0.2 0.3 -0.2 -0.1 0.0 0.1 0.2
lc E/V, Ag/AgCl ’D E/V, Ag/AgCI
0.0
3 -
N
o £
U_ .
£ ‘50'1
209 5
iy
0.2
37 —— GCEIMWCNTIg-C3N4IRu3 GCEIMWCNTIg-C3Ng
T T T T T "03 T T T T T T T T T
-0.1 0.0 0.1 -0.2 -0.1 0.0 0.1 0.2
E/V, Ag/AgCl E/V, Ag/AgCl

Sekil 4.131. Rul (A), Ru2 (B), Ru3 (C) ve g-CsNa (D) kapli elektrotlarin CV egrileri (tarama hizi: 2 mV st)

4.9.3.4. Farkh elektrotlarda fotoakim 6l¢iimii

Elektron transferini, glukoz konsantrasyonundan ziyade enzimatik reaksiyon hiziyla

sinirlandirmas1  nedeniyle fotokronoamperometrik Ol¢limler 170 mM glukoz
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cozeltisinde kaydedilmistir  (Sekil 4.132.). Isik altinda, GCE|CDKNT]|g-
C3N4FADGDH fotoanot 0 V’ta (Ag/AgCl) FTde 0,39 nA cm? degerinde bir fotoakim
gosterdi, fakat GCE|CDKNT|FADGDH kayde deger bir fotoakim gdstermedi.
Fotoakim degerleri Ru3 ve Ru2 immobilize fotoelektrotlar i¢in sirasiyla 0,61 ve 0,94
nA cm? olarak dl¢iildii. Son olarak, GCE|CDKNT|g-C3N4/Rul|[FADGDH, daha yiiksek
foton-akim doniisiimii verimliligi ve iyi yiik iletimi sayesinde 2.5 pA cm?'lik en biiyiik
fotoakim degerini gosterdi. Bu akim degeri sonuglarina gore, fotojenere elektronlar
FADH>'den Ru kompleksine ve ardindan yar1 iletkene aktarilir. Kural olarak, anodik
fotoakim degeri orantili olarak elektron vericisi FADH>'nin redoks potansiyeli ile Ru-
kompleksinin HOMO enerji diizeyi arasindaki mesafenin artmasiyla artar ve en diisiik
HOMO enerji seviyesi Rul icin gozlendi. Bu nedenle Rul, FADH: tarafindan
indirgenmeye daha yatkindir ve dolayisiyla fotoakim yogunlugunu artirir. Glukozun
biyokatalizi, enzimatik elektronlarin g-Cs3Ng4'e transferine yol agti ve fotoakim
olusumunu belirgin sekilde iyilestirdi. GCE|CDKNT|g-C3N4/Rul elektrotunun
fotoakim-dalga boyu egrisi maksimum fotoakim dalga boyunu 462 nm’de verdi, bu da

Rul'in absorbans dalga boyuna yakindir (Sekil 4.133.).

4.9.3.5. Potansiyel-fotoakim 6l¢ciimii

GCE|CDKNT]g-C3sN4|Rul elektrotunun potansiyel-fotoakim profilinde, glukozlu
aydinlatma altinda yapilan olgtimler, Ag/AgCl'ye kars1 -0,5 V ile 0,4 V arasindaki
aralik boyunca anodik fotoakim degerleri gosterdi. Sekil 4.134.'de, 170 mM glukoz
varhiginda -0,4 ve 0,2 V'ta belirgin anodik fotoakimlar gozlendi ve pozitif
potansiyellerde daha biiyiik fotoakimlar gézlendi. Fotobiyoanot, 0,2 V’ta (Ag/AgCl,

pH:7) 6,78 nA cm 2 maksimum fotoakim yogunlugunu sergiledi.
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Sekil 4.132. Fotoelektrotlarin fotoakim tiretimleri
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Sekil 4.133. GCE|CDKNT]|g-CsN4/Rul’in fotoakim-dalga boyu grafigi
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6 1Ishsik
170 mM glukoz+isik

-05 -04 -03 -0.2 -0.1 00 0.1 0.2 03 04
E/V, Ag/AgCl

Sekil 4.134. GCE|CDKNT|g-CsN4/Rul[FADGDH’nin farkli potansiyellerde glukozsuz ve glukozlu FT pH 7°de
fotoakim tiretimi

4.9.3.6. Biyoanotun CV él¢iimleri

CV grafikleri, 170 mM glukoz igeren argonla doyurulmus FT'de ve 151k altinda glukoz
oksidasyon akiminda bir dereceye kadar artis oldugunu agik¢a dogruladi (Sekil
4.135.A ve B) ve Sekil 4.136.A. Molekiiler gazlarin neden oldugu herhangi bir
fotoakim olusumunu engellemek igin, tampon, inert gazla doyuruldu. BYH
uygulamalarinda iistiin performansa ulagsmak i¢in baslangi¢ potansiyel degerleri biiyiik
onem tagimaktadir. Eox = —0,13 £ 0,05 V (Ag/AgCl’ye kars1) degerinde bir baslangic
potansiyeli ile iyi tanimlanmig sigmoidal egriler gézlendi ve bu deger bir biyoanot i¢in
tatmin edicidir ve PLQ-Ru kompleksi araciligiyla elektron transferini gosterir.
Aydinlatma altinda, karistirllmamis tamponda ve 0,05 V’ta (Ag/AgCl’ye kars1), 2,39
+ 0,54 mA cm 2 degerindeki glukoz oksidasyon akimi, PEK etki nedeniyle aydinlatma
olmadan elde edilen akimi gegti (2,25 = 0,45 mA cm2). Aksine, glukoz olmadan
kaydedilen CV'lerde, ihmal edilebilir bir akim yogunlugu gézlemlendi. Ayrica, Ru-
kompleksi icermeyen FADGDH immobilize elektrot, glukoz varhiginda diistik glukoz
oksidasyon akimlar1 gosterdi, bu da biyokatalitik aktiviteyi saglamak i¢in hem Ru
kompleksi hem de FADGDH'nin gerekli oldugunu dogrulad: (Sekil 4.136.A). Sonug
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olarak, immobilize edilmis FADGDH'li biyoanotlar, GOx ve glukoz dehidrojenazlarli
elektrotlardan daha iyi performans gosterir ve FADGDH, 0,15 V’ta 5,38 + 0,54 mA
cm 2 degerinde yiiksek akim yogunluklari vermistir [109].

4.9.3.7. Biyokatotun CV ol¢iimleri

Biyoyakit hiicresinin Voc'si, biiyiik bir indirgeme potansiyeline sahip bir biyokatot
kullanilarak artirilabilir [116]. Myrothecium verrucaria'dan (Mv) elde edilen BOX,
biyokatot kisminda O'in H.O'ya indirgenmesi i¢in immobilize edildi. BOX, yiiksek
biyokatalitik aktivitesi ve fizyolojik kosullarda kloriir iyonlarina daha az duyarlilig:
nedeniyle BYH'lerde yaygin olarak kullanilmaktadir [116]. DET, immobilizasyon
sirasinda BOX'in uygun sekilde yonlendirilmesiyle elde edilir. Sekil 4.137., biyokatot
kullanilarak argon ve oksijenle doymus tamponda kaydedilen CV'leri gosterir.
Oksijenli tamponda, biyokatot, BOx tarafindan oksijenin indirgenmesi sirasinda
Ag/AgCl'ye kars1 0,54 V baslangic potansiyelinde tek protonlu-elektronlu DET’ye
karsilik gelecek sekilde katodik katalitik akim gosterdi. Ag/AgCl'ye karsi 0,45 V yari
dalga potansiyeli, ¢ok bakir atomlu oksidazin T1 bakir aktif bolgesinin redoks
potansiyeline yakindir (E12(T1)=0,48 V SKE’ye karsi, pH:7.0’de)[114] ve
termodinamik olarak O2’nin indirgenme potansiyeline yakindir (0,572 V SKE’ye
karsi, pH 7,0°de)[109].
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Sekil 4.135. GCE|CDKNT|g-C3N4Rul[FADGDH’nin glukozsuz, glukozlu ve 151k altinda genis (A) ve dar (B)
potansiyel araliginda CV egrileri (tarama hizi: 2 mV s)
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Sekil 4.136. Ar ile doyurulmus 0,1 M FT’de (pH 7) GCE|CDKNT|FADGDH, GCE|CDKNT]g-CsN4|[FADGDH,
GCE|CDKNT|g-C3N4|Ru-complex FADGDH’nin CV egrileri (tarama hizi: 2 mV s?) (A) ve
GCE|CDKNT]g-CsNaRul|FADGDH nin 15181n agilip kapanmasiyla kaydedilen CV egrisi (B)
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Sekil 4.137. GCE[f-CDKNT|BOX'in 0,1 M FT pH 7°de CV egrileri

4.9.3.8. PEK biyoyakit hiicresi dl¢iimleri

FBYH'erin sematik gosterimi Sekil 4.121.A ve B'de gosterilmektedir. FBYH
diizeneginin gii¢ 6zelliklerini arastirmak icin, fotobiyoanot ve biyokatot (0,071 cm?),
1.5 mm mesafe ile paralel olarak yerlestirerek bir PEK akis hiicresi kuruldu. Elektrotlar
arasindaki kisa mesafe, elektrolit direncini ve akim kaybini azaltir. Biyoanotta, farkli
glukoz konsantrasyonlar1 igeren fosfat tamponu hiicre bolmesine itildi. Biyokatotta,
oksijenli FT, oda sicakliginda harici pompalardan ge¢irildi. Isik kaynagi, biyoanodun
Oniine dikey olarak yerlestirildi. Tampon akislari, tekrarlanabilir sonuglar elde etmek
icin niteliksel ve orta diizeyde ayarlandi. Boylece, membransiz glukoz/O2 FBYH'ler

olusturuldu.

BYH calismalari, biyoanodu karsit ve referans elektrot uglarina, biyokatodu da
calisma elektrotunun ucuna baglayarak Voc'den 0,1 V'a polarizasyon egrileri elde
edilerek gergeklestirildi. Sekil 4.138., biyoyakit hiicrelerinin polarizasyon ve gii¢
yogunlugu egrilerini gosterir. Sekil 4.138.'e gore, FBYH 0,64 V'luk bir Voc ve 0,42
V’ta 28,4+ 0,7 pW cm? maksimum gii¢c yogunlugu (Pmaks) saglar. Bulunan Voc degeri,
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yarim hiicre polarizasyon c¢alismalarina gore hesaplanan maksimum 0,67 V gerilimine
yakindir.

FBYH performansi 1, Jsc, Voc Ve doluluk faktorii (FF) parametreleriyle belirlenir. FF
ve 151k enerjisi dontisiim verimliligi (n) Denklem 4.21 ve 4.22°de verildi [73].

Jsc.Voc.FF
= Pk (4.21)
FF = Jmaks.Vmaks (4.22)

JscVoc

Burada, Jmax V& Vmaks sirasiyla maksimum akim ve potansiyel degerleridir ve Jsc, kisa
devre akimi1 yogunlugudur. Pisik, 151k yogunlugudur (11.2 mW cm?). FF, 0,14 £ 0,05
olarak hesaplandi ve 1, 1,152 degerinde bulundu.

0.7 0

0.6 1 25
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o
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g 94 15 3
>" ~
~ 0.31 Q
L 10

0.2 1

5
— 151Kk altinda
0.14 — 151K S1Z

T g T g T g T g T g T g T g T
0 20 40 60 80 100 120 140
J/uA cm2
Sekil 4.138. Oksijenle doyurulmus 170 mM glucose igeren 0,1 M FT (pH 7,0)’de ve 151k altinda FBYH’nin gii¢
yogunlugu-polarizasyon egrileri (tarama hizi: 2 mV s)
4.9.4. FADGDH immobilize edilmis Ru-kompleksi-g-C3N4s —-CDKNT-GCE’nin

biyosensor performansi

49.4.1. Glukoz ol¢iimii
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Maksimum akim ¢ikis1 ve glukoz konsantrasyonu grafikleri, Michaelis-Menten kinetigi
gosterdi (Sekil 4.139.). Isik altinda, grafiklerin dogrusal kismindan tiiretilen kalibrasyon
egrilerine gore (i¢ sekil), regresyon denklemi su sekilde hesaplanmistir: 1 (nA) =
14,5Cgiukoz (MM) + 4,87 (R? = 0,998). Duyarliliklar 1s1ks1z 13,1 pA cm2 ve 151k altinda
14,5 uA cm 2 olarak hesaplandi. LOD, 15 uM ve LOQ ise 50 uM olarak bulundu.

140 . !H
120 ¢
<;:L |
\E 100 4 —n=— 151k altinda
< —0—151KkS1Z
2 11 2 s
E 80 E
] 5 6
E 60l ¢
= 40+ =
2
20 2 3 4 5 6 7
Glucose concentration/ mM
O I T T T T T T

0O 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Glukoz konsantrasyonu/ mM

Sekil 4.139. Glukoz oksidasyon akiminin glukoz konsantrasyonuna bagl degisimi

4.9.4.2. Biyoelektrotlarin stabilitesi ve fotoakim kararhhg:

Biyoelektrotlarin operasyonel stabiliteleri de 0,2 V gibi diisiik ve sabit bir potansiyelde
9 giin tampon ¢ozeltilerinde akimi kaydederek degerlendirildi (Sekil 4.140.). Sonunda,
biyoanot ve biyokatot i¢in ilk akimlarinin sirasiyla %88 ve %85'i kald1. Egriler, agik¢a
fotobiyoanodun biyokatottan daha kararli oldugunu gosterdi.

Fotoakim kararlilig1, 15181n acilip-kapanmasiyla test edildi (Sekil 4.141.). Fotoakim 20
dongiiden sonra neredeyse sabit kaldi ve m-m etkilesimlerinin immobilize edilmis

bilesenlere yiiksek stabilite sagladig1 sdylenebilir.
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BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

5.1. GOx immobilize edilmis Au NP-iGO/GCE

Enzimin yiizey miktar1 (3,2 £ 0,2 x 107 mol cm), mezoporlu TiO2 (2,57 x 107 mol
cm?) [151], indirgenmis GO (1,22x1071° mol cm™2) [209] ve KNT (2,35x107! mol
cm) [210] iizerinde immobilize edilen GOx miktarindan fazla belirlendi. Bu sonug,
Onerilen nanokompozitin ylizey alaninin Au NP birikimi ile genisleterek ve TA ile
uygun yilizey saglayarak enzim immobilizasyonu i¢in ¢ok faydali oldugunu

dogrulamaktadir.

Uretilen GOx-Au NP-iGO/GCE kullanilarak bulunan glukozun dogrusal
konsantrasyon aralig1, azot katkilt KNT {izerine immobilize edilmis GOx (0,02-1,02
mM) [137], Au NP-grafen-CDKNT iizerine immobilize edilmis GOx (5-175 uM ve
0,3-2,1 mM) [211], CDKNT-kitosan {izerine immobilize edilmis GOx (0-7,8 mM)
[212], Au NP-titanat NT iizerine immobilize edilmis GOx (0,01-1,2 mM) [213], TiO>-
karbon bez iizerine immobilize edilmis GOx (0,1-05 mM) [214], ile
karsilastirildiginda daha genistir ve grafen-Au NP-kitosan nanocomposites {izerine

immobilize edilmis GOX igin esit araliga sahiptir (2-10 mM) [215].

Duyarlilik (18,73 pA mM™ cm2), grafen-CdS esash glukoz biyosensorii igin (1,76 pA
mMtcm?) [12], azot-doplanmis KNT esash glukoz biyosensérii i¢in (13,0 pA mM™?
cm?) [137], elektrokimyasal olarak indirgenmis grafen esasli glukoz biyosensérii igin
(7,0 pA mM? cm?) [9] ve elektrokimyasal olarak iGO-CDKNT esasli glukoz
biyosensorii i¢in (7,95 pA mM* cm2) [10] bulunan degerlerden daha yiiksektir.
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Literatiire gore, GOx'in kovalent baglanmasi yiliksek glukoz konsantrasyonlarina
duyarsizliktan dolayr daha genis dogrusal ol¢lim araligina yol actigi goriilmektedir.
Yiiksek konsantrasyonlarda, analit iyonlar1 fiziksel immobilizasyon yontemleri
durumunda enzim baglanmasini bozabilir. Ayrica, genis yiizey alani, hizli elektron
transfer sabiti, elektrokatalitik sinerji, biyosensor elektrodunun duyarliligmin iyi
olmasmma neden olur. Bu nedenle, biyosensoriin tatmin edici duyarliligi,
nanokompozitin genis ylizey alanina ve GOx ile elektrot arasinda nispeten diisiik bir
bariyer ile hizli elektron transferini kolaylastiran iGO ve Au NP'ler arasinda iyi bir
baglanti elde edilmesine baglanabilir [215]. Ayrica, elektrokimyasal olarak
oksitlenmis TA, GOx ve elektrot arasindaki hizli elektron transferini gii¢lendirir. Bu
nedenle TA, biyosensor uygulamalarinda ve diger ilgili alanlarda indirgeme islemleri,
enzim immobilizasyonu ve elektrokimyasal reaksiyonlar agisindan uygun dogal bir
maddedir. Elde edilen elektrodun analitik performansi Tablo 5.1.'de literatiirde
bildirilen diger elektrotlarla karsilastirildi. Onerilen glukoz biyosensorii, biyolojik ve
diger numunelerde glukoz dl¢limiinii pahali reaktifler ve karmasik deneyler olmaksizin

kolay ve diisiik maliyetli bir prosediirle ger¢eklestirmistir.

GOx-Au NP-iGO/GCE'nin Km degerini (2,63 mM) literatiirdeki 8,2 mM'dan [212] ve
4,6 mM'dan [138] daha kiigiiktiir. Daha diisiik Km degeri, immobilize edilmis GOx'in
daha yiiksek bir enzimatik aktiviteye sahip oldugunu ve GOx-Au NP-iGO/GCE'nin
glukoz i¢in daha yiiksek bir afinite gosterdigini dogrular. GOx'in yapisin1 koruyan Au
NP-iGO'nun iyi biyouyumlulugu sayesinde glukoz i¢in tatmin edici GOx afinitesi elde

edilmistir.

Elektrodun iyi tekrarlanabilirligi ve stabilitesi, nanokompozitin iyi biyouyumluluguna
ve enzim ile elektrot yiizeyi arasindaki giiclii etkilesime baglanabilir. Bu bulgu
onerdigimiz immobilizasyon protokoliiniin sadece GOX'in katalitik aktivitesini
korumakla kalmayip ayn1 zamanda Nafyon, kitosan ve benzeri gibi bir dis koruyucu
membran kullanmadan nanokompozitten disar1 sizmasini Onledigini teyit etti.
Yukarida belirtilen sonuglara goére, enzim elektrodunun glukoz tayininde bir

elektrokimyasal biyosensor olarak kullanilabilecegi sonucuna varilabilir.
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Biyosensor, gergek numunelerde glukoz 6l¢timii igin tatmin edici bir dogruluk sagladi

ve bu da icecek analizinde pratik uygulamay: kanitladi.

Tablo 5.1. GOx-Au NP-iGO/GCE ile literatiirde glukoz 6l¢iimii i¢in olugturulan diger elektrotlarin kargilagtirilmasi

Elektrot Duyarlilik Olgiim GOx baglanma tipi Ref.
(LA mMtcm2) aralig
(mM)
iGO-Au NP-GOx/GCE 18,73 2-10 Hidrojen baglari Bu ¢alisma
[53]
ERCGr-GOx/GCE? 7 2-18 Kovalent 9]
baglanma
GO-GOx/Pt disk elektrot 8,045 0-22 Kovalent [216]
baglanma
EiGO-CDKNT-GOx- 7,95 0,01-6,5 Fiziksel [10]
Nf/GCEP adsorpsiyon
Au NP/G/CDKNT 29,72 0,3-2,1 Fiziksel baglanma [211]
poli(2,6-DP)-MWNT- 52 0,42(uM)-8 Kovalent [217]
GOx/GCE® baglanma
Au NP-GOx/GCE 3,744 100(uM)-  Fiziksel baglanma [218]
0,8
Au NP-TNT-GOx/GCE* 51 0,01-1,2 Fiziksel baglanma [213]
Au-Pd NC-TDKNT- 5,2 10(uM)-50 Kovalent [219]
PAA/ Si-SiO,-Ti¢ baglanma

*ERCQGr: elektrokimyasal olarak indirgenmis karboksil grafen
"EIGO: elektrokimyasal olarak indirgenmis grafen oksit; Nf: Nafyon
¢poli(2,6-DP): poli(2,6-diaminopiridin)

dPAA: gdzenekli anodik aliimina; NC: nanokiip

5.2. GOx immobilize edilmis TiO2-C0304-KNT/ITO

Mevcut calisma Tablo 5.3.'de disaridan giice ihtiya¢ duymayan enzim bazh

biyosensorlerle karsilastirilmistir.

Her ne kadar kendi kendine gii¢ veren biyosensorler literatiirde biyoyakit hiicre tipi
sistemlere ve biyokapasitor tabanli sistemlere dayansada [220, 221], 0 V'ta yanit veren
PEK biyosensorleri, karmagik olmayan bir sistemle kolay algilama sayesinde kendi

kendine ¢alisan diger biyosensdrlere bir alternatif olabilir. Kendine gii¢ veren glukoz
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biyosensorleri hakkinda yayimlanan az ¢aligmadan dolayi, bu ¢alismayi literatiirde
bildirilen her tiirlii kendine giic veren biyosensorlerle karsilastirdik. Biyosensoriin
tatmin edici dogrusal araligi, elektrot nanomalzemesinin hibrit dogasina baglanabilir.
Tablo 5.3.’ye gore, bir yar1 iletken malzemeden olusan biyosensdrler, zayif elektriksel
iletkenlik ve yetersiz fotoakim {iretimi nedeniyle dar dogrusal Ol¢iim araligi
gostermistir. Diger yari1 iletken malzemelerin TiO2 ile kombinasyonu, gelismis
fotoakim tiretimi sayesinde 6l¢iim araligini genisletebilir. Bununla birlikte, PEK bazli
biyosensorler elektron bosluklarinin H20: ile doldurulmasi i¢in pozitif bir potansiyel
gerektirir. Bu ¢alismada, FADH>'nin yar1 iletken malzeme ile yakin temasi nedeniyle,
FADH; elektron bosluklarinin doldurabilir. FADH> oksidasyonunun negatif
potansiyeli, optimum fotoakim potansiyelini 0 V'a kaydirarak fotoakim iiretimi

izerinde sinerjistik bir etki gosterir.

Isik aydinlatmasi altinda duyarlilikdaki artis nanokompozitin yari iletken davranigina
baglanabilir. Yalnizca PEK 6l¢timii ile karsilastirildiginda, elektrot malzemesinin yari
iletken ve sliper kapasitér davranisindan yararlanilmasi nedeniyle elektrokimyasal

Ol¢timler yapilarak daha yiiksek duyarlilik gézlemlenmistir.

Iyi kararlilik ve tekrarlanabilirlik, enzimin saglam immobilize edilmesinden
kaynaklanir [149] ve tatmin edici tekrarlanabilirlik elektrotun saglam yapisina
baglanir. Ayrica, maddelerin oksidasyonla girisim etkisi diisiik caligma voltajindan (0

V) dolay1 en aza indirildi.

5.3. GOx ve B-gal immobilize edilmis TiO2-Au NP-g-C3N4-MnO2/ITO

Literatiire gore, laktoz, selobiyoz dehidrojenaz kullanilarak belirlendiginde, B-gal
kullanilarak elde edilen 0,008-2,5 mM ile karsilastirildiginda daha dar olan 0,001-0,15
mM arasinda dogrusal bir 6l¢tim araligi elde edildi. Bu bulgu enzimlerin Km sabitleri
ile iyi bir uyum igindedir. Yani B-gal’in (3,79 mM) [222], sellobioz dehidrojenaza (0,2
mM)’ye [223] gore daha biiyiik Km'si daha yiiksek bir laktoz konsantrasyonunda
doyurulmaya ve daha genis bir dogrusal araliga yol acar. Tablo 5.2.'den goriilebilecegi
gibi, en hassas biyosensorler yiiksek ¢aligma potansiyeline sahiptir ve bununla birlikte,
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girisim yapan maddelerin etkisinin artmas1 miimkiindiir. Bu nedenle, negatif ¢alisma
potansiyelleri girigsim etkisini azaltmak i¢in etkilidir.

Tatmin edici kararlilik, tekrar diretilebilirlik ve tekrarlanabilirlik saglam enzim
immobilizasyonundan kaynaklanir. Burada GOX segiciligi ve diisiik ¢alisma voltaji (O

V), girisim etkisini 6nemli 6lgiide azaltti.

Tablo 5.2. Enzim esasli laktoz biyosensorlerinin analitik performanslarinin karsilastirilmast

Biyosensor bilesimi Potansiyel/ LOD/  Olgiim Duyarlilik Ref.
\% uM arahgi  /uA mMtcm™
(Ag/AgCI) /mM
CDH@NH:- 0,001° 0,5 0,001- 0,4768 [224]
PD/TDKNT/GCE? 0,15
B-Gal-GaOx@PPy-DBS/Pt 0,4 2 0-1,22 - [225]
elektrot®
B-Gal-GOx/Pt tel 0,65 <100 0,1-14 14,244 [226]
CDH-GOx-CAT@PDDA 0 ~ 00101 - [227]
P(SS-GMA-BA)/grafit
elektrot®
CDH/PEI@AUNP/Au elektrot’ 0,25 0,33 0,001-0,1 3,93 [223]
B-Gal@(PEI/PVS)n/PB/ITO? 0 1.130 0-8 0,31 [228]
GOx-pB-Gal@Au  NP-g-C3Na- -0,4 0,23 0,008- 1,66 Bu
MnO,-TiO/ITO 2,50 Calisma
[34]

2 Cellobiose dehidrogenaz-p-fenilendiamin

200 mV’tan (NHE ye kars1) déniistiiriildii.

¢ B-gal ve galaktoz oksidaz-polipirol-sodyum dodesilbenzensiilfonat

9111 nA/1 mM laktoz degeri elektrot alanina (0,78 mm?) béliinerek bulundu.

Selobiyoz dehidrojenaz-katalaz-poli (diallildimetilamonyum kloriir) Poli (Stiren Siilfonat-ko-glisidil
Metakrilat-ko-butilakrilat)

fpolietileniminle stabilize edilmis altin nanopartikiiller

9 poli (etilen imin)-poli(vinil siilfonat)-Prusya Mavisi
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5.4. GOx immobilize edilmis MTiO2-Au NP-MoS2/ITO

PEK enzim esasli glukoz biyosensorlerinin analitik performans parametrelerinin
karsilastirmasi liste halinde Tablo 5.3. verildi. Bu biyosensorlerle karsilastirildiginda,
caligmamiz, iki ana nedene baglanabilecek iyi bir duyarlilik gosterdi. Birincisi,
nanokompozitin biyouyumlulugundan dolayi, immobilizasyondan sonra enzimin
yapisal degisiklikleri énemli dl¢iide dnlenebilir. Ikincisi, metal nanopartikiil iceren
kompozitler, duyarlihig artirarak elektrokimyasal sinyal amplifikasyonuna yol
acabilir. Burada, mezogozenekli yapi, Au NP kaplamasin1 artirarak elektron transferini
artirir. Iletkenlik ve kapasitans degerleri dogrusal dlciim arahigini etkileyebilir. KN
iceren nanokompozitler, muhtemelen diisiik kapasitans degeri ve yeterli elektriksel
iletkenlik nedeniyle genis bir dogrusal 6l¢iim araligi gosterir [229, 230]. Ote yandan,
CDKNT iceren KN tabanli PEK sistemi, muhtemelen karbonlu malzemelerin
stiperkapasitans 6zelligi nedeniyle dar bir 6lgiim araligina yol agt1 [177]. Ayrica, saf
TiO; tabanli PEK sistemler, zay1f iletkenlik nedeniyle diisiik bir 6l¢iim araligi gosterdi
[57]. Onceki calismamizda elektrokimyasal GCE/iGO-Au NP-GOx elektrodu 2—10
MM dogrusal 6lciim araligi ile 18.73 mA mM™ cm? duyarlilik gosterdi [45]. Bu
calismaya gore duyarlilik yiiksek olsada, elektrokimyasal biyosensorler PEK
biyosensorlere kiyasla yiiksek ¢alisma potansiyeli gerektirir. Son ¢alismamizda PEK
biyosensor, bu calismaya gore diisiik olan 0,3 mA mM* cm2 duyarlilikla O gerilimde

Olgtime olanak tanidi [28].

Uretilen PEK biyosensoriin iyi stabilitesi, GOx'in biyoaktivitesini korumasi igin iyi bir
mikro ortam saglayan goriiniir 1518a duyarli nanokompozitin saglam yapisindan ve
biyouyumlulugundan kaynaklanabilir ve ticari bir biyosensor i¢in potansiyel bir
malzeme olarak sunulabilir. immobilize edilen GOx ve Nafyon membran tatmin edici
secicilik sagladi. Nafyon membran, iirik asit, askorbik asit gibi negatif yiiklii girisim
yapan maddeleri uzaklastirarak biyosensor uygulamalarinda elektrokimyasal etkilerini
azaltir. Ayrica, bu girisim yapan reaktifler ile TiO2 arasindaki dogrudan temas, PEK

sisteminin yiizeyindeki GOx immobilizasyonu nedeniyle sinirlidir.
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5.5. iIGO-Cu20-TNT/Ti

Biyosensoriin performans karsilastirmast Tablo 5.3.'de verildi. Literatlir ile
karsilastirildiginda, bu ¢alismada tatmin edici bir dogrusal 6l¢iim araligi gozlemlendi.
D1s gii¢ kaynagina gereksinim duymadan ¢aligan biyosensor sistemlerinde 0 V ¢alisma
voltaji biiylik 6nem tasimaktadir. Bu ¢alismada, 0 V ve -0,3 V’ta glukoz dlglimleri
yapildi. Literatiirdeki 0 V’ta ¢alisan elektrotlarla karsilastirildiginda, bu c¢alismada
dogrusal 6lgiim araligi ve duyarlilik iyilestirildi [26, 28]. Artan dogrusal 6l¢iim araligi,
sensOriin enzimatik olmayan dogasindan kaynaklanabilir. Enzimatik doygunluk
noktasinda, enzim esasli sensorlerin tepkisi belirli bir konsantrasyondan sonra
sabitlenir. Bu durum, sensériin 6l¢iim araligin1 enzimatik olmayan sensorlere kiyasla
daha dar hale getirir. Literatiirle karsilastirildiginda, mevcut PEK enzimatik olmayan
glukoz sensoriiniin - diisik duyarliligi, Cu2O'nun diisik olan foton-elektron
doniistimiine atfedilebilir [231]. Ayrica, nanopartikiillerin etrafindaki stabilizatér SLS
molekiilleri, PEK sistemdeki elektron transfer hizimi azaltabilir. Ancak, tim bu
eksiklikler, iGO’nun elektron toplama 6zelligi kullanilarak kismen telafi edildi. PEK
system dogal olarak bol bulunan elementlerden olusur (titanyum, bakir ve karbon) ve
bu 6zelligi enzimatik olmayan glukoz sensoriiniin siirdiirtilebilirligini kanitlar. Elde
edilen PEK sistemi ile KN’ler gibi toksik maddelerden olusan muadillerine kiyasla
tatmin edici sensor performansi elde edildi. Enzimatik olmayan sensdrler, ortam
kosullarindaki degisiklige diisiik duyarlilik nedeniyle enzim esasli biyosensdrlerden
daha 1yi performans gosterir. Bu calisma, gelecekte pahali enzimler kullanmadan yesil
kimya esasli 0 V’ta c¢alisan PEK enzimatik olmayan sensoér imalatina katki

saglayabilir.
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Tablo 5.3. PEK glukoz biyosensorlerinin analitik performanslarinin karsilastirilmasi

Biyosensor bilesimi Calisma LOD/u  Olgiim Duyarlilik Ref.
potansiyeli/ M aralig /uA mM™!
\Y /mM cm?
(Ag/AgCl)
ITO/TiO;- Co304-KNT- 0 0,16 0-4 0,3 Bu
GOx calisma
[28]
ITO/MTiO2-Au NP-MoS,- 0,2 1,2 0,004-1,75 4,42 Bu
GOx calisma
[62]
Ti/TNT-iGO-Cu,O NP 0 0,21 0,0007-20 0,87 Bu
calisma
[41]
Grafit/kitosan-GOx anot ve ocv? - 1-5 0,02 [232]
karbon esasli hava katotu
Ti0,-GOx -0,45 - 0,15-1,2 0,3 [151]
ITO/TiO: (enzimsiz) 0,4 - 0,02-5,0 - [233]
Glass/BaTiO3 (enzimsiz) 0,5 7,941 0,0001-1 23,79 [234]
ITO/MoS,-GOx 0,6 0,00061  0,000008- - [170]
0,005
ITO/Ti0,-CdSe-CdS-GOx - 1-10 1,935 [229]
FTO/Fe,03-PDA-NB-GDH 0,05 25,2 0-2 7,36 [230]
FTO/CdTe-GOx 0.04 40 0,1-11 - [235]
FTO/Ti0,-GOx 0.3 0,9 nM 0,1-1 - [57]
ITO/Ti0,-gC3N4-GOx 0.2 10 0,05-16 16.7 [78]
GCE/CDKNT-ZnS-CdS 0.4 4 0,01-2,0 7,80 [177]
ITO/Sn0O,-Ag,S-GOx - 32 0,1-12,2 - [236]
ITO/NiO-CdS-(GOx- - 10 0,05-7,1 - [237]
PDDA);¢
ITO/Ti0,-M0S,-GOx 0,2 15 0,1-10,5 0,81 [77]
Ti0,/CdSe-CdS KN- 0,3 - 1-10 1,455¢ [229]
[Co(Phen);]**-PEI/-GOx¢
TCO/Cu,0-TiO,f 0,7 250 0,375-1,5 - [86]
FTO/CuO TOFK-CdS 0,7 0,15 0,00015- 4345 [238]
0,5
GCE/iGO-CdS NP-CoOx 0,4 0,40 0,001-0,6 5900 [239]
ITO/Cu,O -0,2 0,3 0,0005-6 ) [240]
ITO/anatazTiO, 0,4¢ - 0,02-5,0 [233]
Pt/Nafyon-(CdS-GOx); 0,5 1 0,001-2,5 1,83 [241]

2 OCV: Agik devre gerilimlerindeki degisimler gdzlemlenerek 6l¢lim yapildi.

®NB-PDA-GDH: Nil mavisi-polidopamin-glukoz dehidrojenaz

°PDDA: Poly(diallyl dimethylammonium) chloride

4[Co(Phen);]: Kobalt(III) fenantrolin

©1,935 nA/mM degeri elektrot alanma (1,33 cm?) béliinerek bulundu.

fTCO: seffaf iletken optik cam yiizey

2380 nm’de aydinlatma
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5.6. CdS:Mn-TiO2 TOFK/ITO

Performans karsilagtirmasi Tablo 5.4.'de verildi. Literatiirle karsilastirildiginda, 0 V
calisma potansiyelinde H2O- i¢in genis bir 6l¢ltim araligi gozlemlendi ve bu, dis gii¢
kaynaginin gerekli olmadig1 biyosensor sistemleri i¢in biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu
bulgu, Heme'nin genis H20: konsantrasyonu araliginda lineer kataliz hizindan
kaynaklanabilir [242]. Bildirilen ¢alismalarda yogun 1sik kullanildi, bu nedenle
mevcut ¢alismaya kiyasla daha biiyiik duyarlilik degerleri gézlemlendi.

Tablo 5.4. PEK H;0; biyosensorlerinin analitik performanslarinin karsilastiriimasi

Potansiyel/V Olgiim Duyarlilik /
Biyosensor bilesimi (Ag/AgCl)  LOD/uM  araligymM  pA mM*cm™ Ref.
ITO-TiO, TOFK- 0 19 0,063-4 0,35 Bu
CdS: Mn calisma[33]
ITO-NiO-hemin -0,05 0,1 0,0005-0,5 - [243]
Au-SAM-Au NC? -0,5 35 0-3 4,33nAmM1? [42]
FTO-WO3-CdS KN 0 0,0027 5,10%-0,1 - [244]
TiC/C-WO3° 0,64 0,003 0,01-0,5 386 [245]
FTO-ITO-CuO 0.1 180 0,1-1,0 46,4 [246]
Tio, NWE-Ag KN 0,15 1200 0-22,5 8,33 [247]
FTO-ZnO-ZIF-8 0,54 A 0-0,4 ) [248]
NRd

Au-GO-Au NC 05 2 0035 2576nAmM™  [249]
ITO-Cu0-TiO, -0,2 0,15 0,330-16,6 181,1 [250]

3altin nanokiimeleri

bkarbon doplu titanyum Kkarbiir
°Ti0; nanotelleri

€Zn0O-ZIF-8 nanogubuklari

5.7. Th-T-B-TNT/Ti

Bu c¢alismada gozlemlenen en biiylik fotoakim, bir onceki ¢alismamizda KL ile
indiiklenen ve CdS:Mn ile duyarlilagtirllmig TiO2 TOFK kaplamali fotoelektrot ile
bulunan degerden daha yiiksektir [33]. Bildigimiz kadariyla, luminol KL tarafindan 0
V'ta gozlemlenebilen iistiin fotoakim degeri, asagida siralanan nedenlerden dolayi
gozlemlendigi soylenebilir:

1. Yavas 151k efekti, elektronik ve optik eslestirmelerle birlikte 151k kullanimini

artirdi.
2. Birbirine bagli periyodik yap1, uzun menzilli sirali yollar saglayarak fotojenere

yiiklerin verimli bir sekilde aktarilmasini saglar. Boylece, gelistirilmis yiik
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ayrimi, daha uzun elektron dmiirlerine yol agar ve fotoakim tiretimini artirir.

3. Genis yilizey alani, fotoaktif yiizeyde Th-T ile duyarhilastirilmasi, 1s1k
absorpsiyonunu ve reaktan adsorpsiyonunu iyilestirir.

4. lyi derecede siralanmis kanallar, GOx, Heme ve substratlarin foto elektrodun
derinliklerine yayilmasini kolaylastirir.

5. Giigli 151k sagilimi, FK'lerde 151k dmriiniin artmasina ve 151k depolamasina yol
acarak TNT'lerdeki 1s1k yolunu artirir ve bdylece artan bir 1sik-madde
etkilesimi ile 151k absorpsiyonunu artirir.

6. Titanyum elektrot tabani, iyi mekanik stabilite ve elektriksel iletkenlik saglar.

Biyosensor performansi Tablo 5.5. 6nceki calismalarla karsilastirildi. Buna gore, bu
calismada KL yogunluk dlciimlerine dayali biyosensorlere kiyasla daha genis bir dogrusal
Olglim araligma ulagilmistir. KL esasli PEK sistemleri, gelismis PEK performansi
nedeniyle 6l¢iim araligini artirabilir. Bununla birlikte, KL yogunluk 6l¢timleri, tablodan da
goriilebilecegi gibi dl¢iimlerde bize daha iyi LOD saglar. Ote yandan He ve arkadaslari
TiO2 nanorod dizisini FTO elektroduna kaplayarak bir PEK enzimatik olmayan sensor
tasarladi ve goriiniir 151k kullanimi, glukoz tespiti i¢in 0,01-0,20 mM araliginda yiiksek
fotoakim iiretimi ve duyarliliga (200 pA mM~1cm™2) yol agt: [198]. Goriiniir 151k KL'ye
kiyasla daha giiclii bir 151k yogunluguna sahip olsa da, harici 151k kaynakli biyosensorler
daha genis 6l¢tim araliklar1 gozlemlendi [34, 39, 198]
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Tablo 5.5. KL esash glukoz biyosensdrlerinin performansinin karsilastiriimasi

Biyosensor bilesimi  Metot LOD Olgiim araligt ~ Olgiim Ref.
(LUM) (mM) stiresi (dak)
0 V’ta (Ag/AgCl’e
Ti/B-TNT-Th-T- kars1) CRET 8 0,027-5 20 Bu
GOx uyarimli fotoakim calisma
tiretimi
Au/CdS-GOx CRET uyariml 5000 5-40 30 [39]
fotoakim tiretimi
HCC*/Lusijenin- KL siddeti dl¢timiic 9 pM 0,01 nM-50 40 [251]
GOx nM ve 50 nM-
2 uM
GO KL siddeti 6l¢iimii 0,082 0,1-2 20 [252]
Au NP/GOx-HRP KL siddeti 6l¢imii 5 0,01-1 3 mL dak! [253]
akis hizli
Fe;Os—kitosan/GOx KL siddeti 6l¢imic 0,43 0,85 uM-0,1 20 [254]
Fe;04/MIL 101(Fe)- KL siddeti 6lgiimii ~ 0,0049  5-100 nM 30 [255]
GOx
CN KNV/Cu (II)- KL siddeti 6l¢imii 0,1 0,5-50 uM 30 [256]
GOx
HKUST-1/Hemin- KL siddeti 6lgiimii =~ 7,5 7,5-750 uM 30 [257]
GOx
PMoV;* KL siddeti dl¢imii 0,005 0,005-5 uM 40 [258]

#I¢i bos yapili kalsiyum karbonat
bkarbon nitriir KN
¢ vanadomolibdofosforik heteropoli asit

5.8. FADGDH immobilize edilmis Ru-kompleksi-g-C3Ns -CDKNT-GCE

Oldukga negatif potansiyellerde 1518a dayali glukoz oksidasyonu, yalnizca Riedel ve
ark. tarafindan elde edildi [125]. Calismalarinda FADGDH immobilize edilmis
osmiyum kompleksi igeren polimer ve PbS KN kapli TiO. ters opal fotoelektrot
kullandilar. Fotobiyoanot, 0,2 V’ta (Ag/AgCl, pH:7) 6,78 pA cm 2 maksimum
fotoakim yogunlugunu sergiledi. Literatiire goére, FTO kapli cam elektrot tizerindeki
g-C3Na, 0,6 V’ta (SCE’ye kars1, >420 nm, 200 W Xe lamba, 0,2 M Na2S0a) 0,2 pA
cm?lik bir fotoakim iiretti [259]. g-CsNa/KNT kapli FTO elektrodu, SCE'ye kars1 0
V'ta (0,5 M NazS04) 1,8 pA cm?lik bir fotoakim verdi [260], bu da KNT’nin elektron
toplama 6zelliginden dolayidir. g-C3N4/Ag/MoS; kapli FTO, 0,5 V'ta (Ag/AgCl’ye
kars1, 0,5 M NazSOsa, 151k siddeti: 100 mW cm2) 3,12 pA cm21ik bir fotoakim iiretti
[261]. Artan akim degeri, farkli yar1 iletkenleri birlestirdikten sonra ve Ag yoluyla
miilkemmel elektron transferinin ardindan sistemdeki artan uyarilmis elektronlara

atfedilebilir. g-CsN4 KN’leri/TiO2 nanotiip kapli elektrot, 0,3 V'ta (Ag/AgCl’ye karsi,
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0,1 M NazSOs (pH 6,0), 151k siddeti: 100 mW cm2) 1,34 mA cm™ degerinde bir
fotoakim gosterdi [262] ve nedeni muhtemelen yari iletkenlerin kombinasyonu, TiO2
nanotiip dizilerinin genisletilmis yiizey alan1 ve daha biiyiik 151k yogunlugunun
kullanilmasidir. Bu ¢alismada, CDKNT'nin kademeli bir elektron transferi ile g-C3N4
katmanindan gelen elektronlarin toplamasini ve elektrot malzemesinin iletkenligini
artirdigin1 diistiniiyoruz. Isiga duyarli malzeme, elektron transferini giiclendirdi ve
duyarlilagtirilma, fotoakimi artirarak verimli bir sekilde 1s1k enerjisinin kullanilmasini

sagladi.

Baslangic potansiyelinin, Aspergillus terreus'tan elde edilen FADGDH ile 1,10-
fenantrolin-5,6-dion-Ru-kompleksi igeren polimer kullanilarak (Eox = —-0,1 V
Ag/AgCl’ye karsi, pH 7°de)[263], Aspergillus sp'den elde edilen FADGDH ile 1,4-
naftokinon eklenmis redoks polimeri kullanilarak (Eox = —0,13 V Ag/AgCl’ye karsi,
pH 6°da)[264] ve mantardan elde edilen FADGDH ile fenantrolinkinon (phendione)
iceren Ru kompleksi kullanilarak (Eox = —0,1 V Ag/AgCl’ye kars1 pH 7°de)[124] elde
edilenlere benzer oldugu bulundu. Baslangi¢ potansiyeli ayrica, Aspergillus terreus'tan
elde edilen FADGDH ile poli(1-vinilimidazol) bagli Os(2,2'-bipiridin)>Cl ile modifiye
edilen elektrot kullanilarak (0,1 V Ag/AgCl’ye kars1)[265], Aspergillus sp'den elde
edilen FADGDH ile osmiyum kompleksi i¢ceren polimer kapl elektrot kullanilarak
(Eox= 0,2 V Ag/AgCl’ye kars1)[266] ve Aspergillus sp'den elde edilen FADGDH ile
ferrocene iceren redoks hidrojel modifiye elektrot kullanilarak (Eox = 0,05 V, doymus
kalomel elektrota (SKE)’ye kars1)[267] bulunanlardan daha negatiftir. Bu nedenle Ru-
PLQ kompleksi, osmiyum ve ferrosen iceren mediyatorlere kiyasla glukozun

biyoelektrokatalizi i¢in uygun bir mediyatdrdiir.

Biyokatotta gdzlemlenen 0,43 + 0,14 mA cm 2lik maksimum indirgenme akimi,
tasarlanmig BOx immobilize GCE/CDKNT elektrotunda elde edilen degerden daha
bityiiktiir (16 pA cm2)[268]. Ayrica, BOx'i ydnlendirmek i¢in antrasen modifikasyonu
kullanilarak immobilize edilen BOx igeren CDKNT kapli biyokatot (500 pA
cm 2)[269] ve CDKNT ile modifiye edilmis Toray karbon elektrodu (11350 pA
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cm 2)[270] iizerinde elde edilen degere benzer bir deger bulundu. BOx'in

CDKNT'lerle yakin temast, tatmin edici bir katodik akim elde etmemizi sagladi.

Elde edilen Pmaks, hem 1s1k enerjisinin hem de kimyasal enerjinin elektrige
dontstiiriilmesi nedeniyle 1s1ksiz elde edilen degerden daha biiyiiktiir (26,7 = 0,4 uW
cm?). Ayrica bulunan Pmaks, FADGDH immobilize edilmis redoks polimer ve PbS KN
kapli TiO; ters opal elektrottan (31,3 £ 2,7 uW cm 2, —287 + 80 mV’ta Ag/AgCl’ye
kars1)[125] ve NAD-bagimli glukoz dehidrojenaz (GDH) immobilize edilmis porfirin
duyarli mezo-TiO; elektrottan (33,94 pW cm2, 0,45 V’ta)[73] elde edilen degere
yakindir. Ayrica, elde edilen gii¢ degeri GDH immobilize edilmis porfirin duyarh
SnO; elektrottan (19 pW cm™2, 0,45 V’ta)[271] ve GOx immobilize edilmis
tetratiyafulvalen modifiye mezogozenekli karbon elektrottan (23,65 pW cm 2)[272]
elde edilenden degerden daha biiytiktiir.

Tyilestirilmis stabilite, CDKNT matrisine gelismis fiziksel enzim immobilizasyonuna,
hibrit materyalin enzime kars1 azaltilmis toksisitesine ve Nafyon kaplamasina atfedilir.
Kisa vadeli operasyonel stabilite, tek bolmeli bir FBYH'de yaygin olarak gbzlemlenir.
Elde edilen biyoanot ve biyokatot kararliliklarinin diger FADGDH esasli elektrotlarla
benzer performans gosterdigi bulundu [273] ve GOx esasli glukoz/oksijen BYH'lerle
elde edilenlerden daha iyi oldugu belirlendi [274].

Tez ¢alismasinin sonuglarina dayanarak asagidaki oneriler sunulabilir:
1. FK’ler oldukga 1yi fotoakimlar tiretmistir ve farkli dar bant aralikli yart iletkenlerin
FK morfolojileri sentezlenerek fotoakim degerleri daha da artirilabilir ve biyosensor

sisteminin hassaslig1 daha da iyilestirilebilir.

2. KL kullanimi girisimi oldukg¢a diistiriir ve hidrojen peroksit iireten veya tiikketen

diger biitlin biyosensor dl¢limleri i¢in kullanimi biyosensor performansini artirabilir.

3. lletkenligin artirilmas1 ic¢in diger metal nanopartikiilleri ve karbon yapilari

biyosensor materyaline katilabilir.
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EK A. Ru-komplekslerinin NMR Spektrumlar:

Ru-1 kompleksinin NMR spektrumu
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Ru-2 kompleksinin NMR spektrumu
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Ru-3 kompleksinin NMR spektrumu
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