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Kitosan iyi film olabilme 6zelligine ve —NH2 ve —OH gibi aktif gruplara sahip olan bir
biyopolimerdir. Yeni nesil amid siibstitiiye 2,5-di(2-tiyenil) pirol (SNS) tiirevi elektroaktif
monomerler, elektroaktif materyal uygulamalarinda genis yer bulan iyi optik, elektriksel

iletkenlik ve stabilite dzelliklerine sahip iletken polimerler sentezlenebilir.

Kitosan ve elektroaktif monomerler kullanilarak yeni bir metotla kompozit olusturulmasi ve
olusturulan kompozitlerin elektrokimyasal, elektrokromik ve biyosensor 6zelliklerinin
arastirilmasi amaglanmaktadir. Bu amag dogrultusunda kompozit iiretmek igin indiyum tin
oksit (ITO) kapli cam elektrot ve grafit elektrot olmak tizere iki farkli elektrot kullanilmistir.
Kitosanin SNS tiirevi ii¢ farkli monomer ile ITO elektrot yiizeyinde olusturulan kompozitlerinin
redoks 6zellikleri doniisiimlii voltametri teknigi ile arastirilmistir. Ayrica iiretilen kompozitlerin
optik Ozelliklerinin potansiyele bagliligi, kinetik, elektrokromik, spektroelektrokimyasal
davraniglar1 incelenmistir. Ayni1 yontemle grafit elektrot yiizeyinde kompozitler olusturulmus
ve olusturulan kompozit malzemelere glikoz oksidaz enzimi immobilize edilerek amperometrik
yontemle glikoz sensorii olabilme 6zellikleri arastirilmistir. Bunun yaninda hem ITO elektrotu
yiizeyinde hazirlanan hem de grafit elektrot yiizeyinde hazirlanan kompozit malzemelerin SEM

ile morfolojik karakterizasyonu yapilmistir.
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Olusturulan kompozit malzemelerle iletken polimerlerin optik ve elektriksel ozellikleri
gelistirilerek elektrokromik uygulamalar igin istenen diizeyde optik kontrast, stabilite ve tepki
zamanina sahip malzemeler, biyosensor uygulamalari igin de oldukea iyi kararliga ve segicilige
sahip, ticari uygulamalar i¢in uygun sensor platformu tasarlanarak glukoz biyosensorleri elde

edilmistir.

Anahtar Kelimeler: iletken polimer, Kitosan, Elektrokimya, Elektrokromizm,

Biyosensor, Glikoz oksidaz
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ABSTRACT

PREPARING CONDUCTIVE POLYMERS CONTAINING KITOSAN FOR
ELECTROCHROMIC AND BIOSENSOR APPLICATIONS

DISSERTATION

BETUL CiCEK OZKAN
FIRAT UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
METALLURGICAL AND MATERIALS ENGINEERING
(SUPERVISORS: PROF. DR. HUSEYIN TURHAN, PROF. DR. METIN AK)

ELAZIG,2017

Conducting polymers (CP) with extraordinary optical, electrical, conductivity and stability
properties can be synthesized from new generation amide-substituted 2,5-di (2-thienyl) pyrrole
(SNS) derived electroactive monomers used in divers field of electroactive material

applications and researches.

The objective of this study was to produce new composite materials by using electroactive
monomers and chitosan (CH) with a novel composite preparation method and to characterize
electrochemical, electrocromic and biosensor properties of produced composite films. For this
purpose, to prepare composites with a new method, it was used indium tin oxide coated (ITO)
glass electrode and graphite electrode. Three different SNS derived monomers were
electrochemically deposited on the CH modified ITO electrode surface, respectively and redox
behavior of resulting composite films have been studied by cyclic voltammetry (CV).
Moreover, the electrochromic, spectroelectrochemical properties and the kinetic of redox
reaction of the composite films were investigated. For biosensor studies, same CH/CP
composite films have been prepared on the graphite electrode surface and each one used as an
immobilization matrix for glucose oxidase. After biosensor preparation, the working condition

of biosensor was optimized and biosensing abilities and properties such as stability, selectivity



and interference effects were studied. The surface morphologies of the composite films on ITO
and graphite surfaces were characterizd by scanning electron microscopy (SEM).

According to result of studies, it was figured out that the aimed composites film was generated
on ITO electrode surface and they have good optical and electrochemical properties. However,
the produced enzyme immobilization platforms for GOx on the graphite electrode surface had

good stability and selectivity and they are convenient for practical applications.

Key Words: Conducting Polymer, Chitosan, Electrochemical and Electrochromic

properties, Biosensor, Glucose Oxidase
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1 GIRIS

1.1 iletken Polimerler

Polimerler, yani plastikler, metallerin aksine yalitkan ve elektrigi iletmeyen maddeler olarak
bilinmekteydi ve bu 0Ozelligi ile de elektrik tellerinin kaplanmasinda yalitiminda
kullanilmaktaydi. Ancak, Alan J. Heeger, Alan G. MacDiarmid ve Hideki Shirakawa isimli
bilim adamlar1 yaptiklar: buluglartyla bir polimer olan poliasetilenin hemen hemen bir metal
gibi iletken olabilecegini ilk kez gosterdiler. Bu bulusla polimerlerin hep yalitkan olan imaji da
degistirilmis oldu. ik iletken plastikler kazara Almanya’daki BASF plastik arastirma
laboratuvarinda aromatik bilesiklerin oksidatif kuplaj calismalar1 sirasinda kesfedilmistir

(Shirakawa, Louis, MacDiarmid, Chiang, & Heeger, 1977) (Pron & Rannou, 2002).

Poliasetilen, Shirakawa ve arkadaslari tarafindan 1974 te, Ziegler Natta ( K. Ziegler ve G. Natta;
Nobel 1966 kimya 6diilii) katalizini kullanarak, asetilenden giimiis renkli, parlak goriiniimlii bir
film hazirlayana kadar siyah bir toz olarak bilinirdi. Fakat o metalik goriinlimiine ragmen heniiz
bir iletken degildi. Bununla birlikte, 1977 de, Shirakawa, MacDiarmid ve Heeger iyot buhari
ile yiikseltgenme (oxidation) yaptirdiklari polimer filmlerinin, orijinal hallerinden, 10° kez daha
iletken olduklarini buldular. Polimerlerin halojenlerle muamelesi yar1 iletkenlerdekine benzer
bi¢imde ‘“katkilama” (doping) olarak isimlendirilen durumu ortaya ¢ikarmistir. Poliasetilenin
“katkil’” hali metre basina 10° Siemens’lik bir iletkenlige sahiptir. Bu da daha 6nce bilinen
polimerlerinkinden epeyce yiiksek bir degerdir. Bir kiyaslama yapilacak olursa, iyi bir yalitkan
olan teflonun iletkenligi 101® S m? iken ve giimiis ile bakirinki 102 S m? dir (Groenendaal,
Jonas, Freitag, Pielartzik, & Reynolds, 2000) (Biithm, 1993) (Shirakawa vd., 1977).

Literatlire yer alan iletken polimerler sentezleyen kisiye ve sentez yilina gore kronolojik

siralamayla Tablo 1.1°de verilmistir.



Tablo 1.1 Sentez yilina gére kronolojik sira ile iletken polimerler ve sentezleyen bilim insanlari

iletken Polimer Sentezleyen Yili Kaynak

Polianilinin (PANI) Rodwell 1862 (Rodwell, 1862)

Poliasetilen (PAc) Natta ve digerleri 1952 (Natta, 1958)

Poliasetilen (PAc) (yeniden) Shirakawa ve digerleri 1977 (Shirakawa vd., 1977)

Polipirol (PPy) Diaz ve digerleri 1979 (Diaz, Kanazawa, & Gardini,
1979)

Polifuran Tourillon ve Garnier 1982 (Tourillon & Garnier, 1982)

Polianilin (PAN) MacDiarmid ve 1989 (MacDiarmid & Epstein, 1989)

Epstein

Poli(p-fenilen) (PPh) Grem ve digerleri 1992 (Grem, Leditzky, Ullrich, &
Leising, 1992)

Politiyofen (PTh) Mortimer 1999 (“Organic electrochromic
materials”, 1999)

Poli(3,4-etilendioksitiyofen) Ventosa ve digerleri 2008 (Ventosa vd., 2008)

(PEDOT)

Iletken polimer malzemelere olan ilgi Shirakawa tarafindan 1977 yilinda ilk kez iletken oldugu
kesfedildiginden beri her gegen yil artarak biiyiimektedir. Geleneksel polimerlerin sahip oldugu
kolay islenebilirlik, ucuzluk, kolay ve yaygimn olarak bulunabilme gibi 6zelliklere sahip
olmalarmin yani sira elektriksel olarak iletken olmalar1 ve elektrokromik 6zellikler gdsteren
malzemeler olmalari bilim diinyasinda ve ticari pratik uygulamalarda iletken polimere olan
ilginin biiyiik olmasina sebep olmaktadir. Organik alan etkili transistorler, organik 151k yayan
diyotlar, fotovoltaik cihazlar ve akilli cam sistemleri gibi birgok uygulamada iletken polimerler

hem kullanilmaktadir hem de gelistirilmeye ¢alisilmaktadir.

Iletken polimerler sahip olduklar1 6zellikler ve gelistirilebilme potansiyelleri sayesinde
gelecekte birgok dnemli uygulamada aktif rol almaya ve bilim insanlarinin dikkatini ¢ekmeye

devam edecektir.

1.2 Biyosensorler

Glikoz en ¢ok yapilan biyolojik tayindir ve milyonlarca diyabet hastasi kanlarindaki glikoz
diizeyini giinliik olarak 6l¢mektedirler. Glikoz biyosensorlerinin biyosensor pazarinin 85% ine

sahip oldugu tahmin edilmektedir. Boylesine genis bir pazar hacminden dolay1 yeni biyo



algilama fikirlerinin ve teknolojilerinin gelistirilmesi i¢in diyabet oldukca 6nemli bir konu
olmustur. Son yillarda yeni arastirmalar ve yenilik¢i stratejiler one siiriilmis, ¢ok sayida
calisma yayinlanmis ve patentler yapilmistir. Glikoz oksidaz (GOx) temelli, amperometrik
enzim elektrotlu biyosensorler kullanimi kolay, basit glikoz test metotlarinin gelistirilmesinde

oncii rol oynamiglardir (Taylor & Schultz, 1996) (Shrestha vd., 2016).

Kitosan (CH) dogal biyouyumlu, biyolojik olarak bozunabilir, yiiksek mekanik dayanima sahip
ve ¢ok 1yi film olusturabilme yetenegine sahip bir biyopolimerdir. Kitosanin ¢esitli arastirmalar
ve caligmalar i¢in ilgi ¢cekmesinin sebebi sahip oldugu ¢ok sayidaki fonksiyonel grup ve
milkemmel film olusturma yetenegidir. Kitosan sahip oldugu amin ve hidroksil gruplar
sayesinde 6zellikle biyomolekiil immobilizasyonu i¢in oldukga elverislidir (Di Carlo vd., 2012)
(Reza, Alli, Srivastava, Agrawal, & Biradar, 2015).

Elektrokimyasal olarak iiretilmis polimerlerin enzim immobilizasyonu i¢in biyosensorlerde
kullanilmasi tiretimin kolay olmasi, film kalinliginin ayarlanabilmesi ve seciciliginin iyi olmasi
gibi sebeplerden dolayr gelecek vadeden bir teknolojidir. Ayrica iyi iletkenlik 6zelligi ve
yiiksek stabilitesi sebebiyle elektrokimyasal biyosensor yapilarinda sikga iletken polimerler
kullanilmaktadir (Tang, Li, Wu, Gong, & Zeng, 2014) (Shrestha vd., 2016).

Ilk elektrokimyasal biyosensdr calismast 1956 yilinda Cincinnati Ohio’da bir cocuk
hastanesinde Dr. L. Clark tarafindan ¢6ziinmiis oksijen konsantrasyonunu 6lgmek amaciyla
yapildi. Ayrica Clark ve grubu 1962 yilinda kardiyovaskiiler cerrahide siirekli goriintiileme i¢in
enzim temelli bir glikoz sensoriinii literatiire kazandird1 (Clark & Lyons, 1962). Biyosensor
arastirmalariin Onciisii bu konsept bir test ¢cozeltisindeki glikoz konsantrasyonunun Sl¢iimii
icin Clark oksijen elektrotu iizerinde GOx enziminin tutuklanmasini kapsar. Bu prototip ilk
ticarilestirilmis enzim elektrotunun ve glikoz analiz edicisinin gelisimi igin temel
olusturmustur. Glikoz analizi, kii¢lik glikoz metreler kullanilarak diyabet hastalarinda hayati
oneme sahip olan kandaki glikoz seviyesini kontrol etmek amaciyla diistiniilmiistiir (Taylor &

Schultz, 1996) (Clark & Lyons, 1962).

Sensor ¢aligmalar1 1970’lerden itibaren boyut ve kolay kullanim bakimindan 6nemli gelismeler
gostermistir. Updike ve Hicks (Updike & Hicks, 1967) ikili oksijen ¢alisma elektrotlar
(bunlardan biri enzim ile kaplanmig) kullanarak ve numunedeki oksijen degisimlerini

dogrulamak icin diferansiyel akimi dlgerek bu prensibi daha ileriye tasidilar. 1973 yilinda



Guilbault ve Lubrano (Guilbault & Lubrano, 1973) hidrojen peroksitin amperometrik (anodik)
goriintiilenmesine dayanan kandaki glikozun 6l¢iimii i¢in bir enzim elektrotu tasarladilar.

Tasarlanan bu biyosensor ile 100 pL'lik kan numunesi test edildiginde oldukc¢a kesin sonuglar

elde edildi.

1980’lerde biyoteknolojide biyosensor arastirmalari birgok aragtirmacinin ilgisini geken dnemli
bir konu haline geldi (Newman & Turner, 2005). Bu donemde mediyator temelli ikinci
jenerasyon glikoz biyosensorlerde 6nemli gelismeler oldu (Cass vd., 1984), ticari evde glikoz
Ol¢limii yapan screen-printed seritler ile yapilan cihazlarin (Matthews vd., 1987) ve sensor
performansini arttirmak i¢in modifiye edilmis elektrotlar ve uygun membranlar/kaplamalarin

kullanimi gelistirilmesine odaklanildi (Murray, Ewing, & Durst, 1987).

Asil atilim ise 1990’larda 6lgiim i¢in gerekli kan hacminin azaltilmasi ve glikozun diisiik ve
yiiksek konsantrasyonlarinda elde edilen sonuglarin hassasiyetinin artmasiyla oldu (Joseph
Wang, 2008) (Cass vd., 1984) (Clarke & Foster, 2012). Bu donemde yaygin olarak ¢alismalar
GOx’in redoks merkezi ve elektrot yiizeyi arasinda elektriksel iletisimin kurulmasina dogru
yoneldi. Osmiyum redoks bolgeleri ile esnek bir polimeri kullanmaya baslayan Heller’in
calismasi ozellikle dikkat ¢ekicidir (Degani & Heller, 1987) (Bartlett, Booth, Caruana, Kilburn,

& Santamaria, 1997). Tablo 1.2°de sensorlerin kronolojik gelisi siiregleri gosterilmistir.



Tablo 1.2 Biyosensérlerin kronolojik gelisimi

Tarih Gelisme

1916 Protein immobilizasyonu ile ilgili ilk bildiri: Aktif kdmiir ilizerinde invertaz enziminin
gdsorpsivonu

1922 Ilk cam pH elektrotu

1956 Oksijen elektrotunun bulunmasi

1962 Biyosensoriin ilk kez tanimlanmasi: Glikoz i¢cin amperometrik enzim elektrotu

1969 !lk pota}n.siyometrik biyosensdr: Ure tespiti igin bir ammonia elektrotu {izerine lireaz
immobilizasyonu

1970 Iyon-secici alan etkili transistoriin (ISFET) icadi

1972-75 [lk ticari biyosensér: Yellow Springs Instruments glikoz biyosensérii
11k mikrop-bazli biyosensor

1975 Ik immiin sensorii: platin bir tel iizerinde yumurta albiimini
pO./pCO; optik sensoriiniin bulunmasi

1976 [lk basucu yapay pankreas (Miles)

1980 In vivo (canl i¢i) kan gaz i¢in ilk fiber optik pH sensorii

1982 Glikoz i¢in ilk fiber optik temelli biyosensor

1983 [lk yiizey plasmon rezonans (SPR) immiin sensorii

1984 Ik mediyatorlii amperometrik biyosensor: Glikoz deteksiyonu i¢in glikoz oksidaz ile
ferrosen kullanild:

1987 MediSense ExacTech glikoz biyosensoriiniin piyasaya siiriilmesi

1990 Pharmacia BIACore SPR-temelli biyosensor sisteminin piyasay stiriilmesi

1992 i-STAT elde tasinabilen kan analizleyicisini piyasaya siirdi

1996 Glucocard piyasaya siiriildii

1996 MediSense’in kazanci yaklagik $867 milyon oldu

1998 LifeScan FastTake kan glikoz biyosensorii piyasaya siiriildi

1998 Roche ve Boehringer Mannheim’in Roche Diagnostics’i olusturmak i¢in birlesmesi

2001 LifeScan glikoz test etme ticareti igin $1,3 milyara Inverness Medical’i satin aldi

2003 i-STAT yaklasik $392 milyon kazandi

2004 Abbott $1,2 milyara Therasense’i satin ald1

Ticarilesmis glikoz biyosensor sistemleri kiigtik, tek kullanimlik, glikoza duyarli bir elektrottan

olusur ve bu portatif cihaz entegre bir elektronik devreden ve LCD bir ekrandan meydana gelir.

Son yillarda tutuklama teknikleri yiiksek sinyal yogunlugu, hizli elektron transferinin

kolaylastirilmas1 ve enzimin direkt elektrota baglanmasi i¢in gelistirilmektedir. Glikoz sensor

sistemlerinin Ar-Ge calismalari ve gelistirilmesi i¢in ayrilan biitge bu cihazlarin ticari hacminin

¢ok biiyiik olmasi sebebiyle her gegen giin artmaktadir (Setford & Newman, 2005).



1.3 Calismanin Amaci

Bu tezde kitosan ile ii¢ farkli elektroaktif monomerlerden sentezlenen polimerlerin yeni bir
yontem ile kompozitlerinin olusturulmasi ve iiretilen bu kompozitlerin elektrokimyasal,
spektroelektrokimyasal, elektrokromik  ve  biyosensér  Ozelliklerinin  arastirilmasi
amaglanmistir. Bu amag cergevesinde daha oOnce Soganct (Soganci, 2017) tarafindan
sentezlenen ti¢ tip konjuge 2,5-di(2-tiyenil)pirol (SNS) tiirevi monomer kullanilmistir (Sekil
1.1 (a), (b), (c)). Bu monomerler iistiin optik ve elektriksel 6zelliklere sahip ag yapili iletken
polimer olusturmalar1 yaninda benzer yapili monomerlere gore daha diisiik onset potansiyeline

sahiptir.

@
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N

0 hI]H

Sekil 1.1 (@) N* N*-bis(2,5-di(tiyofen-2-yl)-1H-pirol-1-yl)tereftalamid (M1), (b) N*,N3 N>-tris(2,5-di(tiyofen-2-
yD)-1H-pirol-1-yl)benzen-1,3,5-trikarboksamid (M2), (c) 5-amino-N* N3-bis(2,5-di(tiyofen-2-yl)-1H-pirol-1-
yl)isoftalamid (M3)

Kitosan ve iletken polimerlerle hazirlanan kompozitler ilk olarak ITO kapli cam elektrot
yiizeyinde sentezlenerek indirgenme ve yiikseltgenme davranislari, elektrokromik ve

spektroelektrokimyasal 6zelliklerinin arastirilmistir.

Ikinci asamada ise benzer yontemle kitosan ve iletken polimerler kompozitleri grafit elektrot
yiizeyinde sentezlenerek biyosensor platformlart hazirlanmistir. Hazirlanan biyosensorler
karakterize edilerek ger¢ek uygulamalarda kullanimlari aragtirtlmistir. Ayrica planlanan sensor
platformlar1 ile mediyatdr ve karbon bazli nano malzemeler kullanilmadan direkt elektron

transferi ile glikozun tespiti yapilmistir.

Kitosan ve iletken polimer malzemelerin kompozitleri her iki elektrot yiizeyinde de literatiirde

bulunmayan bir yontemle hazirlanmstir. Iletken polimerler ve kitosanin literatiirde gogunlukla



grafen oksit ve karbon nano tiip gibi karbon temelli malzemelerle kompozitleri olusturulmustur

(Reza vd., 2015) (Singh vd., 2013) (Liu vd., 2011) .

Kitosan ve iletken polimer birlikte kullanilarak kitosanin biyouyumlu, amin ve karboksil gibi
fonksiyonel gruplara sahip ve miikemmel film olusturabilme gibi karakteristik 6zelliklerini
iletken polimerlerin iyi elektriksel iletkenligi, yliksek stabilitesi gibi 6zelliklerini birlestirerek
yeni ve ¢ok fonksiyonlu malzemeler tasarlanmasi ve liretilmesi amaglanmis ve deneyler bu
amaglar dogrultusunda gerceklestirilmistir. Ozellikle ITO elektrot yiizeyinde dnce kitosan ile
ince bir film olusturulup ardindan elektrokimyasal yolla elektroaktif bir monomerin
elektropolimerizasyonu kitosanin yalitkan karakterinden dolayr bu c¢aligmaya kadar
diistinilmemistir. Fakat kitosan kapli yiizeydeki iyonik iletkenlik yardimiyla hedeflenen
kompozitler hem ITO elektrot yiizeyinde hem de grafit elektrot yiizeyinde olusturularak
karakterize edilmistir. Her iki elektrot yiizeyinde olusturulan kompozit yapilar biyosensor ve
elektrokromik uygulamalarda basarili bir sekilde kullanilmistir.. Tablo 1.3’te bu tez

kapsaminda hedeflenen ve gerceklestirilen calismalar 6zetle gosterilmistir.

Tablo 1.3 Bu ¢alisma kapsaminda hedeflenen ve yapilan ¢aligmalar

Malzeme Uygulama Hedef Elektrot  Karakterizasyon
Doniistimlii Voltametri
CH-P(M1) Redoks Spektroelektrokimya
CH-P(M2) . davraniglari, Kinetik
CH-P(M3) Elektrokromizm /- vilite, Optik ' 1© SEM ile yiizey
Ozellikler karakterizasyonu
Optimizasyon
CH-P(M1)-GOx Secicilik
CH-P(M2)-GOx Bivosensér Basarili sensor Grafit Stabilite
CH-P(M3)-GOx y platformu Gergek 6rnek Uygulamalari
SEM ile yiizey

karakterizasyonu




2 ELEKTROKIMYA VE ELEKTROKROMIZM

2.1 Elektrokimyanin Temelleri

Elektrokimya elektrot ve ¢ozelti arasindaki ara yiizeyde elektriksel niceliklerin kimyasal
parametreler ile iligkilendirilmesi hususunda kimya ve elektrik arasinda bir kopriidiir (Joseph
Wang, 2000). Bu bilimin anlasilmas1 Ingiliz fizik¢i ve bilim adami William Gilbert’ in
elektriksel maddelere kisaca degindigi ‘De Magnete’ (‘The Magnet’) isimli kitabinin
yayinlandigi 16. Yiizyilda baslar. Bununla birlikte 19. Yiizyilda iki kimyacit William Nicholson
ve Johann Wilhelm Ritter elektroliz teknigini kullanarak suyu hidrojen ve oksijene ayirdi ve
boylece elektrokimya kimyanin bagimsiz bir bilim dali oldu. Giiniimiizde elektrokimya
yenilenebilir enerji, metal saflagtirilmasi ve biyomedikal analiz igeren bir¢cok uygulamada

kullanilan gelisen disiplindir (Joseph Wang, 2000).

2.1.1 Faraday Akim

Faraday akimi elektrot yiizeyinde meydana gelen, elektroaktif tiirlerin oksidasyonu sirasindaki
degisime bagli olarak iiretilen, elektrokimyasal bir hiicre vasitasiyla akan ve ¢6zeltideki analit
ve destek elektrolit arasindaki yiik transferinin akima sagladigi katkiyla birlestirilen akimdir.

Faraday akim1 Faraday yasasina uyar.

21.2 Kiitle Transferi

Kiitle transferi i bigimde gergeklesir. Birincisi konsantrasyon farkina bagli olarak
parcaciklarin kendiliginden konsantrasyonun az oldugu tarafa hareketi olan difiizyondur.
Parcaciklar konsantrasyon esitlenene kadar yliksek konsantrasyona sahip olan bolgen diisiik
konsantrasyonlu bolgeye akarlar. Pargaciklarin ¢6zeltinin karigtirilmasi veya akitilmasi ya da
elektrotun dondiiriilmesi veya titretilmesi gibi disaridan uygulanan bir mekanik enerji
vasitastyla hareket ettirildigi ikinci kiitle transfer metodu konveksiyon ile iletimdir. Ugiincii yol
ise bir elektrik alan boyunca yiiklii par¢aciklarin hareket ettirilmesidir. Kiitle transfer olayi

birim zamanda bir yiizey alan1 boyunca akan molekiillerin orani olarak tanimlanan aki (J)



tarafindan ifade edilir. Bir sistemde yukarida belirtilen {i¢ kiitle transfer olay1 gerceklesirse bu
Nernst — Planck (denklem 2.1) esitligi kullanilarak hesaplanabilir.
DAC(x,t) zDFC d¢p(x,t)

J(x, t) = % g, T CROV(x0) (2.1)

Burada D difiizyon sabiti [m?s], y1gin derisimi [M], z elektroaktif tiirlerin iyon yiikii, ¢
potansiyel ve V hidrodinamik hizdir. Cogunlukla elektrokimyasal dl¢limlerde potansiyel
gradyenti destek elektrolitinin fazla olmasi saglanarak minimum diizeyde tutulur ve buna bagh
ifade ithmal edilebilir. Bu deneyler ¢cogunlukla konveksiyonla taginim olmadan gerceklestigi
icin denklemdeki ilgili kisim ihmal edilebilir (Joseph Wang, 2000). Buna gore aki

konsantrasyon degisimine bagli olur ve asagida denklem 2.2’de gosterildigi gibi ifade edilir.

dC(x,t)
0x

Akim denklem 1.3’de gosterildigi gibi direk difiizyon akisi ile dogru orantili oldugundan:

i = —nFAJ] (2.3)

Elektrokimyasal bir sistemde akim cevabi asagida gosterildigi gibidir.

dC(x,t)
0x

i =nFAD (2.4)
denklem 2.4°de goriildiigii gibi akim elektroaktif tiirlin konsantrasyon degisimiyle dogru
orantilidir. Bu yaklasimlar elektrokimyasal bir sistemi digerlerine nazaran basit bir model

yapar. Elektrokimya daha karmasik sistemlerde ¢alismak igin genis bir teknik yelpazesi sunar.

2.2 Elektroanalitik Teknikler

Elektrokimyasal teknikler bu tezin temelini olusturmaktadirlar. Gerek polimer sentezi ve
karakterizasyonu gerekse biyosensor deneyleri bu teknik kullanilarak yapilmistir.
Amperometri, kronoamperometri, doniisiimlii voltametri ve hidrodinamik voltametri gibi

bir¢ok teknik vardir.



lletken polimerin elektropolimerizasyonu ve iletken kompozitin elektrokimyasal dzellikleri
dontisiimlii voltametri teknigi ile aragtirilmistir. Biyosensor ¢aligsmalarinda ise amaperometrik

yontem kullanilmustir.

2.2.1 Kansan Cozelti Teknigi

Konveksiyon ile kiitle transferini kullanan elektrokimyasal teknikler Fick’in difiizyon
kanununa uyarlar. Fick kanunu difiizyon akisi (J) difiizyon sabiti (D) ve konsantrasyon

gradyentine (C(x)) bagl olarak denklem 2.5’de gosterilmistir.

aC(x, 1)
I(X,t) = _D aX

(2.5)

2.2.1.1 Nernst Difiizyon Tabakasi

Nernst difiizyon tabakasi (8) ad1 verilen durgun ¢ozeltinin ince bir tabakasi Elektrot yiizeyinde
olusur. Nernst diflizyon tabakasi i¢in verilen denklem asagidadir. Burada A elektrot yiizey
alanini, n elektron sayisini, D diflizyon tabakasi sabitini CB ise ¢ozeltideki konsantrasyonu
gosterir. Fick kanunundan yola ¢ikilarak konsantrasyon gradyenti ve difiizyon akis1 6 arasindaki
iliski ifade edilir. Buna bagli olarak akimdaki her artis ¢6zeltinin (Cs) konsantrasyonuna
baglidir (Kuwana, 1983). Nernst difiizyon tabakasi karistirma orani belli oldugunda sabit kalur.
Optimum uygulama potansiyeli sinir akima ulasildig1 yerdeki potansiyel olarak kabul edilir ve
hassasiyette buna ilaveten bir artis olmaz. Bu optimum potansiyelde akim, denklem 2.6 ye gore,

elektrot ylizeyine elektroaktif tiirlerin difiizyonu tarafindan sinirlanir.

nFADC
iy = TB (2.6)
2.2.1.2 Hidrodinamik Voltametri

Hidrodinamik teknikler hareketsiz sabit potansiyelde maksimum hassasiyete ulasarak optimum

uygulama potansiyeli Eyp’i belirlemek igin kullanilir. Hidrodinamik voltametri (HDV)
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cozeltinin karigtirllmast ya da elektrotun titretilmesi veya dondiiriilmesi ile yapilan
konveksiyonla kiitle transferi ile kontrol edilen bir yontemdir. Karistirilan c¢ozeltide
amperometri en yaygin kullanilan HDV teknigidir. Cozelti karistirilir ve Eyp Sekil 2.1(a)‘da
goriildiigii gibi artarda basamaklar seklinde bir akim platosuna ulasilincaya kadar artar (Sekil
2.1(b)). Her Eyp artisindan sonra ulasilan kararlt durum limit akimin1 (ivim) saptamak igin grafige
gecirilir ve bundan dolay1r optimum uygulama potansiyeli amperometrik saptamalar igin

kullanilir (Kuwana, 1983).
(a) (b)

Eup I

zaman — zaman —————

Sekil 2.1 (a) Tipik elektrot potansiyel artig1, (b) Potansiyel artigina karsilik gelen akim ¢iktist

2.2.1.3 Amperometri

Sabit bir potansiyel kararli durum akimi olusuncaya kadar referans elektrotuna karsi bir calisma
elektrotuna uygulanir (Sekil 2.2 (a)). Bu karistirilan bir ¢ozeltide etkin kiitle transferinden
dolay1 ¢cok daha kolay gerceklesir. Karistirma islemi calisma elektrotunda konsantrasyon
gradyentinin sabit kalmasini saglar. Sekil 2.2(b)’de goriildiigii gibi 6ncelikle akimin zamanla
kararli hale ulasmasi beklenmelidir ardindan istenen analitin belli bir miktar1 voltametrik
hiicreye eklenmelidir. Bu eklemenin ardindan bir akim artis1 olur. Akim artisinin biiyiikligi,
calisma elektrotu ylizeyinde meydana gelen redoks reaksiyonunun hiziyla baglantili olarak,
analitin konsantrasyonuyla orantilidir. Diger eklemelerde kararli duruma ulasildiktan sonra

yapilmalidir (Sekil 2.2(c)).
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(2) b
( ) Tekrar kararh (C)
olusur

Ey I Sabit akm
olusuncaya
kadar beklenir

Alam farls analit I
konsantrasyonu
ile orantiidar

Zaman

Zaman —— Zaman ——

Sekil 2.2(a) Amperrometrik deneylerde potansiyel zaman arasindaki iliski, (b) Amperometrik testlerde analit
eklenmeden ve eklendikten sonra akimda meydana gelen degisim (c) Art arda analit eklenmesi ile tipik bir
amperometrik hiicrenin grafigi

2.2.2  Durgun Cézelti Teknikleri

Karistirlmayan ¢ozeltilerde difiizyon tabakasi (8) belirlenmistir. Uretilen akimim biiyiikliigii
zamanla konsantrasyon degisim hizinmi belirleyen Fick’in ikinci yasasina (denklem 2.7) gore

belirlenir.

dc d*C

2.2.2.1 Doniisiimlii Voltametri

Doniistimlic Voltametri  (Cyclic  voltammetry-CV) redoks sistemleri, reaksiyonun
doniistimliliigiinii, sistemin stokiyometrisini ve analitin diflizyon sabitini arastirmak i¢in
yaygin olarak kullanilan ¢ok yonlii potensiyodinamik elektroanalitik bir tekniktir. Bunlar

bilinmeyen bir bilesenin elektrokimyasal karakterini ve kimligini saptamak i¢in kullanilabilir.

Doniistimli voltametri teknigi ile katodik (Epc) ve anodik (Epa) pik potansiyeli, katodik (ipc) ve
anodik (ipa) pik akimi gibi onemli parametreler karakterize edilir. Donilisiimli voltametri
dogrusal olarak Sekil 2.3 (a)’da gosterildigi gibi belirlenmis bir doniim potansiyeline ulagincaya
kadar Onceden ayarlanmis bir tarama hiziyla (scan rate) caligma elektrotuna potansiyel
uygulanmasidir. Doniim potansiyeline (switching) ulasildiginda potansiyel aksi yonde

degismeye ve diismeye baslar. Potansiyeldeki bu degisimler olurken ayni zamanda akimda
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meydana gelen degisimler Olgiiliir. Potansiyel degisimi sonucunda akimda meydana gelen

degisiklikler Sekil 2.3(b)’de gosterilen doniisiimlii voltametri grafigi (cyclic voltammogram)

olarak bilinir.
(a) b
E bitis | ®
E
-4
ileri geri «
rarama Yrm’m
E baslangic
Zaman Epe Ep: —_—

Potansiyel
—_—

Sekil 2.3(a) Déniisiimlii voltametri igin girdi dalga sekli (b) Tersinir bir redox gifti igin tipik doniisimlii
voltametri ¢iktisi
Iki pik akimu (ipc/ipa) Ve iki pik potansiyeli (Epc/Epa) doniisiimlii voltametri teknigi ile yapilan
analizlerin temelini olusturur. Voltametri analiz grafiinin (voltammogram) sekli dongii
boyunca elektrot yiizeyinde tepkenin (reactant-R) veya driiniin  (product-P)
konsantrasyonundan kaynaklanmaktadir. ideal olan1 taramanin analitin ne indirgendigi ne de
yiikseltgendigi ithmal edilebilir bir akim gecis potansiyelinde baslamasidir. Potansiyel lineer
olarak artmaya basladiginda ¢ozeltide analit ve elektrot arasinda elektron transferi baslar ve bu
iriiniin birikmesine ve tepkenin tiikenmesine sebep olur. Potansiyel artis1 Nernst esitligi
(Denklem 2.8) ile agiklanir.
_ RT [Ox]

E=E°F¥ —logq,

nF [Red] (28)

Nernst esitligi sirasiyla elektrot ylizeyinde ylikseltgenen/indirgenen tiirlerin konsantrasyon
oranlari, elektrokimyasal hiicrenin elektrot veya elektrolit igeren herhangi bir kisminin
indirgenme potansiyeli (E°) ile baglantilidir. Burada E elektrokimyasal hiicrenin elektrot veya
elektrolit igeren herhangi bir kisminin indirgenme potansiyelini (half-cell reduction potential),
E° standart yari-hiicre potansiyelini gosterir. R ideal gaz sabiti ( 8.314 J K'* mol?), T mutlak
sicaklik, n elektron sayis1 ve F Faraday sabitidir (birim mol elektron i¢in coulomb sayis1, 9x10*

C/mol) gosterir.

13



Tersinir bir sistemde pik akimi (ip) Randles-Sevcik esitligi ile tarif edilir (Kissinger &
Heineman, 1983). Akim konsantrasyon ile dogru orantilidir ve tarama hizinin (scan rate)
karekokiine gore artar (denklem 2.9). Bu tarama hizina baglilik kiitle transferi tarafindan kontrol
edilen elektrotta reaksiyon meydana geldigine isaret eder. Reaksiyon normal sartlardaki
sicaklikta meydana gelir.(T = 25 °C, n = ilgili elektron sayisi, A = elektrot yiizey alani, D =

Difiizyon sabiti, C= asil elektrolitin konsantrasyonu v = tarama hiz1).
ip = (2,69 * 105)n3/24DY/2Cv1/? (2.9)

Elektrokimyasal tersinir bir ¢iftin tersinirligi iki pik potansiyeli potansiyel farkinin él¢iimii ile
belirlenir. Elektrokimyasal tersinir bir sistem denklem 1.6 da ifade edilen 1 elektron transfer
prosesine dayanir. Hizli 1 elektron transferi 59mV AEp’dir.

59
AEp = Epa — Epc = — mV (2.10)

2.2.2.2 Kronoamperometri (Chronoamperometry)

Kronoamperrometri karistirllmayan durgun bir c¢ozeltide iletken olabilme 6zelligi ile
amperometriden ayrilir. Yeterli bir Eyp yiizeyde redoks bir reaksiyon stirerken uygulanir (Sekil
2.4(a)) ve bu analiti bozan biiyiik bir akim fretir bu sirada diflizyondan dolay1 elektrot

yiizeyinde analit konsantrasyonu azalir (Sekil 2.4(b)).

@) (b)

Eup I

Zaman Zaman

Sekil 2.4 (a) Uygulanan potansiyelin zamana gore degisimi, (b) Uygulanan potansiyel sonucu akimda zamanla
meydana gelen degisim.

14



Diizlemsel bir elektrot i¢in zamanla akimda meydana gelen degisim Fick’in ikinci yasasindan
tiretilen Cottrell esitligi (denklem 2.11) ile ifade edilir (Bockris, Reddy, & Gamboa-Aldeco,
2000) . Burada n elektron sayisini, F Faraday sabitini, elektrot yiizey alanini (cm?), C° asil
elektrolit konsantrasyonunu (mol/cm?), t zaman1 (saniye) ve D difiizyon katsayisini (cm?/s)

gosterir .

0n1/2
j = MAC D 2.11)
T1/2¢1/2

2.3 lletken Polimerler ve Elektrokimyasal Polimerizasyon

2.3.1 Illetken Polimerler

“lletken polimerler” terimi elektrigi dagitabilen veya iletebilen 6zel polimerler olarak
tanimlanmistir, fakat bu terim gergekte tamamiyla farkl iki tiir polimerleri igerir. Birinci tiir
polimerler karbon siyahi, metal tabakalar1 ve metal fiberleri gibi iletken dolgu maddeleri ile
birlestirilmis polimerleri igerirler ve bunlar ticari olarak kullanilan polimerlerin biiyiik
boliimiinii olustururlar. Ikinci tiir polimerler ise kendiliginden iletken polimerler (KIP) olup,
kimyasal yapilar1 nedeniyle kendi molekiil zincirleri boyunca elektrigi dagitabilen veya
iletebilen polimerlerdir. Bu tez kapsaminda kullanilan iletken polimerler yapisal olarak elektrigi

kendiliginden iletebilen polimerlerdir.

Iletken polimerler konusundaki calismalar 1950’lerde baslamustir. Iletkenlikleri oda
sicakliginda 10®° S/cm olan yari iletken polimerler 1950-1960 yillar1 arasinda iiretilmistir.
Gilinlimiizdeki anlayisa uygun iletken polimerler 1970’lerin sonunda ortaya ¢ikmaya
baslamistir. Bag elektronlari lokalize olarak kalirlar ve elektrigi iletmezler. Ancak polimerin
iyot gibi giiclii bir elektron alicisiyla dop edilmesi (katkilanmasi) sonucunda polimer malzeme
bir metal gibi elektrigi iletmeye basalar. Hatta bu iletkenlik poliasetilende saf poliasetilene (PA)
gore 10! kere daha fazladir (Shirakawa vd., 1977).

Tletken bir polimerin temel 6zelligi polimerin omurgasi (ana zincir) boyunca konjuge (ardisik
siralanmig) ¢ift baglarin olmasidir. Polimerlerin elektronik iletkenligi ana zincirde bulunan

konjuge ¢ift baglar yardimiyla olur. Elektronlar zincir {lizerinde bu konjuge ¢ift baglar
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yardimiyla taginirlar. Tletken polimerleri diger polimerlerden ayiran temel husus iletken polimer
zinciri lizerinde tek ve ¢ift baglarin ardisik bir bicimde dizilmis olmasidir. Bu ardisik bag
dizilisine konjugasyon adi verilir ve bu yapiya sahip polimerlere konjuge polimer adi verilir.
Konjugasyon, polimer maddeyi iletken yapmak icin yeterli degildir. Fakat bunlara dopant adi
verilen maddeler girdirilerek iletkenligi arttirilabilir. Dopantlar malzeme igerisinde elektron ve
“hole” lerin sayisini1 arttirmaktir. Bir elektron eksikliginin oldugu konuma bir hole denir. Boyle
bir “hole” komsu bir konumdan atlayan bir elektronla dolduruldugunda yeni bir hole olusturulur

ve bunun bdyle devam etmesiyle yiikiin uzun bir mesafeye go¢ etmesi saglanur.

Kendiliginden iletken polimer malzemeler kesfedilmesinden gliniimiize kullanimlar1 artmis ve
gelisimleri devam  etmistir.  Polianilinler, polipiroller ve politiyofenler ¢evresel
kararliliklarindan ve yapisal gesitliliklerinden dolay1 en ¢ok dikkat ¢ceken iletken polimerlerdir
(Groenendaal vd., 2000). Bu polimerlerin elektronik ve elektrokimyasal 6zellikleri monomer
yapisinin modifiye edilmesiyle gelistirilebilir. Ayrica ticari olarak mevcut olanlarin kimyasal

yapilart Sekil 2.5 ‘de gosterilmistir.

Poliasetilen Politiyofen Polipirol
1L 40 KOk
O n n n
Polifuran Polianilin Polifenilen

SN

0 o

had

S 'n

Polietilendioksitiyofen

Sekil 2.5 Literatiirde ve ticari olarak bulunan bazi iletken polimerin kimyasal yapilari (Soganci, 2017)

2.3.2  Elektrokimyasal Polimerizasyon

Elektrokimyasal yontem, iletken polimer sentezinde eskiden beri bilinen bir yontem olup,

degisik tekniklerle beraber giinlimiizde de sik¢a uygulanmaktadir. Polimer bir filmi istenen
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kalinlikta iiretmede elektrokimyasal Polimerizasyon oldukca pratik bir tekniktir. Farkli
rezonanslarda elektrokimyasal oksidasyon pirol, tiyofen, anilin, furan vb. elektriksel iletken
polimer (CP) tiriinleri stabilize eder (Sekil 2.6).

[N+, [ ) el Y e )
X +X +X +X

X

Sekil 2.6 X=N-H, S, O oldugunda radikal-katyonun olusumu hususunda bes elemanli heterocyclic bilesenin
rezonans stabilizasyonu

Polimerizasyon ya radikal-katyon/radikal —katyon eslesmesini yada nétr bir monomer ile bir
radikal katyonun reaksiyonu ile ger¢eklesir (Sekil 2.7) (Diaz, Martinez, Kanazawa, & Salmoén,
1981) (Mortimer, Dyer, & Reynolds, 2006).

a8~y

K 1<1d1cal “radical-cation/ :\x
monomer coupling T W—

radical-cation/
radical-cation
coupling

Sekil 2.7 X= N-H, S, O oldugunda radikal-katyon/monomer ve radikal-katyon/radikal-katyon eslesmesi

Bu metotta, monomer uygun bir ¢oziicii veya destek elektrolitle beraber polimerlesme hiicresine
konularak yapilan elektroliz sonucunda, elektrot ylizeyinde veya c¢oOzeltide polimer elde
edilebilmektedir. Polimerlesme hiicresi genellikle, calisma, kars1 ve referans elektrottan olusan
ti¢ elektrotlu bir sistemdir. Hiicre i¢cine konulan sulu veya susuz ortamdaki monomer ¢dzeltinin,
dontistimlii voltametri (CV) teknigi ile uygun bir voltagrami alinarak sabit akim veya sabit
potansiyelde polimerlesme gerceklestirilmektedir. Burada dikkat edilmesi gereken nokta,
monomerin ylikseltgenme veya indirgenme potansiyelinde ¢oziicii olarak, destek elektrolit ve
elektronlarin reaksiyon vermemesidir. Monomerin indirgenmesi veya yiikseltgenmesi ile
olusan radikal anyon veya radikal katyon zinciri biiylimekte ve bunlar da iletken polimer
zincirleri olusturmaktadir. Elektrokimyasal polimerlesmede kontrollii potansiyel veya akim

uygulamasi (sabit potansiyel ve sabit akim elektroliz), baslangici ve bitis basamaklarinin
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kontrol edilebilmesi gibi iistiinliikleri vardir. Bu ylizden kimyasal yonteme gore daha saf, yan
tiriinlerden ve kirlilikten arinmig driinler elde etmek miimkiindiir (Metin & Et Al., 2007).
Elektropolimerizasyon genel bir ECE( E: Elektrokimyasal, C:Kimyasal) semasina gore (Sekil
2.8) artarda clektrokimyasal ve kimyasal adimlardan (oligomerler elektrolit ¢ozeltisinde
¢oziinmez oluncaya ve elektrot yiizeyine ¢okiinceye kadar) dolayi avantajlidir (Ak, Camurlu,
vd., 2006).

GE0 - .
2 : R L < =2H / \ A (8]
SO0 0Ny ‘

| g
LX< T\ T\
<7 NG T =

l.:n-
F/\i7 ( ) ...etc (C)

Sekil 2.8 ECE Mekanizmasi

Polimer oksidasyon elektrodepozisyonla es zamanli olur. Clinkli konjuge oligomerler onlara
iliskin monomerden daha diisiik potansiyelde yiikseltgenir. Yiikseltgenme durumunda iletken
polimerler p-tip doptur ve n- band yapisi delokalize olur, Zincirlerde yiik karsi anyonlarla
ayarlanir. Rediiksiyondan sonra karsi anyonlar ayrilir veya elektrolit katyonlar1 girer.

Elektronik konjugasyon uzaklastirilir ve polimer yalitkan formdadir (Sekil 2.9).

i p-doping

undoping

+ ne”

Sekil 2.9 iletken bir polimerde undoping, p-doping

Oksidatif ciftlesmenin heterocyclic halka tizerindeki bdlgede (yiiksek bir spin yogunlugunun
radikal katyon i¢in bulundugu yerde) yer aldigina dair bir diisiince vardir. Tiyofen, pirol ve
furan i¢in en yiiksek spin yogunlugu 2 ve 5 pozisyonlarinda 6l¢iilmiistiir, ayrica a pozisyonlari

olarak anilirlar (Soyleyici, Ak, Sahin, Demikol, & Timur, 2013) (Kurtay, Ak, Giillii, Toppare,
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& Ak, 2014). 3 ve 4 pozisyonunun ( pozisyonu olarak isimlendirilir) spin yogunlugu da
Olciilebilir, bundan dolay1 bazi eslesme reaksiyonlari bu pozisyonlarda vuku bulur. Piroliin
elektrokimyasal polimerizasyonu i¢in farkli eslesme (coupling) durumlart Sekil 2.10°da
gosterilmistir. Ayrica, genellikle a-f ve B-B eslesmeleri diizenli olmayan ana zincirler ve zayif
elektronik ozellikler getirir. Cesitli alkil ve alkoksi gruplarinin girisi bu zincir kusurlarinda

elimine edilebilir.

H

3 oy = N
BN = N {7
H H Y2
a-o couphing
H
7N n+ -2H* /N\
5.9 " ¢ )y —————— Q )\
N { \e !/ N
= Se L&
o coupling
i—,\f? A j_. I
H \_/ A
B-B coupling H

Sekil 2.10 Oksidatif Polimerizasyon siiresince piroliin eslesme reaksiyonlari

Elektokimyasal sentez kolay, secici ve tekrarlanabilir bir metottur ve bir elektrot ilizerinde
uretilen malzemenin avantaji vardir. Ayrica bu metot depozisyon yikii tarafindan film
kalinliginin kolayca kontroliine izin verir. Anodik eslesme proton eliminasyonuyla ayni anda
bir polimerin igine monomerin yiikseltgenmesinden olusur (Baran vd., 2010) (Camurlu,
Giiltekin, & Giirbulak, 2013). Anodik eslesme tercih edilir ¢iinkii modifiye edilmemis
monomer ve sonugta meydana gelmis polimer kullanir, daha kolay ytiikseltgenir (dop edilir),
iletken durumda iretilir ve bundan dolayr istenen kalinliga kadar malzemenin stirekli
depozisyonuna izin verir. Coziicii tipi, elektrolit sistemi, monomer se¢imi ve konsantrasyonu
ve elektrotlar sonugta elde edilen iletken polimerin 6zelliklerini 6nemli 6lgiide etkiler (Ayranci,

Soganci, vd., 2015) (Skotheim, Elsenbaumer, & Reynolds, 1999).

2.3.2.1 Elektrolitik Ortamin Etkisi

Elektrokimyasal Polimerizasyon reaksiyonunda ¢0ziicii ve elektrolit se¢imi gereklidir.
Elektrokimyasal polimerizasyonda kullanilan ¢oziicii yeterince yliksek dielektrik sabitine

boylece ortamin iyonik iletkenligi tamamlanir. Coziicii destekleyici elektroliti dagitmali ve
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ayristirmalidir. Nitriller yiiksek bir dielektrik sabitiyle ylikseltgemede ve indirgemede genis
cesitlilikten dolayi tercih edilir (ACN igin €=37) (de Ledn, Campbell, Smith, & Walsh, 2008).

Elektrolitin se¢im kriteri ¢Oziiniirliikk, ayrilma derecesi ve niikleofilligidir. Kullanilan
elektrolitin tabiatinin son filmin morfolojisine énemli diizeyde etki eder. Elektrokimyasal
polimerizasyonda kullanilan destek elektrolit iki amagla hizmet eder (Ak, Tanyeli, Akhmedov,
& Toppare, 2008) (Soganci, Soyleyici, Soyleyici, & Ak, 2017) :

a) Elektrolit ¢ozeltisini iletken yapar.

b) Sentez sirasinda olusan radikal katyon (polaron) ve bikatyonlar1 (bipolaron)

stabilize ederek polimeri doplar.

Perkloratlarin, tetraflorboratlarin ve heksaflorfosfatlarin tuzlari iletken polimerlerin sentezi i¢in
destekleyici elektrolitler olarak yaygin bicimde kullanilir. Inert malzemeler platin, altin, karbon
elektrotlar ve indium kalay oksit (ITO) c¢alsma elektrotu olarak elektrokimyasal
polimerizasyonda kullanilirlar. Doymus kalomel elektrotu (SCE), Ag/Ag® ve Ag/AgCl

elektrotlari referans elektrotlar: olarak kullanilabilirler (Komorsky-Lovri¢, 2010a)

2.3.3  Illetken Polimerlerde iletkenlik Mekanizmasi

Konjuge cift bag yapisina sahip polimerlerde elektronik uyarma halkanin relaksasyonuna sebep
olmaktadir. Polimerlerde iki tiir yapisal relaksasyon oldugu kabul edilmektedir. Birincisi
polimer zinciri boyunca olusan tek diize relaksasyon, ikincisi ise lokal olarak yapisal
deformasyona neden olan relaksasyondur. Bunlarin sonucunda polimer zinciri {izerinde serbest
radikal (soliton) olarak isimlendirilen farkli spin yiik konfigiirasyonuna sahip hata merkezleri
olusturabilmektedir (Selguk, 2010). Poliasetilen ve diger konjuge polimerlerde katkilama ile
polaronik hatalar olusur ve polaronun elektronik enerji diizeyleri yasak enerji aralifinda
simetrik olarak iletkenlik ve degerlik bandina yakin konumlarda bulunur. Katki maddesinin
fazla eklenmesi durumunda veya elektrokimyasal olarak katkilama miktarmin dolayisiyla
polaronlarin derisimi daha da arttirilirsa polaronlar kendi aralarinda etkileserek bipolaronlari
olusturular. Soliton tiirii hatalarin sadece zincir boyunca aktariminin miimkiin olmasina karsilik
bipolaronik hatalarin bir zincir lizerinden digerine atlayabilecekleri belirtilmistir. Sonug olarak
katkilama ile yasak enerji araligindaki enerji diizeylerine yerlesen soliton, polaron, ve bipolaron

gibi yapilar polimerlere iletkenlik kazandirmaktadir (Ayranci, Ak, Ocal, & Karakus, 2016)..
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2.3.3.1 Band Teorisi

Degerlik bandi ve iletkenlik band1 arasindaki araliga band esigi veya band araligi, bu araligin
gecilmesi i¢in gerekli enerjiye ise band esik enerjisi adi verilir. Maddelerin yalitkan, yari
iletken, iletken seklinde elektriksel iletkenlikleri agisindan gruplandirilmasinda band esik
enerjisinin biiyiikliigii dnemlidir. Polienler gibi m-elektron malzemeler sp? hibritlesen bag ve
antibag m orbitallerinin tamamen dolu ©t bandini ve bos ©* enerji bandlarini olustururlar (Selguk,
2010). Band gap teorisine gore iletken polimerler iki farkli enerji bandi olustururlar; en yiiksek
dolu enerji diizeyi degerlik bandi (VB) olusturur ve en diisiik dolu olmayan iletkenlik bandin
(conduction band, CB) olusturur. Degerlik bandi ile iletim bandi arasindaki fark veya band
aralig1 (Eg), malzemenin kendi elektriksel 6zellikleri ile belirlenir. Halka uzunlugu, birbirini
izleyen baglarin uzunlugu, diizlemsellik, elektron akseptdr veya dondr substituentlerinin varligi
ve aromatik halkalarin rezonans stabilizasyon enerjisi gibi ¢esitli yapisal yonler lineer m-
konjuge sistemin HUMO-LUMO araligin1 etkiler (Wiley, 2002). Band araligi nétral konjuge
polimerlerde n-n* gecisinin baslangi¢ enerjisine tekabiil eder. Bir polimerin band araligi UV-
VIS spektrumunda #-n* gecisinin absorpsiyonunun baslangicindan tahmin edilebilir.
Elektronlar verilen bir band1 doldurmak icin kesinlikle enerjiye sahip olmasi1 gerekir. Diger
taraftan bandlar elektriksel olarak iletken olabilmesi i¢in kismi olarak doldurulmalidir. Ciinkii

ne bos bandlar nede dolu olanlar elektrigi tasiyabilir (Somania & Radhakrishnanb, 2002).

E

iletkenlik Band:

(CB)

Eg>3eV
0000 Eg~0

Degerlik Banda

(VB)

Yahitkan Yar iletken iletken

Sekil 2.11 iletken, yari iletken ve yalitkanlara ait bant boslugu teorisi

Konjuge polimerler daha yakin band aralifina sahiptirler ve doping onlarin band yapisin
degistirebilir. Bu ya degerlik bandindan elektronlarin alinmasiyla (p doping) yada iletim
bandina elektronlarin eklenmesiyle (n doping) gerceklesir. Yani distan yapilan bir etki

neticesinde polimerden elektron alarak ya da vererek serbest elektron olusturulur. Indirgenler,
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yiikseltgenler ya da elektrokimyasal metotlar disg uyaran olarak kullanilabilirler. Doplama ve ya
dop etme bu elektron verip alma isleminin adidir. Bu amagcla kullanilan kimyasallara da dopant
ad1 verilir. Polimer sentezinde kullanilan dopantin tiirii polimerin iletkenligini etkiler.
Polimerlere elektron verildiginde bu elektronlar yeni bir enerji diizeyine yerlesirler ve band esik

enerjisini disiiriirler.

2.3.3.2 iletken Polimerlerde Katkilama

Doping yapma islemi, iletken polimerler hazirlamak i¢in konjuge n baglarina sahip olan bir
polimeri uygun bir reaktif ile indirgemek veya yiikseltgemek ile gergeklestirilir. Polimerler gaz
fazinda doping, ¢ozelti ortaminda doping, elektrokimyasal doping, radyasyon kaynakli doping,
iyon degisimi dopingi gibi tekniklerle doplanabilirler (Raczkowska vd., 2005) . Bu tekniklerden
ilk tigii daha az maliyetli oldugu i¢in tercih edilmektedir. Gaz fazinda doping igleminde,
polimerler vakum altinda dopantin buharina maruz birakilir. Cozelti ortaminda doping islemi
ise; doping maddesinin ¢6ziinebildigi bir ¢oziiciiniin kullanilmasi ile gergeklestirilebilir (Trung,

Trung, & Ha, 2005).

CP’nin iletkenligi “dopant” denilen basit anyonik ya da katyonik birimler tarafindan basit
kimyasal veya elektrokimyasal oksidasyon (rediiksiyon) yardimiyla gerceklestirilir. Iletim
merkezini baglatmak i¢in dopantlarin polimer ana zincirini indirgemesi veya yiikseltgemesi
gerekir ve boylece iletkenlik tamamlanmis olur. Yiikseltgenme ve ya indirgenme anyon ve
katyonlar yardimiyla gergeklesir. izolasyon alanmin iizerinden yiiksek iletkenlik durumuna
(metalik) kadar bir polimerin elektriksel iletkenliginin kontrolii miimkiindiir. Bu islemler
doping olarak anilir. Polimerlerde degerlik kabugundaki elektronlar ya yiikseltgen bir reaktif
ile koparilabilir ve degerlik kabugu pozitif hale gelir veya indirgen bir reaktif ile bos iletkenlik
bandina bir elektron verilebilir. Bu iglemler, ylikseltgenmeye karsilik olmak {izere p-tiirii
doping (Sekil 2.12), indirgenmeye karsilik olmak tizere n-tiirii doping olarak isimlendirilir
(Gurunathan, Murugan, Marimuthu, Mulik, & Amalnerkar, 1999b). Doping islemi sirasinda
doping molekiillerinin hi¢ birisi polimer atomlar1 ile yer degistirmez, doping molekiilleri
yalnizca elektronlarin enerji kabuklarindan gegislerine yardimci olurlar. Doping yapict
maddeler veya dopantlar ya giiglii indirgen veya giiglii yiikseltgen maddelerdir. Bunlar

kolaylikla iyon olusturabilen inorganik tuzlar veya bilesikler, ndtral molekiiller, organik
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dopantlar ve polimerik dopantlar olabilirler (Randriamahazaka, Noél, Guillerez, & Chevrot,

2005). Dopantlarin yapisti iletken polimerlerin kararliliginda énemli rol oynar.
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Sekil 2.12 Politiyofenin p-tip dopingi
Kimyasal doping yiik-transfer redox kimyasini gerektirir.
a) Oksidasyon (Yiikseltgeme, p-tip doping)
(r — polimer)n +3/2ny (I) - [ (m — polimer)™ (I37), ],
b) Rediiksiyon (Indirgeme, n-tip doping)
(m — polimer),, + [Na*(Naphtalide)~], - [(Na™), (m — polimer)™], + (Naphth)°®

Kimyasal doping etkili ve kolay bir proses olmasina ragmen kontrolii zor olan bir islemdir. Orta
dereceli bir uyarict diizeyi elde edilmek istendiginde homojen olmayan bir doping ile
sonuglanir. Bu problemi ¢ozmek amaciyla elektrokimyasal doping gelistirilmistir (Nigrey,
MacDiarmid, & Heeger, 1979). Elektrokimyasal bir hiicrede ayarlanan uygun potansiyel ile
polimeri elektrokimyasal olarak yiikseltgemek veya indirgemek kolaydir. Polimer zincirinde

olusan yiik elektrolit ¢6zeltideki karsit iyon ile notiirlestirilir.
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2.4  Elektrokimyasal Teknikler i¢cin Kullanilan EKipmanlar

241  Elektrokimyasal Hiicre

Tipik elektrokimyasal reaksiyonlar Sekil 2.13’de gosterildigi gibi i¢ine numune ¢6zeltisinin
eklendigi, kuvarstan veya camdan yapilmis bir elektrokimyasal hiicreden meydana gelir.
Numune ¢6zeltisi kullanilan iki ya da ii¢ elektrotu kaplamaya yetecek derinlikte olmalidir.
Sicaklik gibi degiskenler termostat kontroliinde olan bir su banyosu ile baglantili olan bir su
ceketi kullanilarak kontrol edilebilir. Amperometrik deneylerin karistirilarak yapilmasi gerekir
bu amacla manyetik bir cubuk ¢6zeltinin i¢ine konulabilir ve elektrokimyasal hiicrenin altindaki
manyetik bir karistirici tarafindan karistirma islemi gergeklestirilebilir. Karistiricinin sekli

kararli bir karistirma islemini saglayacak sekilde olmalidir (Stojek, 2010)

—— & NGAzl cE RE

COZELTI

MANYETIK KARISTIRICT

Sekil 2.13 Ug elektrot sistemini temel alan bir voltametrik hiicrenin sematik diyagrami. CE: kars1t elektrot
(Counter Electrode), WE ¢alisma elektrotu (Working Electrode), RE: referans elektrot (Reference Electrode.

2.4.2 Calisma Elektrotu

Caligma elektrotu (WE) istenen reaksiyonun meydana geldigi yerdir. Caligma elektrotu karbon
gibi deney sirasinda kullanilan elektrolit ortamda stabil olan bir malzemeden yapilmalidir.
Malzeme secimi deney sartlarinda elektrotlarin korozyona ugramamasi veya cevresel
kirliliklerden etkilenmemesi, bunlara bagli olarak yiizey alaninin degismemesi ve istenen
analitin potansiyel alanini diisliren diger bilesenlerden korumak icin olduk¢a Onemlidir.
Calisma elektrotlarinin potansiyel diisiisiine engel olmak igin potansiyelin yiizeye esit bir

bicimde dagilmasi1 ve bununla birlikte ylizeyinin yeniden liretilebilir olmasi sartlarini saglamasi
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gerekmektedir. Tlgili potansiyel bélgesi i¢indeki arka plan akimi diisiik olmalidir. Malzemenin
maliyeti, bulunabilirligi ve toksik olup olmadigi dikkate alinmasi gereken diger Onemli

hususlardir (Komorsky-Lovri¢, 2010b).

2.4.3 Referans Elektrotu

Bir referans elektrotu (RE) karsit elektrot tarafindan uygulanan voltajin 6l¢iimii i¢in referans
olarak kullanilan, korunan dogru ve sabit bir potansiyele sahip olan bir yari1 hiicre gibi davranir.
Referans elektrotu potansiyometriktir ve bu nedenle i¢inden gegen akim sifirdir. Potensiyostat
RE ve WE arasinda voltaj farki tespit ettiginde bunu geri besleme olarak bilinen bir mekanizma
ile ¢iktilar arasindaki fark sifir oluncaya kadar ayarlama devam ederek farki ortadan kaldirir
(Bago&kﬁ, 2006). Gumiis-giimiis kloriir (Ag/AgCl) yaygin olarak kullanilan bir referans
elektrotu ornegidir (Joseph Wang, Tian, Nascimento, & Angnes, 1998). Kiigiik akimlarin kisa
zaman periyotlar1 i¢in gectigi kronoamperometri gibi uygulamalar i¢in karsit elektrotun RE ve
WE’nin gorevin iistlendigi iki elektrotlu sistem kullanilabilir. Referans elektrotun i¢inden gecen
akimdan dolayr zaman igerisinde stabilitesi degisebilir. Bu nedenle bir karsi elektrotunda
oldugu ti¢ elektrot sistemi uzun zaman periyotlar1 gerektiren deneysel ve amperometrik

uygulamalarda en ¢ok kullanilan yontemdir (Scholz, 2014).

24.4  Karsit Elektrot

Karsit elektrotun (CE) fonksiyonu WE ye sirasiyla gerilim farki uygulayarak devreyi tamamlar
boylece yiik akisini saglar. CE karbon veya platin gibi inert bir malzemeden olusur (Scholz, 2010)

2.4.5 Potensiyostat

Elektrokimyasal hiicre iistiinde uygulanan potansiyel farki kontrol etmek i¢in kullanilan cihaza
potensiyostat adi verilir (Sekil 2.14). Bir potensiyostat sabit ¢alisma elektrotu potansiyelini
korumak i¢in anot ve katot arasindaki voltaj farkini ayarlar (Fry, 1989) . Potansiyel ¢alisma
elektrotuna uygulanir ve karsit elektroda dogru bir yiikiin akisiyla sonuclanir. Gerilim diistisii

elektrolit iletkenliginden, elektrotlar arasindaki mesafeden, akimin ve elektrot malzemesi
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boyunca direncin biiyiikliigiinden kaynaklanir. Eger potansiyel dengelenmezse reaksiyon
istenen potansiyelde uzun siire devam edemez ve hatta durabilir. Referans elektrotu ¢alisma
elektrotundaki potansiyeli izler ve istenen degere geri donmek i¢in besleme yapar. Eger
potansiyeldeki fark RE ve WE arasinda goézlemlenirse CE’ye uygulanan potansiyel bunu
dengelemek icin degisir. ikinci bir islem giiclendirici ise akim-voltaj doniistiiriiciisii olarak
kullanilir ve bu doniistiiriici voltajin birim akim basina ¢ikist i¢in kullanilan bir rezistanstir

(Kahlert, 2010).

Giren
Sinyal

+

Cikti

Sekil 2.14 Ug elektrotlu bir potensiyostatin basitlestirilmis déngii diyagrami.

2.5 Elektrokromizm (Electrochromism)

Elektrokromizm; optik ozelliklerdeki tersinebilir degisikliklere denir ve bir malzeme
elektrokimyasal olarak indirgendiginde veya yiikseltgendiginde ortaya ¢ikar. Bir malzeme
farkli renkler gésterebiliyorsa elektrokromik oldugu sdylenebilir. Renk degisimi seffaf durum
ile renkli durum arasinda veya iki farkli renkli durum arasinda gergeklesir hatta malzeme 2 den
fazla redoks bolgesine sahipse birkag renk birden gosterebilir (Soganci vd., 2017).
Elektrokromizm uygulanan bir voltaj altinda (goriiniir bolgede (400-800 nm) ve infirared
bolgesi yakininda (NIR)( 1000-2000 nm) gibi) biitiin elektromanyetik spektrum igerisinde
optik 6zelliklerini degistirmek icin malzemenin kapasitesi olarak tanimlanabilir. Elektrokromik
ozelliklerin uygulandig1 bir¢ok kimyasal tiir vardir. Viologenler, ge¢is metal oksitleri, ¢cok
bilinen tungsten oksit ( WO3) sistemleri, prussian blue sistemleri, ftalosiyaninler ve iletken
polimerler yaygin olarak elektrokromik malzeme olarak kullanilirlar (Soganci, Soyleyici, &
Ak, 2016).
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fletken polimerler inorganik bilesiklere kiyasla hizli akim verme yetenegi, yiiksek renklilik
verimi, kimyasal yapt modiftkasyonu yardimiyla band boslugunun ince ayari ve ayni
malzemede c¢oklu renk elde etme gibi avantajlarindan dolay1 inorganik malzemelerden daha
fazla dikkat ¢ekmektedirler (Ak, Ak, Kurtay, Giillii, & Toppare, 2010). Ilk EC (elektrokromik
cihaz) yapim c¢aligmalarinda inorganik malzemeler (WO3 tungsten trioxide, IrO2 iridyum
dioxide gibi) kullanild1 (Isik, Ak, & Durucan, 2009). Fakat inorganik malzemelerle yapilan
cihaz tasariminin zor iiretimi (cost-intensive production), yiiksek maliyeti, yiizeylere yiiksek
vakum altinda uygulanmasi (cost-intensive sputtering), yavas yanit siiresi (slow responce time)

gibi dezavantajlar1 vardir (Yagmur, Ak, & Bayrakceken, 2013).

Elektrokromizm goriiniir bolgede kalan m-bag orbitalleri ve n*-antibag orbitalleri arasindaki
enerji farkindan dolayr meydana gelir. Bu malzemelerin optik 6zellikleri doping (ve/veya
dedoping) kontrol edilerek ayarlanabilir. Doping prosesi (oksidasyon, yiikseltgeme) n’den n*’a
gecisin yogunlugundaki azalisla band boslugunda yeni elektronik durum sunar ve daha diisiik
enerji gegisinin olusumu renk degisimine sebep olur (Cilgi, Karakus, & Ak, 2013). Doping
diizeyi artirildiginda; bipolaron, bipolaron bandindaki ortiisme ile ifade edilir, bipolaron
bandlar1 iletim ve valens bandlariyla goriinebilir. Band yapisinin ve renk degisiminin

degerlendirmesi Sekil 2.15de verilmistir.

I. | 1letim Band:

\

Valans Band:
Nétral Polimer (VB)

[ve]

Polaron Durumu

CB (%) cs
L8] LE'J |

W s h i, ¥ $ —_— o |
lVBI

Mavi [vel [ve]
Bipolaron Bipolaron  Metal
Durumu  Band: Durumu

Sekil 2.15 Bozulmamis temel durumda konjuge polimer igin p-doping ile elektronik band yapisinin
degerlendirilmesi

n-n* gecisi ndtral polimerde vuku bulan temel elektronik gegistir. Notral durumda renk
polimerin band boslugu (Eg) tarafindan saptanir. Polimerin dop edilmis ve dop edilmemis
sekilleri arasinda renk zitlig1 dop edilmemis polimerin enerji boslugunun biiyiikliigiine baglidir.

Eg polimerin esas konjugasyon uzunlugu, farkli polimerizasyon yollar1 ve akim yogunlugu,

27



baslangi¢c molekiil yogunlugu, elektrolitik ortam ve sicaklik gibi farkli deneysel sartlara baglidir
(Isik vd., 2009). Es zamanli doping-undoping prosesinde, bir kiitle transferi film i¢indeki kars1
iyon hareketinden dolay1 polimer bulk igerisinde meydana gelir. Bu daha yavag proses polimer
filmin renk degisim kinetigini kontrol eder(Turag, Ak, Sahmetlioglu, Kasim Sener, & Kaya,
2012).

Konjuge bir zincirin i¢ine substituentler veren elektronun baslangici valens band elektronlarinin
(konjuge zincirin HOMO’su) enerjisi arttirilarak polimer yiikseltgeme potansiyelini azaltmak
yaklagimi yaygin olarak kullanilir. Ayn1 zamanda, polimerin elektronik band boslugunda bir
azalmaya sebep olan iletim bandimnin (konjuge zinciri LUMO’su) enerjisi tizerinde kiigiik bir

diizensizlik vardir.

25.1 Elektrokromik Malzeme Tiirleri

Elektronik olarak kabul edilebilen optik durumlarin isimlendirilmesinde elektrokromik
malzemelerin {i¢ ana tiiriine literatiirde deginilmistir. Birinci tip en az bir derecede renklendiren
ve agartan durumdaki malzemelerden olusur. Bu malzemeler 6zellikle akilli pencereler ve optik
panjurlar gibi absorpsiyon/transmisyon-tip devre uygulamalari i¢in kullaniglidir. Bu alanin tipik
ornekleri metal oksitler, viologenler ve poly(ethylenedioxythiophene) (PEDOT) gibi
polimerlerdir (Soganci, Kurtay, Ak, & Giillii, 2014) . Malzemelerin ikinci bir sinifi iki farkli
renklenen durum ile elektrokromlardan olusur. Bu elektrokromik malzemeler iletici bir duruma
ihtiya¢ duyar, fakat farkli renklerin farkli redox durumlari i¢in arzulandigi display tipi
uygulamalar i¢in kullamighdir. Politiyofen (ince filmleri yilikseltgenme ile kirmizidan maviye
degisir) bu tiiriin iyi bir 6rnegidir (Ak, Durmus, & Toppare, 2007). Ugiincii sinif ise malzemenin
redox haline bagli olarak iki renkten daha fazla renge ulasilabilen elektrokromik alana biiyiiyen

bir ilgi vardir (Argun vd., 2004).

Pencere uygulamalarinda iletken polimerler daha fazla 6ne ¢ikmaktadir. Bir devre iletici ve
absorbe edici renk halleri ile bir polimerin kullanimi vasitasiyla seffaf ve renkli durumlart
arasinda doniisebilir. Elektrokromik polimerlerde elde edilebilir renk paleti avantajli oldugu
i¢in, bu malzemeler goriintii teknolojileri i¢in ¢ok daha uygun olur. Elektrokromik malzemeler
akilli pencereler, reklam panolari ve depo devreleri alanlarinda kullanimi1 yayginlasmasina

ragmen infrared ve mikrodalga bilgesinde, ayrica telekomiinikasyonda anahtar bilesimlerde
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(degisebilir optik zayiflatic1 vb) ve devre yapilarinda da kullanilmaktadirlar (Ayranci vd., 2016)
(Soganci, Soyleyici, & Ak, 2016) .

2.5.2  Spektroelektrokimya

Spektroelektrokimya doping lizerinden gerceklesen iletken polimerlerin optik ve elektronik
degisimini test eden bir tekniktir. Doping {iizerinden olusan elektronik band boslugu

bandlararas1 durumlar hakkinda bilgi verir.

Notral durumda iletken polimerler valens band (HOMO) ve iletim bandi1 (LUMO) arasinda bir
band boslugu (Eg) ile yalitan diizendedir. Yiikseltgeme veya doping iizerinden polimerin band
yapist modifiye olur, yani bandlar arasi gecis daha az enerji ile gerceklesir, hem de yik
tastyicilar (polaronlar ve bipolaronlar) olusturulur ve sonu¢ olarak iletkenlik artar.
Spektroelektrokimya m-n* ge¢isinin belirlenmesinde, polaronik ve bipolaronik gegislerde ve

bunun yani sira band bosluk enerjisinin hesabinda kritik 6neme sahiptir (Ekiz vd., 2011) .

2.5.3  Elektrokromik devreler (ECD)

Elektrokromik displayler tipik olarak elektrokromik malzemenin ince bir tabakasi, transparan
kat1 polimer elektrolitler ve kars1 elektrot olarak bir elektrokromik malzeme ile ortiilmiis bir
elektrot kombinasyonu tarafindan yapilandirilir. Eger karsi elektrodun arkasi yansitici bir

malzeme ile kaplanirsa, malzeme bir elektrokromik ayna gibi davranacaktir (Tarkuc, Ak,

Onurhan, & Toppare, 2008) (Gurunathan vd., 1999b).

Elektrokromik malzemeler ve bataryalar arasinda birebir benzerlik vardir. Elektrokromik
devreler elektrokimyasal tersinir katot malzemesi(yiikseltgenerek renklenen), anot malzemesi
(indirgenerek renklenen) ve iyon-iletim elektroliti ile elektomanyetik spektrumda az bir seffaf
elektrottan olusur. Elektrotlardan biri ylikseltgenirken digeri uygulanan dis potansiyel
tizerinden indirgenmeye baglar ve bir filmin noétral renginin ve diger filmin yiikseltgenen
renginin kombinasyonu arasinda ve tersine doniisiime sebep olur (Mortimer, 1999). Elektrolit
iletkenligi sadece katot ve anot arasindaki fiziksel ayrilmay1 (redoks reaksiyonlar1 ayarlamak
icin bir katyon ve anyon kaynagi) saglamamalidir ayn1 zamanda spektrumun verilen bolgesinde

seffaf olmalidir. Iyon iletken elektrolit (jel elektrolit) ¢ogunlukla bir sertlestirici polimer
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(PMMA) ile propilen karbonat gibi bir ¢6ziiclide ¢6ziinmeyen bir inorganik tuzdur (Ak vd.,
2007)(Sekil 2.16)

Katodik olarak
renklenen polimer

!

» Jel Elektrolit

Anodik olrak
renklenen
polimer

Sekil 2.16 ECD’nin sematik gosterimi

Yiiksek performansh elektrokromik devre (ECD) icin 6n kosul yiiksek elektrokromik verim
cm?C ile ifade edilir ve renk degistirmek icin malzemede enjekte edilen yiike baglidir. Kisa
cevap siiresi, kararlilik, optik hafiza, agik devre potansiyel sartlar1 altinda renk kararliligi, optik

zithik, uniform renk dagilimi ise diger kosullardir.

2.5.4  Elektrokromik Devrelerin Karakterizasyonu
2.5.4.1 Elektrokromik Zithk ve Doniisiim Hizi

Optik zitlik bir elektrokromik malzemeyi degerlendirmek i¢in gerekli bir parametredir. En
yiiksek zithgin gézlendigi spesifik bir dalga boyunda iki renkli redox durumlari arasinda ytizde
olarak optik degisim (A%T) olarak bilinir. Donlisim hiz1 bir elektrokromik malzemenin
renklendirme/renk agma prosesleri i¢in ihtiya¢ duyulan zamandir. Elektrokromik malzemenin
doniisim hiz1 elektrolitin iyonik iletkenligine, ince filmde iyon diflizyonuna, uygulanan

potansiyel miktarina, film kalinligina ve filmin morfolojisine baglidir (Ak vd., 2008).
2.5.4.2 Acik Devre Hafizas1 ve Kararhhk

Acik devre hafizasi elektriksel alan kaldirildiktan sonra absorpsiyon durumunu malzemenin
zamanla unutmamasi olarak ifade edilir. Elektrokromik kararlilik, aktif redoks ciftlerinin
indirgenmesinde elektrokromik zitlik kaybi1 ve bundan dolay1 elektrokromik malzemenin

performans kaybi ile sonuglandigindan ¢ogunlukla elektrokimyasal kararlilik ile birlikte anilir.
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Elektrokromik cihazlarda yiiksek kararlilik (high stability), hizli yanit zaman1 (rapid response
time), verimli renk degisimi (efficient color change), optik hafiza(optical memory), optik
karsitlik(optical contrast), renk kararlilig1 (color uniformity) gibi 6zelliklerin bulunmasi ticari
uygulamalari i¢in 6nemlidir. Elektrokromik malzemelerin degisik teknolojik uygulamalar
mevcuttur. Ornegin: akilli aynalar, renk taklit eden (bukalemun) malzemeler, ECD, 1sik
kontrollii akilli camlar, reklam panolari, kamuflaj malzemeleri, radar absorplama malzemeleri.
Elektrokromik cam panelleri hizli trenlerde yolcu kompartimani ile kondiiktér kamarasi
arasinda kullanilir. Ayrica Boeing 787 Dreamliner’da da elektrokromik pencereler
kullanilmaktadir (Metin & Et Al., 2007) (Bonhote, Gogniat, Campus, Walder, & Gritzel,
1999).
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3 BIiYOSENSORLER

Glikoz en ¢ok yapilan biyolojik tayindir ve milyonlarca diyabet hastasi kanlarindaki glikoz
diizeyini giinliik olarak 6l¢mektedirler. Glikoz oksidaz (GOx) temelli, amperometrik enzim
elektrotlu biyosensorler kullanimi kolay, basit glikoz test metotlariin gelistirilmesinde oncii

rol oynamiglardir (Taylor & Schultz, 1996) (Shrestha vd., 2016).

Kitosan (CH) dogal biyouyumlu, biyolojik olarak bozunabilir, yliksek mekanik dayanima sahip
ve ¢ok iyi film olusturabilme yetenegine sahip bir biyopolimerdir. Kitosanin ¢esitli arastirmalar
ve c¢aligmalar igin ilgi ¢ekmesinin sebebi sahip oldugu ¢ok sayidaki fonksiyonel grup ve
mitkemmel film olusturma yetenegidir. Kitosan sahip oldugu amin ve hidroksil gruplar
sayesinde Ozellikle biyomolekiil immobilizasyonu igin olduk¢a elveriglidir (Di Carlo vd.,
2012).

Elektrokimyasal olarak iiretilmis polimerlerin enzim immobilizasyonu i¢in biyosensdrlerde
kullanilmasi iiretimin kolay olmast, film kalinliginin ayarlanabilmesi ve segiciliginin iyi olmast
gibi sebeplerden dolay1 gelecek vadeden bir teknolojidir. Ayrica iyi iletkenlik 6zelligi ve
yiiksek stabilitesi sebebiyle elektrokimyasal biyosensor yapilarinda sikca iletken polimerler

kullanilmaktadir (Tang vd., 2014) (Shrestha vd., 2016).

Ilk elektrokimyasal biyosensdr calismast 1956 yilinda Cincinnati Ohio’da bir cocuk
hastanesinde Dr. L. Clark tarafindan ¢6ziinmiis oksijen konsantrasyonunu 6l¢gmek amaciyla
yapildi. Ayrica Clark ve grubu 1962 yilinda kardiyovaskiiler cerrahide siirekli goriintiileme i¢in
enzim temelli bir glikoz sensoriinii literatiire kazandird1 (Clark & Lyons, 1962). Biyosensor
arastirmalariin onciisii bu konsept bir test ¢cozeltisindeki glikoz konsantrasyonunun 6l¢timii
icin Clark oksijen elektrotu tizerinde GOx enziminin tutuklanmasini kapsar. Enzimin katalize
ettigi reaksiyonda tiiketilen oksijen miktar1 glikoz konsantrasyonuyla orantilidir (denklem 1.1).
Bu prototip ilk ticarilestirilmis enzim elektrotunun ve glikoz analiz edicisinin gelisimi icin
temel olusturmustur. Glikoz analizi, kiigiik glikoz metreler kullanilarak diyabet hastalarinda
hayati 6neme sahip olan kandaki glikoz seviyesini kontrol etmek amaciyla diisiiniilmiistiir

(Taylor & Schultz, 1996) (Clark & Lyons, 1962).

GOX
glikoz + 0, — glikonik asit + H,0, (3.12)
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Tiiketilen oksijeni dlgmek icin negatif bir potansiyel platin katota uygulanir ve oksijenin

indirgenmis formu degerlendirilir.

0, + 4H* + 4e~ - 2H,0 (3.13)

Sensor ¢aligmalar1 1970’lerden itibaren boyut ve kolay kullanim bakimindan 6nemli gelismeler
gostermistir. Updike ve Hicks (Updike & Hicks, 1967) ikili oksijen ¢alisma elektrotlar
(bunlardan biri enzim ile kaplanmis) kullanarak ve numunedeki oksijen degisimlerini
dogrulamak i¢in diferansiyel akimi 6lgerek bu prensibi daha ileriye tasidilar. 1973 yilinda
Guilbault ve Lubrano (Guilbault & Lubrano, 1973) hidrojen peroksitin amperometrik (anodik)
goriintiilenmesine dayanan kandaki glikozun 6l¢iimii i¢in bir enzim elektrotu tasarladilar.
Tasarlanan bu biyosensor ile 100 pL'lik kan numunesi test edildiginde oldukga kesin sonuglar
elde edildi.

H,0, - 0, + 2H" + 2~ (3.14)

3.1 Biyosensorlerin Temelleri

Bir insan koklamak, tatmak, duymak, gérmek ve dokunmak gibi bes tip hissetme elementine
sahiptir. Bu sensor elementleri dogada mevcut buluna temel sensor tiplerini gosterir. En basit
sensOr Ornedi turnusol kagidinin ortamda asit veya baz olmasma gore renk degistirmesidir.
Turnusol kagidi ortamda asit yada baz oldugunu renk degisimiyle kantitatif olarak gosterir.
Daha kesin bir bigimde asitlik derecesini belirlemek i¢in pH sensorlii olan bir pH metre
kullanilir. pH-metrenin elektriksel potansiyel degisimi cihazin ignesinde veya LCD-ekraninda
ayirt edilebilir bir harekete doniisiir. Cihazin, fiziksel ya da kimyasal degisimi 151k sinyaline
veya elektronik sinyale c¢eviren parcasina doniistiiriicii denir. Bir insandaki algilama
elementlerinin fonksiyonlar1 sabitken elektrokimyasal bir sensoriin fonksiyonlar1 pH
sensoriinde oldugu gibi gelistirilen cihazin 6l¢iim ucunun teknolojisine ve doniistiiriiciisiine

baglidir.

Bir biyosensor birbiriyle sirayla baglantili iki temel bilesenden olusan kimyasal bir tanilama
diizenegidir. Bu bilesenlerden birincisi biyokimyasal bir tanima sistemi ve ikincisi fiziko-
kimyasal dontistiiriictidiir. Bu iki bilesen ile numune konsantrasyonu gibi kimyasal bir bilgi

analiz edilebilen kullanish bir sinyale doniistiiriilebilir. Biyosensoriin biyolojik bileseni
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katalitik ve katalitik olmayan olmak iizere iki gruba ayrilir. Katalitik bilesenler
mikroorganizmalardan, dokulardan ve enzimlerden olusurken katalitik olmayan bilesenler
antikorlar, reseptorler ve niikleik asitlerden meydana gelirler. Doniisiim teknikleri kullanilan
biyolojik bilesene baghdir. Analitik kimyadaki spektroskopik ve kolorimetrik metotlar gibi
fotometrik yontemleri temel alinir. Ancak kimyasal sensorlerin ve biyosensorlerin cogu basit
ve diisiik maliyetli olmast sebebiyle elektrokimyasal doniistiiriiciileri kullanarak gelistirilirler
(Ozdemir, Tuncagil, Demirkol, Timur, & Toppare, 2011) (Azak vd., 2013). Sekil 3.1’de bir

biyosensorii olusturan 4 ana bilesen gosterilmistir.

Biyosensor
I
v v v v
. Algilama . o
Déniistiiriiciiler Elafii Immobilizasyon Uygulama

Sekil 3.1 Biyosensor bilesenleri

3.1.1  Elektrokimyasal Doniistiiriiciiler

Son yillarda klinik ve ¢evresel analizlerde elektrokimyasal tanilama sistemleri hakkinda birgok
aragtirma yapilmistir. Diisiik maliyetli, yiiksek hassasiyete sahip, ¢oziicii yogunlugundan
bagimsiz, basit¢e minyatiirlestirilebilen ve bu sayede mikro-liretim i¢in uygun, diisiik gii¢
ihtiyaci gerektiren ve benzerlerine nispeten kolay ilgili cihaza uyum saglayan elektrokimyasal
dontistiirticiiler diisiiniildiiglinde bu konunun arastirmacilarin dikkatini ¢gekmesi hicte sasirtici
degildir (Mao vd., 2008) . Bu gibi 6zelliklerinden dolay: elektrokimyasal tanilama metotlari
kanser, enfeksiyonlar, glikoz, kolesterol, alkol ve bir¢ok biyolojik ajanin tanilanmasi gibi ¢esitli

uygulamalarda kullanilmak i¢in oldukga caziptirler (Singh vd., 2013).

Tipik bir elektrokimyasal glikoz sensorii ¢aligma, referans ve karsit elektrot olmak iizere {i¢
elektrotlu bir hiicreden olusur (Vashist, Zheng, Al-Rubeaan, Luong, & Sheu, 2011). Calisma
elektrotu iizerine kaplanan algilama tabakasi 6zellikle glikoza tepki veren enzim gibi aktif
malzemelerden olusur. Analit elektrik sinyalindeki degisimi tireterek yiikseltgenmeyi ve
indirgenmeyi gergeklestiren c¢aligma elektrotu iizerindeki gozenekli mebrana difiize edilir.
Elektrik sinyali analit tanima sinyaline doniistiiriiliir ve gosterilir. Glikoz tanilama sistemleri
icin yaygin olarak kullanilan elektrokimyasal metotlar doniisimlii voltametri (CV),

amperometri, voltametri ve ylik 6l¢timiidiir (coulometry). CV elektrokimyasal bir reaksiyon
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sisteminin elektrot prosesini arastirmak i¢in kullanilan en popiiler tekniktir (Zhang, Liu, Chu,
Shi, & Jin, 2013) (Ye, Luo, Ding, Chen, & Liu, 2011). Onceki boliimde aciklandigr gibi CV
grafiginden (akim-potansiyel) faydalanilarak farkli tarama hizlarinda anodik (Epa) ve katodik
(Epc) pik potansiyeli arasindaki potansiyel farki (AEp), tarama hizi ve redoks pik akimi
arasindaki iliski, anodik (Ipa) ve katodik (Ipc) pik akimi arasindaki iliski elde edilebilir. Sonug
olarak analitin redoks potansiyeli, elektrokimyasal reaksiyonun tipi (tersinir, tersinmez, yari
tersinir), elektrokimyasal reaksiyonu hizi ve buna bagh diger bilgiler dlgiilebilir veya elde

edilebilir (Reza vd., 2015) (Tang vd., 2014).

Voltametrik, amperometrik ve potansiyometrik olmak iizere {i¢ ¢esit doniistiiriicii vardir.
Amperometrik ve potansiyometrik dontstiiriiciiler en ¢ok kullanilan elektrokimyasal
dontstiirticiilerdir.  Elektrotlarin  ¢ogu elektrokimyasal reaksiyonun meydana geldigi
potansiyelde inert olan platin, altin, giimiis ve paslanmaz ¢elik gibi metallerden veya karbon
bazli malzemelerden yapilir. Bunlardan ilki olan voltametrik donistiiriiciiler analitin
oksidasyonu veya indirgenmesi meydana gelinceye kadar algilama sisteminin potansiyeli
arttirmasi (ya da azaltmasi) ile calisir ve ani bir akim ylikselme/diisme piki elde edilir. Pik
akiminin yiiksekligi elektroaktif analitin (veya redoks mediyatoriin) konsantrasyonuyla dogru
orantilidir. Denklem 3.15’ de akim (hem de analit konsantrasyonu) ve pik potansiyeli arasindaki

iliski (Butler-Volmer esitligi) gosterilmistir (Bard & Faulkner, 2001).

i = iO [e—aFn/RT _ e(l—a)Fn/RT] (3.15)

iy = AFK°C (3.16)

Burada, i uygulanan potansiyelde elektrokimyasal reaksiyon sirasinda iiretilen akimi, ig
baslangic akimini, o transfer katsayisini, F Faraday sabitini, n pik potansiyelini, R ideal gaz
sabitini, T mutlak sicakligi, A sensoriin yiizey alanini, ko standart hiz sabitini, C analitin
konsantrasyonu gosterir. Analitin oksidasyonu ya da rediiksiyonu gerceklesinceye kadar
uygulanan potansiyeldeki artis veya azalis1 gosterir. Bu yontemle elektroaktif potansiyelinin
konsantrasyonu ile orantili olan biiyiik bir akim iretilir (Bard & Faulkner, 2001). Amperometri
calisma elektrotuna indirgeyici veya yiikseltgeyici sabit bir potansiyelin uygulanmasini igeren
diger bir yaygin kullanimi olan elektroanalitik tekniktir. Indirgenebilen ya da yiikseltgenebilen
her analit amperometrik tanilamada  kullanilabilir.  Oncelikle istenen  stabil
oksidasyon/rediiksiyon potansiyeli bilinmelidir, potansiyel direkt bu degere gider ve elde edilen

akim amperometri olarak bilinir. Amperometrik doniistiiriiciilerde iki elektrot arasinda
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potansiyel belirlenir ve elektroaktif hiicrenin oksidasyonu veya rediiksiyonu tarafindan iiretilen
akim oOlgiliir istenen analitin konsantrasyonu ile baglanti kurulur (J. Y. Wang, Chen, & Ho,
2013). Denklem 3.15’de uygun oksidasyon (veya rediiksiyon) potansiyeli biliniyorsa,
potansiyel bu degere sabitlenir ve akim zamanin fonksiyonu olarak kaydedilir. Bu tarz
elektrokimyasal doniistiiriicli ikinci tipi olan amperometrik doniistiiriicii olarak isimlendirilir.
Amperometrik bir doniistiiriicide algilanan akim elektroaktif analitin kiitle transferine baglhdir.
Siir akimi ve analitin konsantrasyonu arasindaki iliski asagida gosterilen esitlikle aciklanir

(Bard & Faulkner, 2001).
i=— (3.17)

Burada 1 sinir akimi, K bir sabit, C ¢ozeltideki analit konsantrasyonu ve ¢ elektrotun diflizyon

sinir tabakasidir.

Ugiincii elektrokimyasal déniistiiriicii tipi ise Sifir akimda sensor hiicresinin potansiyelinin
Olclimiinii ifade eden potansiyometrik doniistiiriiciidiir. Nernst esitligine dayanir ve asagidaki
esitlikte de gosterildigi gibi potansiyel analitin konsantrasyonunun logaritmasi ile orantilidir.
Sifir akimda potansiyel 6l¢iimii yapilir. Potansiyel tanilanacak maddenin konsantrasyonunun

logaritmasi ile orantilidir (Bard & Faulkner, 2001) (Ozdemir vd., 2011)

RT a
E=E°+—In-—= (3.18)
nF  Qpeq
E ve E sirastyla elektrot potansiyeli ve standart elektrot potansiyelidir, aox V€ areq sirasiyla
reaktantlarin oksidasyon ve rediiksiyon aktiviteleridir, R ideal gaz sabitidir, T mutlak islem

sicakligidir, n transfer edilen elektron sayisidir ve F Faraday sabitidir.

Kondiiktometrik doniistiiriiciiler ise ¢ozeltinin elektriksel iletkenligindeki degisime bagli olarak
elde edilir. Bunlar genellikle sabit akimda ya da potansiyelde elektriksel iletkendeki 6lgiilebilen

bir degisim ile sonuglanir.

FET-Doniistiirticiiler ise alan etkili transistorlar1 (field effect transistor- FET) temel alan

dontistiiriiciilerdir. Bunlar ¢ogunlukla potansiyometrik, voltametrik ya da konduktometrik
sensorler ile kullanilirlar (Gardner, Varadan, & Awadelkarim, 2001) (Gardner vd., 2001) .
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3.1.2  Biyosensor proseslerinin temel prensipleri

Yukarida agiklandigi gibi farkli tiplerdeki biyosensorlerin cevaplarini sinyale doniistiiren
dontstiiriicii (transducer) ad1 verilen cihazlar gereklidir. Biyosensorler substrat ya da analit adi
verilen belli biyolojik bir maddenin taninmasi ve Ol¢iilmesi ile ilgilenirler. Biyosensorlerin

genel sematik plani sekil Sekil 3.2°da gosterilmistir.

’ Biyosensor

C) Is1
. Elektron
O fyon
} i Isik
Kiitle .
O ’ Gaz Sinyal

}ll t I :

Analit
(Substrat)

Sinyal

Biyolojik Déniistiiriicii (LCD veya
Tanmma Dijital Ekran)
Elementi

Sekil 3.2 Biyosensorlerin genel sematik plani

Sekil 3.2° da goriilecegi gibi iiggen seklinde olan analit veya substrat biyolojik tanima
elementinin tiggen olan kisimlarina yerlesir. Daire ve kare olarak gdsterilen sekiller ise girisimci
(engelleyici) bilesenleri gosterir. Girisimei bilesenler biyolojik tanima elementinin liggen
seklindeki aktif bolgelerine tutunamazlar. Biyolojik tanima elementi enzim, antikor, DNA veya
tam bir hiicreden olusabilecegi gibi bu elementi desteklemek ve buna baglanmak igin bir
katalizor ve tutuklama matrisinden de olusabilirler (Joseph Wang, 2008) (Guiseppi-Elie,
Brahim, & Narinesingh, 2002). Doéniistiirlici mekanizmasi gazdaki, kiitledeki, 1siktaki,
tyonlardaki, elektronlardaki, sicakliktaki degisime bagli olan bir elektrokimyasal, optik, termal
veya piezzo-elektrik doniistiiriicii ile tamamlanir. Genel olarak doniisiim mekanizmasi bir bilgi
islem sitemine gonderilebilen elektronik bir sinyalin LED veya dijital bir ekranda ¢iktisinin

alinmasidir (Marks, 2007) (Eggins, 2002).

3.2 Biyosensor Cesitleri

Fiziksel sensorler, kimyasal sensorler ve biyosensorler olmak iizere baslica {i¢ sensor grubu
vardir. Sensorlerin siniflandirilmasi tasarima, analitlere, uygulamalara vb. diger Kriterlere gore

yapilir. Giren enerji tipine bagl olarak sensorler termal sensorler, radyasyon sensorleri,
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mekanik sensdrler, manyetik sensorler ve kimyasal sensorler (biyosensorler de dahil olmak
tizere) olarak siniflandirilirlar. Kimyasal sensorler sirasiyla iletkenlik sensorleri, yapisal yari
iletken sensorler, elektrokimyasal sensorler, kati elektrolit sensorler, kimyasal olarak hassas
alan etkili transistor sensorler ve diger tasarim sensdrler (biyosensorler, nem sensorleri gibi)

seklinde gruplandirilirlar. Bu ¢alismada biyosensorler detaylandirilacaktir.

Biyosensoriin temel ayirt edici 6zelligi analitin tanilama siirecidir ¢iinkii bdylece sensoriin
kendisi segicilik ve hassasiyeti belirler. Biyosensor tasarimi analitin tipine, konsantrasyonuna
ve potansiyel girisimcilere bagli olarak degisir. Buna gore biyosensorler ii¢ tipten olusurlar

(Gardner vd., 2001) (Hauptmann, 1993).

1. Tip 1 Biyosensorler: Antikor-antijen baglanma elementleri biyomolekiiler tanima
sistemlerinde yaygin olarak kullanilir. Ornegin bir immiin-sensoriin segiciligi ve
hassasiyeti antikor-antijen etkilesiminin spesifik iliskisi ile ve sonug olarak sistemin
glirtiltii oraninin sinyali ile belirlenir (Marks, 2007).

2. Tip 2 Biyosensorler: Bunlar biyokatalitik sensorler olarak ifade edilirler. Bu tip
biyosensorlerde sinyal cevap elementi ve tanima elementi olarak enzimler kullanilir ve
bu tip biyosensorler en ¢ok arastirilan ve ticarilesmis olan biyosensorlerdir. Analitin
enzimatik reaksiyonlarimin ytiksek hizi ve segiciligi bu tip sensorlere ¢ok iyi secicilik ve
hassasiyet 6zelligi kazandirir. Enzim, biyokatalitik doniisiimiin bir elektriksel sinyale
doniistiigiinti garantilemek icin, cogunlukla doniistiiriiciiyii de kapsayan malzemelere
entegre edilir (Setford & Newman, 2005) (Taylor & Schultz, 1996).

3. Tip 3 Biyosensorler: Sentetik biyomimetik biyosensorler olarak tanimlanirlar.
Biyosensorlerde  sentetik biyomimetik malzemeler dogal biyolojik tanima
molekiillerinin dayanikliligini arttirmak ve maliyetleri diisiirmek icin gelistirilmistir.
Molekiiler baskili(imprinted) polimerler dogal molekiiler tanimay: taklit eden yapay
tanima elementleridirler. Pestisitler gibi analit cesitleri molekiiler baskili polimer
biyosensorleri gelistirmek icin sablon olarak kullanilir. Bu yaklasimin dezavantaji
sablon molekiiliin tam olarak uzaklastirma da yasanan giicliikle birlikte ortaya ¢ikan
reaksiyon Kinetiginin kontrol edilememesi, seciciligin ve biyosensore olan affinitenin

diistik olmasidir (Hauptmann, 1993).
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3.3 Enzimler

Enzimler yiiksek segicilige sahip katalizor proteinlerdir. Enzimler ihtiya¢ duyulan aktivasyon
enerjisini disiirerek ¢alisirlar ve buna bagli olarak olusum hizinda ve {iriin miktarinda artisa
sebep olan reaksiyon hizin1 arttirirlar. Enzimatik reaksiyonlar katalizér kullanilmayan
reaksiyonlara gore oldukca hizlidirlar. Bunun yaninda substrat etkin bir bicimde ¢alismak i¢in
enzimin katalitik gereksinimlerine uyum saglamalidir. Bazi enzimler protein olmayan,
enzimlerin fonksiyonelliginin veya her fonksiyonunun artisina izin veren kofaktorlere ihtiyag
duyarlar. Enzimler kimyasal reaksiyon sirasinda tiiketilmezler ve reaksiyon dengesini
degistirmezler. Bir enzimin spesifikligi onun yapisi, yiik ve hidrofilik/hidrofobik karakteri
tarafindan belirlenir (Hauptmann, 1993).

3.3.1 Iimmobilizasyon Teknikleri

Glikoz oksidaz enziminin iki membran arasina tutuklanmasiyla baglayan glikoz i¢in enzim bazl
biyosensorler gelistirilmeye baslandigindan beri bu biyosensorlerin gelistirilmesi ve enzim
immobilizasyonu hakkinda literatiire giren bir¢ok arastirma yapilmistir (Clark & Lyons, 1962).
90’11 yillardaki Sensor atilimin ardindan biyosensor arastirmalarina olan ilgi bu sensorlerin
Klinik, gida ve c¢evresel analizler i¢in uygun uygulamalar1 sebebiyle oldukga artti. Bu
sistemlerin asil gereksinimi biyolojik tanima 6zelliklerini koruyarak, boyutsal dagilim1 kontrol
edilen sensor ylizeyine enzim veya diger biyolojik tanima molekiillerinin immobilize edilmesi

veya tutuklanmasidir (Hauptmann, 1993) (Shirale vd., 2006a).

Yaygin olarak kullanilan ¢alisma elektrotlarinin yapildigr malzemeler karbon, altin, civa ve
platin seklinde siralanabilir. Biyosensorler fizikokimyasal bir detektor ile molekiiler tanima
bilesenine baglanarak ¢alisirlar (Komorsky-Lovri¢, 2010b). Enzimler spesifik olmalari,
dayanikliliklar1 ve doniistiiriicii yiizeyine baglanma yeteneklerinden dolayi siklikla kullanilirlar.
Enzimin aktif bdlgesi ve doniistliriicli yiizeyi arasindaki mesafe diisiiriilerek elektron
transferinde artis saglanabilir ve hedeflenen analitin analizi hizlandirilabilir. Buna doniistiirticii

yiizeyine enzim immobilize edilerek ulasilabilir (Scheller & Schubert, 1992).

Enzimler ¢esitli teknikler kullanilarak tutuklanabilir ancak 6nemli olan miimkiin oldukca enzim

aktivitesinde kaylp olmadan uygun metodu segmektir. Immobilize edilen bir enzimin
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performansini etkileyen faktorler tasiyicinin mikro g¢evresi, difiizyon sabitleri ve tasiyicinin
fiziksel yapisidir. Immobilizasyon enzimin stabilitesinin artmasina sebep olur ve boylece enzim
saklama kosullarina uzun siire dayanir ve ¢alismaya devam eder (Lipchik, Killins, Geahlen, &
Parker, 2012).

Enzimatik metotlar kullanilarak yapilan glikoz sensorleri ile ilgili bir¢ok ¢alisma yayimlandi
(Shrestha vd., 2016)(Mao vd., 2008). Ancak yeni malzemelerle ve yaklagimlarla ilgili alanda
yapilan ¢aligmalar biyosensorlerin hassasiyetini ve stabilitesini arttirmak i¢in devam etmektedir
(Saleem vd., 2015)(Yavuz, Uygun, & Bhethanabotla, 2010). Genel olarak GOx kan sekerini
algilamak icin elektrot yiizeyine tutuklanir. immobilize edilmis enzimin uzun siireli stabilitesi
onemli bir faktordiir. Glikoz oksidaz enzimi tekrar kullanilabilirlik, stabilite, korunma ve
saklanma 6zelliklerini iyilestirmek i¢in farkli tutuklanma teknikleri kullanilarak farkl altliklar
lizerine immobilize edilir (Tang vd., 2014)(Demirkol & Timur, 2011). Diisiik maliyetli
tutuklanma malzemelerinin gelistirilmesi ve kullanilan metotlarin performanslarinin
arttirtlmasi arastirma konularinin odak noktasinda yer almaktadir. Siirekli algilama yetenegine
sahip biyosensdrleride kapsayan kimyasal sensorler oldukca dikkat cekmektedirler. Bu analitik
metotlarda test maliyetini diisirmek genellikle enzim tiiketiminin azaltmasiyla saglanir.
Ornegin GOX immobilize edilen sistemlerde harcanan enzim miktar1 azaltilarak maliyet

diistiriilebilir (Zhang vd., 2013)(Ozdemir vd., 2011).

Mikrobiyosensor arastirmalarina yonelik ilgi seri lretilebilen minyatiir biyosensorlere olan
ihtiyagtan dolayr artmustir. Ozgiin tasarima sahip, diisiik maliyetli ve kiiciik boyutlardaki
biyosensorleri liretmek ve gelistirmek ve bu sensorlere enzim immobilizasyonu igin yeni
yaklagimlar one siirebilmek biyosensor ¢aligmalarinin temel hedefi olmustur (Tuncagil, Odaci,
Yildiz, Timur, & Toppare, 2009). Hiicre dis1 fizyolojik goriintiilemeye izin veren, minimum
numune hacmi gerektiren biyosensorler i¢in oOzellikle diisiik maliyete eslik eden uzun
omiirliiliik ve tekrar kullamlabilirlik gok énemlidir. Immobilizasyon islemi enzim aktivitesine
engel olacak bir etki olmaksizin enzimin elektrot ylizeyine tutturulmasini gerektirir (Ekiz vd.,
2011) (Zor vd., 2014). Ayrica enzim immobilizasyon prosesi elektrokimyasal biyosensorlerde
ki baslica meseledir. Genel olarak kovalent baglama, c¢apraz baglama, yakalama,
mikroenkapsiilasyon, adsorpsiyon gibi metotlar1 i¢ceren bir¢ok immobilizasyon yontemi vardir

ve bunlar asagida kisaca agiklanmistir (Shirale vd., 2006b).
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Enzimler kompleks sistemlerde hizli ve dogru olarak hedef molekiilii tanima gibi essiz
yeteneklerinden dolay1 gida, eczacilik ve biyosensor endiistrilerindeki arastirmalarin odak
noktasinda yer almaktadirlar. Bu tistiin molekiiler tanima yetenegi enzimlerin fonksiyonelligini
arttirmak ve farkli tutuklanma matrisleri ve teknikleri kullanilarak tekrar kullanilabilirligini
saglamak gibi konularda yapilan ¢aligmalarin sayisinin artmasina sebep olmustur (Rauf vd.,
2006). Enzimler, gesitli yollarla immobilize edilerek ¢ok sayida pratik uygulamada kullanildi.
Enzim tutuklama teknikleri biyosensorlerin saglam bir bi¢imde gelisimi i¢in anahtar faktordiir.
Biyosensorlerin - analitik  kapasitelerini arttirabilen yeni immobilizasyon metotlar1 ve
malzemeler istenir. Glikoz oksidaz, glikonik asite ve hidrojen peroksite molekiiler oksijen
tarafindan - D-glikozun oksidasyonunu katalize eden tat proteinidir veya enzimdir (Uzun vd.,
2013) (Zhang vd., 2013) (Ayranci, Soganci, vd., 2015)

3.3.1.1 Adsorpsiyon

Adsorpsiyon fiziksel ve kimyasal adsorpsiyon olmak fiizere iki guruba ayrilir. Fiziksel
adsorpsiyon genellikle zayiftir ve Van der Waals kuvvetleri, hidrojen baglart ve iyon
etkilesimleriyle olusur. Kimyasal adsorpsiyon ¢ok daha giicliidiir ve kovalent baglarin olusumu
ile meydana gelir. Adsorbe edilen enzimlerin veya diger biyomolekillerin 6zellikleri
cogunlukla alt tabaka (susbstrat), iyonik kuvvet, pH ve sicaklik degisimiyle degisir (Eggins,
2002). Adsorpsiyon en basit metottur ve minimal hazirhk gerektirir. Sekil 3.3(a)’da
adsorpsiyon yoluyla elektrot yiizeyinin modifikasyonu Sekil 3.3(b)’de ise elektrot iizerinde
antijen/antikor toplulugunun enzim tutuklayici ajan olarak kullanimi gosterilmistir (Bard &
Faulkner, 2001).

(a) Elektrot (b) Elektrot

Antikor-Enzim

17 7 Konjugatt

LS Adsorbe
edilmis
. Adsorbe
CILITl Adsorbe edilmis
molekiili edilmis antijen

jelatin

Sekil 3.3 (a) Adsorpsiyon yoluyla enzim tutuklanmasi (b) Elektrot iizerinde antijen/antikor toplulugu (Lojou &
Bianco, 2006)
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Bir enzimin adsorpsiyonu enzimin proteini ve kullanilan baglayici matris arasindaki Van Der
Waals kuvvetleri, iyonik etkilesimler ve hidrojen baglar gibi zayif spesifik olmayan fiziksel
etkilesimlerden kaynaklanir. Adsorpsiyon enzimin konfirmasyonunun ya ¢ok az degismesine
yol acar ya da higbir degisiklige sebep olmaz bundan dolayr enzimin aktivitesi degismez.
Kullanilan immobilizasyon matrisi tasiyict olarak isimlendirilir. Her enzim her tasiyiciya
basaril bir bicimde immobilize edilebilir diye bir kural yoktur. Onemli olan ilgili fonksiyonel
gruplar ile birlikte uygun tasiyicinin segilmesidir (Jesionowski, Jakub, @bullet, & Krajewska,
y.y.). Enzim tastyicilar1 organik ve inorganik kokenli olmak tizere iki kisma ayrilirlar. Silika,
silika jel, metal oksitleri gibi inorganik tasiyicilar ve kitin, kitosan, seliiloz ve alginat gibi
organik dogal tasiyicilar sik sik enzim immobilizasyon ajani olarak kullanilirlar. Kitosan bu
tezdeki biitiin biyosensor c¢alismalarinda iletken polimerler ile birlikte baslica enzim tasiyici

olarak kullanilmistir.

3.3.1.2 Mikroenkapsiilasyon

Mikroenkapsiilasyon biyosensor gelistirmede kullanilan diger bir tutuklama metodudur ve
sicaklik, iyon kuvveti ve kimyasal bilesen degisimlerine karsi nispeten dayaniklidir. Ancak bu
sistem biyosensoOriin  seciciligini  etkileyen kiiciik molekiiller icin gecirgen olabilir.
Mikroenkapsiilasyon oksijen elektrotu tiizerinde yapilan ilk glikoz temelli biyosensor
calismalarinda kullanilmistir. Seliilloz asetat ve polytetrafluoroethylene (PTFE - Teflon)
membranlar bu yontemde kullanilmaktadir (Zhao vd., 2016). Sekil 3.4’de goriildigii gibi bir
enzim ¢ozeltisi, hiicre slispansiyonu veya bir parca doku ince bir film seklinde, elektrokimyasal

detektorii kapatan, analit igin gegirgen olan bir membran tarafindan sinirlanir.

Elektrot
~ Membran
-
W8 —— Enzim Cozeltisi

Sekil 3.4 Membran elektrotu (Lojou & Bianco, 2006) .
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3.3.1.3 Yakalama (Entrapment)

Yakalama genellikle monomer c¢ozeltisi ile biyomolekiiliin karistirilip sonra monomerin
polimerize edilip polimer matris olusturularak gerceklestirilir (Sekil 3.5 (a) ve (b)). Bu matris
jel veya kati formda olabilir. Poliakrilamid bu yontemde en ¢ok kullanilan polimerdir.
Poliakrilonitril, agar jel, poliiiretan veya poli(vinilalkol) membranlar, redoks merkezli sol-jel
veya redoks hidrojeller, polipirol, nisasta jeli vb. maddeler bu yontemde kullanilir. Maalesef bu
yontem elektrot ylizeyinin amaglanan analit i¢in bir diflizyon bariyeri olmasiyla sonuglanabilir
ve enzim aktivitesinin kaybolmasina sebep olur (Shirale vd., 2006a) (Shirale vd., 2006a)
(Shirale vd., 2006a) .

(a) ; | Enzim (b) Elid:mt

Enzim Molelqiili

Eleltrot .
- Polimer

( apraz bagh
Matris

Polimer Az

A

Sekil 3.5 (a) Jel/Polimer tutuklanmasi; (b) Capraz baglanma ile tutuklanma (Lojou & Bianco, 2006)

3.3.1.4 Kovalent Baglama

Kovalent baglanma enzimdeki ve destek matrisindeki fonksiyonel gruplar arasinda 6zenle
tasarlanmis bir bagla gergeklesir. Kati1 destek iizerine proteinleri tutuklamak icin cesitli
yontemler kullanilir. Kimyasal capraz baglayicilar kati bir matrise bir proteinin kovalent
baglanmasi i¢in kullanilan en popiiler metottur. Protein yapili enzimdeki fonksiyonel bir grup
ile kat1 destek ylizeyindeki bir reaktif grup arasinda kovalent bag olusturulmasiyla gerceklesen

immobilizasyon metodudur (Shirale vd., 2006a).

Hemen hemen biitiin homobifonksiyonel ¢apraz baglayicilar proteinleri immobilize etmek i¢in
kullanilabilir. Matrisin fonksiyonel grubuna bagli olarak farkli ¢apraz baglayicilar
kullanilabilir. Capraz baglama, kovalent baglanmanin biiyiimesi, biyo-malzemenin kat1 destek
yiizeyine kimyasal olarak baglanmasi teknigidir. Bazen bu yaklasim enzimin bozulmasina
sebep olabilir. Bununla birlikte adsorbe edilen enzimin stabilizesi i¢in kullanigh oldugu

kanmitlanmistir  (Shirale vd., 2006a). Capraz baglanma reaksiyonu enzim aktivitesinin
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azalmadigindan emin olmak i¢in diisiik sicaklik, diisiik iyon giicli ve notr pH sartlar1 altinda
gerceklesmelidir. Genel olarak enzimin katalitik aktivitesiyle iliskili olmayan -NH>, -CO2H, -
OH, -SH ve imidazol gibi fonksiyonel gruplar biyosensér membranina veya doniistiiriiciiye
kovalent olarak baglanir. Bu yontem sensor uygulamasi sirasinda analit kagagini minimize eder.

Kovalent baglanma en iyi enzim tutuklama yontemidir (Eggins, 2002).

Alict membran yiizeyine kovalent olarak baglanarak ylizeyi aktif hale getirir. Yiizey
aktivasyonu ig¢in glutaraldehit, karboimid, ¢ok tabakali avidin-biyotin silanizasyonu gibi
bifonksiyonel gruplar kullanilir (Sekil 3.6). Aktive edilmis birgok membran ticari olarak
mevcuttur (Ramanavi¢ius, Ramanavi¢iene, & Malinauskas, 2006). Glutaraldehit protein
tutuklanmasinda kullanilan en yaygin bifonksiyonel ¢apraz baglayicidir. Glutaraldehit ile
capraz baglanma kimyasi olduk¢a karmasiktir. Reaksiyon, pH, sicaklik ve iyonik kuvvete
baghidir. Glutaraldehit amin gruplar1 ve imidazol, tiyol, hidroksil gibi fonksiyonel gruplar ile
reaksiyona girebilir. Glutaraldehit enzim elektrotlar: i¢in veya biyosensor kullanimi i¢in GOx

membranina hazirlanmasi i¢in kullanilir (Wong, 1991) .

Elektrot

inzim
Kovalent
Bag

Sekil 3.6 Kovalent baglanma (Lojou & Bianco, 2006)

Kat1 bir destek iizerine proteinlerin immobilizasyonunda proteinin aktivitesini optimum
diizeyde tutmak icin dikkate alinmasi gereken bircok faktdr vardir. Proteinler, analit
cevresindeki aktif bolgeleri veya baglanma alanlari erigilebilir olacak sekilde yonlendirilerek
yiizeye baglanmalidir ve matris tarafindan ya da matris ylizeyindeki diger bilesenler tarafindan
bloke edilmis veya Ortiilmiis olmamalidir. Proteinin reaktifligi diistiiglinde kimyasal olarak

degigme ihtimalinin oldugu dikkate alinmasi gereken diger bir husustur (Marks, 2007)

Bir¢ok durumda kat1 destek iizerine enzimin kovalent baglanmasi, bir karbodiimid ile enzimin
karboksilik yan halkalar1 aktive edilerek amino grup iceren bir yiizeyin kondenzasyonla
tiretilmesiyle gergeklestirilir (Sekil 3.7(a)). Diger durum ise karbodiimid ile enzimin amin
gruplar1 aktiflestirilerek kati destek yiizeyine kovalent olarak baglanmasidir (Sekil 3.7(b))
(Ramanavicius vd., 2006) (Fang & Hu, 1999) .
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Sekil 3.7 Kat1 bir destek iizerine enzimin kovalent baglanmasi (a) enzimin karboksil gruplar aktiflestirilerek, (b)
enzimin amino gruplari aktive edilerek

Bununla birlikte glutaraldehit ile direkt olmayan capraz baglanma diger immobilizasyon
teknikleri ile birlestirerek kullanilmasi sensoriin stabilitesinin artmasma sebep olur (Khan,
1997) .En ¢ok kullanilan ¢apraz baglanma ajani aldehit gruplari proteinin yan halkalarindaki
amin gruplari ile tepkimeye giren glutaraldehittir. Denklem 3.19’da glutaraldehit ile molekiiller

arasi ¢capraz baglanma gosterilmistir.
Enzim1l — NH, + O = CH — (CH;); — CH = O + NH, — Enzim2 —

(3.19)
Enzim1l — N = CH — (CH;)3 — CH = N — Enzim2 + 2H,0

3.3.1.4.1 Kitosan

Kitosan diinyanin en bereketli organik kaynaklarindan biri olan ve kabuklularin kabugundan
elde edilen kitinden iiretilir. Kitosan rastgele dagitilmis f-(1,4)-bagli D-glikozamin ve N-asetil-
D-glikozamin gruplarindan olusmus lineer bir poliaminosakkaritdir. Kitosan yapisindan dolay1
kullanish  kimyasal ve biyolojik oOzelliklere sahiptir. Bu o6zelliklerinden dolayr bir¢ok
aragtirmanin  konusu olmustur (Shrestha vd., 2016) (Reza vd., 2015) (Khor & Whey,
1995)(Demetgiil & Serin, 2008). Kitosanin kimyasal yapist Sekil 3.8’de gosterilmistir.

OH OH OH
HO HO HO OH
NH, NH, NH,
n

Sekil 3.8 Kitosanin kimyasal yapisi
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Kitosan 6,5’dan kii¢lik pH'larda sulu asidik ortamda ¢oziilebilir. Coziildiigiinde amino gruplari
tizerinde yliksek bir pozitif yiik tasir. Kitosan negatif yiiklii yilizeylere yapigsma ve polianyonik
bilesenlerin yi1gisma yetenegi neticesinde jel olusturma oOzelligine sahiptir. Kitosan ayrica

miikemmel biyo-uyumluluk, toksik olmama ve protein benzerligi gibi 6zelliklere de sahiptir
(Krajewska, 2004) .

3.3.1.4.2 Polimerizasyon

Polimerizasyon Monomerin yapisina bagli olarak kimyasal, elektropolimarizasyon ve
fotopolimerizasyon metotlarindan biriyle gergeklestirilebilir. Elektrokimyasal biyosensor
tekniginde engok kullanilan teknik elektropolimerizasyon teknigidir (Soganci vd., 2017)
(Soganci, Soyleyici, Ak, & Cetisli, 2016). Elektokimyasal polimerizasyonda en ¢ok kullanilan
monomerler pirol, anilin ve o-fenilendiamindir ve son yillarda SNS tiirevi elektroaktif
monomerlerde bu amagla kullanilmaktadir (Ak vd., 2010) (Soyleyici vd., 2013) (Sekil 3.9)

NH NH
H 2
N
\ / NH,
pyrrole aniline o-phenylenediamine

Sekil 3.9 Elektrokimyasal polimerizasyonda en ¢ok kullanilan monomerler

Iletken polierler ile immobilize edilmis enzim arasinda direkt elektron transferinin olduguna
dair delil vardir (Cosnier, 1999). Polimer film ayn1 zamanda askorbik asit gibi girisimci
maddelerre kars1 bariyer gorevi yapabilir (Guler, Soyleyici, Demirkol, Ak, & Timur, 2014).
Redoks mediyatorler polimerlestirilip enzim tutucusu ve yiik aracis1 olarak ¢alistig1 gosterildi
(Ayranci, Demirkol, Ak, & Timur, 2015). Pirol ve tiirevlerinin o&zellikle ¢oziiciide
(Ustamehmetoglu, Kizilcan, & Demir, 2012) (Ak, Ak, & Toppare, 2006) (Kart, Ebru Tanboga,
Soyleyici, Ak, & Kart, 2014) (Ayranci, Demirkol, vd., 2015), metal destek iizerinde (Sagak,
Karaki?la, & Akbulut, 1997), anyonla (Vork, Schuermans, & Barendrecht, 1990),
elektrokimyasal parametrelere bagl olarak (Soganci vd., 2017) (Ayranci, Soganci, vd., 2015)
(Kurtay vd., 2014) polimerizasyonu hakkinda  bircok c¢alisma yayinlandi. Ayrica
elektroanalitik (Namboothiry vd., 2007) (Gurunathan, Murugan, Marimuthu, Mulik, &
Amalnerkar, 1999a), optik (Colina, Ruiz, & Heras, 2014) (Soganci vd., 2014), elektriksel
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iletkenlik (Yagmur vd., 2013) (Soganci, Ak, Ocal, & Karakus, 2015), morfolojik (Ayranci vd.,
2017) ozellikleri ile ilgilide birgok ¢alisma yapildi. Bu tip polimerler enzim (¢ogunlula glikoz
oksidaz) tutuklanma adresidirler (Dai vd., 2015) (Tang vd., 2014) (Zhang vd., 2013).Enzim
konsantrasyonunun (Shin & Kim, 1996), monomer tipinin (Ayranci, Soganci, vd., 2015) ve
konsantrasyonun (Guler vd., 2014) elektrokimyasal cevap lizerindeki etkisi saptandi.  Film
kalinlig1 gibi (Reza vd., 2015) immobilizasyon matrisinin fiziksel 6zelliklerine deginildi ve
elektropolimerizasyon sartlar1 ile iliskilendirildi (Shrestha vd., 2016) (Wu, Pan, Bao, & Li,
2011) (J Wang, Cao, & Lu, 2015).

Son yillarda iletken polimerlerin mitkemmel optik, iletkenlik ve stabilite gibi 6zelliklerinden
dolay1 ve kitosanin biyopolimer olusu, miikemmel film olusturma yetenegi ve sahip oldugu
aktif gruplar sebebiyle biyosensor ¢alismalarinda biiyiik dikkat ¢eken malzemeler olmuslardir.
Kitosan ve iletken polimerlerin bu iyi 6zellikleri birlestirilmesi ve yeni biyosensor sistemlerinin
tasarlanmasi tizerine yapilan ¢aligmalar artmistir. Kitosan (CH) ve iletken polimerlerle yapilan
yeni nesil biyosensérler; PANI/CH kullanilarak GOx kompoziti (Thambidurai & Pandiselvi,
2018) , PEDOT/CH ile GOx glikoz biyosensorii (David, Barsan, Brett, & Florescu, 2018) ,
PPy/CH xanthine biyosensorii (Dervisevic, Dervisevic, Cevik, & Senel, 2017) |,
CH/PPy/Karbon nano tiip GOx glikoz biyosensorii (Sharma & Kumar, 2016) , PPy-
Nafion/karbon nano tiip/CH GOx glikoz biyosensorii (Shrestha vd., 2016) giincel ¢aligmalara
ornek olarak verilebilir. Ancak bu caligmada kullanilan ‘iletken polimer katkili kompozit

hazirlama teknigi’ 6zgilindiir ve literatiirde bulunmamaktadir.

3.3.2  Enzim Kinetigi

Enzim kinetigi substratin enzim vasitasiyla liriine doniistiirildiigli reaksiyonun hizinin tespit
edildigi bir ¢alismadir. Bu ¢alismalar farkli reaksiyon sartlarinin enzim performansini nasil
etkiledigini anlamaya ¢alismak amaciyla yapilir (Bugg, 2004) . Bir reaksiyonu enzimin katalize
etme hizi enzimin (Cg) ve substratin (Cs) konsantrasyonuna baghdir. Belirli bir Cg’de
ortamdaki Cs nispeten az ise reaksiyon hizi lineer olarak artar ve bu ortamda reaksiyonu katalize
etmek i¢in yeterince enzim oldugunu gosterir. Bununla birlikte Cs arttik¢a reaksiyon hizi bir
platoya ulasir ve enzimin reaksiyonu maksimum katalize edebilme hizim1 gdsteren Vmax’a
ulagilir (Bugg, 2004) . Reaksiyon hizi ve substratin konsantrasyonu arasindaki iliski Sekil
3.10°de gosterilmistir.
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Reaksiyon Hizi (V)
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m

Substrat Konsantrasyonu Cs
Sekil 3.10 Reaksiyon hizina karsi substrat konsantrasyonu arasindaki iliskiyi.

Gilinlimiizde hala yaygin bir bi¢imde kullanilan Enzim kinetiginin matematiksel ifadesi
Michaelis ve Menten tarafindan ilk olarak 1909 yilinda sunuldu. Onlarin modeli enzimatik
reaksiyonlarin iki agamada gerceklestigi varsayimina dayanir. Birincisi enzim tersinir olarak
bir kompleks olusturmak igin substrata baglanir. Ikinci asamada ise kompleks enzimin katalize
ettigi reaksiyon sonucunda {irline doniisiir. Bunun matematiksel ifadesi denklem 3.20’de
gosterilmistir.

ki (3.20)

k
E+S 2ESS E+P
K1

Burada K1, k-1 ve ko [s}] kinetik parametrelerdir. Buna Michaelis — Menten kinetik modeli ad1

verilir ve bazi1 varsayimlara dayanir. Bu yaklasimlar asagidaki gibi siralanir:

e Enzim tek substrata baglanir

e Uriin olusumu tersinmezdir ve iiriin enzime baglanmaz

e Reaksiyon baglamadan onceki enzim konsantrasyonu ile reaksiyon bittikten sonraki
enzim konsantrasyonu aynidir, degismez.

e Ortamda inhibitor yoktur

Michaelis-Menten modelinden tiiretilen reaksiyon hizi ve substrat konsantrasyonu arasindaki
iliski denklem 3.21 ile formiile edilmistir. Burada vo reaksiyonun baslangi¢ hizi, vmax
reaksiyonun maksimum hizi, S substrat konsantrasyonu ve Km Michaelis-Menten sabitidir
(denklem 3.22) ve Sekil 3.10’de gosterildigi gibi vmax’1n yar1 hizindaki substrat konsantrasyonu

olarak tanimlanir. Bu sabit enzim performansini gostermek igin kullanilir (Bugg, 2004).

vmax [S]

= K + 5] (3.2)

Vo
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ki tk,

3.22

Km’ 1 tespit etmek i¢in kullanilacak yontem ilerideki boliimlerde agiklanacaktir.

3.3.3 Glikoz Oksidaz Enzimi

Glikozun oksidasyonu i¢in en ¢ok kullanilan iki enzim Aspergillus niger kaynagindan elde
edilen glikoz oksidaz (GOx) ve Acinetobacter calcoaceticus kaynagindan elde edilen glikoz
dehidrojenaz enzimidir (D’Costa, Higgins, & Turner, 1986) . Bu g¢alismada biyosensoriin
fonksiyonel pargasi olarak gorev alan GOx’in yapisi ve 6zellikleri hakkinda agagida kisaca bilgi

verilecektir.

Glikoz oksidaz flavin adenin diniikleotid (FAD) kofaktorii igeren gida parcalayan enzimler
grubunda yer alir. FAD enzime kovalent olarak baglanmaz ve glikoz oksidasyonu igin
gereklidir (D’Costa vd., 1986) . GOx redoks bir reaksiyonu yiikseltgeyen-indirgeyen ve
elektron vericiden (glikoz) elektron aliciya (FAD kofaktor) elektronlarin transferini katalize

eden bir katalizordiir. Bu reaksiyon Sekil 3.11’de gosterilmistir.

p-D-glikoz ghiconelactone glikonik asit

“H,0H CH;,0H

o indirgeyici )
OH yar1 reaksiyon /7 H20
\J —_— O —

OH H OH

OH /'\ OH OH

GOD-FAD GOD-FADIL»

\_/

Hy0; -—— Oy

yiikseltgeyici
yar1 reaksiyon

Sekil 3.11 B-D glikoz ile GOx’in reaksiyonunun sematik gosterimi (D’Costa vd., 1986)

B-D glikoz ’'un ilk yar1 reaksiyonunda enzim tarafindan D-glucono-1,5-lactone’a
(gluconolactone) yiikseltgenir ve bu daha sonra kendiliginden glikonik aside hidrolize olur.
FAD kofaktor ikinci yar1 reaksiyonda elektron alici gibi davranir ve molekiiler oksijen
tarafindan, yiiksek indirgenme potansiyeline sahip olmasi sebebiyle, yiikseltgenen FADH?’ye
indirgenir. Oksijen daha sonra reaksiyonun elektroaktif {irlinii olan hidrojen perokside
indirgenir (D’Costa vd., 1986) .
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GOx oldukga segicidir ve sadece bir halka seklinde olan B-D-glikoz ile reaksiyonu katalize eder
ve diger anomerik a-D-glikoz formlarini katalize etmez. Bununla birlikte insanlarda a-D ve (-
D-glikozun her ikisinin dengede olmasi sebebiyle birinin konsantrasyonunun biitiin glikoz
konsantrasyonlariyla orantili oldugu yaklasimi yaygin bir bi¢imde kabul edilmektedir (Bugg,
2004) (Wohlfahrt vd., 1999) (Witt, Wohlfahrt, Schomburg, Hecht, & Kalisz, 2000) .

3.4 Elektrokimyasal Glikoz Biyosensorlerin Uygulamalari ve Cesitleri

Tipik bir katalitik biyosensor sinyal doniistiiriicii bir ara yiizey diizenegi ve bu ara yiizeyde
bulunan bir enzim tabakasindan olusur. Biyosensorlerin, canli organizmalarin, hayvanlarin ve
bitkilerin dokularindan elde edilen tam hiicreleri, hiicre bilesenlerini veya hiicre alti
elementlerini kapsamasi igin stratejilerin gelistirilmesine yonelik oldukc¢a ¢ok arastirma vardir.
Elektrokimyasal biyosensorler gelistirilinceye kadar elektrot ve enzim arasindaki elektron
transferi konusunda metaloenzimin redoks aktif merkezine derince gdmiilmesinden dolay1
olduk¢a biiyiik sorunlar yasanmistir (Lu, Zou, & Li, 2007). Enzim esasli biyosensorler
yapilirken mediyatorler, destekgiler veya diger 6zel malzemeler kullanilarak elektron transferi
kolaylastirilabilir (Joseph Wang, 2005). Elektron transferinin kolaylastirilmasi ve enzim
immobilizasyonunun iyi bir bicimde gerceklestirilebilmesi icin iletken polimerler ve gesitli
aktif gurup igeren biyopolimer kitosan kullanilabilir. Boylece olusturulan yiizey ve enzim
arasindaki elektron transferi iletken polimer vasitasiyla kolayca saglanirken kitosan vasitasiyla
da enzim yiizeye tutuklanir (Ren, Deng, Shen, & Gao, 2013) (Kuralay, Demirci, Kiristi, Oksuz,
& Oksuz, 2014) .

Elektrokimyasal biyosensorler elektronlarin iiretildigi veya tiiketildigi bir reaksiyonun enzim
ile katalize edilmesine dayanir. Sensor altligi ¢ogunlukla referans, ¢aligma ve karsit elektrot
olmak iizere {i¢ elektrottan olusur. Karsit elektrot ad1 verilen yardimci elektrotta iyon kaynagi
olarak kullanilabilir. Hedef analit ¢alisma elektrotu {lizerinde meydana gelen reaksiyonu
kapsamaktadir. Ya sabit potansiyeldeki akim (elektronlarin akis oran1 analit konsantrasyonuyla
orantilidir) o6l¢iiliir ya da sifir akimdaki (bu logaritmik bir cevaptir) potansiyel Sl¢iilebilir.
Caligma elektrotunun potansiyeli elektrik yiikiiniin olmamasina duyarlidir ve bundan dolay1
tipik bir elektrokimyasal biyosensoriin transfer mekanizmasi asagidaki Sekil 3.12 gosterildigi
gibidir.

50



Biyomalzeme Uriin
(Rediiksiyon) (oksidasyon)

Elektr

e

Enerji Sinyal

Sekil 3.12 Tipik bir elektrokimyasal biyosensorde elektron transferinin sematik gosterimi (Chou, 2011)

Bilimsel Arastirmalarda ve ticari liretimlerde en yaygin olarak kullanilan sensor tipi enzim
temelli olan sistemlerdir ve bunlar amperometrik dondistiiriiciilerle birlestirilirler. Clark ve
Lyons (Clark & Lyons, 1962) tarafindan {iretilen tipteki biyosensorler ‘Birinci Jenerasyon’
olarak adlandirilirlar. Jenerasyon, biyosensoriin hangi diizeye entegre oldugunu gosterir.
‘Birinci nesil biyosensorler, membrana tutuklanmis veya baglanmis biyo-bilesen olan analitin
algilanmasiyla sinyalin iiretildigi diizeneklerdir. ‘Ikinci nesil biyosensdrler’ biyo-bilesen
elektrot ylizeyine tutuklanir ve sonug olarak mediyator araciligiyla doniistiiriicli ve enzim aktif
yiizeyi arasinda direkt elektron transferi olur. ‘Ugiincii nesil’ biyosensérler Ikinci nesil
biyosensorlerden farkli olarak direkt elektron transferi icin gerekli mediyatorler olmadan

enzimin aktif bolgesi ve elektrot ylizeyi arasindaki elektron transferini gergeklestirirler.

Sekil 3.13’de bu {i¢ nesil glikoz biyosensdriin semasi gosterilmistir.

5 8] s 17
S U
Oz H,05 Medox  Med, g ¢
Yy Yy — S
Elektrot Elektrot Elektrot

(a) (b) (©)

Sekil 3.13 Glikoz tanilamast i¢in {i¢ nesil amperometrik enzim elektrotu (a) Oksijen kofaktor kullanimi, (b)
Suni redoks mediyatér, (¢) Elektrot ve GOx arasinda direkt elektron transferi; S: Substrat; U: Uriin (Chou, 2011)
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3.4.1 Birinci Nesil Glikoz Biyosensorler

Ilk glikoz biyosensorii ¢dziinmiis oksijen konsantrasyonunu oOlcen elektrokimyasal bir
biyosensordiir ve bu birinci nesil glikoz biyosensorlerin baslangicidir. Guilbault ve Lubrano
(Guilbault & Lubrano, 1973) tarafindan 1973 yilinda kandaki glikoz miktarini tayin etmek i¢in
bir enzim elektrotu kullanarak tasarladiklar1 biyosensordiir ve bu biyosensdr GOx enzimi
tarafindan katalize edilen glikoz ile ¢6zlinmiis oksijen arasindaki reaksiyon sonucunda agiga
¢ikan hidrojen peroksidin amperometrik olarak goriintiilenmesine dayanir. Sekil 3.14°da birinci
nesil GOx bazli standart bir biyosensor sematik olarak gosterilmistir. Glikozu tanimak ve
elektrokimyasal bir sinyal liretmek i¢in bir GOx tabakasi kullanilir. Bu sinyal O2’nin H2O2’ye
indirgemesi vasitasiyla enzimden transfer edilir (Cash & Clark, 2010).

Glikoz y
Glikonik < H,0,

Sekil 3.14 Birinci nesil biyosensor

Birinci nesil glikoz enim elektrotu yar1 gecirgen ayirict bir membran tarafindan bir oksijen
elektrotu tizerinde hapsedilen GOx’in ince bir tabakasindan olusur. Oksijen, denklem 3.23°de

gosterildigi gibi enzim ile katalize edilen bir reaksiyona bagli olarak ol¢iiliir.

GO
Glikoz + Oksijen — Glikonik asit + H,0, (3.23)
Denklem 3.24’de goriildiigii gibi negatif bir potansiyel oksijen tiiketiminin tespiti i¢in platin
calisma elektrotuna uygulandi.

0, + 4H* + 4e~ - 2H,0 (3.24)

Numune igerisindeki mevcut oksijen bu tip sensorlerde dogru sonu¢ alinmasini zorlastirir.
Mevcut oksijenin etkisi ve diger tiirlerin girisim etkisi, biri GOx ile kaplanmis digeri ise
kaplanmamus iki oksijen sensor elektrotu kullanilarak diizeltilebilir. Bu iki oksijen sensoriiniin
akim ¢iktilarinin farki daha sonra glikoz konsantrasyonu 6lgmek i¢in kullanilir. Bu yaklagimin

kullanimi zordur ve karmasiktir.
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Kandaki glikozun 6l¢iimii i¢in hidrojen peroksit {iretiminin anodik oksidasyonunun
amperometrik goriintiilenmesine dayanan bir enzim elektrotu denklem 325’de gosterildigi gibi
bildirildi.

H,0, > 0, + 2H* + 2e” (3.25)

Bu tip 6l¢timler 100 pL'lik bir kan numunesi igin iyi diizeyde dogru ve hassas sonug verir.
Enzimatik reaksiyonla iiretilmis hidrojen peroksitin anodik tayini kandaki glikozu tespit eden
biyosensorler i¢in temel bir tekniktir. Glikoz ile reaksiyonu sebebiyle enzimde flavin (FAD)
grubunun biyo-Kkatalitik indirgenmesi sonucunda FADH: nin indirgenmis formu iiretilir. Glikoz
tayini i¢in hidrojen peroksidin direk Olgiimiiniin basta ilerideki cihaz minyatiirlestirilmesi
olmak tizere bir¢ok avantaji vardir. Glikoz 6l¢iimleri genel olarak yaklasik +0.6V olan bir
ortalama anodik potansiyelde platin elektrotu tizerinde AQ/AgCIl elektrotuna Kkarsi
gerceklestirilir. Maalesef askorbik asidin ve {irik asidin bu potansiyelde oksidasyonu

mumkuindiir.

3.4.2  Ikinci Nesil Glikoz Biyosensorler

1984 yilinda bildirilen Ikinci nesil biyosensdrler mediyatdr temellidirler. Glikoz oksidaz
(GOX)’1n flavin adenik diniikleotid (FAD) redoks merkezini ¢cevreleyen kalin protein tabakasi
direkt elektron transferine karsi bir bariyer irettiginden GOX bilinen elektrotlar ile direkt
elektron transferi gergeklestiremez. FAD merkezi ve elektrot yilizeyi arasinda elektron getirip
gotiiren veya tagiyan suni mediyatorler kullanilarak bu sorunun iistesinden gelinebilir (Ayranci,

Demirkol, vd., 2015).

glikOZ + GOX(OX) 4 ghkonlk asit + GOX(red) (326)
GOX(red) + ZA(OX) - GOX(OX) + ZA(red) + 2H* (327)
ZA(T'ed) - ZA(Ox) + 2e” (328)

Genel reaksiyon ise denklem 1.10°da gdsterilmisidir.

glikoz — glikonik asit + 2h* + 2e~ (3.29)
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A(ox) ve A(red) mediyatoriin sirasiyla yiikseltgenmis (oxidized) ve indirgenmis( reduced)
halini simgeler. Denklem 3.27°da goriildigii gibi indirgenmis form elektrotta mediyatoriin
yiikseltgenmis formu olusurken tekrar yiikseltgenir. Denklem 3.28’de goriildiigii gibi itiretilen
akim glikoz konsantrasyonu ile orantilidir. Glikozu tanilamak i¢in GOx tarafindan iiretilen

sinyal indirgenen kimyasal bir mediyator tarafindan elektrota iletilir (Sekil 3.15).

Mediyator
Glikoz (Yiikseltgenmis)
2e-
Glikonik 3
asit Mediyator

GOX (indirgenmis)
Sekil 3.15 Ikinci nesil biyosensor

Oksijen tarafindan indirgenmis GOX’in oksidasyonu genellikle mediyatér varlifinda da
meydana gelir. Bu ortamda oksijen varmis gibi bir etkiye sebep olur. Ancak mediyator
tarafindan transfer edilen elektron hizi enzimin oksijen ile reaksiyonunun hizindan yiiksek ise
oksijen ¢cekismesi en aza indirilebilir. Diger taraftan kandaki askorbik asit ve {irik asit gibi diger
bilesenlerin oksidasyonu uygulanan nispeten diisiikk potansiyellerde bile tamamen yok
edilemez. Canli i¢i cihazlar da genellikle mediyatoriin toksik olmasindan ve katidan

ayrilmasindan dolay1 mediyator bulunmaz (Cash & Clark, 2010).

3.4.3  Ucgiincii Nesil Glikoz Biyosensorler

Ugiincii nesil biyosensérler ise mediyatdr kullanmadan, direkt elektron transferine dayanan ve
diisiik potansiyel uygulanan glikoz biyosensorlerdir. Elektronlar enzimin aktif bdlgeleri
tarafindan glikozdan elektrota direkt transfer edilir. Mediyatoriin olmamasi ve diisiik potansiyel
ve yiiksek se¢icilik bu yaklasimin baslica avantajlaridir. Elektron verici-alici ¢iftinin mekansal
ayriligindan kaynaklanan direkt elektron transfer yolunun zorlugunun ortadan kaldirilmasi
baslica iistesinden gelinmesi gereken problemdir. GOX ve elektrot arasindaki direkt elektron
transferini mediyator olmadan gergeklestiren arastirmalar vardir (Tang vd., 2014). Tasarlanan
elektron diizeni immobilize edilmis enzim ve algilama elektrotu yiizeyi arasindaki elektron

transfer mesafesinin miimkiin oldugunca kisa oldugunu garanti etmelidir (Ren vd., 2013).
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3.4.4  Elektroaktif Girisimciler

Bir glikoz sensoriinde yiiksek voltajlarda hidrojen peroksidin 6l¢iimii ortamdaki elektroaktif
tirlerin girisim etkisine baglidir. Elektrokimyasal girisimciler glikozdan tretilmemis olan
elektronlar1 vererek hatali bir glikoz miktar1 6l¢iimiine sebep olabilirler. Tablo 3.1°de standart
girisimciler gosterilmistir. Sensor seritleri girisimciden dolay: sinyal degisimi olup olmadigini
saptamak icin diisiikk glikoz konsantrasyonlarinda belli girisimciler ortamda varken ve yokken
test edilmelidir. Segici gecirgen kaplamalar kullanilarak elektrot yiizeyine girisimci girisi
minimize edilerek etkisi azaltilabilir. Yiik, boyut ve polarite bazl transfer 6zelliklerine sahip
Farkli polimerler, ¢oklu katmanlar ve karma tabakalar kullanilarak analit ortaminda mevcut
bulunan elektroaktif bilesenler bloke edilebilir (Mentana, Palermo, Nardiello, Quinto, &
Centonze, 2013) (Gao, Deng, Shen, & Ren, 2013) (Lipchik vd., 2012).

Tablo 3.1 Potansiyel elektrokimyasal girisimcilerin listesi?

Girisimci Onerilen test seviyesi (mg/dL) ref
Acetaminophen 20 1
Salisilik Asit 50 1
Tetracycline 4 1
Dopamine 13 1
Ephedrine 10 2
Ibuprofen 40 1
L-DOPA 5 3
Methyl-DOPA 2.5 1
Tolazamide 100 2
Tolbutamide 100 1
Askorbik Asit 3 1
Bilirubin (Unconjugated) 20 1
Kolesterol 500 1
Creatinine 30 1
Triglycerides 3000 1
Urat 20 1

2 (1) NCCLS Belgesinden EP7-P; (2) Kamin 5L’sinde tam mevcut olan ilag,10 kat doz oraninda, farz edilerek
hesaplandi. (3) 10 kat maksimum plazma konsantrasyonu (Bierer & Quebbemann, 1981)
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4 MATERYAL VE METOT

Onceki boliimlerde elektrokimyasal yontemler, uygulamalari, kullanimi, biyosensérler,
cesitleri hakkinda bu doktora tezinin amacina yonelik bilgi verildi. Bu boéliimde ise bu
calismada yapilan temel deneysel yontem, kullanilan malzemeler ve teknikler kisaca

anlatilacaktir.

Bu c¢alismanin ilk kisminda ITO elektrotu yiizeyinde kompozit hazirlanip bunun
spektroelektrokimyasal ozellikleri arastirilmistir. ikinci kisimda ise grafit elektrot yiizeyinde
kompozit hazirlanmistir ve bu yiizeye glikoz oksidaz enzimi immobilize edilmistir. Buna bagl
olarak elektrotlarin sensor olabilme 6zellikleri incelenmis ve karakterizasyonu yapilmistir. Ug

farkli elektroaktif monomer kullanilarak bunlarin her biri i¢in belirtilen ¢aligmalar yapilmustir.

4.1 Malzemeler

Bu c¢alismada kullanilan ii¢ farkli elektroaktif monomer literatiirde belirtilen yontemlerle
sentezlenmistir (Soganci, 2017). Calismada kullanilan biitiin kimyasal maddeler analitik

safliktadir.

Kitosan (diisiik molekiil agirlikli) Sigma-Aldrich ve asetik asit (% 100) Rieden-de Haen
firmasindan temin edilmistir. Kitosan (0,5 wt. %) 0,1M asetik asit ¢ozeltisi (pH < 3,2)
icerisinde  ¢oziilerek spektroelektrokimyasal deneylerde ve elektrokimyasal sensor

deneylerinde kullanilmistir.

Etanol (mutlak), lityum perklorat (LiClO4), asetonitril (ACN) ve diklorometan Sigma-Aldrich

firmasindan temin edilmistir.

Glikoz oksidaz (EC 1.1.3.4, Type VII from Aspergillus Niger), D-glikoz ve glutaraldehit
¢ozeltisi (Grade 11 %25) Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmistir. 0,1M D-glikoz ¢ozeltisi
0,IM’lik pH'1 7 olan tampon ¢ozelti igerisinde hazirlanarak kullanilmadan 6nce B-D-Glikoza

doniismesi igin bir gece bekletilmis ve 4 °C’de saklanmustir.

Sensor deneyleri 0,1M’lik farkli pH degerlerine sahip tampon ¢ozeltiler hazirlanarak

gerceklestirilmistir. Bu amagla pH degeri 3,5’e kadar olan tampon ¢6zeltileri hazirlamak i¢in
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sodyum asetat (C2HsNaO2) ve pH degeri 8’e kadar olan tampon ¢ozeltileri hazirlamak igin
sekonder sodyum fosfat (Na2HPO4.12H>0) kullanilmis ve bunlar Sigma-Aldrich firmasindan

temin edilmistir.

Gergek ornek testlerinde ticari olarak marketlerde bulunan kola (Cocacola), visne suyu (Cappy)

ve gazoz (Uludag) ornekleri kullanilmistir.

Ug farkli monomerin her biri i¢in sentez kosullar1 ve karakterizasyonlari ilerleyen bdliimlerde

verilmisgtir.

4.2 Kullanilan Cihazlar ve Elektrokimyasal Deneyler

Tez kapsaminda yapilan calismalar daha Oncede belirtildigi gibi spektroelektrokimyasal
deneyler ve elektrokimyasal glikoz biyosensor deneyleri olmak iizere iki gruba ayrilmistir.

Deneylerde kullanilan cihazlar ve elektrokimyasal deneyler asagida agiklanmistir.

4.2.1  Elektrokimyasal Hiicre ve Elektrotlarin Hazirlanmasi

Bu calismada indiyum tin oksit (ITO) kapli cam elektrot ve grafit elektrot olmak iizere iki tip
elektrot kullanilmigtir. ITO elektrotu kompozitin elektrokromik uygulamalar1 i¢in grafit
elektrotu ise biyosensor platformu hazirlamak ve karakterize etmek i¢in kullanilmistir. Asagida

her iki elektrokimyasal hiicre ve elektrotlarin hazirlanis1 kisaca anlatilmistir.

4.2.1.1 Elektrokimyasal Calismalar I¢in ITO Kaph Cam Elektrotun Hazirlanmasi

ITO yiizeyi kullanilmadan 6nce ilk olarak deterjanli su igerisinde, ardindan saf suda ve en
sonunda etanol igerisinde bir ultrasonik karistirict banyo kullanilarak her bir islem igin 15 dk
bekletilmistir. ITO elektrotunun yiizeyinde 1cm?’lik bir alan teflon izole bant ile sarilarak

belirlenmistir ve biitiin deneyler de elektrotlar standart olarak bu sekilde hazirlanmistir.

Kitosanin asetik asit i¢erisindeki ¢ozeltisi (CH-AA) daha 6nce belirtildigi gibi hazirlanmistir.

Hazirlanan bu ¢ozeltiden 15ul alinarak ITO ylizeyindeki belirtilen alana damlatilmis ve oda
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sicakliginda yiizeyde bir film olusturulmustur. Ardindan elektroaktif monomer elektrokimyasal
polimerizasyon ile daha énce CH ile kaplanmus olan yiizeyde biriktirilmistir. Ug farkl
monomer ile bu islem yapilmistir ve her bir monomer igin farkli bir organik ¢6ziicii ve destek

elektrolit kullanilmistir.

Hazirlanan CH-CP iletken kompozit filminin elektrokromik &zelliklerini ve redoks
davraniglarini incelemek amaciyla tig elektrotlu bir cam hiicre (2 ml) olusturulmustur. Calisma
elektrotu, tizerinde kompozit hazirlanmis olan indiyum tin oksit (ITO, Delta Tech. 8—12 pm,
0,7 cm x 5 cm) kapli cam elektrottur. Karsit elektrot ve referans elektrotu olarak sirasiyla platin
ve giimiis tel (R=1mm) kullanilmistir ve bunlara her deneyden 6nce platin igin alevle tavlama,
giimiis i¢in ince zimpara kagidi ile zimparalama yapilmistir ve biitiin deneyler oda sicakliginda
(22 £ 2 °C) gergeklestirilmistir. Sekil 4.1’de hazirlanan cam elektrokimyasal hiicre sematik

olarak gosterilmistir.

Gimis Referans Fotentiostat

Elektrotu (RE) Calsma (Working)
\ T /Elektrotu (WE) (ITO)
‘_/’
Teflon izolasyon > Karsit (Counter)
Band L +—f3—— Elekirot (CE)

(Platin)

CH ile modifiye >
edilmis calisma yizeyi g

Sekil 4.1 Cam elektrokimyasal hiicre

4.2.1.2 Biyosensor Calismalar I¢in Grafit Elektrotun Hazirlanmasi

Biyosensor ¢alismalart igin {i¢ elektrotlu cam hiicrede (30ml) bir potansiyostat ile baglanti
kurularak gerceklestirilmistir ve meydana gelen akim farki bir bilgisayar yardimiyla
okunmustur (Sekil 4.2) . Calisma elektrotu olarak grafit ¢ubuklar kullanilmistir. Her deneyde
calisma elektrotu ve karsit elektrot saf suyla iyice temizlenmistir ve deneyler oda sicakliginda
(22 + 2 °C) gerceklestirilmistir. BASI Electrochemistry Instruments firmasindan temin edilen
Ag/AgCI ve platin tel sirasiyla referans ve karsit elektrot olarak ve grafit (1,5 mm yari ¢apinda)

calisma elektrotu olarak kullanilmistir.
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’ Potansiyostat }_ Bilgisayar

WE | i{h CE
e i
\"“——, —
/‘_’_’_’; z
; Referans Elektrodu (RE)
Calisma (Working) T — Ag/AgCI
Elektrotu (WE) (Grafit}—_|
\'ﬂ /Karslt (Counter)
Teflon izolasyon " - Elektrot (CE)(Platin)
bandi /"
< 4
— -

Sekil 4.2 Amperometrik biyosensor hiicresi

Grafit calisma elektrotunun (Ringsdorff Werke GmbH, Bonn, Germany, 3,05 mm ¢apinda ve
%13 gozeneklilik) ylizeyi 1200 ve 2400 mesh iki zimpara ile yiizey zzimparalanmis ve ardindan
cuha ile parlatilmistir. Bu isleme piiriizsiiz diiz bir yiizey elde edilinceye kadar devam edilmistir

ve ardindan elektrot yiizeyi saf su ile temizlenmistir.

10 ul CH-AA ¢ozeltisi damlama yoluyla yiizeye kaplanmis ve film olusumu i¢in ylizey oda

sicakliginda kurutulmustur.

CH modifiyeli grafit elektrot yiizeyi iletken bir polimer ile elektropolimerizasyon yoluyla
kaplanmistir. Kullanilan her bir monomerin elektropolimerizasyon kosullar1 optimize edilerek
en uygun ¢oziicii, destek elektrolit ve uygulanan potansiyel araligi secilmistir. Enzim ¢apraz
baglayic gluteraldehit varliginda kovalent baglarla ylizeye immobilize edilmistir. Bunun i¢in
10 pl hacimce %1°lik glutaraldehit ¢ozeltisi (pH'1 7 tampon) elektrot yiizeyine damlatilmig

karanlik bir ortamda kurutularak immolizasyon islemi gergeklestirilmistir.

Hazirlanan bu glikoz biyosensor elektrotu i¢in optimum pH belirlenmis ve bu degerdeki bir

tampon ¢ozeltide +4 °C’de buzdolabinda saklanmustir.

Tabaka-tabaka hazirlanan sensor elektrotu {i¢ elektrotlu elektrokimyasal hiicreye yerlestirilmis
ve bir potansiyostata baglanmistir. Hiicre manyetik bir karistirici tarafindan karistirilmistir.
Akim stabil olana kadar beklendikten sonra hiicreye glikoz eklenerek ortamda meydana gelen
akim farki potansiyostata bagli bir bilgisayar yardimiyla okunmustur. Bdylece konsantrasyonu
aranan analit olan glikozun ortamdaki miktar1 tespit edilmistir. Hazirlanan sensor platfomu

sematik olarak Sekil 4.3’de 6zetlenmistir.
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Glutaraldehit

Glikoz Oksidaz Enzimi

Kitosan

Grafit

Sekil 4.3 Grafit elektrot tabaninda, CH-CP kompozit malzemesi temel alinarak tiretilen glikoz biyosensorii
yapilandirmak i¢in kullanilmis olan ‘tabaka-tabaka damlatma yoluyla kaplama’ fabrikasyon prosediiriinii
Ozetleyen sematik diyagram

4.2.2  Elektrokimyasal Sistem

Calisma  kapsamindaki  elektrokimyasal  deneyleri  yapmak  amaciyla  Ivium
potentiostat/galvanostat elektrokimyasal galisma istasyonu (lviumstat, The Netherlands) ve

buna baglantili bir bilgisayar kullanilmistir.

4.2.3  Elde Edilen Kompozit Filmlere Ait Elektrokimyasal Calismalar

[letken polimer filmi sabit potansiyel elektroliz yontemi ve sabit bir dongii hizinda déniisiimlii
voltametri yontemi ile olusturulmustur. Olusturulan filmin redoks o6zelliklerini, reaksiyonun
doniistimliligini, sistemin sitokiyometrisini arastirmak i¢in yani kompozit filmin

elektrokimyasal karakterini belirlemek i¢in bu sitem kullanilmistir.

Dontigiimlii voltametride polimerizasyon prosesinin difiizyona bagliligi 6nceki boliimde de
aciklanan Randless-Sevcik (Denklem 2.9) esitligi kullanilarak saptanmistir. Bu esitlik tarama
hizinin pik akimi (ip) lizerindeki etkisini karakterize eder ve redoks ciftleri i¢in pik akiminin
sadece difiizyon sartlarina (konsantrasyon, difiizyon sabiti, elektrot yiizey alani , transfer edilen
elektron sayis1) bagli olmadigin1 ayn1 zamanda tarama hizina da (v) bagli oldugunu ifade eder.
Elektrokimyasal deneylerde i, difiizyon ile smirlanan proseslerde v/ ile iletken polimerler gibi
difiizyondan bagimsiz davraniglar gosteren malzemeler ile yapilan islemlerde ise v ile

orantilidir.
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lletken polimerin ortamda mevcut olup olmadigmi en iyi agiklayan yollardan Dbiri
elektrokimyasal stabilite ile baglant1 olan redoks stabilitesidir. iletken kompozit malzemenin
stabil olup olmadig1 CV testleriyle agiklanir. iletken polimerlerin redoks prosesler sonucunda
aktif merkezlerin uygulanan potansiyel ya da ¢evresel faktorlerden dolayr aktivitesini
kaybetmesi sonucunda stabilite kaybi goézlenir. Kaplanan iletken kompozit monomersiz
ortamda uygun potansiyel araliginda ardisik olarak yiizlerce kez dongiiye tabi tutularak ilk

dongii ile son dongii arasindaki yilik yogunlugu farkindan stabilite hesaplanmustir.

4.2.4  Spektroelektrokimyasal Sistem

Kompozit filmin spektroelektrokimyasal 6zelliklerini karakterize etmek icin Agilent 8553 UV-
Vis spektrofotometresi lvium potentiyostatla birlikte kombine edilerek kullanilmistir. Bu
amagla iletken polimere farkli potansiyeller uygulanarak her potansiyel i¢in UV spektrumu

alinmustir.

4.2.5 Elde Edilen Kompozit Filmlere ait Spektroelektrokimyasal Calismalar

CH-CP kompozit filmlerinin spektroelelektrokimyasal ¢alismalar ile uygulanan potansiyele
bagl olarak optik 6zelliklerini ve elektronik gecislerini aragtirmak miimkiindiir. Bu amagla
elektrokimyasal yontem (potansiyometre) ile spektroelektrokimyasal yontem (UV-goriiniir
bolge spektrofotometresi) birlestirilerek polimerik malzemenin goriintir  bolgedeki

elektrokromik ve optik 6zellikleri incelenmistir.

Elde edilen kompozit filmlere ait spektroelektrokimyasal deneyler ¢alisma elektrotu olarak ITO
kapli cam elektrot, referans elektrot olarak giimiis tel ve karsit elektrot olarak platin tel
kullanilarak gerceklestirilmistir. Spektroelektrokimyasal hiicre her bir polimer i¢in polimer
sentezinde belirlenmis olan organik ¢dziicii ve destek elektrolitten olusur ve ayrica monomer

igermez.

Elektrokimyasal caligmalarda kullanilan potansiyostat ile farkli potansiyeller uygulanarak

iletken kompozit filmlerin bu potansiyellerdeki UV-spektrumlart ayri ayri alinmis ve boylece

61



spektroelektrokimyasal c¢alismalar gergeklestirilmistir. Yapilan bu deneyler yardimiyla

kompozit malzemenin spektroelektrokimyasal 6zellikleri incelenmistir.

Ik olarak m-m* gecislerinin gdzlendigi dalga boyundaki optik bant boslugu hesaplanmistir.
Kompozitlerin HOMO (Enomo) ve LUMO (ELumo) enerji degerleri literatiire dayanilarak
asagidaki gibi hesaplanmistir (Baran vd., 2010). Elektrokimyasal ¢alismalarda elde edilen
oksidasyon baslangi¢ potansiyeli (Eonset,ox) 1le spektroelektrokimyasal ¢aligmalar sonucu elde
edilen bant boslugu (Eg) hesaplamalarda kullanilmistir. Calismalarda referans elektrotu olarak

Ag/Ag" elektrotu kullanilmis ve hesaplamalarda bu elektrot temel alinmisgtir.
Enomo = _(Eonset,ox + 4’75) (EV) (430)

Planck-Einstein esitligi ile kompozitin bant boslugu ve dalga boyu (A) arasindaki iliski
asagidaki gibi ifade edilir.

&
a

(eV) (4.31)

Q
~|

Burada h Plank sabiti (6.63 x 107 J.s) ve ¢ 1sik hizidir (3.0 x 108 m/s). Buradan elde edilen

sonuglarla ELumo asagidaki gibi hesaplanmustir.

ErLumo = Eg + Enomo (€V) (4.32)

4.2.5.1 Optik Kontrast ve Tepki Siiresi Calismalar:

Spektroelektrokimyasal ¢alismalar sonucunda m-n* gecislerinin gozlendigi nétral durumda
okunan dalga boyu degeri baz alinarak kinetik calismalar1 yapilmistir. Buna bagli olarak
Spektroelektrokimya grafiginde absorbans degerindeki en yiiksek farkliligin gozlendigi dalga
boylar1 ve potansiyel araliginda kinetik testler yiiriitiilmiistiir. CH-CP kompoziti ile kaplanmis
ITO kapli cam elektrot ¢alisma elektrotu olarak kullanilarak, monomer bulunmayan ortamda
yapilan kinetik deneylerinde zamanla akim yogunlugundaki degismelere, goriiniir bélgedeki
absorbans ve potansiyel degisimlerine bagli olarak elde edilen sonuglardan faydalanilarak

polimer tepki siiresi ve optik zitlik (AT) hesaplanmustir.
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4.2.5.2 In-situ Polimerizasyon

lletken  polimerlerin  eletropolimerizasyonunu  incelemek  icin  in-situ
elektropolimerizasyon gergeklestirilmistir. Bu amagla polimerizasyon hiicresi igerisine ¢oziicii,
destek elektrolit ve monomer eklenerek UV cihazina yerlestirilmistir. Belirlenen sabit
potansiyel uygulanarak elektrpolimerizasyon ilerleyisi belli araliklarla alinan UV spektrumu
yardimiyla izlenmistir. Polimerizasyon siirecinde CH ile modifiye edilmis elektrot elektrot

yiizeyinde kaplama absorbans degisimleri ile belirlenmistir.

4.3 Kompozit Hazirlamada Kullanilan Monomerlerin Elektropolimerizasyonu ve

Hazirlanan Kompozitlerin Redoks Davranislarinin Arastirilmasi

4.3.1 N N*bis(2,5-di(tiyofen-2-yl)-1H-pirol-1-yl)tereftalamid (M1y’in
Elektropolimerizasyonu ve CH-p(M1) Kompozitinin Redoks Davramslarinin

Arastirilmasi

M1 monomeri literatiirdeki benzer yontemle sentezlenmis (Soganci vd., 2017) ve karakterize
edilmistir (Sekil 4.4).

o MH, - Jx i" 7
5, 5 o B S
| Y/ M Vi h— % .-;r " Eij
.__}' %, _.-_.'::T . + & Y Taluen, FTSA "o, NH h
-G 3 _,:_r —_— =
0 0o £ ) H.0 I
; :
= =
HN—( ()
=

HN B :
s "’:‘I”s -
Eﬁﬂ#&}

[ M1

Sekil 4.4 Elektroaktif (M1) monomeri igin sentez semasi

M1 monomeri daha dnce belirtildigi gibi {i¢ elektrotlu bir elektrokimyasal hiicrede sabit bir
tarama hizinda  dondsiimli  voltametri  teknigi  ile  polimerlestirilmistir.  Tim
elektropolimerizasyon calismalar1 asetonitril (ACN) organik c¢oziiclistinde 0,05 M M1

monomeri ve 0,1 M lityum perklorat (LiClO4 ) destek elektroliti varliginda 250mV/s tarama
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hizinda gergeklesmistir. Polimer sentezi -0,4 ile 1,4V potansiyel araliginda yapilmistir ( Sekil
4.5). Polimerizasyonun ardindan yiizeyde reaksiyona girmemis monomer kalmamasi igin

elektrot ACN ile yikanmustir.
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Sekil 4.5 Elektropolimerizasyon ile p(M1) olusumu

4.3.2 N N3 N°-tris(2,5-di(tiyofen-2-yl)-1H-pirol-1-yl)benzen-1,3,5-trikarboksamid
(M2)’min  Elektropolimerizasyonu ve CH-P(M2) Kompozitinin Redoks

Davramislarinin Arastirilmasi

M2 monomeri literatiirdeki benzer yonteme gore sentezlenmis (Soganci, 2017) ve sentez
semas1 Sekil 4.6’de verilmistir.
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Sekil 4.6 N*,N3 N5-tris(2,5-di(tiyofen-2-yl)-1H-pirol-1-yl)benzen-1,3,5-trikarboksamid (M2) sentez semasi

M2 monomeri daha dnce belirtildigi gibi {i¢ elektrotlu bir elektrokimyasal hiicrede sabit bir
tarama hizinda  doniisimli  voltametri  teknigi ile  polimerlestirilmistir.  Tim
elektropolimerizasyon ¢aligmalari asetonitril (ACN) organik ¢oziiciisiinde 1 mM M2 monomeri
ve 0,05 M lityum perklorat (LiClO4 ) destek elektroliti varliginda 250 mV/s tarama hizinda

gerceklesmistir. Polimerin elektrokimyasal sentezi +0,6 V ile 1,5 V potansiyel araliginda
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yapilmustir (Sekil 4.7). Reaksiyona girmemis monomer kalintilarindan temizlemek amaciyla

olusan polimer filmi ACN ile yikanmustir.
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Sekil 4.7 Elektropolimerizasyon ile p(M2) olusumu

4.3.3  5-amino-N!N3-bis (2,5-di(tiyofen-2-yl)-1H-pirol-1-yl) isoftalamid (M3) Sentezi ve
CH-P(M3) Kompozitinin Redoks Davranislarinin Arastirilmasi

M3 monomeri literatiirdeki benzer yonteme gore sentezlenmis (Soganci, 2017) ve sentez
semas1 Sekil 4.8’da verilmistir.
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Sekil 4.8 5-amino-N*,N3-bis(2,5-di(tiyofen-2-yl)-1H-pirol-1-yl)isoftalamid (M3) sentez semas1

M3 monomeri daha 6nce belirtildigi gibi {i¢ elektrotlu bir elektrokimyasal hiicrede sabit
bir tarama hizinda donilisimlii voltametri teknigi ile polimerlestirilmistir. Tim
elektropolimerizasyon ¢aligmalari asetonitril (ACN) organik ¢oziiciisiinde 1 mM M3 monomeri
ve 0,05 M lityum perklorat (LiClO4) destek elektroliti varliginda 250 mV/s tarama hizinda
gerceklesmistir. Polimer sentezi -0,5 V ile 1,6 V potansiyel araliginda yapilmistir (Sekil 4.9).
Olusan polimer filmi reaksiyona girmemis ve polimerizasyonun ardindan yiizeyde adsorplanan

monomer kalintilarindan temizlenmesi igin ACN ile yikanmustir.
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Sekil 4.9 Elektropolimerizasyon ile p(M3) olusumu

4.4  Biyosensor Calismalar

Grafit elektrotu lizerinde kitosan-iletken polimer (CH-CP) kompozit filmi olusturmak icin
elektroaktif monomer sabit bir potansiyel ile yiizeyi kitosan modifiyeli grafit elektrot iizerine
elektrokimyasal olarak kaplanmistir. Enzim immobilizasyonundan sonra olusturulan

biyosensor yiizeyi de elektrokimyasal yontem ile karakterize edilmistir.

Biyosensor calismalari ve karakterizasyonu elektrokimyasal sistem ile yapilmistir ve bu
caligmalarda Ivium potentiostat/galvanostat (lviumstat, The Netherlands) elektrokimyasal
caligma istasyonu ve buna baglantili bir bilgisayar kullanilmistir. Biitiin elektrokimyasal
biyosensor olgtimleri oda sicakliginda (25 + 2 °C) gergeklestirilmistir. Her biyosensor igin
yapilan spesifik dl¢timler ve kullanilan elektrolit ilgili boliimde verilecektir. Tiim potansiyeller
icin Ag*/AQCI referans alimmustir. Biitiin elektrokimyasal testler ortam hava sicakliginda
reaksiyon karisiminda ¢o6ziilmiis oksijen varliginda yapilmustir. Elektrokimyasal testler i¢in
tampon ¢ozelti deneye baslamadan hemen 6nce 10 dakika boyunca saf azot ile kopiirtiilmiistiir

ve elektrokimyasal tanilama siiresince azot atmosferi saglanmistir.

44.1 Enzimin Hazirlanmasi

Glikoz oksidaz enzimi kuru halde pH degeri 7 olan tampon ¢ozeltide ¢oziilerek hazirlanmistir.
Bu amagla pH degeri 7 olan 10ul tampon ¢ozelti igerisinde 2 mg glikoz oksidaz enzimi

¢ozlilmistiir. Hazirlanan bu enzim ¢ozeltisi CH-CP modifiyeli grafik elektrot iizerine
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damlatilmis ve kapali ve karanlik bir ortamda kurutulmustur. Kullanilmayan kuru haldeki

enzim her zaman dondurucuda -4 °C’de saklanmustir.

442  pH Optimizasyonu

Biyosensor karakterizasyonu ig¢in Oncelikle ¢alismalar i¢in en elverisli pH degeri tespit
edilmistir ve bu optimum pH olarak ifade edilmistir. pH 3 ile 8 araliginda degisen 11 farkli pH
degerinde denemeler yapilmis ve ortama analit eklendiginde en yiiksek sinyalin elde edildigi
deger optimum pH olarak kabul edilmistir. Bu deger kompozit olustururken kullanilan
monomere gore farklilik géstermis olup ve bu konu ilerleyen boliimlerde daha detayli olarak

aciklanmugtir.

443 Kalibrasyon

Optimum pH degerinde ortama eklenen analit miktarinin, akim farklik degerleri ile grafige
gecirilerek dogrusal bolgede kalibrasyon egrisi ¢izilmistir.0,1 M’lik glikoz ¢ozeltisinden 5-200
pl araliginda 8 farkli miktarda glikoz ¢ozeltisi elektrokimyasal hiicreye eklenmis ve bunlara
karsilik gelen sinyal degerleri okunmustur. Elde edilen veriler vasitasiyla kalibrasyon grafigi
cizilmistir. Kalibrasyon deneyinden elde edilen lineerlik grafigi vasitasitla tespit edilen lineerlik
siir1 igerisindeki miktarlarda glikoz gegek ornek teslerinde kullanilmigtir. Kalibrasyon
grafiginden (Sekil 2.1) faydalanilarak gozlenme siniri, gergek Ornek uygulamalar

gergeklestirilmistir.

Akim Farki

Konsantrasyon

Sekil 4.10 Biyosensor i¢in kalibrasyon grafigi
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4.4.3.1 Gozlenebilme Sinir1 ve Tayin Siniri

Gozlenebilme sinir1 (Limit of Detection, LOD) ve tayin sinir1 (Limit of Quantification, LOQ)
analitik bir prosediir ile giivenilir bir bigimde belirlenebilecek en diisiik konsantrasyonunu ifade

etmek i¢in kullanilirlar.

Analitik bir prosediiriin i¢in LOD, bir numunedeki analitin tespit edilebilen en diisiik miktarini
ifade eder ancak nicelik olarak kesin dogru sonucun elde edilmesi zorunlu degildir. LOQ ise
bir numunedeki analitin deney kosullarinda kabul edilebilir bir hassasiyet ve dogruluk ile

saptanabilen en diisiik konsantrasyonudur.

LOD ve LOQ’u tespit etmek i¢in farkli yaklasimlar vardir. Bunlardan en yaygin olanlar1 sanal
saptama, sinyal giiriiltii oranindan hesaplama, Kor’iin (blank) standart sapmasindan hesaplama

ve en diisiik konsantrasyonda kalibrasyon egiminden hesaplamadir.

Bu tez calismasinda biyosensoriin kalibrasyon egrisinin egimine ve standart sapmasina dayanan
LOD ve LOQ tespit yaklagimi kullanilmisltir. Bu yaklasim genel olarak agagidaki esitlikte ifade

edilmistir.

DL _ F*SD
QL m

(4.33)

Burada DL (gozlenme sinir1 — detection limit ), QL (tayin sinir1 — quantitation limit), F sirasiyla
DL ve QL i¢in 3,3 ve 10’ un ¢arpanidir, SD dogru denkleminin standart sapmasidir ve m

dogrunun egimidir.

Kalibrasyon grafiginden elde edilen dogrunun denklemi y = mx+n seklinde ifade edilir. Bu
modelde hassasiyet, dogrunun egimi m, LOD ve LOQ ile ifade edilir. Bundan dolayr LOD
asagidaki esitlik ile gosterilir (Armbruster & Pry, 2008) .

LOD = 30/m (4.34)

LOQ ise asagidaki gibidir.

LOQ = 105 /m (4.35)
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Burada o diisiik konsantrasyonlardaki cevabin standart sapmasidir. ¢ regresyon dogrusunun y
eksenine gore kaymasinin veya y ekseni ile kesisimin standart sapmasi ile tahmin edilebilir. Bu
yontem her durum i¢in en ¢ok uygulanabilir olan bir metottur ve analiz yontemi arka plandaki
giirtiltiiyii kapsamadiginda ¢cok daha kabul edilebilirdir. Kalibrasyon egrisi i¢in sifira yakin en
diistik deger kiimesi kullanilir ve bu daha homojen bir dagilim yani konuyla alakali daha uygun

degerlendirme ile sonuglanir.

4.4.3.2 Lineerlik Saptama Sinir1

Lineerlik smir1 Kkalibrasyon grafiginde lineerlikten sapmanin bagladigi noktadir. Lineerlik
Excel’de regresyon istatistik paketi kullanilarak belirlenmistir. Kalibrasyon grafiginin en lineer
bolgesi almarak grafige gecirilmis ve segilen noktalarin dogrusalligi elde edilen veriler ve
ongoriilen veriler arasindaki farka (Residuals Output) bakilarak test edilmistir. iki deger
arasindaki fark 2’den biiyiik ise bu nokta ¢ikarilir. Bu metoda ‘n-fit” adi verilir. Yani n 2’den
biiyiik oldugunda sapma normalden daha biiylik olur ve buna sebep olan nokta grafikten
cikarilir. Lineerlik smir1 biyosensoriin hangi aralikta kantitatif analiz i¢in kullanilabilecegini

gostermek i¢in kullanilir.

&-\
o y=mx+n
<
=
1
]
u tana=m
E
3
<
bl a
>
n

x (Glikoz Miktari (pl))

Sekil 4.11 Kalibrasyon grafiginden elde edilen lineer grafik

4.4.3.3 CH-P(M1) Enzim Elektrotunun Reaksiyon Kinetigi

Michaelis-Menten sabitini belirlemek i¢in birgok yol vardir. Yaygin olarak kullanilan metot

akimin tersine kars1 substrat konsantrasyonunun tersinin grafige gegirildigi Lineweaver-Burke
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metodudur. Bu Michaelis-Menten esitligini (denklem 4.36) analiz etmek i¢in kullanisl bir

grafiksel metottur

Vmax [C]

V= Kt [C]

(4.36)

Burada Vmax maksimum reaksiyon hizini, C substrat konsantrasyonunu, Kmn Michaelis-Menten

sabitini ifade eder. Esitligin tersi alinirsa (esitlik 4.37);

= = + (4.37)

Burada V reaksiyon hizini ifade eder. Sekil 4.12’de Lineweaver-Burke grafigi gosterilmistir.
Buna gore egim Km/Vmax’a, y ekseninin kaymasi 1/Vmax’a ve x ekseninin kaymasi -1/Km’e

esittir.
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Sekil 4.12 Michaelis-Menten kinetigi i¢in Lineweaver—Burke grafigi

4.44  Doniisiimlii Voltametri

CV testleri sensor elektrotunu ortamda glikoz varken ve yokken karakterize etmek igin
yapimstir. 0,1M’Lik glikoz ¢o6zeltisinden 25ul alinarak 10ml tampon ¢ozelti iceren
elektrokimyasal hiicreye eklenmistir ve belirli bir potansiyel araliginda, 100 mV/s tarama

hizinda testler gergeklestirilmistir.
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445  Amperometri

Amperometrik Ol¢iimlerin temel prensibi analit olarak glikozun bulundugu ortamda enzimin
katalitik aktivitesinden dolay1 oksijen tliketiminin izlenmesine dayanir. Oksijen miktarindaki

azalma -0,7V da Ag/AgCl referans elektrotuna kars1 izlenmistir.

Amperometrik Biyosensor ¢alismalart 10ml ¢alisma tampon ¢ozeltisi igeren (optimum pH ve
eklenen glikoz miktar1 biyosensore gore degisiklik gostermektedir), sabit manyetik bir
karistirict ile karistirilan bir reaksiyon hiicresinde gerceklestirilmistir. Ug elektrot ¢alisma
tampon ¢ozeltisinde 5 dk bekletildikten sonra 6l¢iimler alinmistir. Her testten sonra kullanilan

elektrotlar saf su ile yitkanmis ve tampon ¢dzelti tazelenmistir.

Akim zamana gore kararli hale geldikten sonra ortama glikoz eklenmistir ve akim tekrar kararl
oluncaya kadar beklenmistir. Biyosensoriin ortamdaki glikoz i¢in cevabi iki kararlt durum

arasmdaki akim farkadir.

446  Glikoz Deteksiyonuna Girisimci Madde Etkisi

Biyosensoriin  girisimci maddelere bulunan ortamlarda davranigi amperometrik yolla
belirlenmistir. Bu amagla 0,1 M girisimci madde (6rnegin etanol) ¢ozeltisi hazirlanarak 0,1V
sabit potansiyelde elektrokimyasal hiicreye eklenerek sinyal gézlenmis, Ardindan 10ul glikoz

ve etanol es zamanli olarak ortama eklenerek sensor cevabi karsilastirilmastir.

4.4.7  Uretilen Biyosensorlerin Tekrarlanabilirligi ve Siirekliligi

Her bir sensor prosediirii i¢in ayni sartlarda en az 3 farkli sensor elektrotu hazirlanmistir ve

bunlardan elde edilen sinyaller karsilagtirilmistir.

Hazirlanan sensor elektrotunun 6zelligini ka¢ kullanim sonunda islevini kaybettigini yani
stirekliligini arastirmak i¢in ayn1 elektrotun kullanim sayzisi ile sinyal cevaplar1 kaydedilmistir.
Son olarak da hazirlanan elektrot optimum pH degerindeki tampon ¢ozelti igerisinde +4°C’de

saklanarak 30 giin sonraki sensor aktivitesi 0l¢iilmiistiir.
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448 Gercek Ornek Analizi

Gergek numunelerdeki glikoz miktarii tayin etmek igin Agilent 8553 UV-Vis
spektrofotometrisi kullanilmistir. Bu amagla referans metot olarak spektrofotometrik Trinder
reaksiyonunu (Glucose MR, Cat. No. 1129010, Cromatest, Barcelona, Spain) temel alan ticari
enzim analiz kiti kullanilmistir ve buradan elde edilen sonuglar yapilan biyosensorden elde
edilen sonuglar ile karsilagtirilmistir. Trinder reaksiyonunda glikoz GOXx tarafindan hidrojen

peroksit olusturarak D-gluconate’a yiikseltgenir.
Gergek O0rnek analizi i¢in kullanilan prosediir asagida siralanmistir.

I.  1ml KIT igerisine 10ul su eklenerek referans hazirlanir (kérleme). Bu karisim 20dk
bekletildikten sonra spektroskopik olarak absorban 6lgtimii yapilir.
II.  10pl standart glikoz ¢ozeltisi 1ml KIT (RGT) igerisinde ¢oziiliir. Bu karisimin
500nm’deki absorban degeri okunur.
I1l.  Gergek ornekten Iml alinir ve 50ml saf su ile seyreltilir. Seyreltilmis gergek drnekten
10pl alinip 1ml KIT ile karistirtlir ve 500nm’deki absorban degeri okunur. Bu metotla
analit konsantrasyonunu hesaplamak i¢in asagida gosterilen esitlik kullanilir (Denklem

4.30). Burada x mM (mili molar) cinsinden glikoz konsantrasyonudur.

Gercek Ornek Absorban Degeri

= 5,55 4.38
* = Standart Glikoz Cozeltisinin Absorban Degeri * (4.38)

IV. Biyosensoriin kalibrasyon grafiginin formili y = mx + n seklinde c¢ikarilir.
Amperometrik biyosensoriin gercek Ornege verdigi sinyal okunur ve asagidaki

denklemden (denklem 4.31) faydalanilarak analit konsantrasyonuna ulasilir.

y—n

(4.39)

3

Burada x mM (mili molar) cinsinden glikoz konsantrasyonu, y akim farkini, n kayma miktarini

ve m grafigin egimini ifade eder.
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45 Taramali Elektron Mikroskobu

Elektronlarin numune yiizeyine yiiksek enerji sagmasiyla yiizeyin satir satir taranmasi
metodudur. Hazirlanan Kompozit filmlerin ve enzim immobilize edilmis filmlerin yiizey
morfolojisi taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak (JEOL JSM 7001F) karakterize

edilmistir.
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5 KITOSAN (CH) / N',N* - BiS (2,5 - DI (TiYOFEN-2-YL) - 1H -
PIROL-1-YL) TEREFTALAMID PM1) KOMPOZIT FIiLMIN
KARAKTERIZASYONU

Kitosan yeryliziinde en ¢ok bulunan, aktif gruplara sahip, miikemmel film olabilme yetenegi
gibi birgok ozellige sahip olan bir biyo-polimerdir. Iletken polimerler ise essiz optik ve
elektriksel ozellikleri, kolay islenebilir olmalar1 gibi sebeplerden dolay1 &zellikle son

yillarda bir¢ok arastirmanin konusu olmuslardir.

Yeni bir elektroaktif monomer olan, diger konjuge polimerlere gore daha diisiik oksidasyon
potansiyeline ve kolay kimyasal ve elektrokimyasal polimerizasyon 6zelliklerine sahip, 2,5-
dithienylpyrrole (SNS) tiirevi bir monomer olan M1 (Soganci vd., 2017) bu ¢alismada CH
ile kompozit yapilmak suretiyle kullanilmistir. CH-P(M1) kompoziti ITO ve grafit elektrot
yizeyinde hazirlanmistir. ITO yiizeyinde hazirlanan kompozitin elektrokimyasal ve
elektrokromik dzellikleri arastirilmustir. Grafit elektrot yiizeyinde ise bir GOx glikoz enzim

biyosensorii olusturulmustur ve biyosensor 6zellikleri incelenmistir.

51 CH-P(M1) Kompozitinin Elektrokimyasal Karakterizasyonu ve Elektrokromik
Ozellikleri

511 M1 Monomerinin CH ile Modifiye Edilmis Elektrot Uzerindeki
Elektropolimerizasyonu

Materyal ve metot bolimiinde anlatildigi gibi ITO kapli cam elektrot yiizeyi damlatma
metodu yardimiyla CH ile kaplanmistir. CH ile modifiye edilmis bu elektrotun yiizeyinde
elektroaktif M1 monomeri elektrokimyasal polimerlestirilmek suretiyle biriktirilmis ve

iletken biyo uyumlu bir kompozit malzeme elde edilmistir.

Elektrokimyasal ve elektrokromik galismalar 0,1 M LiCIO4/ACN igeren bir g¢alisma
hiicresinde yapilmistir. Bu elektrot yiizeyindeki M1 nin elektropolimerizasyonu ve olusan
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kompozitin elektroaktivitesi doniisiimlii voltametri (CV) teknigi ile arastirilmistir. Sekil
5.1(a)’da CH-P(M1)’ya ait CV calismas1 grafigi verilmistir. CV grafiginde ilk dongii
monomerin elektropolimerizasyonuna aittir ve buradaki pik monomerin oksidasyonunu
gostermektedir. Diger dongiilerde ise biri olusan iletken polimere digeri monomere ait olan
iki ylikseltgenme piki bulunmaktadir. Akim artisini izleyen ardisik dongiiler monomerin
ITO yiizeyine iyi bir bigimde yapistigin1 gosterir. -0,4 V ile 1,4 V potansiyel aralifinda
yapilan testlerde tersinmez monomer oksidasyon piki CH modifiyeli ITO yiizeyinde 0,34
mA/cm? olarak o&l¢iilmiistiir. Oksidasyon pikinin biiyiikliigii elektron yogunlugu ile
iligkilidir.

P(M1) i¢in monomerin baglangi¢ oksidasyon potansiyeli (onset potential) 0,6 V' (Soganci
vd., 2017) iken CH-P(M1)’nin 0,76 V’dir. Bu durum ITO yiizeyindeki ince CH filmin
iletken olmayan yapisindan kaynaklanmaktadir ve CH filmi elektroaktif monomerin
polimerlesmesini zorlastirarak baglangic oksidasyon potansiyelinin yiikselmesine sebep
olmustur. Ancak buna ragmen monomerin polimerizasyonu ger¢eklesmis ve elektrot
yiizeyinde elektrokimyasal yolla iletken polimer biriktirilerek istenen kompozit malzeme

elde edilmistir.

MZ2L’nin elektropolimerizasyonu ITO kapli cam elektrot yiizeyinde TBP6/DCM destek
elektrolit/¢oziicii sisteminde gergeklestirilirken (Soganci vd., 2017) CH ile modifiye edilmis
ITO elektrotu kullanildiginda elektropolimerizasyon LiCIO4/ACN igeren hiicrede
gerceklestirilmistir. CH ile modifiye edilmis elektrot ile yapilan ¢alismalar TBP6/DCM

ortaminda basarisizlikla sonuglanmistir.
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Sekil 5.1 CH modifiyeli ITO kapli cam elektrot iizerinde 0,05 M M1 i¢in 250mV/s tarama hizinda 0,1M
LiClIO4#/ACN destek elektrolit ¢oziicii sistemi i¢in doniisiimlii voltamogramlar

5.1.2  CH-P(M1)’nin Elektrokimyasal Ozellikleri

CH-P(M1)’nin farkli tarama hizlarinda dontisiimlii voltametri teknigi ile elektrokimyasal
Ozelliklerini arastirilmistir. Bunun i¢in oncelikle M1 1,4 V sabit potansiyelde 0,1 M
LICIO4#/ACN ¢ozeltisinde CH ile kaplanmis ITO yiizeyinde elektrokimyasal yolla
polimerlestirilmstir. Ardindan monomer igcermeyen LiCIO4/ACN elektrolit ¢oziicii ¢ifti

ortaminda ¢esitli tarama hizlarinda doniisiimlii voltametri testleri yapilmistir.

Sekil 5.2 (a)’da CH-P(M1) kompozitinin farkli tarama hizlarindaki doniisimli
voltamogramlar1 ve Sekil 5.2(b)’de ise Sekil 5.2(a)’ dan elde edilen veriler 1s181inda anodik
ve katodik pik potansiyellerinde tarama hizinin akim yogunluguna goére degisimleri
gosterilmistir. Randless-Sevcik esitligine dayanilarak dontisimlii  voltametride bir
polimerlesme prosesinin difiizyona bagliligi tespit edilir. Elektrokimyasal deneylerde tarama
hizi akim yogunlugu ile orantili ise bu proses diflizyondan bagimsizdir. Ipa/lpc = 1 olmasi
akim yogunlugu ve tarama hizi arasinda dogrusal bir orant1 olduguna ve prosesin difiizyon
ile kontrol edilmedigine isaret eder. Buna gore CH-P(M1) i¢in akim yogunlugu ve tarama
hizi arasinda dogru orantili bir iliski s6z konusudur, polimerizasyon islemi difiizyon
kontrollii degildir ve olusan polimer ylizeye stabil bir bigimde tutunmustur. Ayrica Ipa = Ipc
olmasi elektrokimyasal davranislarin yari tersinir oldugunu ve {iiretilen polimerin kimyasal

olarak tersinir oldugunu ispatlar (Ayranci, Soganci, vd., 2015) .
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Sekil 5.2 CH-P(M1) igin (a) farkli tarama hizlarinda doniisiimlii voltametri, (b) Katodik ve anodik pik
potansiyellerinin akima gore degisimi, monomersiz 0,1 M LiClO4/ACN ortaminda

Baslangi¢ oksidasyon potansiyelinden faydalanilarak kompozit filmin HOMO ve LUMO
degerleri sirasiyla 5,51 eV ve -3,49 eV olarak hesaplanmistir.

513 CH-P(M1)’nin Kararhhg

Elektrot ylizeyinde iletken polimerin uzun siire redoks aktiviteye maruz kaldiginda optik ve
elektriksel ozelliklerinde kayiplarin olmamasi beklenir. Iletken polimerin optik ve
elektriksel Ozelliklerindeki kayiplarin baslica nedeni siirekli uygulanan potansiyel
farklarindan ve gevresel faktorlerdenredoks aktif merkezlerdeki (polaron ve bipolaron)
kusurlar veya bozulmalardir. CV iletken polimerlerin uzun vadeli kararliligim
yorumlayabilmek ve saptayabilmek i¢in olduk¢a Onemli ve pratik bir tekniktir. CV
calismalar1 atmosferik sartlar altinda, oda sicakliginda, 250 mV/s tarama hizinda ve -0,4 VV
ile 1,4 V potansiyel araliginda 500 dongli yapilarak gerceklestirilmistir. Sekil 5.3’te
gosterildigi gibi 500 dongii sonunda % 6’lik bir degisim gosteren CH-P(M1) kompozit

malzemesi kararli bir yapiya sahiptir.
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Sekil 5.3 CH-P(M1) i¢in 250mV/s tarama hizinda monomersiz 0,1 M LiCIO4#/ACN ortaminda 1. ve 500.
doniisiimli voltamogramlar

5.1.4 CH-p(M1) Kompoziti I¢in Yiik Yogunlugu

Bir, iki ya da ii¢ boyutlu bir uzayin birim hacmi basina elektrik yiikiiniin 6l¢iilmesine yiik
yogunlugu (Current Density - CD) denir. Elektrokimyada ise yiizey alani basina iki durum
arasinda (katkilanmis ya da katkilanmamis) iyon aktarimi igin gerekli elektrik yiikiiniin bir

miktarma yiik yogunlugu denir (Ayranci vd., 2017)

CH ile modifiye edilmis ITO cam elektrotun yiizeyinde sentezlenen P(M1)’nin yiik
yogunlugunu arastirmak amaciyla monomersiz 0,1 M LiCIO4/ACN destek elektrolit-¢coziicii
iceren ¢alisma hiicresinde 250 mV/s tarama hizinda test yapilmistir. CH-P(M1)’nin yiik
yogunlugu CV grafiginin yiikseltgenme egrisinin altinda kalan alanin integrali vasitasiyla
belirlenmistir. Sekil 5.4’de CH-P(M1)’nin yik yogunlugu gosterilmistir ve 1,79

mC/cm? dir.
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Sekil 5.4 CH-P(M1) i¢in 500 mV/s tarama hizinda 0,1 M LiClIO4/ACN ortaminda yiik yogunlugunu
gostermek i¢in alinmig doniisiimlii voltamogram

Tablo 5.1°de ilgili literatiire dayanilarak P(M1) i¢in ve deneyler sonucunda elde edilen
verilere gore CH-P(M1) igin Eonsetox, Stabilite ve yiik yogunlugu (CD) degerleri 6zetle ve
karsilastirilmali olarak verilmistir. Kompozit igin baslangi¢ oksidasyon potansiyeli sadece
iletken polimere gore daha biiyiiktiir. Ayrica kompozitin P(M1)’ya gore daha stabil oldugu

tespit edilmis ve buna karsin yiik yogunlugunun azaldig: belirlenmistir.

Tablo 5.1 P(M1) ve CH-P(M1) igin Eonsetox, Stabilite ve CD degerleri

Malzeme Eonset,ox(V) Stabilite (%) CD (mC/cm?)
P(M1)? 0,6 79 2,17
CH-P(M1) 0,76 94 1,79

4(Soganci, 2017)

5.1.5  CH-p(M1)’nmin Spektroelektrokimyasal Ozellikleri

Uygulanan voltaj degisimine bagli olarak konjuge polimerlerin optik ve elektrokimyasal
ozelliklerini  arastirmak  i¢in  Spektroelektrokimya  teknigi  kullanilmaktadir.
Spektroelektrokimya teknigi ile sentezlenen polimerin uygulanan potansiyeldeki optik
ozelikleri ve elektronik gecisleri gibi hususlari aragtirmak miimkiindiir. Bu ¢aligsmalar daha
once ITO ylizeyinde sentezlenen polimerin belirli potansiyellerde monomer igermeyen

destek elektrolit ¢dziicli ortaminda spektrumunun alinmasiyla gergeklestirilmistir.
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CH ile modifiye edilmis ITO elektrotu yiizeyi 30 sn boyunca 1,4 V ‘da 0,2 M M1 igeren
LICLO4/ACN hiicresinde P(M1) ile kaplanmistir. Ardindan monomer igermeyen
elektrolit/¢oziicli ortaminda 250 mV/s tarama hizinda -0,5 V ile 1,2 V potansiyelleri arasinda
CH-P(M1)’nin UV spektrumlari test edilmistir. Uygulanan her potansiyel i¢in dalga boyuna
karsilik absorbans degisimi grafik ile gosterilmistir (Sekil 5.5).
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o))
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N »

o
o
1
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Sekil 5.5 Uygulanan farkli potansiyellerde, 0,1 M LiCIO4/ACN ortaminda CH-P(M1) kompoziti i¢in UV-vis
spektrumlari

Genel olarak valans bandindan iletim bandina elektron gegisini ifade eden UV bolgesindeki
absorpsiyon spektrumu P(M1) (Soganci vd., 2017) ve CH-P(M1) (Sekil 5.5) i¢in benzerdir
ve P(M1)’nin karakteristik Ozelliklerini tasimaktadir. HOMO-LUMO enerji seviyeleri
arasindaki optik bant boslugu enerjisi olarak ifade edilen Eg, m—n* ge¢islerinin oldugu dalga
boyundaki baslangic (onset) enerji absorpsiyonundan faydalanilarak hesaplanmistir. m—m*
gegislerinin oldugu dalga boyu CH-P(M1) i¢in 427 nm olarak belirlenmis ve bunlara bagli
olarak optik bant bosluk enerjisi (Eg) CH-P(M1) i¢in 2,89 eV olarak belirlenmistir.
Uygulanan voltajin artmasiyla 900 nm de yiik tasiyicilarin biiylimesinden dolay1 yeni

absorpsiyon bandi (polaron-bipolaron gecisi) olusumu gergeklesmistir.

5.1.6  CH-P(M1) i¢in Kinetik Calismalar1

Elektrokimyasal uygulamalar i¢in polimerin gozle goriiliir belirginlikte renk degisimi ve
hizli tepki verme yetenegine sahip olmasi gerekir. Spektroelektrokimyasal testler sirasinda

elde edilen nétral durumda n-n* gecislerinin meydana geldigi dalga boyunda, art arda tam
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renkli ve renksiz durum arasindaki gegisler ve tekrarlanan dongiiler sirasindaki renksiz olma
/renklenme prosesini anlayabilmek i¢in kinetik g¢alismalar yapilmis ve CH-P(M1)’nin
elektrokromik tepki siiresi bu ¢aligsmalar vasitasiyla en yiiksek ve en diisiik gegis degerleri
yardimiyla tespit edilmistir. Kompozit malzemenin tepki siiresi (switching time) ve optik
kontrasti (AT %) en yiiksek dalga boyunda (Amax), monomersiz LiCIO4#/ACN ¢ozeltisi

icerisinde ve UV-vis spektrofotometresi ile yapilan testlerle belirlenmistir.

Kinetik ¢alismalar1 icin CH modifiyeli ITO elektrot ylizeyi 1,2 V’da P(M1) ile kaplanmis ve
monomer igermeyen ¢oziicii/destek elektrolit ortaminda 427 nm ve 900 nm’de 5’er sn
araliklarla -0,5 V (nétral durum) ile 1,2 V (ylikseltgenmis durum) arasinda degisen bir
potansiyel uygulanarak deneyler yapilmistir (Sekil 5.6). Buna gore CH-P(M1) igin 427
nm’deki optik kontrast1 25% ve tepki siiresi 2,8 s olarak tespit edilmistir. Ayrica 900 nm’deki

optik kontrasti ve tepki siiresi ise % 81 ve 1,6s olarak tespit edilmistir.

Tablo 5.2’de P(M1) ve CH-P(ML1) ile ilgili optik ve elektrokimyasal veriler verilmistir. Bu
veriler karsilastirildiginda kompozitin baslangi¢ oksidasyon potansiyelinin P(M1)’ya gore
yiiksek oldugu goriiliir. Maksimum dalga boylari ¢ok yakin olmasina karsin kompozitin bant
bosluk enerjisinin daha yiiksek oldugu gozlenmektedir. P(M1)’nin optik kontrasti kKompozite
gore daha iyidir ve tepki siiresi daha kisadir. Sonug olarak yalitkan 6zellige sahip CH iletken
polimerin onset potansiyelini ve bant boslugu enerjisini yiikseltirken olusan kompozit yapida
iletken polimerim konjuge ¢ift baglar arasinda olusan p-yiginlagmasini engelleyerek iyonik

gecirgenligini kolaylastirarak optik kontrast ve tepki zamanini iyi yonde gelistirmistir.
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Sekil 5.6 CH-P(M1) i¢in 0,1 M LiCIO4/ACN destek elektrolit ¢oziicii sisteminde, 427 ve 900 nm’de
Absorbans-Zaman grafikleri

Tablo 5.2 P(M1) ve CH-P(M1) i¢in optik ve elektrokimyasal veriler

- Optik
Eonset,ox Amax HOMO LUMO Zathk Tepki
Malzeme V) (nm) Ess?dgap) (eV) (V) (%AT)  Siiresi (5)
P(M1)* 0,6 850 226 431 2,05 90 25
CH-P(M1) 0,74 900 2,89 5,49 343 81 16

2 (Soganci, 2017)

5.1.7  Yiizey Karakterizasyonu

Hazirlanan kompozitin ITO kapli cam elektrot yiizeyinde analizini yapmak amaciyla SEM
kullanilmistir. Sekil 5.7 (a)’da hazirlanan diger yiizeyleri karsilagtirmali olarak karakterize
edebilmek icin yiizeyi herhangi bir malzeme ile kaplanmamis ITO kapli cam elektrot

kullanilmistir. Bog ITO yiizeyi homojen ve diiz bir goriiniime sahiptir. (Sekil 5.7 (b)). CH
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modifiyeli elektrot yiizeyi sadece 5000 biiyiitmeye kadar goriintiilenebilmistir ve daha

detayl1 goriintiileme bir biyopolimer olan kitosanin bozulmasi sebebiyle miimkiin degildir.

Sekil 5.7 a) 5000 kez biiyiitiilmiis bos ITO cam elektrot b) 5000 kez biiyiitiilmiis 15 pl CH ile modifiye
edilmis ITO cam elektrot icin SEM fotograflari

ITO elektrot yiizeyinin 0,1 M LiCIO4#/ACN ortaminda, sabit 1,2 V potansiyelde 30 sn
boyunca M1’nin elektropolimerizasyonu sonucunda kaplanmasinin ardindan SEM ile
karakterizasyonu yapilmistir. Sekil 5.8 (a) ve (b)’de P(M1) kapli ITO elektrot yiizeyinin
sirastyla 5000 kez biiyiitme ile alinmis SEM fotograflart goriilmektedir. Iletken polimer
kapl elektrot yiizeyinin bos elektrottan ve CH modifiyeli elektrottan oldukc¢a farkli oldugu
goriilmektedir. P(M1) kapli elektrot yiizeyinde kabarcik seklinde taneler goriilmektedir yani

P(M1) piirtizlii ve tanecikli bir goriiniime sahiptir.

Sekil 5.8 Elektrokimyasal olarak P(M1) ile kaplanmis ITO elektrot yiizeyi igin (a) 5000 kez biiyiitiilmiis, (b)
40000 kez biiyiitiilmiis SEM fotograflar
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CH-P(M1)’y1 ITO elektrot yiizeyinde karakterize etmek i¢in CH ile modifiye edilmis ITO
elektrotu 0,1 M LiCIO4/ACN ortaminda, sabit 1,2 V potansiyelde ve 30 sn boyunca M1
monomerinin elektropolimerizasyonu ile kaplanmistir. Hazirlanan bu elektrotun Sekil 5.9
(@) ve (b)’de sirasiyla 5000 kez ve 40000 kez biiyiitme ile alinmig SEM fotograflari
gosterilmigtir. CH-P(M1) ile kaplanmis elektrot yilizeyinin sadece P(M1) ile kaplanmis
elektrot ylizeyi ile benzer oldugu goriilmektedir. Ancak kompozit kapli elektrot yiizeyinin
daha diiz ve taneciklerin daha homojen oldugu goriilmektedir. Yiizey goriintiilerinin benzer
olmas1 CH katmanin PM1 katmaninin ITO elektrodu arasinda baglayici modifiye yiizey
olusturarak ve PM1 icin plastiklestirici etki yaparak stabilitesini arttirirken yiizey
ozelliklerinde ¢ok biiyiik bir farkliliga neden olmamaktadir. Yiizey 6zelliklerindeki ¢ok az
degisiklik bile SEM fotograflar1 yiizeyde kompozit olusumunu kanitlamaktadir.

Sekil 5.9 CH-P(M1) ile kaplanmig ITO elektrot yiizeyi igin (a) 5000 kez biiyiitiilmiis, (b) 40000 kez
biiyiitiilmiis SEM fotograflar

5.2 CH-P(M1) Kompozit Filminin Biyosensér Ozellikleri

Biyomolekiil temelli deteksiyon teknolojileri gida/igecek endiistrileri, hastaliklarin teshisi,
biyoproseslerin goriintiilenmesi ve ¢evresel Kirliliklerin taranmasi gibi ¢esitli uygulamalar
icin dikkat ¢eken bir potansiyele sahip olduklarindan bir¢ok giincel arastirmanin odak
noktas1 haline gelmistir (David vd., 2018) (Li, Hu, Li, & Yao, 2017). Biyomolekiil
immobilizasyonu i¢in doniistiiriicli yiizeyinin modifikasyonu ve farkli gereksinimler i¢in
biyosensoriin stabilitesini arttirmak biyosensor ¢alismalarinin temel noktasidir. Kitosan gibi
dogal polimerler, sol-jel metodu ve iletken polimerler gibi farkl stratejiler immobilizasyon

platformu olusturmak i¢in kullanilirlar (Dervisevic vd., 2017) . Kitosan sahip oldugu aktif
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gruplar, iyi film olusturma &zelligi ve biyouyumlulugu gibi {istiin 6zellikleri sebebiyle
biyosensor i¢in immobilizasyon platformu olusturmak igin en ¢ok kullanilan malzemedir.
Bunun yaninda iletken polimerlerin (elektrokimyasal polimerizasyon ile) homojen film
olusturabilme 6zellikleri, stabil olmalari, biyouyumlu olmalari, kolay tiretilebilir olmalar1 ve
etkin elektron transfer yetenekleri sebebiyle biyosensor tasariminda yaygin bir bigimde
kullanilmaktadirlar. Bu tezin ilk kisminda N,N*-bis (2,5-di (tiyofen-2-yl) -1H-pirol-1-yl)
tereftalamid p(M1) elektroaktif monomerin kitosan ile kompoziti yapilarak glikoz igin
biyosensér immobilizasyon platformu olusturulmustur. Kitosan ve iletken polimer
kullanilarak biyomolekiil (enzim) ve polimer immobilizasyon platformu arasinda olusacak
giiclii baglar vasitasiyla kararli ve stabil bir biyolojik tanilama platformu olusturmak
amaglanmistir. Tezin en 6nemli ¢iktilarindan birisi ¢cok kolay bir yontemle kitosan/iletken
polimer kompozitinin hazirlanarak iletken polimerlerin optik ve elektriksel 6zelliklerinin

yaninda stabilitesinin 6nemli dl¢lide arttirilmasidir.

Sekil 5.10°da CH-P(M1) kompoziti ile grafit ¢alisma elektrotu yiizeyinde olusturulan glikoz
oksidaz enzim immobilizasyon platformunun asamalar1 gosterilmistir. ~ Grafit elektrot
yiizeyi enzimi yiizeye tutuklayabilmek i¢in aktif NH2 gruplarina sahip biyo uyumlu bir biyo
polimer olan kitosan ile kaplanmistir. Elektron aligverisini kolaylastirmak, sensdrden elde
edilecek sinyal giiclinii arttirmak ve sensoriin daha stabil olmasini saglamak amaciyla yilizey
iletken polimer P(M1) ile elektrokimyasal yolla kaplanmigtir. P(M1) iletken olmasinin
yaninda NH> gruplarma sahiptir. Yani P(M1) elektrot yiizeyindeki elektron transferini

kolaylastirmanin yaninda immobilizasyon isleminde de gorev almaktadir.
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Sekil 5.10 Biyosensor elektrotunun tiretimi

M1 monomeri elektrokimyasal olarak CH ile modifiye edilmis grafit elektrot yiizeyinde
polimerlestirilmistir. Bu islem 0,05 M M1 ve 0,1 M LiCIO4/ACN igeren bir hiicrede grafit



elektrot ylizeyi 30 s boyunca sabit 1,4 V potansiyel ile elektrokimyasal olarak kaplanarak
gerceklestirilmistir.

Biyosensoriin ¢alisma prensibi ortamda glikoz bulundugu durumda enzimin katalitik
aktivitesine bagli olarak tiiketilen oksijen miktarinin hesaplanmasina dayanir. Enzimin
yiizeye kovalent olarak baglanmasi icin iki fonksiyonlu ¢apraz baglayici glutaraldehit
kullanilmistir. Glutaraldehit enzim ve CH-P(M1)’nin amin gruplari arasinda kovalent

baglanmanin gerceklemesi i¢in ¢apraz baglayici gorevi gortir.

52.1 CH-P(M1)-GOx Glikoz Biyosensorii icin Optimizasyon

Dogru pH degerinde ¢alismak biyosensoriin enzim aktivitesini veya hazirlanan ylizeye
biyosensoriin cevabini izlemek i¢in oldukg¢a 6nemlidir. Biyosensor fabrikasyonunda pozitif
veya negatif yiiklii gruplari igeren immobilizasyon matrisinin durumu kullanilacak tampon
¢ozeltinin pH'na etki eder. Bu nedenle biyosensor ¢alismalarinda kullanilacak tampon
¢ozeltinin optimum pH degerinin hazirlanan biyosensore 6zgiin olarak tespit edilmesi
oldukg¢a 6nemlidir. Buna bagli olarak CH-p(M1) glikoz biyosensoriiniin ¢aligma kosullarini
belirlemek amaciyla pH optimizasyonu yapilmistir. Boylece hazirlanan biyosensor igin en
uygun pH degeri tespit edilmistir yapilan diger testlerde bu pH degerine sahip tampon
cozeltide gergeklestirilmistir.

pH degeri 4 ve 7,5 arasinda degisen 8 tampon ¢ozelti hazirlanmigtir. Hazirlanan bu tampon
¢Ozelti ortaminda biyosensor cevaplar karsilastirilmistir. Bu amagla 10 ml tampon ¢6zelti
iceren 3 elektrotlu amperometrik test hiicresi hazirlanmis ve akim stabil olana kadar
beklenmistir. Kararli bir akim elde edildiginde ortama 25 ul 0,1 M’lik glikoz ¢ozeltisinden
eklenmis ve elde edilen akim farki kaydedilmistir. Cesitli pH degerleri i¢in biyosensdriin
nispi cevabi Sekil 5.11°de gosterilmistir. Maksimum cevap pH 5 degerinde elde edilmistir.
Biyosensor fabrikasyonunda kullanilan negatif veya pozitif yiikli gruplar igeren
immobilizasyon matrisi ¢alisma hiicresinde kullanilacak olan tampon ¢dzeltinin pH degeri
onemli Ol¢lide sensor cevaplarina etki edebilmektedir. Dolayisiyla optimum pH degeri

biyosensor fabrikasyonunda kritik bir yere sahiptir.
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Sekil 5.11 CH-P(M1) biyosensorii tizerinde pH etkisi (0,1 M sodyum fosfat tamponu igerisinde, -0,7V)

Elektrot yiizeyi 10 pl CH ile modifiye edildikten sonra 1,4 V sabit potansiyelde, pH 5 de 10
s, 20 s, 30 s, 40 s siireyle elektrokimyasal olarak P(M1) ile kaplanarak hazirlanan sensor
elektrotunun cevabi arastirilmistir (Tablo 5.3). 30 saniyenin altinda ve iistiinde yapilan
elektrokimyasal polimerizasyon islemleri ile tiretilen elektrotlarin cevabinin diisiik oldugu
gbzlenmistir. En yiiksek sensor cevabi ise 30 s siireyle P(M1) ile kaplanmis elektrottan elde
edilmistir. Elektrot yilizeyi diisiik siirelerde kaplandiginda yani ylizeyde daha ince bir iletken
polimer tabakasi olusturuldugunda yiizeyde elektron iletimini saglayacak yeterli iletken
polimer bulunmamasindan ve elektrot yiizeyindeki fonksiyonel gruplarin azalmasindan
dolay1 sensor cevabi da diisiik olabilir. Bunun yaninda elektrot ylizeyinde ¢ok fazla iletken
polimer biriktirildiginde ve nispeten daha kalin bir iletken polimer tabakasi
olusturuldugunda yiizeyde bir difiizyon bariyeri olusmasindan kaynaklanan bu daha diisiik
yiik tasima orani sensdr cevabinin diisiik olmasina sebep olabilmektedir. Ozetle bu deneyde
P(M1)’nin film kalinlig1 polimerlesme siiresi ile kontrol edilerek en yiiksek sensér cevabinin

alindig: film kalinlig1 optimize edilmistir. Sonuclar Tablo 5.3’de 6zetlenmistir.

Tablo 5.3 1,4 V sabit potansiyelde elektropolimerizasyon siiresinin biyosensor cevabina etkisi

Polimerizasyon Siiresi (S) Sensor Cevabi Standart Sapma
10 16,12 0,7502
20 21,9 0,52915
30 30,8 0,45826
40 16,4 0,60696
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52.2 CH-P(M1)-GOx Glikoz Biyosensorii icin Kalibrasyon Calismalari

Biyosensor cevabinin glikoz konsantrasyonuna bagliligini arastirmak amaciyla pH 5°te 0,1
M sodyum fosfat tampon ¢06zeltisi igerisinde sabit -0,7 V potansiyelde farkli
konsantrasyonlardaki  glikoz = c¢ozeltileri ile testler gerceklestirilmistir.  Glikoz
konsantrasyonuna bagli olarak elde edilen akim degerleri kalibrasyon grafiginde (Sekil 5.12)
gosterilmistir. 1 mM'dan 300 mM'a kadar olan glikoz konsantrasyonlar1 i¢in sensoriin
verdigi cevap (akim farki (mA)) degerleri tespit edilmistir. 25 mM' kadar olan glikoz
konsantrasyonlarinda akim farki siirekli artarken 25 mM'dan sonra akim farki yaklasik

olarak sabit kalmstir.
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Sekil 5.12 CH-P(M1) enzim elektrotu i¢in kalibrasyon grafigi (0,1 M sodyum fosfat ¢6zeltisinde, pH 5,0, -
0,7V). Hata ¢ubuklar1 ii¢ 6l¢iim sonucunda elde edilen standart sapmay1 gosterir.

Sekil 5.13 ortama 25 mM glikoz eklendikten sonra zamana bagl olarak akim degisimini
gostermektedir. CH-P(M1) biyosensorii igin amperometrik biitiin deneyler 0,1 M sodyum
fosfat ¢ozeltisinde, Ph 5°de ve -0,7 V sabit potansiyelde gerceklestirilmis ve buradan elde

edilen veriler yorumlanmastir.
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Sekil 5.13 Caligma hiicresine 25 mM glikoz eklendikten sonra akimin zamana bagli olarak degisimi (0,1 M
sodyum fosfat ¢ozeltisinde, Ph 5, -0,7 V)

CH-P(M1) biyosensorii i¢in lineerlik limiti 10 mM’dir ve lineerlik 1 mM ve 10 mM
arasindadir elde edilmistir (Sekil 5.14). Biyosensor cevabi (y) ve analit konsantrasyonu (x)

arasindaki lineer kalibrasyon grafigine ait esitlik y = 2,017x + 5,287 seklindedir.
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Sekil 5.14 CH-P(M1) biyosensorii i¢in lineer kalibrasyon grafigi (0,1 M sodyum fosfat ¢6zeltisinde, pH 5,0, -
0,7V).

Ticari amagh kandaki seker tespiti amaciyla kullanimda lineerlik sinir1 viicuttaki glikoz
konsantrasyonu olan 15 mM' dir (Harper, 2005). Bunun yaninda literatiirdeki diger
caligmalarla kiyaslandiginda CH-P(M1) biyosensoriiniin lineerlik sinir1 oldukga iyidir.
Ayrica artan glikoz miktarma karsi CH-P(M1) nin verdigi lineer siirekli hal cevabi etkili bir

glikoz oksidasyonu meydana geldigini gostermektedir. CH-P(M1) biyosensorii lineerlik
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siirt 15 mM"1n altinda oldugu igin pratik canli i¢i (in vivo) kullanim i¢in yeterince uygun

degildir.

Gozlenebilme sinir1 (LOD) farkli biyosensorleri karsilastirmak icin iyi bir metottur. Onceki
boliimde anlatildigi gibi CH-P(M1) lineer kalibrasyon grafiginden (Sekil 5.14)
faydalanilarak LOD degeri 0,48 mM olarak belirlenmistir.

Glikozun oksidasyonu sonucu meydana gelen reaksiyon GOx enziminin katalizorliigi
esliginde gerceklesmektedir. Reaksiyonun kinetigi hakkinda yorum yapabilmek icin
Michaelis-Menten sabiti Km degeri Lineweaver—Burke grafigi (Sekil 5.15) yardimi ile 4,83
mM olarak tespit edilmistir. Ky degerinin kiigiik olmasi GOx enzimi tarafindan glikozun

daha 1yi okside oldugunu ve reaksiyonun hizinin iyi oldugunu gosterir.
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Sekil 5.15 CH-P(M1) enzim elektrotu i¢in Lineweaver—Burke grafigi

52.3 CH-P(M1)-GOx Glikoz Biyosensorii ile Doniisiimlii Voltametri Calismalar:

Dontisiimlii voltametri teknigi sensor elektrotunun tabakalarinin birlesmesini ve glikozun
GOx enzimi tarafindan oksidasyonunu takip etmek amaciyla kullanilmistir. CV testleri
elektrot calisma 0,1M sodyum fosfat iceren pH"1 5 olan calisma hiicresinde 5 dk
bekletildikten sonra dnce glikozsuz ortamda yapilmistir. Ardindan galigma hiicresine 25 mM
glikoz enjekte edilip ve 1dk karistirildiktan sonra CV testleri yapilmistir. Biitiin testler grafit
calisma elektrotu ile 0,025 V/s tarama hizinda, sodyum fosfat tamponu igerisinde, pH 5’te
gerceklestirilmistir. CV ¢alismalari -0,4 V ile 1,4 V araliginda gerceklestirilmistir.
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Sekil 5.16 (a) ve (b)‘de CH-P(M1) ¢alisma elektrotu ile Ag*/AgCl referans elektrotuna karsi
calisma hiicresine glikoz eklenmeden ve eklenerek yapilan doniisimlii voltametri
caligmalar1 gosterilmistir. CV grafiginde ¢alisma hiicresine glikoz eklenmeden once ikinci
dongiiniin diisme egilimi gosterdigi goriilmektedir (Sekil 5.16 (a)). Ancak ortama glikoz
eklendikten sonra bu diisiis olmamis ve her iki dongii sabit kalmistir (Sekil 5.16 (b)). Sekil
5.16 (c) ve (d)’de ise CH-P(M1)-GOx-GAL ¢alisma elektrotu i¢in CV galismalar1 glikozlu
ve glikozsuz ¢alisma ortaminda gergeklestirilmistir. Burada ikinci dongiide diger glikozsuz
CV galismasina nazaran daha giiglii bir diisiis meydana gelmistir (Sekil 5.16 (c)). Ancak
ortama glikoz eklenerek yapilan CV calismalarinda bu diisiis gozlenmemis ve iki dongii
hemen hemen sabit kalmistir (Sekil 5.16 (d)). Glikoz eklendigi ortamda ikinci dongiide
diislisiin ya hi¢ olmamas1 ya da ¢ok az olmasi glikozun destek elektrolit gibi davraniyor
olmasindan kaynaklanabilir. Ayrica Sekil 5.16 ‘da (a) ve (c) grafikleri kiyaslandiginda enzim
immobilize edilmis elektrotun diger elektrotun yaklasik iki kat1 bir akim degerine ulagtig
goriilmektedir. Sekil 5.16 (b) ve (d) grafikleri kiyaslandiginda ise ortama glikoz
eklendiginde genel olarak her iki elektrot igin bir akim diisiisiiniin meydana geldigi ancak
ilk dongiiyii izleyen ikinci dongiliniin yaklasik olarak aymi kaldigi ve degismedigi

gozlenmistir.
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Sekil 5.16 Grafit elektrot yiizeyine (a) CH-P(M1) ile kaplanip glikoz eklenmeden, (b) CH-P(M1) ile
kaplanip ¢alisma hiicresine 25 mM glikoz eklenerek, (¢) CH-P(M1-GOx-GAL ile kaplanip glikoz
eklenmeden, (d) CH-P(M1)-GOx-GAL ile kaplanip ¢aligma hiicresine 25 mM glikoz eklenerek yapilan CV
¢aligmalar1 (0,1M sodyum fosfat i¢erisinde, pH 5, tarama hizi 0,025 V/s, Ag/AgCl referans elektrotuna karsi,
-0,4 V ve 1,4 V araliginda)

-0,4 ve 1,4 V potansiyel araliginda enzim immobilize edilmis ve edilmemis c¢alisma
elektrotlarinin glikoza verdikleri tepki arastirilmistir. CV testler pH'1 5 olan 0,1 M sodyum
fosfat tampon ¢ozeltisi iceren hiicrede Ag'/AgCl referans elektrotuna karsi
gerceklestirilmistir. Sekil 5.17 (a)’da ve (b)’de sirasiyla CH-P(M1) calisma elektrotu ile
glikozsuz ve 25 mM glikoz igeren ¢alisma hiicresinde CV ¢alismalari yapilmigtir. CH-P(M1)
glikoz bulunmayan ortamda 0,2 mA akim degerine ulasirken glikoz enjekte edildikten sonra
ancak 0,15 mA akim degerine ulasabilmistir. Calisma elektrotuna enzim immobilize
edildikten sonra ¢aligma hiicresinde glikoz bulunmadan ve 25 mM glikoz enjekte edilerek
CV calismalar gergeklestirilmistir (Sekil 5.17 (c) ve (d)). Enzim elektrotu ile yapilan CV
testlerinde hiicrede glikoz bulunmadiginda ve 25 mM glikoz bulundugunda sirastyla 0,51 ve
0,36 mA akim degerlerine ulagsmistir. Hem enzim elektrotu ile hem de enzim immobilize
edilmemis elektrot ile yapilan ¢alismalarda ortama glikoz eklendiginde akim degerlerinin

diistiigii gozlenmistir. Ayrica enzim elektrotunun enzim bulunmayan elektrota gore daha
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yiikksek akim degerine ulastigi gézlenmistir. Bunun yani sira ortama glikoz eklendiginde

meydana gelen akim diisiisii enzim elektrotu i¢in daha fazladir.
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Sekil 5.17 Grafit elektrot yiizeyine (a) CH-P(M1) ile kaplanip, (b) CH-P(M1-GOx-GAL ile kaplanip
caligma hiicresine glikoz eklenmeden ve 25 mM glikoz eklenerek yapilan CV ¢alismalari (0,1M sodyum
fosfat icerisinde, pH 5, tarama hiz1 0,025 V/s, Ag/AgCl referans elektrotuna karst)

5.2.4

CH-P(M1)-GOx Glikoz Biyosensoriine Girisimci EtKisi

Biyosensoriin segiciligi ortama eklenecek girisimci maddelere karsi sensoriin cevabi

arastirilarak yapilmistir. Biyosensor ¢alisma hiicresine glikoz olmadan ve glikoz ile birlikte

etanol enjekte edilmis ve sensoOriin verdigi cevap incelenmistir. Sekil 5.18’de calisma

hiicresine ayn1 anda 0,1 M’lik etanol ¢6zeltisinden 5 mM glikoz ¢ozeltisinden esit miktarda

(5 ul) (a egrisi) ve sadece etanol (0,1M ve 5 mM) (b egrisi) enjekte edildiginde CH-P(M1)

glikoz enzim sensdriiniin verdigi cevap gosterilmistir. Grafikte de gosterildigi gibi ortamda

etanol bulundugunda ve bulunmadiginda sensor cevabi degismemistir. Yani etanoliin CH-

P(M1) glikoz biyosensorii lizerinde girisimci etkisi yoktur.
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Sekil 5.18 CH-P(M1)-GOx glikoz biyosensoriine ortamdaki girisimei etkisi (pH 5, 0,1 M sodyum fosfat
tamponunda)

Yapilan testlerin dogrulugunu ve tekrarlanabilirligini belirlemek amaciyla girisimci testi
ayni satlar altinda 3 kez tekrarlanmistir. Glikoz ve etanol birlikte enjekte edildiginde
sensoriin cevabr 15,45 mA + 0,52 ‘dir (ii¢ tekrar i¢in) ve bu daha 6nce ayni sartlarda
biyosensoriin sadece glikoz i¢in verdigi cevap ile aymidir. Yani biyosensoriin etanol

varliginda bile glikoza karsi seciciligi oldukea iyidir.
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Sekil 5.19 CH-P(M1)-GOx glikoz biyosensoriiniin etanol + glikoz enjeksiyonuna verdigi cevap (3 tekrar, pH
5, 0,1 M sodyum fosfat tamponunda)
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52,5 CH-P(M1)-GOx Glikoz Biyosensorii ile Ger¢ek Orneklerde Glikoz Tayini

CH-P(M1)-GOx glikoz biyosensorii ile {i¢ farkli ticari igecekteki glikoz miktar1 basarili
olarak tayin edilmistir. Elde edilen sonuclar spektrofotometrik yontemle elde edilen
sonuglarla karsilagtirilmistir (Tablo 5.4). Testler pH 5’de sodyum fosfat tamponu igerisinde
yapilmistir. Spektrofotometrik testler ile elde edilen sonuglar CH-P(M1)-GOx glikoz
biyosensorii kullanilarak elde edilen sonuglar ile iyi bir bigimde uyusmaktadir ve bu
hazirlanan biyosensoriin pratikteki glikoz tayini uygulamalari i¢in potansiyelinin oldukg¢a iyi

oldugunu gostermektedir.

Tablo 5.4 CH-p(M1) biyosensorii kullanarak ve spektrofotometrik yontemi kullanarak igecekler igerisindeki
toplam glikoz miktarinin saptanmasi sonuglari

Numune Glikoz(mM)”
CH-p(M1) Spektrofotometrik Benzerlik %
Kola 4,98 + 0,08 5,05 £ 0,007 101
Meyve suyu 6,13+0,16 5,92 + 0,002 97
Gazoz 2,56+0,12 2,66+ 0,001 104

“Sonuglar en az ii¢ testin ortalamasidir + standart sapmadir.

52.6 CH-P(M1)-GOx Biyoelektrotunun Stabilitesi

Hazirlanan CH-P(M1)-GOx biyoelektrotu ile elde edilen sonuglarin tekrarlanabilir olup
olmadigini arastirmak i¢in oncelikle ayn1 elektrot ile 0,1 M sodyum fosfat tamponu iceren
ve pH'1 5 olan hiicrede 16 test yapilmistir (Sekil 5.21 (a)). Biyosensoriin bu testler
sonuncunda verdigi cevabin ortalamasi 14,53 £+ 1,12 mA olmustur. Art arda yapilan bu
testlerde on birinci denemeden sonra cevaptaki sapmalarin arttig1 yani elektrotun yoruldugu
gozlenmistir. Ancak biyoelektrot c¢alisma tampon ¢ozeltisi igerisinde yarim saat
bekletildikten sonra cevaplar yine stabil olmustur. Bunun yaninda tek bir elektrot ile en az
50 test yapilabilmistir. Hazirlanan biyosensor elektrotunun tekrarlanabilirligini aragtirmak
i¢cin hazirlanan ii¢ elektrot ile ¢alisma hiicresine 5 mM glikoz eklenerek sensoriin cevabi
izlenmis ve yaklasik olarak her ii¢ elektrottan ayni cevaplar alinmistir (Sekil 5.21 (b)). Bu
sonuca gore ayni sartlarda hazrilanan CH-P(M1)-GOx enzim platformlarmin eklenen
glikoz’a kars1 ayn1 cevaplart verdigi yani tekrar kalibrasyona gerek duymayan oldukca

kararli ve stirekli enzim platformlarimin hazirlanabilecegini gostermistir. Literatiirde
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genellikle hazirlanan her elektrot i¢in farkli kalibrasyon hazirlanmasi gerektiginden CH-
P(M1)-GOx enzim platformlarnin ticari uygulamalar i¢in oldukga stabil sonuglar verdigi
goriilmektedir. Sonug olarak kitosan iceren P(M1) enzim platformundan olduga stabil ve
tekrarlanabilir sonuglar elde edilmistir. Bu enzim platformunun farkli enzim ve substratlar

icin stabil ve tekrarlanabilir sonuglar elde edilebilecegini gostermektedir.
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Sekil 5.20 CH-P(M1)-GOx i¢in (a) Biyoelektrotun art arda yapilan testlere verdigi cevap, (b)
Tekrarlanabilirlik (Caligsma hiicresine 5 mM glikoz enjekte edilerek, 0,1 M sodyum fosfat tampon ¢6zeltisi
icerisinde, pH 5’de)

Calismalarda kullanilan elektrotlardan biri ¢alisma tampon ¢ozeltisi igerisinde (pH 5,
sodyum fosfat tamponu) ve 4 °C ‘de saklanmis ve 2 hafta araliklarla test edilmistir (Sekil
5.21). Dokuzuncu hafta sonunda biyosensor elektrotunun hala ayni kararlilikta caligtig
gozlenmistir. Bu sonu¢ enzim platformunun raf émriiniin oldukga iyi oldugunu ve ticari

uygulamalar i¢in oldukga elverisli oldugunu gostemektedir.
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Sekil 5.21 CH-P(M1)-GOx i¢in Stabilite ¢aligmasi (5 mM glikoz enjekte edilerek, 0,1 M sodyum fosfat
tampon ¢ozeltisi igerisinde, pH 5°de)
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Tablo 5.5°de CH, P(M1) ve CH-P(M1) ile olusturulan GOx immobilizasyon platformlarinin
glikoza verdikleri cevaplar gosterilmistir. Yalniz CH’nin (24,76 mA) ve yalniz P(M1)’nin
verdigi cevabin (14,8 mA) toplami CH-P(M1)’nin verdigi cevaptan yiiksektir. Bu da
hazirlanan kompozit bilesenlerinin biyosensor uygulamalar1 i¢in sinerjik bir etki yaptigini
gostermektedir. Kompozit yapi icerisindeki kitosan iizerindeki amin gruplart ile enzimin
stabil bir sekilde immobilize edilmesini saglarken iletken polimer i¢in de plastiklestiri etki
ile iyon gecisini dolayisyla elektriksel Ozelliklerini arttirarak biyokimyasal rekasiyon

sonucundaki akim farkliliginin artmasina sebep olmaktadir.

Tablo 5.5 CH, P(M1) ve CH-P(M1) enzim immobilizasyon platformlari (n = test sayisi)

immobilizasyon Platformu Biyosensor Cevabi Standart Sapma

CH-GOx-GAL 24,76 + 6,77 (n=10)
P(M1)-GOx-GAL 14,8 +0,9 (n=4)
CH-P(M1)-GOx-GAL 30,7 +0,4 (n=10)

CH-GOx-GAL glikoz biyosensoriiniin 10 test sonucunda kararsiz bir bicimde cevap verdigi
ve bozuldugu gézlenmistir (Sekil 5.22). CH ile hazirlanan enzim elektrotunun stabilitesi
diisiiktiir ve ¢alismalar siirerken sensdr cevabn siirekli azalmustir ilk dl¢iim (39,33 mA) ile
son Olgiim (15,57 mA) arasinda %60°lik bir fark vardir. Buna gore iletken polimerler ile
yapilan kompozitlerin enzim immobilizasyonu i¢in daha elverisli oldugu ve iletken

polimerlerin biyoelektrotun stabilitesini arttirdig1 sdylenebilir.
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Sekil 5.22 CH-GOxX glikoz biyosensoriiniin art arda yapilan testlere verdigi cevaplar
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5.2.7  Grafit Elektrotu Yiizeyinde Morfolojik Arastirmalar

Hazirlanan biyoelektrotun morfolojik yapist her bir asama i¢in adim adim SEM ile
yapilmistir. Biyosensor ¢aligsmalarinda grafit elektrot kullanildigi igin ilk olarak grafit
elektrotun parlatilmis ve temizlenmis haldeki yapisi incelenmistir. Bos grafit elektrotun
taramali elektron mikroskobu ile goriintilenmis yiizeyi Sekil 5.23 (a) ve (b)’de

gosterilmistir.

3 = i S ¥ P A F i
1pm FiratUni 10/25/2016 1pm FiratUni 10/25/2016

—-—
X 5,000 1.50kv SEI SEM WD 10.4mm 11:04:14 X 20,000 1.50kv SEL SEM WD 10.4mm 11:02:49

Sekil 5.23 Bos grafit elektrot i¢in (a) 5000 kez biiyiitiilmiis, (b) 20000 kez biiyiitiilmiis SEM goriintiileri

Grafit iizerinde biyosensor katmanlar1 olusturmaya kitosan ile baslanmustir. Onceki boliimde
anlatilmis olan prosediire gore grafitin ylizeyi CH ile kaplanmig ve bu yiizeyi karakterize
etmek i¢in SEM fotograflari alinmstir. Sekil 5.24 (a)’da 5000 kez biiyiitiilmiis (b)’de 10000
kez biiyiitiilmiis ve (c)’de 10000 kez biiyiitiilmiis CH kapli elektrot yilizeyi goriilmektedir.
CH elektrot yiizeyini bir ortii gibi kaplamis ve piirtizsiiz ve diiz bir goriiniim kazandirmistir.
Her iki fotografta benzer yapi goriinmektedir. CH bir biyo malzemedir ve goriintii almak
icin gonderilen elektronlar yapisina arar vermektedir. Bu nedenle biiylitme orani arttik¢a
SEM ile goriintli alim1 zorlasmakta ve yiizeydeki CH gozle goriiniir bir bigimde bozunup
yanmaktadir. Bu neden en fazla grafit elektrotu iizerinde CH’nin 10000 biiyiitmeye kadar
olan goriintiileri alinabilmistir. Sekilde de goriilecegi gibi 10000 biiyiitmede yiizeyde

catlaklar ve bozulmalar olusmustur.
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— 1pm Firatuni = 2/1/2016
WD 10.0mm 1:55:42 X 10,000 5.0kv SEI  SEM WD 10.0mm 1:55:03

Sekil 5.24 CH ile kaplanmis Grafit elektrotu igin (a) 5000 kez biiyiitiilmiis, (b) 10000 kez biiyiitiilmiis SEM
goriintiileri
Biyoelektrot hazirlanmadan Once sadece P(M1)’'nin grafit elektrotu yiizeyindeki
morfolojisini karakterize etmek i¢in ayrica SEM goriintiileri alinmistir. Bdylece adim adim
yiizeyde meydana gelen yapisal degisiklikler daha acik bir bigimde gozlenmistir. Sekil
5.25’de P(M1) ile elektrokimyasal olarak kaplanmig grafit elektrotunun farkli biyiitme
oranlar1 i¢in SEM fotograflar1 gosterilmistir. 5000 kez biiyiitiilmiis resimde (Sekil 5.25 (a))
yiizeyde birikmis olan P(M1) tanecikleri goriilmektedir ve ylizeyde piiriizlii ve tanecikli bir
yapt olugsmustur. Ayrica P(M1) tanecikleri kendi arasindaki n-m etkilesimlerinden dolay:
kiimelenmis yogun polimer birikintileri olusturmuslardir. Sekil 5.25 (b) ve (c)’de ise
sirastyla 10000 ve 40000 kez biiyiitiilerek alinmis SEM fotograflar1 gosterilmistir ve bu

fotograflarda daha kii¢iik alanlarda olusan iletken polimer birikintileri agik¢a goriilmektedir.
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1pm  FiratUni 2/1/2016 [ — ] 1pm  FiratUni 2/1/2016
SEM WD 10.0mm 1:59:13 X 10,000 5.0kv SEI SEM WD 10.0mm 2:00:59
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L] 100nm FiratUni 2/1/2016
X 40,000 5.0kv SEI SEM WD 10.0mm 2:00:22

Sekil 5.25 P(M1) ile elektrokimyasal yolla kaplanmig Grafit elektrotu i¢in (a) 5000 kez biiyiitiilmiis, (b)
10000 kez bityiitiilmiis, (c) 40000 kez biiyiitiilmiis SEM goriintileri

Grafit elektrot ylizeyi once damlatma metoduyla CH ile kaplanmis ve ardindan
elektrokimyasal olarak P(M1) ile kaplanmistir. Grafit elektrot yiizeyinde elde edilen bu biyo-
iletken-kompozit malzemenin Sekil 5.26 (a), (b) ve (c)’de sirasiyla 5000, 10000 ve 40000
kez biiyilitme i¢in alinmig SEM goriintiileri verilmistir. Elektrotun tabaninda sadece CH ile
kaplanmis elektrota benzer olarak piiriizsiiz ve diiz bir yap1 vardir. Buna kars1 sadece P(M1)
ile kapl elektrotun tabaninda grafitin tabanina benzer diiz olmayan bir yap1 da mevcuttur.
Kitosanin ardindan elektrot ylizeyi P(M1) ile kaplandigi her ii¢ sekilde de acikca
goriilmektedir. Ancak yiizeydeki CH’nin iletken olmayan karakteri P(M1)’ nin yiizeyde
birikintiler olusturmasina engel olmustur. Yiizeyde iletken polimerin ¢ok fazla birikmesi
kitosanin aktif merkezlerini kapatacagindan enzim immobilizasyonunun etkin bir bicimde
gerceklestirilmesine engel olacaktir. Bu nedenle film kalinliginin elektrokimyasal yolla
ayarlanabiliyor olmasi ¢ok biiylik bir aavanjaj saglayarak biyosensor uygulamalar i¢in en

uygun film kalinliginin belirlenebilmistir.
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1pm FiratUni 2,-"1/201-6 I 1pm FiratUni 2/1/2016
X 5,000 5.0kv SEI SEM WD 10.0mm 2:16:45 X 20,000 5.0kv SEI SEM WD 10.0mm 2:17:56

- 100nm FiratUni 2/1/2016
X 40,000 5.0kv SEI SEM WD 10.0mm 2:19:37

Sekil 5.26 CH-P(M1) ile kaplanmis Grafit elektrotu igin (a) 5000 kez biiyiitiilmiis, (b) 10000 kez
biiyiitiilmiis, (c) 40000 kez biiyiitiilmiis SEM goriintiileri

CH ylizeyine glutaraldehit (GAL) araciligiyla GOx enzimi immobilize edildikten sonra SEM
goriintiileri alinarak elektrotun morfolojik 6zellikleri karakterize edilmistir (Sekil 5.27 (a) ve
(b)). CH ve GOx biyolojik malzemelerdir ve SEM ile goriintiilemede yiliksek oranlardaki
biiyiiltmelerde yiizey elektron bombardimani sonucu yanmaktadir. Bu nedenle en fazla
20000 kez biiyiiltme yapilarak elektrot yiizeyi goriintiilenmistir. Enzim yiizeye uniform bir
bi¢imde dagitildiktan sonra CH-P(M1) kompoziti ile amid baglar1 olusturur ve bundan
dolay1 Sekil 5.27(b)’de goriildiigii gibi sarmal goriiniimlii bir diizen olusmustur.
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—-— 1pm FiratUni 2/1/2016
X 5,000 5.0kV SEI SEM WD 10.0mm 2:32:16

Sekil 5.27 CH-GOx-GAL ile kaplanmig Grafit elektrotu i¢in (a) 5000 kez biiyiitiilmis, (b) 20000 kez
biiyiitiilmiis SEM goriintiileri

Grafit elektrot ylizeyine sadece P(M1) kaplanip ardindan GOx enzimi immobilize edildikten
sonra SEM ile yiizey karakterizasyon c¢alismalar1 yapilmistir. Sekil 5.28 (a) ve (b)’de
sirasiyla 5000 ve 20000 kez biiyiitme yapilarak alinan SEM goriintiileri verilmistir. Tlk
goriintliide yiizey uniform ve piiriizsiiz goriiniirken 20000 biiyiiltmede yiizeyde azda olsa
sarmal goriinimiin oldugu gozlenir. Bun gore ylizeyde P(M1)’nin amin gruplar ile enzim

arasinda amid baglar1 olusmustur.

#ie
2/1/2016
10.1mm 2:47:31

— ilpm  FiratUni 2/1/20186
5. 0kV SEI SEM WD 10.1mm 2:49:34

Sekil 5.28 P(M1)-GOx-GAL ile kaplannug Grafit elektrotu i¢in (a) 5000 kez biiyiitiilmiis, (b) 20000 kez
biiyiitiilmiis SEM goriintiileri

Bu caligmada hedeflenen grafit elektrot yiizeyinde CH-P(M1) enzim immobilizasyon
platformu olusturup bu yiizeye enzim immobilize edip sensér olabilme 0Ozelliklerini
aragtirmaktir. Bu amag¢ dogrultusunda hazirlanan CH-P(M1)-GOx-GAL biyoelektrotunun
yiizeyi SEM caligsmalar1 ile karakterize edilmistir (Sekil 5.29 (a) ve (b)). 5000 biiyiiltmede
yilizeye piliriizsiiz goriintirken, goriintii 20000 kez biiyiitiildiigiinde yiizeyde yogun bir
bicimde sarmal bir diizenin olustugu gozlenir. Daha oncede belirtildigi gibi bu sarmal
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goriintii enzim ve kompozit arasinda amid baglarinin kurulmasindan kaynaklanmaktadir.
Bu, hedeflenen CH-P(M1) immobilizasyon platformu ile istenen glikoz biyosensoriine

ulasildiginin ve GOx enziminin yiizeye basarili bir bigimde immobilize edildiginin kanitidir.

m

— 1pm  FiratUni 2/1/2016
5.0kv SEI SEM WD 10.1lmm 2:38:58 X 20,000 5.0kv SEI SEM WD 10.1mm 2:37:48

Sekil 5.29 CH- P(M1)-GOx-GAL ile kaplanmis Grafit elektrotu igin (a) 5000 kez biiyiitilmiis, (b) 20000 kez
biiyiitiilmiis SEM goriintiileri
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6 KITOSAN (CH) - N N3 N5-TRiS(2,5-Di(TIiYOFEN-2-YL)-1H-PIROL-1-
YL)BENZEN-1,3,5-TRIKARBOKSAMID (M2) KOMPOZIT FiLMIiN
HAZIRLANMASI SPEKTROELEKTROKIMYASAL OZELLIKLERI VE
GLIKOZ BiYOSENSORU

Kitosan toksik olmayan ve genis bir pH aralig1 i¢in stabil olan biyouyumlu bir polimerdir.
Ayrica mitkemmel adsorpsiyon Ozelligine sahiptir ve biyolojik olarak bozunabilirdir.
Fizyolojik pH kosullarinda —NH: gruplarinin protonasyonu sebebiyle kitosan pozitif
yiiklidir ve bundan dolay1 biyoadhesiv olarak kullanilir. Ayrica buna bagli olarak

enzimlerle elektrostatik ve kovalent olarak baglanirlar (Thambidurai & Pandiselvi, 2018).

Konjuge polimerler n-elektronuna sahiptirler ve buna bagli olarak elektriksel iletkenlik,
yiiksek elektron ilgisi, diisiik iyonlagsma potansiyeli ve diisiik enerjili optik gecisler gibi
geleneksel polimerlerin sahip olmadigi ozelliklere sahiptirler. iletken polimerlerin -
konjuge sistemleri tek ve ¢ift baglar ile polimer zinciri boyunca uzanirlar. iletken polimerler
bir¢ok pratik uygulamada ve akademik ¢alismada sikga kullanilirlar. Ayrica istenen mekanik
ozellikleri ve kolay islenebilme avantajlarinin yani sira yari iletkenlerin veya metallerin
manyetik, elektriksel optik 6zelliklerini gosterirler. iletken polimerler bu iistiin dzellikleri
sayesinde giines pilleri, bataryalar, elektrokromik devreler, molekiiler elektronik devreler ve
sensorler gibi birgok uygulamada kullanilirlar. Iletken polimerlerin heterojen yiizey
etkilesimi kazandirmak i¢in polimerin yiizeyi reaktif kimyasal gruplar ile (karboksil, —

COOH; amin, -NHpg; ve hidroksil, —-OH gibi ) fonksiyonel hale getirilmelidirler.

Bu calisma gergevesinde kullanilan ikinci elektroaktif monomer (Soganci, 2017) Nt N3 N°-
tris(2,5-di(tiyofen-2-yl)-1H-pirol-1-yl)benzen-1,3,5-trikarboksamid  (M2)’dir. CH-P(M2)

kompoziti grafit iizerinde enzim immobilizasyon platformu olusturmak i¢in hazirlanmustir.
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6.1 M2 Monomerinin CH ile Modifiye Edilmis ITO Elektrotu Uzerindeki
Elektropolimerizasyonu, Elektrokimyasal ve Elektrokromik Ozellikleri

M2 6zellikleri oldukga iyi olan elektroaktif bir monomerdir ve ticari olarak mevcut degildir
(Soganci, 2017) . Seffaf cam elektrot olan ITO kapli cam elektrot ile etkin bir bi¢imde

elektrokimyasal ve spektroelektrokimyasal ¢aligmalar yapilabilmektedir.

6.1.1 CH ile Modifiye Edilmis ITO yiizeyinde M2 Monomerinin

Elektropolimerizasyonu

Elektrokimyasal ve elektrokromik ¢alismalar 0,1 M TBP6/DCM igeren bir g¢alisma
hiicresinde yapilmistir. Bu elektrot ylizeyindeki M2’ nin elektropolimerizasyonu ve olusan
kompozitin elektroaktivitesi doniisiimlii voltametri (CV) teknigi ile arastirilmistir. Sekil
6.1’de CH-P(M2)’ya ait CV c¢alismas1 grafigi verilmistir. CV grafiginde ilk dongii
monomerin elektropolimerizasyonuna aittir ve buradaki pik monomerin oksidasyonunu
gostermektedir. Diger dongiilerde ise biri olusan iletken polimere digeri monomere ait olan
iki ytikseltgenme piki bulunmaktadir. Akim artisini izleyen ardisik dongiiler monomerin
ITO yiizeyine iyi bir bi¢imde yapistigin1 gosterir. -0,5 V ile 1,5 V potansiyel araliginda
yapilan testlerde tersinmez monomer oksidasyon piki CH modifiyeli ITO yiizeyinde 0,99
nA/cm? olarak dl¢iilmiistiir. Oksidasyon pikinin biiyiikliigii elektron yogunlugu ile iliskilidir.

P(M2) i¢in monomerin baslangi¢ oksidasyon potansiyeli (onset potential) 0,58 V (Soganci,
2017) iken CH-P(M2)’nin 0,66 V’dir. Bu durum ITO yiizeyindeki ince CH filminin iletken
olmayan yapisindan kaynaklanmaktadir ve CH filmi elektroaktif monomerin
polimerlesmesini zorlastirarak baslangi¢ oksidasyon potansiyelinin yiikselmesine sebep
olmustur. Ancak buna ragmen monomerin polimerizasyonu gerceklesmis ve elektrot
yiizeyinde elektrokimyasal yolla iletken polimer biriktirilerek istenen kompozit malzeme

elde edilmistir.

M2’nin elektropolimerizasyonu literatiirde (Soganci, 2017) ITO kapli cam elektrot
yiizeyinde LiCIO4/ACN destek elektrolit/¢oziici iceren bir elektrokimyasal hiicrede
yapilmistir. Ancak CH ile modifiye edilmis ITO elektrotu ile yapilan galigsmalarda

LiClIO4/ACN ortaminda polimerizasyon gergeklestirilememis ve testler sonucunda elektrot
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yiizeyinde P(M2) biriktirilememistir. Bu nedenle LiCIO4/ACN sistemi yerine TBP6/DCM
destek elektrolit/coziicii ortaminda elektrokimyasal testler yapilmis ve polimerizasyonun
gerceklestigi belirlenmistir. Bu nedenle M2 monomeri ve P(M2) iletken polimeri ile ilgili

yapilan tiim deneylerde TBP6/DCM igeren elektrokimyasal hiicre kullanilmustir.
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Potansiyel (V)

Sekil 6.1 CH modifiyeli ITO kapli cam elektrot iizerinde 0,05 M M2 i¢in 250mV/s tarama hizinda 0,1 M
TBP6/DCM destek elektrolit ¢oziich sistemi i¢in doniisiimlii voltamogramlar

6.1.2 CH-P(M2)’nmin Elektrokimyasal Ozellikleri

CH-P(M2)’nin farkli tarama hizlarinda dontisiimlii voltametri teknigi ile elektrokimyasal
ozellikleri arastirilmistir. Bunun i¢in dncelikle M2 monomeri 1,5 V sabit potansiyelde 0,1
M TBP6/DCM ¢ozeltisinde CH ile kaplanmig ITO yiizeyinde elektrokimyasal yolla
polimerlestirilmistir. Ardindan monomer i¢cermeyen TBP6/DCM elektrolit ¢oziicii gifti

ortaminda c¢esitli tarama hizlarinda dontistimlii voltametri testleri yapilmistir.

Sekil 6.2 (a)’da CH-P(M2) kompozitinin farkli tarama hizlarindaki doniisimlii
voltamogramlari ve Sekil 6.2 (b)’de ise Sekil 6.2 (a)’ dan elde edilen veriler 1s18inda tarama
hizinin anodik ve katodik pik potansiyellerinde akim yogunluguna gore degisimleri
gosterilmistir. Randless-Sevcik esitligine dayanilarak doniisimlic  voltametride  bir
polimerlesme prosesinin difiizyona bagliligi tespit edilmistir. Elektrokimyasal deneylerde
tarama hizi akim yogunlugu ile orantili ise bu proses difiizyondan bagimsizdir. Ipa/lpc = 1
olmasi akim yogunlugu ve tarama hizi arasinda dogrusal bir orant1 olduguna ve prosesin

difiizyon ile kontrol edilmedigine isaret eder. Buna gore CH-P(M2) i¢in akim yogunlugu ve
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tarama hiz1 arasinda dogru orantili bir iligki s6z konusudur, polimerizasyon iglemi diflizyon
kontrollii degildir ve olusan polimer ylizeye stabil bir bicimde tutunmustur. Ayrica Ipa = Ipc
olmasi elektrokimyasal davraniglarin yar1 tersinir oldugunu ve iiretilen polimerin kimyasal

olarak tersinir oldugunu ispatlar (Ayranci, Soganci, vd., 2015) .

CH-P(M2) kompozitinin oksidasyon igin gerekli potansiyel yiiksek ve indirgenme igin
gerekli potansiyeli oldukg¢a diisiiktiir. Yani CH-P(M2) kompozit filminin iletkenligi ve
redoks aktivitesi oldukga diisiik oldugundan her dongiide oksidasyon igin daha fazla

potansiyel ve rediiksiyon i¢in daha diisiik potansiyel gereksinimi ortaya ¢ikmustir.

0,9
(a) 0.91 —25mVis (b)
——50 mV/s J
0,61 125 mVis 06
— 250 mV/s
<~ 0,31 500 mV/s P «— 0,34
5 0,0 B 5
1R T
= =
B > L : 034 2
R = 0,987
-0,61 Ipc
_0'6.

0,5 0,0 05 1,0 15
Potansiyel (mV/s)

25 50 125 250 500
Tarama Hizi (mV/s)

Sekil 6.2 CH-P(M2) igin (a) farkli tarama hizlarinda doniisiimlii voltametri, (b) Katodik ve anodik pik
potansiyellerinin akima gére degisimi, monomersiz 0,1 M TBP6/DCM ortaminda

Baslangi¢ oksidasyon potansiyelinden faydalanilarak kompozit filmin HOMO ve LUMO
degerleri sirasiyla -5,41 eV ve -2,48 eV olarak hesaplanmaistir.

6.1.3 CH-P(M2) Kompoziti i¢in Stabilite Calismasi

Iletken polimer malzemelerin kararlilig1 tersinir redoks reaksiyonunun stabilitesidir. Redoks
stabilitesi elektrokimyasal kararlilikla iligkili olmakla birlikte elektrot yiizeyinde bulunan
iletken polimerin o6zelliklerini kaybetmeden islevine devam ettigini ispatlar. Polimer
malzemeler genel olarak c¢evresel kosullardan cabuk etkilenip mevcut o6zelliklerini
kaybedebilirler. Iletken polimerler de ise gevresel faktdrlerin ve uygulanan farkl
potansiyellerin etkisi ile redoks ¢iftlerinde kusurlar ve bozulmalar meydana gelebilir. Bunlar

elektrokromik kontrastin ve elektrokromik 6zelliklerin kaybedilmesi ile sonuclanir.
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CV iletken polimerlerin uzun vadeli kararliligini yorumlayabilmek ve saptayabilmek i¢in
olduk¢a Onemli ve pratik bir tekniktir. CV calismalar1 atmosferik sartlar altinda, oda
sicakliginda, 250 mV/s tarama hizinda ve -0,6 V ile 1,5 V potansiyel aralikta 200 dongii
yapilarak gerceklestirilmistir. Sekil 6.3’te gosterildigi gibi CH-P(M2)’nin ilk dongiisii ile
200. dongiisii arasindaki fark % 16°dir. Yani olusturulan kompozit malzeme % 84 oraninda

bir redoks stabilitesine sahiptir.

0,81
0,6

— 1. D6ngu
0,4+ —— 200. Dongu

0,5 0.0 05 1.0 15
Potansiyel (V)

Sekil 6.3 CH-P(M2) igin 250mV/s tarama hizinda monomersiz 0,1 M TBP6/DCM ortaminda 1. ve 200.
doniisiimlii voltamogramlar

6.1.4 CH-P(M2) Kompozitinin Elektriksel Yiik Kapasitesi

Yiizey alani basina katkilanmis ya da katkilanmamis iyon aktarimi igin gerekli elektrik
yiikiiniin bir miktar1 yiik yogunlugu (CD) ile ifade edilir. CD’yi tespit etmek i¢in dnceden
CH-P(M2) ile kaplanmig ITO ile monomersiz 0,1 M TBP6/DCM destek elektrolit-¢oziicii
elektrokimyasal hiicresinde doniisiimlii voltametri teknigi vasitasiyla 250 mV/s tarama

hizinda gerceklestirilmistir.

CHP(M2)’'nin yiik yogunlugu 250 mV/s tarama hizinda CV grafiginin yiikseltgenme
egrisinin altinda kalan alanin integrali alinarak belirlenmistir. Sekil 6.4’de CH-P(M2)’nin

yiik yogunlugu gosterilmistir ve 0,74 nC/cm? olarak belirlenmistir.
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Sekil 6.4 CH-P(M2) i¢in 500 mV/s tarama hizinda 0,1 M TBP6/DCM ortaminda yiik yogunlugunu
gostermek i¢in alinmig doniisiimlii voltamogram

Tablo 6.1°de ilgili literatiire dayanilarak P(M2) igin ve deneyler sonucunda elde edilen
verilere gore CH-P(M2) igin Eonsetox, Stabilite ve yiik yogunlugu (CD) degerleri 6zetle ve
karsilastirilmali olarak verilmistir. Kompozit icin baslangic oksidasyon potansiyeli
P(M2)’ya gore daha biiyiiktiir. ITO yiizeyindeki kitosan iletken polimerin yapisina etki
ederek M2’nin oksidasyonu ve polimerlesmesi igin gerekli baslangig potansiyelini
yiikseltmistir. Ayrica kompozitin P(M2)’ya gore yiik yogunlugunun azaldigi belirlenmistir
bu kitosanin iletken polimerin aktif redoks bolgelerini kapatmasindan kaynaklaniyor
olabilecegi belirlenmistir. Bunun yaninda CH-P(M2) kompozit filminin iletkenliginin
P(M2)’nin iletkenliginden daha diisiik oldugu belirlenmistir ve bu oksidasyon pik
potansiyellerinin yiiksek indirgenme pik potansiyellerinin diisiik olmasmin diger bir

sebebidir. P(M2)’nin CH-P(M2)’ya gore daha stabil oldugu goriilmektedir.

Tablo 6.1 P(M2) ve CH-P(M2) i¢in Eonsetox, Stabilite ve CD degerleri

Malzeme Eonset,ox(V) Stabilite (%) CD (mC/cm?)
P(M2)? 0,58 98 3,26
CH-P(M2) 0,66 84 0,00074

2 (Soganci, 2017)
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6.1.5 CH-P(M2)’nin Spektroelektrokimyasal ve Elektrokromik Ozellikleri

Uygulanan voltaj degisimine bagli olarak konjuge polimerlerin optik ve elektrokimyasal
Ozelliklerini  arastirmak  i¢cin  Spektroelektrokimya  teknigi  kullanilmaktadir.
Spektroelektrokimya teknigi ile sentezlenen polimerin uygulanan potansiyeldeki optik
ozelikleri ve elektronik gecisleri gibi hususlari aragtirmak miimkiindiir. Bu ¢alismalar daha
once ITO yiizeyinde sentezlenen polimerin belirli potansiyellerde monomer icermeyen

destek elektrolit ¢dziicli ortaminda spektrumunun alinmasiyla gergeklestirilmistir.

CH ile modifiye edilmis ITO elektrotu yiizeyi 30 sn boyunca 1,5V ‘da 0,02 M M2 monomeri
iceren 0,1 M TBP6/DCM calisma hiicresinde P(M2) ile kaplanmistir. Ardindan monomer
icermeyen elektrolit/coziicti ortaminda 250 mV/s tarama hizinda -0,5 V ile 15 V
potansiyelleri arasinda CH-P(a-M2)’nin UV spektrumlar test edilmistir. Uygulanan her
potansiyel i¢in dalga boyuna karsilik absorbans degisimi grafik ile gosterilmistir (Sekil 6.5).

CH-P(M2) kompoziti igin spektroelektrokimyasal ¢alismalar ile nétral halde n-m*
gecislerinin meydana geldigi dalga boyu belirlenmis ve bu dalga boyundaki yasak enerji
aralig1r veya band bosluk enerjisi hesaplanmistir. Ayrica spektroelektrokimya calismalari
sonucu ¢izilen grafik (Sekil 6.5) ile en yiiksek absorbans farkinin olustugu dalga boylari

belirlenmis ve bunlara bagl olarak kinetik ¢alismalar1 yapilmistir.
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Sekil 6.5 CH-P(M2)’ya ait spektroelektrokimya grafigi

HOMO-LUMO enerji seviyeleri arasindaki optik bant boslugu enerjisi olarak ifade edilen

Eg, m—m* gecislerinin oldugu dalga boyundaki baslangi¢c (onset) enerji absorpsiyonundan
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faydalanilarak hesaplanmistir. n—n* gegislerinin oldugu dalga boyu CH-P(M2) i¢in 425 nm
olarak belirlenmis ve bunlara bagli olarak optik bant bosluk enerjisi (Eg) CH-P(M2) i¢in 2,92
eV olarak belirlenmistir. Uygulanan voltajin artmasiyla 885 nm de yiik tasiyicilarin
bliylimesinden dolay1 yeni absorpsiyon bandi1 (polaron-bipolaron gegisi) olusumu

gerceklesmistir.

6.1.6 CH-P(M2) Kompoziti i¢cin Kinetik Calismalar

Elektrokimyasal uygulamalar i¢in polimerin gozle goriiliir belirginlikte renk degisimi ve
hizli tepki verme yetenegine sahip olmasi gerekir. Spektroelektrokimyasal testler sirasinda
elde edilen notral durumda n-nt* gegislerinin meydana geldigi dalga boyunda, art arda tam
renkli ve renksiz durum arasindaki gegisler ve tekrarlanan dongiiler sirasindaki renksiz olma
/renklenme prosesini anlayabilmek igin kinetik g¢alismalar yapilmis ve CH-P(M2)’nin
elektrokromik tepki siiresi bu ¢alismalar vasitasiyla en yliksek ve en diisiik gegis degerleri
yardimiyla tespit edilmistir. Kompozit malzemenin tepki siiresi (switching time) ve optik
kontrasti (AT %) en yiiksek dalga boyunda (Amax), monomersiz 0,1 M TBP6/DCM calisma

hiicresi igerisinde ve UV-vis spektrofotometresi ile yapilan testlerle belirlenmistir.

Kinetik caligmalar1 spektroelektrokimyasal c¢alismalardan elde edilen verilere gore
yapilmistir. Buna bagl olarak en yiiksek absorbans farkinin meydana geldigi dalga boylari
ve potansiyel degerleri i¢cin P(M2)’nin redoks reaksiyon kinetigi calismalar1 yapilmistir.
Kinetik calismalari i¢in CH modifiyeli ITO elektrot yiizeyi 1,5 V’da M2 ile kaplanmis ve
monomer bigermeyen ¢oziicii/destek elektrolit ortaminda 425 nm ve 885 nm’de 5’er sn
araliklarla -0,5 V (nétral durum) ile 1,5V (yiikseltgenmis durum) arasinda degisen bir
potansiyel uygulanarak deneyler yapilmistir (Sekil 6.6). Buna gére CH-P(M2) i¢in 425
nm’deki optik zitlik % 16 ve tepki siiresi 3,6 s olarak tespit edilmistir. Ayrica 885 nm’deki

optik zitlik ve tepki siiresi ise % 74 ve 2,8 s olarak tespit edilmistir.
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Sekil 6.6 CH-P(M2) i¢in 0,1 M TBP6/DCM destek elektrolit ¢oziicti sisteminde, 355 ve 910 nm’de
Absorbans-Zaman grafikleri

Polimerin onset potansiyelini ve bant boslugu enerjisini yiikseltmistir. polimerin onset
potansiyelini ve bant boslugu enerjisini yiikseltirken olusan kompozit yapida iletken
polimerim konjuge cift baglar arasinda olusan p-yiginlagsmasimni engelleyerek iyonik

gecirgenligini kolaylastirarak optik kontrast ve tepki zamanini iy1 yonde gelistirmistir.

Tablo 6.2’de P(M2) ve CH-P(M2) ile ilgili optik ve elektrokimyasal veriler verilmistir. Bu
veriler karsilagtirildiginda kompozitin baglangi¢ oksidasyon potansiyelinin P(M2)’ya gore
yiiksek oldugu goriiliir. Maksimum dalga boylar1 ¢ok yakin olmasina karsin kompozitin bant
bosluk enerjisinin daha yiiksek oldugu goézlenmektedir. Yani kompozitin elektriksel
iletkenligi P(M2)’ya gore daha diisiiktiir. P(M2)’nin optik kontrasti kompozite gére daha
iyidir ve tepki siiresi daha kisadir. Sonug olarak CH polimerin onset potansiyelini ve bant
boslugu enerjisini yiikseltirken olusan kompozit yapida iletken polimerim konjuge cift
baglar arasinda olusan p-y18inlagmasini engelleyerek iyonik gecirgenligini kolaylastirarak

optik kontrast ve tepki zamanini iyi yonde gelistirmistir.
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Tablo 6.2 P(M2) ve CH-P(M2) igin optik ve elektrokimyasal veriler

Optik
HOMO LUMO  zithk  Tepki
M onset,ox max op .. -
alzeme  Eometox(V) Amax (nm)  Eg™(eV) ) (eV) (%AT)  Siiresi (s)
P(M2)? 0,58 920 2,14 428 2,14 57 1,5
CH-P(M2) 0,66 885 2,92 -5,41 -2,48 74 2,8

2 (Sogancti, 2017)

Spektroelektrokimyasal ve kinetik g¢alismalarin yaninda potansiyometik ve spektroskopik
metotlar birlestirilerek elde edilen CHP(M2) kompozitinin elektrokromik ve optik 6zellikleri
zamana bagl olarak arastirilmistir. Bu amagla 0,02 M M2 monomeri ve 0,1 M TBP6/DCM
iceren ¢alisma hiicresi UV-vis spektrofotomeresine yerlestirilip spektrumlart alinmistir.
Potensiyostat ve spektroskopi es zamanli ¢alistirilmis ve potansiyometri cihazindan 1,5 V
sabit potansiyel uygulanarak testler yapilmistir. 10’ar saniye araliklarla polimerin ylizeye

elektrokimyasal olarak kaplanmasina iligkin absorbans degerleri tespit edilmistir.

Yapilan calismalardan elde edilen verilere bagli olarak polimerizasyon boyunca dalga
boyuna karsi absorbans degisimi grafik ile gosterilmistir (Sekil 6.7 (a)). Bu grafik baz
alinarak 110 saniye boyunca zamana karsi belirlenen dalga boyu olan 900 nm’deki
absorbans degerleri grafige gegirilerek Sekil 6.7 (b)’de gosterilmistir. Absorpsiyon siireci 20
s’den 110 s’ye degisen zaman aralifinda absorbans degisimi lineerdir ve elektrokimyasal

prosesin difiizyon kontrollii olmadigini ispatlamaktadir.
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Sekil 6.7 (a) CH-P(M2) i¢in UV-vis spektrumlari, (b) CH-P(M2) i¢in 900 nm’de zamana bagli absorbans
degisim grafigi

6.1.7 CH-P(M2) Kompozitinin Morfolojik Karakterizasyonu

CH-P(M2) kompozit filminin morfolojik karakterizasyonunu yapmak i¢in ITO cam elektrot
yiizeyi 6ncelikle CH ile modifiye edilmis ve ardindan sabit 1,5 V potansiyelde, 30 s boyunca,
0,1 M TBP6/DCM igeren ortamda M2 monomerinin elektrokimyasal olarak
polimerlestirilmesiyle olugan P(M2) ile kaplanmistir. Olusan yiizeyi analiz edebilmek i¢in
her asamanin ayr1 ayrt SEM fotografi alinmistir. Sekil 6.8 ‘te bos ITO kapli cam elektrot

yiizeyi gosterilmistir.
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Sekil 6.8 Bos ITO kapli cam elektrot (5000 x)

Elektrot yiizeyi CH ile kaplandiktan sonra alinan SEM fotografi Sekil 6.9’da gosterilmistir.
Onceki boliimde de bahsedildigi gibi CH bir biyo-malzemedir ve ortam kosullarmna karst
hassastir. Yiiksek biiytiltmelerde yiizeye yogun bir bicimde elektron gonderilmektedir ve bu
CH’nin bozulmasina sebep olmaktadir. Bu nedenle yiizeyin en fazla 5000 kez biiyiiltme ile

kaliteli goriintiisii alinabilmistir.

Sekil 6.9 ITO kapli cam elektrot yiizeyinde CH igin SEM goriintiisii (5000 X)

Olusturulan kompozit biyo-iletken kompozit malzemenin yiizeyini yorumlayabilmek i¢in
oncelikle ITO cam elektrotu yiizeyi sadece 1,5 V sabit potansiyelde 30 s kaplanarak elde
edilen P(M2) iletken polimer filmi varliginda SEM fotografi alinmistir. P(M2)’nin yiizeyi
Sekil 6.10 ‘de gosterildigi gibi taneciklidir.
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Sekil 6.10 ITO kapli cam elektrot yiizeyinde P(M2) igin SEM goriintiisii (20000 x)

Elektrot yiizeyi énce CH ve sonra P(M2) ile kaplanarak elde edilen CH-P(M2) kompoziti
P(M2)’nin yiizey karakteristigini tasimaktadir (Sekil 6.11). Ancak yiizeyde CH
bulundugunda tanecikler daha kiiciilmiistiir. Bu CH ince filminin yiizeyde elektron iletimini
zorlastirmas1 ve daha az polimerin yiizeye kaplanmasina sebep olmasindan
kaynaklanmaktadir. Yiizey goriintiilerinin benzer olmasi1 CH katmanin P(M2) katmaninin
ITO elektrodu arasinda baglayict modifiye yilizey olusturarak ve P(M2) i¢in plastiklestirici
etki yaparak stabilitesini arttirirken yilizey o6zelliklerinde ¢ok biiyiik bir farkliliga neden
olmamaktadir. Ayrica elektrot yiizeyi sadece CH ile kapliyken malzemenin ¢ok hassas
olmasi sebebiyle yiiksek biiyiiltmelerde kaliteli SEM goriintiisti alinamamistir. Ancak CH
yiizeyi P(M2) ile kaplandiktan sonra daha yiiksek biyiiltmeler ile kaliteli SEM fotografi

alinmasi kolaylagmustir.
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Sekil 6.11 ITO kapli cam elektrot yiizeyinde CH-P(M2) igin SEM goriintiisii (20000 x)

6.2 CH-P(M2) Kompozit Filminin Biyosensor Ozellikleri

Biyomolekiil temelli deteksiyon teknolojileri gida/igecek endiistrileri, hastaliklarin teshisi,
biyoproseslerin goriintiilenmesi ve ¢evresel kirliliklerin taranmasi gibi ¢esitli uygulamalar
icin dikkat ¢eken bir potansiyele sahip olduklarindan birgok giincel arastirmanin odak
noktasi haline gelmistir. Biyomolekiil immobilizasyonu i¢in doniistiiriicii yiizeyinin
modifikasyonu ve farkli gereksinimler i¢in biyosensdriin stabilitesini arttirmak biyosensor
caligmalarmin temel noktasidir. Glikoz klinik kimya, fermantasyon ve gida endiistrisinde
tespit edilmesi gereken dnemli bir maddedir. Bu nedenle siirekli yeni glikoz tespit ve analiz

sistemleri dizayn edilmekte ve mevcut sistemler siirekli gelistirilmektedirler.

CH ve P(M2)’nin o6zellikleri birlestirilerek GOx glikoz biyosensor immobilizasyon
platformu olusturulmustur. Bu dogrultuda kullanilan ikinci elektroaktif monomer (Soganci,
2017) NZ,N3 N°-tris(2,5-di(tiyofen-2-yl)-1H-pirol-1-yl)benzen-1,3,5-trikarboksamid
(M2)’dir. Kitosan ve iletken polimer kullanilarak biyomolekiil (enzim) ve polimer
immobilizasyon platformu arasindaki giiclii baglar vasitasiyla kararli ve stabil bir biyolojik

tanilama platformu olusturmak amaglanmaistir.

Sekil 6.12°’da CH-P(M2) kompoziti ile grafit calisma elektrotu yiizeyinde olusturulan glikoz

oksidaz enzim immobilizasyon platformunun tiretim asamalar1 gosterilmistir. (M2) iletken
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olmasmin yaninda NHz gruplarma sahiptir. Yani P(M2) elektrot yiizeyindeki elektron

transferini kolaylagtirmanin yaninda immobilizasyon isleminde de gorev almaktadir.
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Sekil 6.12 Biyosensor elektrotunun iiretimi

M2 monomeri elektrokimyasal olarak CH ile modifiye edilmis grafit elektrot yiizeyinde
polimerlestirilmistir. Bu islem 0,02 M M2 ve 0,1 M TBP6/DCM igeren bir hiicrede grafit
elektrot yiizeyi 30 s boyunca sabit 1,5 V potansiyel ile elektrokimyasal olarak kaplanarak

gerceklestirilmistir.

Biyosensoriin ¢alisma prensibi ortamda glikoz bulundugu durumda enzimin katalitik
aktivitesine bagli olarak tiiketilen oksijen miktarinin hesaplanmasina dayanir. Enzimin
yiizeye kovalent olarak baglanmasi icin iki fonksiyonlu ¢apraz baglayici glutaraldehit
kullanilmigtir. Glutaraldehit enzim ve CH-P(M1)’nin amin gruplari arasinda kovalent

baglanmanin gerceklesmesi i¢in ¢apraz baglayici gorevi goriir.

6.2.1 CH-P(M2)-GOx Glikoz Biyosensorii icin pH Optimizasyonu

Dogru pH degerinde calismak biyosensoriin enzim aktivitesini veya hazirlanan ylizeye
biyosensoriin cevabini izlemek i¢in olduk¢a 6nemlidir. Biyosensor fabrikasyonunda pozitif
veya negatif yiiklli gruplari igeren immobilizasyon matrisinin durumu kullanilacak tampon
¢Ozeltinin pH'ma etki eder. Bu nedenle biyosensor ¢alismalarinda kullanilacak tampon
¢ozeltinin optimum pH degerinin hazirlanan biyosensore Ozgiin olarak tespit edilmesi

oldukc¢a 6nemlidir.

CH-p(M1) glikoz biyosensoriiniin ¢alisma kosullarin1  belirlemek amaciyla pH
optimizasyonu yapilmistir. Boylece hazirlanan biyosensor i¢in en uygun pH degeri tespit

edilmistir yapilan diger testlerde bu degerde gergeklestirilmistir. Bu amagla pH degeri 3 ve
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7 arasinda degisen 8 tampon ¢oOzelti hazirlanmistir. Hazirlanan bu tampon c¢ozelti
ortamlarinda biyosensoriin cevabi aranmustir. 10 ml tampon ¢ozelti igceren 3 elektrotlu
amperometrik test hiicresi hazirlanmis ve Ag*/AgCl referans elektrotuna kars1 CH-P(M2)
kompoziti ile hazirlanmis enzim ¢alisma elektrotundan gelen akim stabil olana kadar
beklenmistir. Kararli bir akim elde edildiginde ortama 25 pul 0,1 M’lik glikoz ¢6zeltisinden
eklenmis ve elde edilen akim farki kaydedilmistir. Cesitli pH degerleri i¢in biyosensoriin
nispi cevabi Sekil 6.13’de gosterilmistir. Maksimum cevap pH 4 degerinde elde edilmistir.
Biyosensor fabrikasyonunda kullanilan negatif veya pozitif yikli gruplar igeren
immobilizasyon matrisi (CH ve P(M2)) calisma hiicresinde kullanilacak olan tampon
¢ozeltinin optimum ¢aligma pH degeri dnemli 6l¢iide sensor cevaplarina etki edebilmektedir.

Optimum pH degeri biyosensor fabrikasyonunda kritik bir yere sahiptir.
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Sekil 6.13 CH-P(M2) biyosensorii tizerinde pH etkisi (0,1 M sodyum fosfat tamponu igerisinde, -0,7V)

6.2.2 CH-P(M2)-GOx Glikoz Biyosensorii i¢in Kalibrasyon Calismalar:

Biyosensor cevabinin glikoz konsantrasyonuna bagliligini arastirmak amaciyla pH 4’te 0,1
M sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi icerisinde sabit -0,7 V potansiyelde farkli
konsantrasyonlardaki  glikoz ¢ozeltileri ile testler gerceklestirilmistir.  Glikoz
konsantrasyonuna bagli olarak elde edilen akim degerleri kalibrasyon grafiginde (Sekil 6.14)
gosterilmistir. 1 mM'dan 100 mM'a kadar olan glikoz konsantrasyonlar1 i¢in sensoriin

verdigi cevap (akim farki (mA) ) degerleri tespit edilmistir. 25 mM' kadar olan glikoz
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konsantrasyonlarinda akim farki siirekli artarken 25 mM'dan sonra akim farki artist

azalmistir.
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Sekil 6.14 CH-P(M2) enzim elektrotu i¢in kalibrasyon grafigi (0,1 M sodyum fosfat ¢ozeltisinde, pH 5,0, -
0,7V).

CH-P(M2) biyosensorii 1 mM ve 15 mM glikoz konsantrasyonlari i¢in lineer olarak cevap
vermistir (Sekil 6.15). 15 mM'dan sonra biyosensoriin cevabi lineer olarak degismemektedir.
Lineer bolge i¢in denklem y = 1,166x + 3,365 seklindedir burada y akim farkini (sensoriin

cevabi — (mA)) ve x ise glikoz konsantrasyonunu mM cinsinden gostermektedir.
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Sekil 6.15 CH-P(M2) biyosensorii i¢in lineer kalibrasyon grafigi (0,1 M sodyum fosfat ¢6zeltisinde, pH 5,0, -
0,7V).
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Ticari amacli kandaki seker tespiti amaciyla kullanilan sensorlerin lineerlik sinir1 viicuttaki
fizyolojik glikoz konsantrasyonu olan 15 mM' dir (Harper, 2005) . CH-P(M2) enzim
biyosensoriiniin lineerlik simir1 15 mM'dir ve bu iiretilen sensoriin gidadaki glikoz
deteksiyonu i¢in uygun olmasinin yaninda pratik canli i¢i (in vivo) kullanim i¢in’de uygun
oldugunu gosterir. Ayrica artan glikoz miktarina karst CH-P(M2) nin verdigi lineer stirekli

hal cevabu etkili bir glikoz oksidasyonu meydana geldigini gostermektedir.

Gozlenebilme sinir1 (LOD) farkli biyosensorleri karsilastirmak icin iyi bir metottur. Onceki
boliimde anlatildigi gibi CH-P(M2) lineer kalibrasyon grafiginden (Sekil 6.15)
faydalanilarak LOD degeri 0,57 mM olarak belirlenmistir.

Glikozun oksidasyonu sonucu meydana gelen reaksiyon GOx enziminin katalizorliigi
esliginde gerceklesmektedir. Reaksiyonun kinetigi hakkinda yorum yapabilmek icin
Michaelis-Menten sabiti Km degeri Lineweaver—Burke grafigi (Sekil 6.16) yardimi ile 3,58
mM olarak tespit edilmistir. Km degerinin kiigiik olmast GOx enzimi tarafindan glikozun

daha iyi okside oldugunu gosterir.
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Sekil 6.16 CH-P(M2) enzim elektrotu i¢in Lineweaver—Burke grafigi

6.2.3 CH-P(M2)-GOx Glikoz Biyosensoriine Girisimci Madde Etkisi

Biyosensoriin segiciligi ortama eklenecek girisimei maddelere karsi sensoriin cevabi
arastirilarak yapilmistir. Biyosensor ¢alisma hiicresine glikoz olmadan ve glikoz ile birlikte

etanol ve fenol enjekte edilmis ve sensoriin verdigi cevap incelenmistir. Sekil 6.17°de

121



calisma hiicresine ayni anda 0,1 M’lik girisimci ¢ozeltisinden 7,5 mM ve girisimci ve glikoz
¢ozeltisinden ayn1 anda esit miktarda (7,5 mM ) enjekte edildiginde CH-P(M2) glikoz enzim
sensoriiniin verdigi cevap gosterilmistir. Grafikte de gosterildigi gibi ortamda etanol ya da
fenol bulundugunda sensorde herhangi bir cevap gézlenmemistir. Bunun yaninda girisimci
ve glikoz birlikte ortama enjekte edildiginde sadece glikoz i¢in verilen sensor cevabi ile ayni
olan bir cevap elde edilmistir. Yani etanoliin ve fenoliin CH-P(M2) glikoz biyosensorii
tizerinde girisimci etkisi yoktur ve hazirlanan biyosensoriin glikoz i¢in segiciligi test edilen

girisimciler karsisinda oldukea iyidir.
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Sekil 6.17 CH-P(M2)-GOx glikoz biyosensoriine ortamdaki girisimei etkisi (pH 4, 0,1 M sodyum fosfat
tamponunda)

6.24 CH-P(M2)-GOx Glikoz Biyosensorii ile Ger¢ek Orneklerde Glikoz Tayini

CH-P(M2)-GOx glikoz biyosensorii ile {i¢ farkli ticari igecekteki glikoz miktar1 basarili
olarak tayin edilmistir. Elde edilen sonuglar spektrofotometrik yontemle elde edilen
sonuglarla karsilastirilmistir (Tablo 6.3). Testler pH 4’te sodyum fosfat tamponu igerisinde
yapilmistir ve ¢aligma hiicresine eklenen glikoz miktar1 (7,5 mM) lineerlik sinir1 i¢inde
bulunur. Boylece CH-P(M2)-GOx biyosensorii igin ¢izilen lineer kalibrasyon grafigi
vasitasiyla gercek orneklerdeki glikoz miktarina ulasilir. Kola, meyve suyu ve gazoz igin
biyosensoriin cevabi sirastyla 6,792, 5,812 ve 2,442 iken spektroskopik yontemle elde edilen
sonuclar sirasiyla 6,174, 5,917 ve 2,656’dir. Aradaki benzerlik kola, meyve suyu ve gazoz
i¢in sirastyla % 91, 102 vel09’dur. Bu sonuclara bakilarak hazirlanan biyosensoriin ticari

pratik uygulamalar i¢in uygun oldugunu gostermektedir.
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Tablo 6.3 CH-p(M2) biyosensoriinii kullanarak ve spektrofotometrik yontemi kullanarak igecekler i¢erisindeki
toplam glikoz miktarinin saptanmasi sonuglari

Numune Glikoz(mM)*
CH-p(M1) Spektrofotometrik Benzerlik %
Kola 6,792 £ 0,07 6,174 £ 0,008 91
Meyve suyu 5,812+0,1117 5,917 £ 0,002 102
Gazoz 2,442 £ 0,154 2,656 £ 0,001 109

“Sonuglar en az iig testin ortalamasidir + standart sapmadir.

6.2.5 CH-P(M2)-GOx Sensor Platformunun Stabilitesi

Hazirlanan CH-P(M2)-GOx biyoelektrotu ile elde edilen sonuglarin tekrarlanabilir olup
olmadigini arastirmak i¢in dncelikle ayni elektrot ile 0,1 M sodyum fosfat tamponu igeren
ve pH" 4 olan hiicrede ortama 7,5 mM glikoz eklenerek art arda 13 test yapilmustir (Sekil
6.18 (a)). Biyosensoriin bu testler sonuncunda verdigi cevabin ortalamas1 12,87 + 0,83 mA
olmustur. Art arda yapilan bu testlerde sensoriin cevabinda c¢ok biiyiikk Sapmalar

gozlenmemistir.

Tek bir elektrot ile 50 teste kadar deneme yapilabilmistir. Hazirlanan biyosensor
elektrotunun tekrarlanabilirligini arastirmak icin ayri ayr1 ayni sartlar altinda hazirlanan {i¢
elektrot kullanilarak testler yapilmistir. Calisma hiicresine 5 mM glikoz eklenerek her bir
biyoelektrotun verdigi cevap izlenmis ve yaklagik olarak her {i¢ elektrottan ayni cevaplari
verdigi gozlenmistir (Sekil 6.18 (b)). Bu sonuca gore ayni sartlarda hazrilanan CH-P(M2)-
GOx enzim platformlarinin eklenen glikoza karst ayni cevaplari verdigi yani tekrar
kalibrasyona gerek duymayan olduk¢a kararli ve slirekli enzim platformlariin
hazirlanabilecegini gostermistir. Literatiirde genellikle hazirlanan her elektrot icin farklh
kalibrasyon hazirlanmasi gerektiginden CH-P(M2)-GOx enzim platformlarnin ticari
uygulamalar i¢in oldukca stabil sonuglar verdigi goriilmektedir. Sonug olarak kitosan igeren
P(M2) enzim platformundan olduga stabil ve tekrarlanabilir sonuclar elde edilmistir. Bu
enzim platformunun farkli enzim ve substratlar icin stabil ve tekrarlanabilir sonuclar elde

edilebilecegini gostermektedir
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Sekil 6.18 CH-P(M2)-GOx i¢in (@) Biyoelektrotun art arda yapilan testlere verdigi cevap, (b)
Tekrarlanabilirlik (Calisma hiicresine 7,5 mM glikoz enjekte edilerek, 0,1 M sodyum fosfat tampon ¢6zeltisi
igerisinde, pH 4’de)

Calismalarda kullanilan elektrotlardan biri calisma tampon c¢ozeltisi igerisinde (pH 4,
sodyum fosfat tamponu) ve 4 °C ‘de saklanmis ve 7 hafta boyunca test edilmistir (Sekil
6.19). Biyosensoriin cevabi ilk ti¢ hafta stabil iken 3. haftadan sonra sapmalar ve diismeler

degerlerde sapmalar ve diismeler baslamistir.
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Sekil 6.19 CH-P(M2)-GOx i¢in Stabilite ¢alismasi (7,5 mM glikoz enjekte edilerek, 0,1 M sodyum fosfat
tampon ¢ozeltisi ierisinde, pH 4’de)
Tablo 6.4’de P(M2) ve CH-P(M2) ile olusturulan GOx immobilizasyon platformlarinin
glikoza verdikleri cevaplar gosterilmistir. Bu da hazirlanan kompozit bilesenlerinin
biyosensor uygulamalart icin sinerjik bir etki yaptigimi gostermektedir. Kompozit yapi
icerisindeki kitosan iizerindeki amin gruplari ile enzimin stabil bir sekilde immobilize
edilmesini saglarken iletken polimer i¢in de plastiklestiri etki ile iyon gecisini dolayisyla
elektriksel ozelliklerini arttirarak biyokimyasal rekasiyon sonucundaki akim farkliliginin

artmasina sebep olmaktadir.

124



Tablo 6.4 CH, P(M2) ve CH-P(M2) enzim immobilizasyon platformlari (n = test sayisi, 0,1M sodyum fosfat
tamponunda, pH 4’te, ¢aligma hiicresine 25mM glikoz enjekte edilerek)

immobilizasyon Platformu Biyosensér Cevabi Standart Sapma

P(M2)-GOX-GAL 14,9 +0,14(n=4)
CH-P(M2)-GOx-GAL 258 +0,3 (n=10)

6.2.6  Grafit CH-P(M2)-GOx Biyoelektrotunun Morfolojik Karakterizasyonu

Hazirlanan biyoelektrotun morfolojik yapist her bir asama i¢in adim adim SEM ile
karakterize edilmistir. Biyosensor ¢aligmalarinda grafit elektrot kullanildigi igin ilk olarak
grafit elektrotun parlatilmis ve temizlenmis haldeki yapisi incelenmistir. Bos grafit
elektrotun yiizeyi taramali elektron mikroskobu ile Sekil 6.20 (a)’da 5000 ve (b)’de 20000
kez biiytitiilerek gosterilmistir. Goriintiilerden de anlasilacag: gibi grafit ylizeyi diiz olmayan

ve tabakal1 bir yapiya sahiptir.

J‘.

e b A @ v L = i
— ipm  FiratUni 10/25/2016 lpm  FiratUni 10/25/2016
1.50kv SEI SEM WD 10.4mm 11:04:14 X 20,000 1.50kv SEI SEM WD 10.4mm 11:02:4%

Sekil 6.20 Bos grafit elektrot igin (&) 5000 kez biiyiitiilmiis, (b) 20000 kez biiyiitiilmiis SEM gorintiileri

Grafit lizerinde biyosensor katmanlari olusturmaya kitosan ile baglanmistir. Onceki boliimde
anlatilmis olan prosediire gore grafitin yilizeyi CH ile kaplanmis ve bu ylizeyi karakterize
etmek icin SEM fotograflart alinmistir. Sekil 6.21 (a)’da 5000 ve (b)’de 10000 kez
biiyiitiilmiis CH kapli elektrot ylizeyi goriilmektedir. CH elektrot yiizeyini bir Ortii gibi
kaplamig piirlizsiiz ve diiz bir gériiniim kazandirmistir. Her iki fotografta da benzer bir yapi
goriilmektedir. Olusan yapi grafit yiizeyinden tamamen farkli olan bir yapidir. CH bir
biyopolimer malzemedir ve goriintii almak i¢in yogun bir bigimde gonderilen elektronlar

yapisina zarar vermektedir. Bu nedenle biiylitme orani arttikca SEM ile goriintii alimu
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zorlagmakta ve ylizeydeki CH gozle goriiniir bir bigimde bozunup yanmaktadir. Bundan
dolay1 en fazla grafit elektrotu tizerinde CH’nin 10000 biiyiitmeye kadar olan goriintiileri
alinabilmistir. Sekilde de goriilecegi gibi 20000 ve {izeri biiyiiltmelerde yiizeyde ¢atlaklar ve

bozulmalar meydana gelmistir.

— 1pm  Firatuni 2/1/2016
X 10,000 5.0kv SEI  SEM WD 10.0mm 1:55:03

Sekil 6.21 CH ile kaplanmus Grafit elektrotu igin (a) 5000 kez biiyiitiilmiis, (b) 10000 kez biiyiitiilmiis SEM
goriintileri
Biyoelektrot hazirlanmadan oOnce sadece P(M2)’min grafit elektrotu yiizeyindeki
morfolojisini karakterize etmek i¢in ayrica SEM goriintiileri alinmigtir. Bdylece adim adim
yiizeyde meydana gelen yapisal degisiklikler daha acik bir bigimde gozlenmistir. Sekil
6.22°de P(M2) ile elektrokimyasal olarak kaplanmig grafit elektrotunun farkli biiyiitme
oranlar1 i¢gin SEM fotograflar1 gosterilmistir. 10000 kez biiyiitiilmiis resimde (Sekil 5.25 (a))
yiizeyde birikmis olan P(M2) tanecikleri gériilmektedir ve yilizeyde diiz ancak tanelerden
olusan bir yapt meydana gelmistir. Ayrica P(M2) tanecikleri kendi arasindaki m-m
etkilesimlerinden dolay1 kiimelenmis yogun polimer birikintileri olusturmuslardir. Sekil
5.25 (b) ise sirasiyla 40000 kez biiyiitiilerek alinmig SEM fotograflar1 gosterilmistir ve bu
fotograflarda daha kiiciik alanlarda olusan iletken polimer birikintileri ve kiimelenmeler

acikea goriilmektedir.
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ilpm  Firatuni 10/25/2016 - 100nm Firatuni
X 20,000 15.0kV SEI SEM WD 11.2mm 11:20:05 X 40,000 15.0kV SEI SEM

Sekil 6.22 P(M2) ile kaplanmis Grafit elektrotu igin SEM goriintiileri (a) 20000, (b) 40000 kez bilyiitiilmis

Grafit elektrot ylizeyi once damlatma metoduyla CH ile kaplanmis ve ardindan
elektrokimyasal olarak P(M2) ile kaplanmistir. Grafit elektrot ylizeyinde elde edilen bu biyo-
iletken-kompozit malzemenin Sekil 6.23 (a) ve (b)’de sirasiyla 20000 ve 40000 kez biiyilitme
icin alimmig SEM goriintiileri verilmistir. Elektrotun tabaninda sadece CH ile kaplanmig
elektrota benzer olarak piiriizsiiz ve diiz bir yap1 vardir. P(M2)’ya ait kiimelenmis tanecikli
yapr azalmistir. Ancak olusan yapt P(M2)’nin karakteristik ylizey yapisina da
benzemektedir. Elektrokimyasal ve biyosensér c¢alismalarinin = sonuglari  yiizey
karakterizasyonu ile de desteklenmistir. Yani kompozit i¢in yiizeyde CH ve P(M2)’nin
morfolojik 6zelliklerini tagiyan yeni bir yap1 olusmustur. Yiizeyde iletken polimerin ¢ok
fazla birikmesi kitosanin aktif merkezlerini kapatip enzim immobilizasyonunun etkin bir
bicimde gergeklestirilmesine engel olacagi icin ve uzun siire direk bir potansiyele maruz
kalacak olan CH’nin yapist bozulabilecegi igin ylizey sadece 30 sn P(M2) ile
elektrokimyasal olarak kaplanmistir. Tiim bunlara bagli olarak olusan yapinin olusturulmak
istenen yap1 oldugu soylenebilir. Ayrica sadece CH ile kapl olan yiizeyde SEM goriintiisii
almakta sikint1 yasanirken P(M2) ile yiizeyin kaplanmasinin ardindan bu zorluk ortadan

kalkmistir. Bu olugan P(M2)’nin yapiy1 daha stabil hale getirdigi seklinde yorumlanabilir.
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15.0kV SEI SEM WD 11.2mm 11:23:16 X 40,00 0KV S SEM WD 11.2mm 11:23:54

Sekil 6.23 Grafit elektrotu tizerinde CH-P(M2) kompozitinin (a) 20000, (b) 40000 kez biiyiitiilmiis SEM
goriintiileri

CH ile modifiye edilmis grafit elektrot ylizeyine glutaraldehit (GAL) araciligiyla GOx
enzimi immobilize edildikten sonra SEM goriintiileri alinarak biyoelektrotun morfolojik
ozellikleri karakterize edilmistir (Sekil 6.24 (a) ve (b)). CH ve GOx biyolojik malzemelerdir
ve SEM ile goriintiilemede yiiksek oranlardaki biiyiiltmelerde ylizey elektron bombardimant
sonucu yanmaktadir. Bu nedenle en fazla 20000 kez biiyiiltme yapilarak elektrot yilizeyi
gortntiilenebilmistir. Enzim yiizeye uniform bir bicimde dagitildiktan sonra GAL capraz
baglayicisi yardimiyla CH kompoziti ile amid baglari olusturur ve bundan dolay: Sekil 6.24
(b)’de goriildiigii gibi sarmal goriiniimli bir diizen olugmustur. Bu goriintii ile elektrot
yiizeyindeki CH ve enzim arasinda c¢apraz baglanmanin gerceklestiinin ve enzimin

immobilize edildiginin ispatidir.

— 1pm FiratUni 2/1/2016 — 1pm  FiratUni 2/1/2016
X 5,000 5.0kv SEI SEM WD 10.0mm 2:32:16 X 20,000 5.0kv SEI SEM WD 10.0mm 2:32:58

Sekil 6.24 CH-GOx-GAL ile kaplanmis Grafit elektrotu i¢in (a) 5000 kez biiyiitiilmiis, (b) 20000 kez
biiyiitiilmiis SEM goriintiileri
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7 KITOSAN (CH) - 5-AMINO-N! N3-BiS (2,5-Di(TIYOFEN-2-YL)-1H-PIROL-1-
YL) ISOFTALAMID (M3) KOMPOZIT FIiLMIN HAZIRLANMASI
SPEKTROELEKTROKIMYASAL OZELLIKLERi VE GLIKOZ
BiYOSENSORU

Kitosan biyouyumlu, biyolojik olarak bozunabilir, toksik olmayan, genis bir pH aralifinda
stabil olan ve mitkemmel adsorpsiyon 6zelliklerine sahip bir biyopolimerdir. Bir¢ok reaktif
gruba (- OH ve - NH>) sahiptir ve bu nedenle enzim immobilizasyonunda en ¢ok kullanilan

malzemelerden biridir.

Iletken polimerler sahip olduklar1 polimer zinciri boyunca uzanan konjuge tek ve ¢ift baglar
araciligiyla elektriksel iletkenligi saglarlar ve geleneksel polimer malzemelerin sahip

olmadig1 birgok tistiin 6zellige sahiptirler.

Bu ¢alisma g¢ergevesinde kullanilan iigiincii elektroaktif monomer 5-amino-N*,N3-bis (2,5-
di(tiyofen-2-yl)-1H-pirol-1-yl) isoftalamid (M3)’diir (Soganci, 2017) . Bu elektroaktif
monomerin ITO cam elektrot ve grafit elektrot lizerinde CH ile kompozitleri hazirlanmis ve
hazirlanan bu kompozitlerin elektrokimyasal, elektrokromik ve biyosensor olabilme

ozellikleri arastirilmstir.

7.1 (M3) Monomerinin CH ile Modifiye Edilmis ITO Elektrotu Uzerindeki

Elektropolimerizasyonu, Elektrokimyasal ve Elektrokromik Ozellikleri

ITO kapli cam elektrot kullanarak iletken polimerlerin elektrokimyasal ve optik 6zellikleri
etkin bir bi¢imde arastirilabilmektedir. CH-P(M3) kompoziti ITO elektrotunun yiizeyinde
hazirlanmis ve hazirlanan bu kompozitin elektrokimyasal, spektroelektrokimyasal ve

elektrokromik 6zellikleri arastirilmistir.

711 CH ile Modifiye Edilmis ITO Yiizeyinde (M3) Monomerinin
Elektropolimerizasyonu

ITO kapli cam elektrot yiizeyi daha 6nce agiklanan prosediire gore damlatma metoduyla CH

ile modifiye edilmistir. elektroaktif M3 monomeri elektrokimyasal olarak CH ile kaplanmis

129



ITO elektrot yiizeyinde polimerlestirilmistir ve boylece hedeflenen ve iletken biyouyumlu
bir kompozit malzeme olan CH-P(M3) kompoziti elde edilmistir.

Elektrokimyasal ve elektrokromik ¢aligmalar 0,1 M LiClIO4/ACN ve 0,02 mM M3 igeren bir
calisma hiicresinde yapilmistir. Bu elektrot yiizeyindeki M3’ nin elektropolimerizasyonu ve
olusan kompozitin elektroaktivitesi doniisiimlii voltametri (CV) teknigi ile arastirilmistir.
Sekil 7.1’de CH-P(M3)’ya ait CV ¢alismas1 grafigi verilmistir. CV grafiginde ilk dongii
monomerin elektropolimerizasyonuna aittir ve buradaki pik monomerin oksidasyonunu
gostermektedir. Diger dongiilerde ise biri olusan iletken polimere digeri monomere ait olan
iki ytikseltgenme piki bulunmaktadir. Akim artisini izleyen ardisik dongiiler monomerin
ITO yiizeyine iyi bir bigimde yapistigin1 gosterir. -0,5 V ile 1,5 V potansiyel aralifinda
yapilan testlerde tersinmez monomer oksidasyon piki CH modifiyeli ITO yiizeyinde 2,04
nA/cm? olarak dlgiilmiistiir. Oksidasyon pikinin biiyiikliigii elektron yogunlugu ile iliskilidir.

M3 i¢in monomerin baslangi¢ oksidasyon potansiyeli (onset potential) 0,62 V (Soganci,
2017) iken CH-P(M2)’nin 0,81 V’dir. Bu durum ITO yiizeyindeki ince CH filmin iletken
olmayan yapisindan kaynaklanmaktadir ve CH filmi iletken polimerin yapisina etki ederek
elektroaktif monomerin polimerlesmesini  zorlastirmis ve baslangic oksidasyon
potansiyelinin yilikselmesine sebep olmustur. Ayrica bu durum elektron yogunlugunun
azaldigina isaret etmektedir. Ancak buna ragmen monomerin polimerizasyonu gergeklesmis
ve elektrot yiizeyinde elektrokimyasal yolla iletken polimer biriktirilerek istenen kompozit

malzeme elde edilmistir.
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Sekil 7.1 CH modifiyeli ITO cam elektrot tizerinde 0,02 M M3 igin 250mV/s tarama hizinda 0,1 M
LiClIO4/ACN destek elektrolit ¢oziicii sistemi i¢in doniistimlii voltamogramlar

7.1.2  CH-P(M3)’nin Elektrokimyasal Ozellikleri

CH-P(M3)’nin farkli tarama hizlarinda dontisiimlii voltametri teknigi ile elektrokimyasal
Ozellikleri arastirilmistir. Bunun igin 6ncelikle M3 monomeri 1,5 V sabit potansiyelde 0,1
M LIiCIO4/ACN c¢ozeltisinde CH ile kaplanmis ITO yiizeyinde elektrokimyasal yolla
polimerlestirilmistir. Ardindan monomer i¢ermeyen LICIO4#/ACN elektrolit ¢oziicti ¢ifti

ortaminda ¢esitli tarama hizlarinda doniisiimlii voltametri testleri yapilmistir.

Sekil 7.2 (a)‘da CH-P(M3) kompozitinin farkli tarama hizlarindaki doniisimlii
voltamogramlari ve Sekil 7.2 (b)’de ise Sekil 7.2 (a)’ dan elde edilen veriler 1s18inda tarama
hizinin anodik ve katodik pik potansiyellerinde akim yogunluguna gore degisimleri
gosterilmistir. Randless-Sevcik esitligine dayanilarak doniisimlii  voltametride bir
polimerlesme prosesinin diflizyona baglilig: tespit edilmistir. Elektrokimyasal deneylerde
tarama hiz1 akim yogunlugu ile orantili ise bu proses difiizyondan bagimsizdir. Ipa/lpc = 1
olmasi akim yogunlugu ve tarama hizi arasinda dogrusal bir orant1 olduguna ve prosesin
difiizyon ile kontrol edilmedigine isaret eder. Buna gore CH-P(M3) i¢in akim yogunlugu ve
tarama hiz1 arasinda dogru orantili bir iliski s6z konusudur, polimerizasyon islemi diflizyon
kontrollii degildir ve olugan polimer yiizeye stabil bir bigimde tutunmustur. Ayrica Ipa = Ipc
olmasi elektrokimyasal davranislarin yari tersinir oldugunu ve iiretilen polimerin kimyasal

olarak tersinir oldugunu ispatlar.
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CH-P(M3) kompozitinin oksidasyon igin gerekli potansiyel yiiksek ve indirgenme igin
gerekli potansiyeli oldukga diisiiktiir. Yani CH-P(M3) kompozit filminin iletkenligi ve
redoks aktivitesi oldukc¢a diisiik oldugundan her dongiide oksidasyon i¢in daha fazla

potansiyel ve rediiksiyon i¢in daha diislik potansiyel gereksinimi ortaya ¢ikmistir.
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0+ P — / J "
| AN N — .
. 1]
-2+ -2 R?=0,982 .

j (uAlcm?)
j (nAlcm?)

T T T T T 445 T T T T T
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Potansiyel (V) Tarama Hizi (mV/s)

Sekil 7.2 CH-P(M3) igin (a) farkli tarama hizlarinda dontisiimlii voltametri, (b) Katodik ve anodik pik
potansiyellerinin akima gére degisimi, monomersiz 0,1 M LiCIO4/ACN igeren galigma hiicresinde

Baslangi¢ oksidasyon potansiyelinden faydalanilarak kompozit filmin HOMO ve LUMO
degerleri sirasiyla -5,56 eV ve -2,6 eV olarak hesaplanmistir.

7.1.3  CH-P(M3) Kompoziti icin Stabilite Calismasi

CV iletken polimerlerin uzun vadeli kararliligin1 yorumlayabilmek ve saptayabilmek igin
oldukca onemli ve pratik bir tekniktir. CV calismalar1 atmosferik sartlar altinda, oda
sicakliginda, 250 mV/s tarama hizinda ve -0,5 V ile 1,5 V potansiyel araliginda 200 dongii
yapilarak gerceklestirilmistir. Sekil 7.3’te gosterildigi gibi CH-P(M3)’nin 1. dongiisii ile
200. dongiisii arasinda fark % 12°dir. Yani iletken kompozit 200 dongii sonunda redoks
stabilitesi % 88’dir.
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Sekil 7.3 CH-P(a-M3) igin 250mV/s tarama hizinda monomersiz 0,1 M LiCIO4/ACN ortaminda 1. ve 200.
doniisiimli voltamogramlar

7.1.4  CH-P(M3) Kompoziti i¢in Elektriksel Yiik kapasitesi

Yiik yogunlugu (CD) genel olarak yiizey alan1 bagina katkilanmis ya da katkilanmamis iyon
aktarim icin gerekli elektrik yiikiiniin bir miktar1 olarak ifade edilir. Iletken polimerler icin
yiik yogunlugu iletken polimer filmin oksidasyon ve rediiksiyon sirasinda tasidigi toplam

elektriksel yiik miktar1 olarak ifade edilir.

Yiik yogunlugu (CD) ¢alismalari i¢in, ITO cam elektrot yiizeyinde olusturulan CH-P(M3)
kompozit filmi monomer icermeyen 0,1 M LiCIO4/ACN destek elektrolit-¢oziicii igeren
hiicrede, dontigiimlii  voltametri teknigi vasitasiyla 250 mV/s tarama hizinda
gergeklestirilmistir (Sekil 7.4). CH-P(M3)’nin yiik yogunlugu CV grafiginin doniisimli
voltamgraminin integrali alinarak belirlenmistir. CH-P(M3) kompozit filminin birim alan

basina tasidig1 toplam yiik 3,6 uC/cm? olarak belirlenmistir.
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Sekil 7.4 CH-P(M3) i¢in 500 mV/s tarama hizinda 0,1 M LiCIO4/ACN ortaminda yiik yogunlugunu
gostermek i¢in alinmis doniigiimli voltamogram

Tablo 7.1°de P(M3) igin ve deneyler sonucunda elde edilen verilere gére CH-P(M3) igin
Eonsetox, Stabilite ve yiik yogunlugu (CD) degerleri 6zetle ve karsilastirilmali olarak
verilmistir (Soganci, 2017). Uretilen kompozit malzemenin baslangi¢ oksidasyon
potansiyeli P(M3)’ya gore daha biiyiiktiir. ITO yilizeyindeki kitosan iletken polimerin
yapisina etki ederek P(M3)’nin oksidasyonu ve polimerlesmesi i¢in gerekli baslangig
potansiyelini yiikseltmigtir. Ayrica kompozitin P(M3)’ya gore yiik yogunlugunun azaldigi
belirlenmistir ve bu kitosanin iletken polimerin aktif redoks bélgelerini kapatmasindan
kaynaklaniyor olabilecegi belirlenmistir. Bunun yaninda CH-P(M3) kompozit filminin
iletkenliginin P(M3)’nin iletkenliginden daha diisiik oldugu belirlenmistir ve bu oksidasyon
pik potansiyellerinin yliksek indirgenme pik potansiyellerinin diisiik olmasiin diger bir

sebebidir. P(M3)’nin CH-P(M3)’ya gore daha stabil oldugu goériilmektedir.

Tablo 7.1 P(M2) ve CH-P(M2) igin Eonsetox, Stabilite ve CD degerleri

Malzeme Eonset,ox(V) Stabilite (%) CD (mC/cm?)
P(M3)? 0,62 92 2,2964
CH-P(M2) 0,81 83 0,0036

& (Soganci, 2017)
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7.1.5  CH-P(M3)’nin Spektroelektrokimyasal ve Elektrokromik Ozellikleri

Uygulanan voltaj degisimine bagli olarak konjuge polimerlerin optik ve elektrokimyasal
Ozelliklerini  arastirmak  i¢cin  Spektroelektrokimya  teknigi  kullanilmaktadir.
Spektroelektrokimya teknigi ile sentezlenen polimerin uygulanan potansiyeldeki optik
ozelikleri ve elektronik gecisleri gibi hususlari aragtirmak miimkiindiir. Bu ¢aligsmalar daha
once ITO yilizeyinde sentezlenen polimerin belirli potansiyellerde monomer icermeyen

destek elektrolit ¢dziicli ortaminda spektrumunun alinmasiyla gergeklestirilmistir.

CH ile modifiye edilmis ITO elektrotu yiizeyi 30 sn boyunca 1,5V ‘da 0,02 M M3 monomeri
igeren 0,1 M LiCIO4/ACN galisma hiicresinde P(M3) ile kaplanmistir. Ardindan monomer
icermeyen elektrolit/coziicti ortaminda 250 mV/s tarama hizinda -0,5 V ile 15 V
potansiyelleri arasinda CH-P(M3)’nin UV spektrumlari test edilmistir. Uygulanan her
potansiyel i¢in dalga boyuna karsilik absorbans degisimi grafik ile gosterilmistir (Sekil 7.5).

CH-P(M3) kompoziti igin spektroelektrokimyasal ¢alismalar ile noétral halde =n-m*
gecislerinin meydana geldigi dalga boyu belirlenmis ve bu dalga boyundaki yasak enerji
aralig1r veya band bosluk enerjisi hesaplanmistir. Ayrica spektroelektrokimya calismalari
sonucu cizilen grafik (Sekil 7.5) ile en yiiksek absorbans farkinin olustugu dalga boylari

belirlenmis ve bunlara bagl olarak kinetik ¢alismalar1 yapilmistir.

HOMO-LUMO enerji seviyeleri arasindaki optik bant boslugu enerjisi olarak ifade edilen
Eg, m—m* gecislerinin oldugu dalga boyundaki baslangi¢ (onset) enerji absorpsiyonundan
faydalanilarak hesaplanmistir. 7—* gegislerinin oldugu dalga boyu CH-P(M3) i¢in 425 nm
olarak belirlenmis ve bunlara bagli olarak optik bant bosluk enerjisi (Eq) CH-P(M3) i¢in 2,96
eV olarak belirlenmistir. Uygulanan voltajin artmasiyla 890 nm de yilik tasiyicilarin
bliylimesinden dolayr yeni absorpsiyon bandi (polaron-bipolaron gecisi) olusumu

gerceklesmistir.
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Sekil 7.5 CH-P(M3)’ya ait spektroelektrokimya grafigi

7.1.6  CH-P(M3) Kompoziti icin Redoks Reaksiyon Kinetigi Calismasi

Elektrokimyasal uygulamalar i¢in polimerin gozle goriiliir belirginlikte renk degisimi ve
hizli tepki verme yetenegine sahip olmasi gerekir. Spektroelektrokimyasal testler sirasinda
elde edilen nétral durumda n-nt* gegislerinin meydana geldigi dalga boyunda, art arda tam
renkli ve renksiz durum arasindaki gecisler ve tekrarlanan dongiiler sirasindaki renksiz olma
/renklenme prosesini anlayabilmek igin kinetik caligmalar yapilmis ve CH-P(M3)’nin
elektrokromik tepki siiresi bu ¢alismalar vasitasiyla en yliksek ve en diisiik gegis degerleri
yardimiyla tespit edilmistir. Kompozit malzemenin tepki siiresi (switching time) ve optik
kontrasti (AT %) en yiiksek dalga boyunda (Amax), monomersiz 0,1 M LiCIO4/ACN c¢aligma

hiicresi igerisinde ve UV-vis spektrofotometresi ile yapilan testlerle belirlenmistir.

Kinetik caligmalar1 spektroelektrokimyasal c¢alismalardan elde edilen verilere gore
yapilmigtir. Boylece iletken kompozit malzeme igin indirgenme ve yiikseltgenmenin
meydana geldigi tersinir redoks reaksiyonun hizina bagli olarak karakterizasyonu
yapilmistir. Bu amacl dogrultusunda spektroelektrokimyasal ¢aligmalardan faydalanilarak
en yiksek absorbans farkinin meydana geldigi dalga boylar1 ve potansiyel degerleri igin

P(M3)’nin redoks reaksiyon kinetigi ¢alismalar1 yapilmistir.

Kinetik ¢alismalar1 i¢in CH modifiyeli ITO elektrot yiizeyi 1,5 V’da M3 ile kaplanmis ve

monomer igermeyen ¢oziicii/destek elektrolit ortaminda 420 nm ve 890 nm’de 5’er sn
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araliklarla -0,5 V (nétral durum) ile 1,5V (yiikseltgenmis durum) arasinda degisen bir
potansiyel uygulanarak deneyler yapilmistir (Sekil 7.6). Buna gore CH-P(M3) i¢in 420
nm’deki optik zitlik % 29 ve tepki siiresi 3,3 s olarak tespit edilmistir. Ayrica 890 nm’deki

optik zitlik ve tepki siiresi ise % 63 ve 2,2 s olarak tespit edilmistir.
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Sekil 7.6 CH-P(M3) i¢in 0,1 M LiCIO4/ACN destek elektrolit ¢oziicii sisteminde, 420 ve 890 nm’de
Absorbans-Zaman grafikleri

Sonug olarak yalitkan 6zellige sahip CH iletken polimerin onset potansiyelini ve bant
boslugu enerjisini ylikseltirken olusan kompozit yapida iletken polimerim konjuge cift
baglar arasinda olusan p-yiginlagsmasini engelleyerek iyonik gecirgenligini kolaylastirarak

optik kontrast ve tepki zamanini iyi yonde gelistirmistir.

Tablo 7.2’de P(M3) ve CH-P(M3) ile ilgili optik ve elektrokimyasal veriler verilmistir. Bu
veriler karsilastirildiginda kompozitin baslangi¢ oksidasyon potansiyelinin P(M3)’ya gore
yiiksek oldugu goriiliir. Maksimum dalga boylar1 ¢ok yakin olmasina karsin kompozitin bant
bosluk enerjisinin daha yiiksek oldugu gézlenmektedir. P(M3) nin optik kontrastikompozite
gore daha iyidir ve tepki siiresi daha kisadir. Sonug olarak yalitkan 6zellige sahip CH iletken
polimerin onset potansiyelini ve bant boglugu enerjisini yiikseltirken olusan kompozit yapida
iletken polimerim konjuge ¢ift baglar arasinda olusan p-yiginlasmasini engelleyerek iyonik

gecirgenligini kolaylastirarak optik kontrast ve tepki zamanini iy1 yonde gelistirmistir.

Tablo 7.2 P(M1) ve CH-P(M1) i¢in optik ve elektrokimyasal veriler
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Optik

Malzeme Eonset,ox (V) Amax (nm) Eg°p (EV) HOMO LUMO Zithk Tepkl

(eV) (eV) (%AT)  Siiresi (s)
P(M2)? 0,62 900 2,28 -4,28 -2,14 52 1,5
CH-P(M2) 0,81 890 2,96 -5,56 -2,6 63 2,2

2 (Soganci, 2017)

Spektroelektrokimyasal ve kinetik ¢aligmalarin yaninda potansiyometik ve spektroskopik
metotlar Dbirlestirilerek elde edilen CH-P(M3) kompozitinin elektrokromik ve optik
Ozellikleri zamana bagli olarak arastirilmigtir. Bu amagla 0,02 m M3 monomeri ve 0,1 M
LiCIO4/ACN igeren c¢alisma hiicresi UV-vis spektrofotometresine yerlestirilip spektrumlari
almmistir. Potansiyostat ve spektroskopi es zamanli galistirilmis ve potansiyometri
cihazindan 1,5 V sabit potansiyel uygulanarak testler yapilmistir. 10’ar saniye araliklarla
polimerin yiizeye elektrokimyasal olarak kaplanmasina iligkin absorbans degerleri tespit

edilmistir.

Yapilan c¢aligmalardan elde edilen verilere bagli olarak polimerizasyon boyunca dalga
boyuna karsi absorbans degisimi grafik ile gosterilmistir (Sekil 7.7 (a)). Bu grafik baz
alinarak 110 saniye boyunca zamana kars1 belirlenen dalga boyu olan 850nm’deki absorbans
degerleri grafige gecirilerek Sekil 7.7 (b)’de gosterilmistir. Absorpsiyon siireci 40 s’den 110
s’ye degisen zaman aralifinda absorbans degisimi lineerdir ve bu zaman aralifinda

elektrokimyasal prosesin difiizyon kontrollii degildir
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Sekil 7.7 (a) CH-P(M3) igin UV-vis spektrumlari, (b) CH-P(M3) i¢in 900 nm’de zamana bagli absorbans
degisim grafigi

7.1.7 ITO Elektrotu Yiizeyindeki CH-P(M3) Kompozitinin Morfolojik
Karakterizasyonu

CH-P(M3) kompozit filminin morfolojik karakterizasyonunu yapmak i¢in ITO cam elektrot
yiizeyi 6ncelikle CH ile modifiye edilmis ve ardindan sabit 1,5 V potansiyelde, 30 s boyunca,
0,1 M LiCIO4/ACN igeren ortamda M3 monomerinin elektrokimyasal olarak
polimerlestirilmesiyle olusan P(M3) ile kaplanmistir. Olusan yiizeyi analiz edebilmek igin

her asamanin ayr1 ayr1 SEM fotografi alinmistir.

Sekil 7.8 ‘te bos ITO kapli cam elektrot yiizeyi gosterilmistir. Yiizey homojen ve diiz bir

goriiniime sahiptir sahiptir.
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Sekil 7.8 Bos ITO kapli cam elektrot (5000 x)

Elektrot yiizeyi CH ile kaplandiktan sonra alinan SEM fotografi Sekil 7.9°da gosterilmistir.
Onceki boliimde de bahsedildigi gibi CH bir biyo-malzemedir ve ortam kosullarina kars
hassastir. Yiiksek biiyiiltmelerde yilizeye yogun bir bi¢imde elektron gonderilmektedir ve bu
CH’nin bozulmasina sebep olmaktadir. Bu nedenle yiizeyin en fazla 5000 kez biiyiiltme ile
kaliteli goriintiisti alinabilmistir. Kitosan iyi film olusturan bir malzemedir ve sekilde de

goriildiigl gibi oldukea diiz, homojen ve piiriizsiiz bir yap1 olusturmustur.

Sekil 7.9 ITO kapli cam elektrot ylizeyinde CH igin SEM goriintiisii (5000 X)

Olusturulan kompozit biyo-iletken kompozit malzemenin yiizeyini yorumlayabilmek i¢in
oncelikle ITO cam elektrotu yiizeyi sadece 1,5 V sabit potansiyelde 30 s kaplanarak elde
edilen P(M3) iletken polimer filmi varliginda SEM fotografi alinmistir. P(M3)’nin yiizeyi
Sekil 7.10 “de gosterildigi gibi taneciklidir ve homojen degildir.

140



i
lpm  FiratUni 10/25/2016

X 20,000 15.0kV SEI SEM WD 10.4mm 10:09:23

Sekil 7.10 ITO kapli cam elektrot yiizeyinde P(M3) igin SEM goriintiisii (20000 x)

Elektrot yiizeyi énce CH ve sonra P(M3) ile kaplanarak elde edilen CH-P(M3) kompoziti
her iki malzemenin yiizey karakteristigini tasimaktadir (Sekil 7.11). Ancak yiizeyde CH
bulundugunda tanecikler daha kiigiilmiis ve azalmigtir. Bu CH ince filminin yiizeyde
elektron iletimini zorlagtirmasi ve daha az polimerin yiizeye kaplanmasina sebep olmasindan
kaynaklanmaktadir. Ayrica elektrot yiizeyi sadece CH ile kapliyken malzemenin ¢ok hassas
olmasi sebebiyle yiiksek biiyiiltmelerde kaliteli SEM goriintiisii alinamamaistir. Ancak CH
yiizeyi P(M3) ile kaplandiktan sonra kaliteli SEM fotografi alinmasi kolaylasmistir. Yiizey
goriintiilerinin benzer olmasi CH katmanin P(M3) katmaninin ITO elektrodu arasinda
baglayict modifiye yiizey olusturarak ve P(M3) i¢in plastiklestirici etki yaparak stabilitesini
arttirirken yiizey 6zelliklerinde ¢ok biiyiik bir farkliliga neden olmamaktadir.

* X ©
lpm FiratUni 10/25/2016
X 20,000 15.0kV SEI SEM WD 10.4mm 10:56:24

Sekil 7.11 ITO kapli cam elektrot yiizeyinde CH-P(M3) i¢in SEM goriintiisii (20000 x)
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7.2 CH-P(M3) Kompozit Filminin Biyosensor Ozellikleri

Kitosan gibi dogal polimerler ve iletken polimerler gibi farkli stratejiler immobilizasyon
platformu olusturmak i¢in kullanilirlar. Zincirinin esnek olmasi ve NH2 gruplar1 sebebiyle
pozitif yiikklenebilme 6zelligi kitosan1 biyosensor uygulamalari i¢in olduk¢a uygun bir matris
ve katk1 malzemesi haline getirmektedir. iletken polimerlerin elektriksel iletkenligi sensor

sistemlerinde matris olarak bu malzemeleri dikkat ¢ekici hale getirmektedir.

CH ve P(M3)’nin ozellikleri birlestirilerek GOx glikoz biyosensér immobilizasyon
platformu olusturulmustur. Kitosan ve iletken polimer kullanilarak biyomolekiil (enzim) ve
polimer immobilizasyon platformu arasindaki gii¢lii baglar vasitasiyla kararli ve stabil bir
biyolojik tanilama platformu olusturmak amaglanmistir. CH-P(M3) kompoziti kullanilarak
olusturulan glikoz biyosensdér immobilizasyon platformunun optimizasyonu ve
karakterizasyonu ilerleyen boliimlerde anlatilmistir. Tezin en 6nemli ¢giktilarindan birisi ¢ok
kolay bir yontemle kitosan/iletken polimer kompozitinin hazirlanarak iletken polimerlerin

optik ve elektriksel 6zelliklerinin yaninda stabilitesinin 6nemli dlciide arttirilmasidir.

Sekil 7.12°de CH-P(M3) kompoziti ile grafit ¢alisma elektrotu yiizeyinde olusturulan glikoz
oksidaz enzim immobilizasyon platformunun iiretim asamalart gosterilmistir.  Grafit
elektrot yiizeyi enzimi yiizeye tutuklayabilmek i¢in aktif NH2 gruplarina sahip biyouyumlu
bir biyopolimer olan kitosan ile kaplanmigstir. Elektron aligverisini kolaylastirmak, sensérden
elde edilecek sinyal giiciinii arttirmak ve stabil bir sensor iiretebilmek i¢in yiizey iletken
polimer P(M3) ile elektrokimyasal yolla kaplanmigtir. P(M3) iletken olmasinin yaninda NH>
gruplarina sahiptir. Yani P(M3) elektrot yiizeyindeki elektron transferini kolaylagtirmanin

yaninda immobilizasyon isleminde de gorev almaktadir.
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Sekil 7.12 Biyosensor elektrotunun iiretimi
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M3 monomeri elektrokimyasal olarak CH ile modifiye edilmis grafit elektrot yiizeyinde
polimerlestirilmistir. Bu islem 0,02 M M3 ve 0,1 M LiCIO4/ACN igeren bir hiicrede grafit
elektrot yilizeyi 30 s boyunca sabit 1,5 V potansiyel ile elektrokimyasal olarak kaplanarak
gergeklestirilmistir.

Biyosensoriin ¢aligma prensibi ortamda glikoz bulundugu durumda enzimin katalitik
aktivitesine bagli olarak tiiketilen oksijen miktarmin hesaplanmasimna dayanir. Enzimin
ylizeye kovalent olarak baglanmasi i¢in iki fonksiyonlu capraz baglayici glutaraldehit
kullanilmistir. Glutaraldehit enzim ve CH-P(M3)’nin amin gruplari arasinda kovalent

baglanmanin gerceklesmesi i¢in capraz baglayict gorevi goriir.

7.2.1  CH-P(M3)-GOx Glikoz Biyosensorii icin pH Optimizasyonu

Dogru pH degerinde ¢alismak biyosensoriin enzim aktivitesini veya hazirlanan yiizeye
biyosensoriin cevabini izlemek igin olduk¢a 6nemlidir. Cozeltinin pH degeri hazirlanan
biyosensor platformunun sensor cevabina etki ettigi i¢in en yiiksek akim farkliliginin alindig
optimum pH degerinde ¢alisilmasi gerekir. CH-p(M3) glikoz biyosensoriiniin ¢alisma
kosullarin1 belirlemek amaciyla pH optimizasyonu yapilmistir. Bdylece hazirlanan
biyosensor i¢in en uygun pH degeri tespit edilmistir ve sonraki deneysel calismalar

belirlenen pH degerine sahip tampon ¢6zeltide gergeklestirilmistir.

Bu amagla pH degeri 4 ve 7,5 arasinda degisen 8 tampon ¢6zelti hazirlanmigtir. Hazirlanan
bu tampon ¢6zelti ortamlarinda biyosensor cevaplari karsilagtirilmistir. Bu amagla 10 ml
tampon ¢Ozelti iceren 3 elektrotlu amperometrik test hiicresi hazirlanmis ve Ag/AgCl
referans elektrotuna kargt CH-P(M3) kompoziti ile hazirlanmis enzim ¢alisma elektrotundan
gelen akim stabil olana kadar beklenmistir. Kararli bir akim elde edildiginde ortama 25 pl

0,1 M’lik glikoz ¢ozeltisinden eklenmis ve elde edilen akim farki kaydedilmistir.

Cesitli pH degerleri icin biyosensoriin nispi cevabi Sekil 7.13’de gosterilmistir. Maksimum
cevap pH 5,5 degerinde elde edilmistir. Bu nedenle optimum pH degeri 5,5 olarak kabul
edilmistir. Biyosensor fabrikasyonunda kullanilan negatif veya pozitif yiiklii gruplar iceren

immobilizasyon matrisi (CH ve P(M3)) c¢alisma hiicresinde kullanilacak olan tampon
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¢ozeltinin calisma pH degeri 6nemli Olclide sensor cevaplarina etki edebilmektedir.

Dolayistyla optimum pH degeri biyosensor fabrikasyonunda kritik bir yere sahiptir.
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Sekil 7.13 CH-P(M3) biyosensorii tizerinde pH etkisi (0,1 M sodyum fosfat tamponu igerisinde, -0,7V)

Elektrot yiizeyi 10 ul CH ile modifiye edildikten sonra 1,5 V sabit potansiyelde, pH 5,5 ‘ta
10 s, 30 s ve 40 s siireyle elektrokimyasal olarak P(M3) ile kaplanarak hazirlanan sensor
elektrotunun cevabi arastirilmistir (Tablo 7.3). 30 saniyenin altinda ve iistiinde yapilan
elektrokimyasal polimerizasyon ile iretilen elektrotlarin cevabinin diisiik oldugu
gozlenmistir. En yiiksek sensor cevabi (27,57 mA) ise 30 s siireyle P(M1) ile kaplanmis
elektrottan elde edilmistir. Elektrot yiizeyi diisiik siirelerde kaplandiginda yani yiizeyde daha
ince bir iletken polimer tabakasi olusturuldugunda ytlizeyde elektron iletimini saglayacak
yeterli iletken polimer bulunmamasindan ve elektrot yiizeyindeki fonksiyonel gruplarin
azalmasindan dolay1 sensor cevabi da diisiik olabilir. Bunun yaninda elektrot yiizeyinde ¢ok
fazla iletken polimer biriktirildiginde ve nispeten daha kalin bir iletken polimer tabakasi
olusturuldugunda yiizeyde bir difiizyon bariyeri olusmasindan kaynaklanan bu daha diisiik
yiik tagima orani sensOr cevabinin diisiik olmasina sebep olabilmektedir. Ayrica sensor
yiizeyinde daha kalin bir iletken polimer tabakasi olusturuldugunda CH’ nin aktif bolgeleri
kapanacagindan enzim immobilizasyonu zorlasir. Ozetle bu deneyde P(M3)’nin film
kalinlig1 polimerlesme siiresi ile kontrol edilerek en yiliksek sensor cevabinin alindig: film

kalinlig1 optimize edilmistir. Sonuglar Tablo 5.3’de 6zetlenmistir.
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Tablo 7.3 1,5 V sabit potansiyelde elektropolimerizasyon siiresinin biyosensor cevabina etkisi

Polimerizasyon Siiresi (s) Sensor Cevabi (Ma) Standart Sapma
10 10,84 0,76
20 16,18 0,61
30 27,57 0,68
40 12,97 0,55

7.2.2  CH-P(M3)-GOx Glikoz Biyosensorii icin Kalibrasyon Calismalar:

Biyosensor cevabinin glikoz konsantrasyonuna bagliligini arastirmak amaciyla pH 4’te 0,1
M sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi icerisinde sabit -0,7 V potansiyelde farkli
konsantrasyonlardaki  glikoz  ¢ozeltileri ile testler gergeklestirilmistir.  Glikoz
konsantrasyonuna bagli olarak elde edilen akim farki degerleri kalibrasyon grafiginde (Sekil
7.14) gosterilmistir. 1| mM'dan 100 mM'a kadar olan glikoz konsantrasyonlari igin sensoriin
verdigi cevap (akim farki (mA) ) degerleri tespit edilmistir. 25 mM' kadar olan glikoz
konsantrasyonlarinda akim farki siirekli artarken 25 mM'dan sonra akim farki artisi
azalmistir. Daha 6tesi glikoz konsantrasyonu artisiyla birlikte yiiksek konsantrasyonlarda

sensoriin verdigi cevap diismiistiir.
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Sekil 7.14 CH-P(M3) enzim elektrotu igin kalibrasyon grafigi (0,1 M sodyum fosfat ¢ozeltisinde, pH 5,0, -
0,7V). Hata ¢ubuklari ii¢ 6l¢iim sonucunda elde edilen standart sapmay1 gosterir.

Biyosensor grafiginde sensoriin lineer olarak cevap verdigi bolge olduk¢a dnemlidir. Cilinkii

daha sonra yapilacak gergek drnek vb. testlerde lineerlik grafiginden elde edilen denkleme
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gore analit tayini yapilmistir. Ayrica lineerlik sinir1 igerisinde bir analitik konsantrasyonda

calisma hiicresine glikoz eklenmistir.

CH-P(M3) biyosensorii pH 5,5’da 1 mM ve 10 mM glikoz konsantrasyonlari i¢in lineer
olarak cevap vermistir (Sekil 7.15). 10 mM'dan sonra biyosensoriin cevabi lineer olarak
degismemektedir. Lineer bolge icin elde edilen denklem y = 2,108x + 2,11 seklindedir ve
burada y akim farkini (sensoriin cevabir — (mA)) ve X ise glikoz konsantrasyonunu mM

cinsinden gostermektedir.

Ticari amaglh kandaki seker tespiti amaciyla kullanilan sensdrlerin lineerlik sinir1 viicuttaki
glikoz konsantrasyonu olan 15 mM' dir (Harper, 2005). CH-P(M3) enzim biyosensdriiniin
lineerlik sinir1 10 mM'dir ve pratik canli i¢i (in vivo) kullanim i¢in uygun degildir. Ayrica
artan glikoz miktarina karst CH-P(M3)’nin verdigi lineer siirekli hal cevabi etkili bir glikoz

oksidasyonu meydana geldigini gostermektedir.
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Sekil 7.15 CH-P(M3) biyosensorii igin lineer kalibrasyon grafigi (0,1 M sodyum fosfat ¢6zeltisinde, pH 5,5, -
0,7V). Hata ¢ubuklari ii¢ 6l¢ciim sonucunda elde edilen standart sapmay1 gosterir.

Gozlenebilme sinir1 (LOD) farkli biyosensorleri karsilastirmak icin iyi bir metottur. Onceki
bolimde anlatildigi gibi CH-P(M3) lineer kalibrasyon grafiginden (Sekil 7.15)
faydalanilarak LOD degeri 0,4 mM olarak belirlenmistir.

Enzimler reaksiyonun aktivasyon enerjisini diisiirerek reaksiyonu hizlandiran maddelerdir.
Glikozun pargalanma reaksiyonu i¢in glikoz oksidaz (GOx) enzimi kullanilir. Yani glikozun

oksidasyonu GOx enziminin katalizorliigi araciligiyla ger¢eklesmektedir. Reaksiyonun hizi
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veya kinetigi hakkinda yorum yapabilmek i¢in Michaelis-Menten sabiti ‘Ky’ degeri
bilinmelidir. Km degeri tersinir ve tersinmez reaksiyonu sabitidir ve reaksiyon kinetigi
hakkinda yorum yapabilmek i¢in 6nemli bir parametredir. Lineweaver—Burke metodu daha
materyal ve metot boliimiinde anlatildig1 gibi Km degerinin tespit etmenin en kolay ve pratik
yollarindan biridir. Lineweaver—Burke grafigi (Sekil 7.16) yardimu ile 7,61 mM olarak tespit
edilmistir. Km degerinin kiigiik olmasi GOx enzimi tarafindan glikozun daha iyi okside

oldugunu gosterir.

2801

2104

140 1

1/Akim (A™)

Kmy = 7,61 mM
704 m

4

0,0 05 1,0

1/Konsantrasyon (mM™)

Sekil 7.16 CH-P(M3) enzim elektrotu i¢in Lineweaver—Burke grafigi

7.2.3  CH-P(M3)-GOx Glikoz Biyosensorii ile Doniisiimlii Voltametri Calismalar:

Dontigiimlii voltametri teknigi glikozun GOx enzimi tarafindan oksidasyonunu takip etmek
amactyla kullanilmistir. CV testleri -0,5 ve 1,5 V potansiyel araliginda pH'1 5,5 olan 0,1 M
sodyum fosfat tampon c¢ozeltisi igerisinde 250 mV/s tarama hizinda gergeklestirilmistir.
Hazirlanan ¢alisma elektrotu ¢alisma hiicresinde 5 dk bekletildikten sonra once hiicreye
glikoz eklenmeden ardindan hiicreye 25 mM glikoz enjekte edilip bir dakika karistirildiktan

sonra CV ile test edilmistir.

P(M3) ile elektrokimyasal olarak kaplanmis grafit elektrotunun yiizeyine GOx enzimi
immobilize edilerek hazirlanan ¢aligma elektrotu ile ortamdaki glikozun etkisini arastirmak
amaciyla CV calismasi yapilmistir (Sekil 7.17 (a)). Calisma hiicresinde glikoz yokken ve 25
mM glikoz varliginda yapilan CV calismasinda 2,94 mA ve 2,60 mA maksimum akim
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degerlerine ulagilmigtir. Ortamda glikoz varken ulasilan en yiiksek akim degeri glikozun

bulunmadig1 ortamdaki maksimum akim degerine gore daha diisiiktiir.

CH-P(M3)-GOx c¢alisma elektrotu ilen yapilan CV ¢alismalarinda ortamda glikoz yok iken
ve ortama glikoz enjekte edildigine sirastyla 2,40 ve 3,63 mA maksimum akim degerine
ulagilmigtir. P-(M3)’dan farkli olarak ortamda glikoz bulunmadiginda ulasilan en yiiksek
akim degeri ortama glikoz eklendikten sonra ulasilan maksimum akim degerinden daha
kiiciiktiir. Bu glikozun oksidasyonu sebebiyle akim degerinin arttirdigir seklinde

yorumlanabilir.

—— 0 mM Glikoz (a)

—— 25 mM Glikoz (b) — 0 mM Glikoz (a)

— 25 mM Glikoz (b)

I (mA)E

P(M3)-GOx

05 0,0 05 1,0 15
Potansiyel (V)

05 0,0 05 1.0 15
Potansiyel (V)

Sekil 7.17 Grafit elektrot yiizeyine (a) P(M3)-GOx ile kaplanip, (b) CH-P(M3)-GOx ile kaplanip ¢aligma
hiicresine glikoz eklenmeden ve 25 mM glikoz eklenerek yapilan CV ¢aligmalari. (0,1M sodyum fosfat
icerisinde, pH 5,5, tarama hiz1 0,025 V/s, Ag/AgCl referans elektrotuna kars1)

P(M3)-GOx ve CH-P(M3)-GOx ¢aligsma elektrotlarinin karsilastirilmasi i¢in CV ¢alismalari
yapilmistir. Ortamda glikoz yokken her iki elektrot ile yapilan CV ¢alismalarinda P(M3)-
GOx ¢alisma elektrotu ve CH-P(M3)-GOx elektrotu ile sirasiyla 2,94 ve 2,40 maksimum
akim degerine ulasilmistir (Sekil 7.18 (a)). Yani ortamda glikoz yokken CH iletkenligi
diistirdiigii i¢in P(M3)-GOx ¢alisma elektrotunun maksimum akim degeri daha yiiksektir.
Ortamda glikoz yokken glikoz oksidayonu s6z konusu degildir ve sadece polimerin
yiikseltgenip indirgenmesi meydana gelir. Daha 6nce yapilan elektrokimyasal ¢alismalarda
da gosterildigi gibi elektrot CH ile kaplandiginda elektriksel iletkenligi diisiiriir ve yapiya
etki eder. Bunlara bagl olarak P(M3)-GOx biyo-elektrotunun daha yiiksek bir akim degerine

ulastig1 soylenebilir.

Ortama glikoz enjekte edildiginde P(M3)-GOx ve CH-P(M3)-GOx galisma elektrotlar1 igin
sirastyla 2,60 ve 3,63 mA maksimum akim degerlerine ulagilmistir (Sekil 7.18 (b)). CH ile

etkin bir enzim immobilizasyonu gerceklestirildiginden ortama glikoz eklendiginde daha
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fazla glikoz parcalanir. Bu nedenle maksimum akim degerinde bu agik yiikselis

gerceklesmistir.

(@) =

4
(b) — P(M3)-GOx (a)

— P(M3)-GOx (a) 31 —— CH-P(M3)-GOX (b)

—— CH-P(M3)-GOX (b)

< < Y
é 0- é 01
-1
-1 . =
Cylikoz =0 MM 02:25 N
24
24 . . . .
-0,5 0.0 05 1,0 15 05 0.0 05 1,0 15
Potansiyel (V) Potansiyel (V)

Sekil 7.18 Grafit elektrot yiizeyine (a) P(M3)-GOx ile kaplanip ¢alisma hiicresine glikoz eklenmeden, (b)
CH-P(M3)-GOx ile kaplanip ¢alisma hiicresine 25 mM glikoz eklenerek yapilan CV ¢alismalari. (0,1M
sodyum fosfat igerisinde, pH 5,5, tarama hiz1 0,025 V/s, Ag/AgCl referans elektrotuna karsi)

7.2.4  CH-P(M3)-GOx Glikoz Biyosensoriine Girisimci Etkisi

Biyosensoriin segiciligi ortamda bulundugunda biyosensoriin cevabini etkileyen maddeler
ile yardimiyla arastirilmistir. Hazirlanan biyoelektrot kullanilarak ¢alisma hiicresine
girisimci madde enjekte edildiginde sensoriin nasil bir cevap verdigi incelenmistir. Girisimci
testleri biyosensor elektrotunun ¢aligma hiicresinde pH 5,5’da 0,1 M sodyum fosfat tampon
¢ozeltisi icerisinde yapilmistir. Biyosensor ¢alisma hiicresine glikoz olmadan ve glikoz ile
birlikte belirlenen miktarda (25 mM) girisimci madde enjekte edilmis ve sensoriin verdigi

cevap incelenmistir.

Sekil 7.19°da ¢alisma hiicresine ayn1 anda 0,1 M’lik girisimci ¢ozeltisinden (fenol veya
etanol) 25 mM, girisimci ve glikoz ¢ozeltisinden ayni anda esit miktarda (25 mM glikoz ve
girisimci) enjekte edildiginde CH-P(M3) glikoz enzim sensoriiniin verdigi cevap
gosterilmistir. Grafikte de gosterildigi gibi ortamda etanol ya da fenol bulundugunda
sensorde herhangi bir cevap gozlenmemistir. Bunun yaninda girisimci ve glikoz birlikte
ortama enjekte edildiginde de sadece glikoz i¢in beklenen sensor cevabi elde edilmistir. Yani
etanoliin ve fenoliin CH-P(M3) glikoz biyosensorii iizerinde girisimci etkisi yoktur ve
hazirlanan biyosensoriin glikoz icin segiciligi test edilen girisimciler karsisinda oldukca

iyidir.

149



251

201

151

101

I (mA)

Glikoz Etanol Glikoz+Etanol Fenol Glikoz+Fenol

Sekil 7.19 CH-P(M2)-GOx glikoz biyosensoriine ortamdaki girisimei etkisi (pH 4, 0,1 M sodyum fosfat
tamponunda, hata gubuklari 3 test sonucu elde edilen standart sapmayi ifade eder)

7.25  CH-P(M3)-GOx Glikoz Biyosensorii ile Ger¢cek Orneklerde Glikoz Tayini

CH-P(M3)-GOx glikoz biyosensorii ile ti¢ farkli ticari igecekteki glikoz miktar1 basarili
olarak tayin edilmistir. Elde edilen sonuglar spektrofotometrik yontemle elde edilen
sonuglarla karsilastirilmistir. Testler pH 5,5°te 0,1 M sodyum fosfat tamponu igerisinde
yapilmistir ve ¢alisma hiicresine eklenen glikoz miktar1 (10 mM) lineerlik smir1 iginde
bulunur. Boylece CH-P(M3)-GOx biyosensorii igin ¢izilen lineer kalibrasyon grafigi

vasitastyla gercek orneklerdeki glikoz miktarina ulasilmistir.

Kola, meyve suyu ve gazoz i¢in biyosensoriin cevabi sirastyla 3,909, 3,855 ve 2,089 iken
spektroskopik yontemle elde edilen sonuglar sirasiyla 3,635, 4,212 ve 2,377°dir.
Sektroskopik yontem ile elde edilen sonugla hazirlanan CH-P(M3)-GOx glikoz biyosensorii
arasindaki benzerlik kola, meyve suyu ve gazoz igin sirasiyla % 93, 109 vell4’diir. Bu
sonuclara bakilarak hazirlanan biyosensoriin ticari pratik uygulamalar i¢in uygun oldugunu

gostermektedir.
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Tablo 7.4 CH-p(M1) biyosensoérii kullanarak ve spektrofotometrik yontemi kullanarak igecekler icerisindeki
toplam glikoz miktarinin saptanmasi sonuglari

Numune Glikoz(mM)*
CH-p(M1) Spektrofotometrik Benzerlik %
Kola 3,909 + 0,217 3,635+ 0,003 93
Meyve suyu 3,855 + 0,480 4,212+ 0,013 109
Gazoz 2,089 + 0,057 2,377 + 0,005 114

“Sonuglar en az iig testin ortalamasidir + standart sapmadir.

7.26 CH-P(M3)-GOx Biyoelektrotunun Stabilitesi

Biyosensor tasariminda en 6nemli noktalardan biri sensoriin tekrarlanabilir, stabil ve uzun
Omiirli olmasidir. Bu ozellikleri tasiyan bir sensor elektrotunun ticarilesmesi ve pratik
kullanima uyarlanmasi daha kolaydir. Uzun siire stabil kalabilen bir biyoelektrot sayesinde
sensOr tasariminin en Onemli konusu olan maliyet diisiiriilebilir. Ayrica hazirlanan her
elektrot ile kararli bir bigimde hata sinirlar1 dahilinde benzer cevaplar alindiginda tasarlanan

sensoriin fabrikasyonu yapilabilir.

Enzimler reaksiyona girip reaksiyon hizini arttirarak reaksiyondan degismeden ¢ikan
maddeler olarak tanimlanirlar. Ancak enzimler reaksiyona hizlandirmakla gorevli olup
reaksiyon sonucunda olusan iriinlerin yapisina katilmadiklar1 halde reaksiyonun sonunda
yorulabilir veya islevleri azalarak kaybolabilir. Ayrica immobilizasyon matrisi de uygulanan

potansiyelden, ortam ve ¢evre kosullarindan etkilenerek islevsiz hale gelebilir.

Hazirlanan CH-P(M3)-GOx biyoelektrotu ile elde edilen sonuglarin tutarl ve kararli olup
olmadig1 oncelikle arastirilmistir. Ayni elektrot ile 0,1 M sodyum fosfat tamponu igeren ve
pH'1 5,5 olan hiicrede ortama 5 mM glikoz eklenerek art arda 15 test yapilmustir (Sekil 7.20
(a)). Biyosensoriin bu testler sonuncunda verdigi cevabin ortalamas: 13,06 £ 0,4 mA
olmustur. Art arda yapilan bu testlerde sensoriin cevabinda ¢ok biiyiik sapmalar

gbzlenmemistir.

Tek bir elektrot ile 50 teste kadar deneme yapilabilmistir. Calisma igin gerekli tiim deneyler
yapilincaya kadar 3 elektrot kullanilmistir. Hazirlanan biyosensor elektrotunun

tekrarlanabilirligini arastirmak igin ayri ayri ayni sartlar altinda hazirlanan bu {i¢ elektrot
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kullanilarak testler yapilmistir. Calisma hiicresine 5 mM glikoz eklenerek her bir
biyoelektrotun verdigi cevap izlenmis ve yaklasik olarak her {i¢ elektrotun ayni cevaplari
verdigi gozlenmistir (Sekil 7.20 (b)). Bu sonuca goére ayn1 sartlarda hazirlanan CH-P(M3)-
GOx enzim platformlarinin eklenen glikoz’a karsi aymi cevaplar1 verdigi yani tekrar
kalibrasyona gerek duymayan olduk¢a kararli ve siirekli enzim platformlarinin
hazirlanabilecegini gostermistir. Literatiirde genellikle hazirlanan her elektrot i¢in farkl
kalibrasyon hazirlanmasi gerektiginden CH-P(M3)-GOx enzim platformlarinin ticari
uygulamalar i¢in oldukca stabil sonuglar verdigi goriilmektedir. Sonug olarak kitosan igeren
P(M3) enzim platformundan olduga stabil ve tekrarlanabilir sonuglar elde edilmistir. Bu
enzim platformunun farkli enzim ve substratlar icin stabil ve tekrarlanabilir sonuglar elde

edilebilecegini gostermektedir.
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Ortalama = 13,06 + 0,4 mA
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1. Elektrot 2. Eléktrot 3. Elektrot

Sekil 7.20 CH-P(M3)-GOx i¢in (a) Biyoelektrotun art arda yapilan testlere verdigi cevap, (b)
Tekrarlanabilirlik (¢alisma hiicresine 5 mM glikoz enjekte edilerek, 0,1 M sodyum fosfat tampon ¢6zeltisi
igerisinde, pH 5,5’de)

Calismalarda kullanilmis olan elektrotlardan biri ¢alisma tampon ¢dzeltisi igerisinde (pH 5,5
ve 0,1 M sodyum fosfat tamponu) ve 4 °C ‘de saklanmis ve 14 hafta boyunca test edilmistir
(Sekil 7.21). Hazirlanan CH-P(M3)-GOx biyoelektrotu 7 hafta boyunca ayni kararlilikta
glikoza cevap vermistir. Ancak 7. hafta sonunda biyoelektrot iglevini yitirmeye baslamistir.

Bu sonu¢ enzim platformunun raf émriiniin oldukga 1yi oldugunu ve ticari uygulamalar i¢in

oldukea elverisli oldugunu gostemektedir.
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Sekil 7.21 CH-P(M3)-GOx i¢in Stabilite ¢alismasi (7,5 mM glikoz enjekte edilerek, 0,1 M sodyum fosfat
tampon ¢o6zeltisi igerisinde, pH 4°de)

Tablo 7.5°de P(M3) ve CH-P(M3) ile olusturulan GOx immobilizasyon platformunun 25
mM glikoz ¢alisma hiicresine enjekte edildiginde verdigi cevaplar gosterilmistir. Burada
yalniz P(M3)’nin da enzim platformu olarak gorev yapabildigi gosterilmistir. Bu sonuglar
ile P(M3)’nin elektron iletimini kolaylastirmanin yaninda enzim sensoriiniin cevabina da
katki sagladigi ispatlanmistir. Ancak CH ile P(M3)’nin yalniz olusturduklari enzim
elektrotuna nazaran CH-a(TPPA) kompoziti olarak olusturduklari enzim elektrotunun hem
glikoza verdigi cevap (27.57 mA) daha yiiksektir hem de sonucglar daha tutarli ve
biyoelektrot daha kararlidir. Bu da hazirlanan kompozit bilesenlerinin biyosensor
uygulamalari i¢in sinerjik bir etki yaptigimi gostermektedir. Kompozit yap1 igerisindeki
kitosan tizerindeki amin gruplart ile enzimin stabil bir sekilde immobilize edilmesini
saglarken iletken polimer i¢in de plastiklestiri etki ile iyon gecisini dolayisyla elektriksel
ozelliklerini arttirarak biyokimyasal rekasiyon sonucundaki akim farkliliginin artmasina

sebep olmaktadir.

Tablo 7.5 P(M3) ve CH-P(TPPA) enzim immobilizasyon platformlar1 (n = test sayis1, 0,1 M sodyum fosfat
tamponunda, pH 5’te, ¢aligma hiicresine 25mM glikoz enjekte edilerek)

Biyosensor Cevabi

Immobilizasyon Platformu Standart Sapma

(mA)
P(M2)-GOx-GAL 14,42 + 0,52 (n=5)
CH-P(M3)-GOx-GAL 27,57 + 0,68 (n=10)
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7.2.7  Grafit CH-P(M3)-GOx Biyoelektrotunun Morfolojik Karakterizasyonu

Her maddenin yiizey yapis1 farklidir ve maddeler arasinda etkilesim oldugunda yiizeyde
degismeler meydana gelebilir. Enzim elektrotu hazirlanirken grafit elektrotunun yiizeyi
hazirlanmis, yiizey CH ile modifiye edilmis, bu yiizeye elektrokimyasal yolla P(M3)
ardindan olusturulan kompozitin yiizeyine glutaraldehit araciligiyla enzim immobilize
edilmistir. Tim asamalar gerceklestirilirken en bastan en sonra kadar elektrot yilizeyindeki

yapisal degisiklikler SEM ile takip edilmistir.

Biyosensor calismalarinda grafit elektrot kullanilmis ve her kullanimda elektrot yiizeyi
parlatilmis ve temizlenmistir. Sekil 7.22 (a)’da 5000 ve (b)’de 20000 kez biiyiitiilerek
kullanima hazir olan bos grafit elektrot yiizeyinin SEM goriintiileri gosterilmistir. Elektrotun
cok tabakali grafit yapraklari acik¢a her iki resimde de goriilmektedir.

i
FiratUni 10/25/2016

1pm
X 20,000 1.50kv SEI  SEM WD 10.4mm 11:02:49

Sekil 7.22 Bos grafit elektrot i¢in (a) 5000 kez biiyiitiilmiis, (b) 20000 kez biiyiitiilmiis SEM goriintiileri

Grafit lizerinde biyosensor katmanlart olusturmaya kitosan ile baglanmistir. Daha Once
belirtilmis olan prosediire gore grafitin yiizeyi CH ile kaplanmis ve bu ylizeyi karakterize
etmek icin SEM fotograflart alinmistir. Sekil 7.23 (a)’da 5000 ve (b)’de 10000 kez
blyiitilmiis CH kaph elektrot yiizeyi goriilmektedir. CH elektrot yiizeyini bir ortii gibi
kaplamais piiriizsiiz ve diiz bir goriiniim kazandirmistir. Her iki fotografta da benzer bir yap1
goriilmektedir. Olusan yapr grafit yiizeyinden tamamen farkli olan bir yapidir. CH bir
biyopolimer malzemedir ve goriintii almak icin yogun bir bi¢gimde gonderilen elektronlar

yapisina zarar vermektedir. Bu nedenle biiylitme orani artttkca SEM ile goriintii alimi
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zorlagsmakta ve yiizeydeki CH gozle goriiniir bir bicimde bozunup yanmaktadir. Bundan
dolay1 en fazla grafit elektrotu ilizerinde CH’nin 10000 biiyiitmeye kadar olan goriintiileri

alinabilmistir.

— 1pm  Firatuni 2/1/2016
X 10,000 5.0kv SEI  SEM WD 10.0mm 1:55:03

Sekil 7.23 CH ile kaplanmis Grafit elektrotu igin (a) 5000 kez bilyiitiilmiis, (b) 10000 kez biiyiitiilmiis SEM
goriintileri

Iletken polimerin grafit elektrot yiizeyindeki morfolojisi hakkinda bilgi sahibi olmak CH ile

modifiye edilmis elektrot yiizeyinde ki iletken polimeri karakterize etmede yol gosterici

olacaktir. Bu nedenle grafit elektrot yiizeyi 0,1 M LiCIO4/ACN ve 0,02 M M3 monomeri

igeren hiicrede 1,5 V sabit potansiyelde 30 s boyunca elektropolimerizasyon ile elektrot

yiizeyine kaplanmig ve SEM goriintiileri alinmistir.

P(M3) ile elektrokimyasal olarak kaplanmig grafit elektrotunun sirasiyle 20000 ve 40000
kez biyiitiilmiis yiizey goriintiileri gosterilmistir (Sekil 7.24 (a) ve (b)). 20000 kez
blylitiilmiis resimde tabakali grafit yiizeyinin tamamen P(M3) ile ortiildiigii ve yiizeyde
uzayan tanecikli yapilar goriilmektedir. Bu yapilar 40000 kez biiyiitiilmiis goriintide daha
belirgindir. Ayrica P(M3) tanecikleri kendi arasindaki m-m etkilesimlerinden dolay1

kiimelenmis yogun polimer birikintileri olusturmuslardir
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y A ¥
(5. 7] *
SeaNEN 4 (
— ipm  FiratUni 2/1/2016 - 100nm FiratUni 2/1/2016
X 20,000 15.0kV SET SEM WD 10.0mm 2:06:34 X 40,000 15.0kV SET SEM WD 10.0mm 2:04:51

Sekil 7.24 P(M2) ile kaplanmis Grafit elektrotu i¢in SEM goriintiileri (a) 20000, (b) 40000 kez biiyiitilmiis

Grafit elektrot ylizeyi once damlatma metoduyla CH ile kaplanmis ve ardindan
elektrokimyasal olarak P(M3) ile kaplanmistir. Grafit elektrot yiizeyinde elde edilen bu biyo-
iletken-kompozit malzemenin Sekil 7.25 (a), (b) ve (c)’de sirasiyla 5000, 20000 ve 40000
kez biiylitme i¢in alinmig SEM goriintiileri verilmistir. Elektrot tabanindaki piiriizsiiz ve diiz
CH’ye ait yap1 goriilmektedir. Elektrot yilizeyinde yer yer kiimelenmis halde bulunan uzun
yapilar P(M3)’ya aittir. Ancak P(M3)’ya ait oldugu diisiintilen yapilar tanecikli halden
sapmis ve uzamislardir. Bu CH’ nin sahip oldugu aktif gruplar ile P(M3)’nin yapisindaki
NH: gruplari arasinda meydana gelmis olan bir etkilesimden kaynaklanabilir. Ayrica sadece
CH ile kaph olan yiizeyde SEM goriintiisii almakta sikinti yasanan zorluklar P(M3) ile
yiizeyin kaplanmasinin ardindan azalmistir. Bu olusan P(M3) nin yapiy1 daha stabil hale

getirdigi seklinde yorumlanabilir.
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- 100nm FiratUni 2/1/2016
X 40,000 5.0kv SEI SEM WD 10.0mm 2:24:57

Sekil 7.25 CH-P(M3) ile kaplanmis Grafit elektrotu i¢in SEM goriintiileri (a) 5000, (b) 20000 ve (c) 40000
kez biiyttilmiis

CH ile modifiye edilmis grafit elektrot ylizeyine glutaraldehit (GAL) araciligiyla GOx
enzimi immobilize edildikten sonra SEM goriintiileri alinarak biyoelektrotun morfolojik
ozellikleri karakterize edilmistir (Sekil 7.26 (a) ve (b)). CH ve GOx biyolojik malzemelerdir
ve SEM ile goriintiilemede yliksek oranlardaki biiyiiltmelerde yiizey elektron bombardimani
sonucu yanmaktadir. Bu nedenle en fazla 20000 kez biiyiiltme yapilarak elektrot yiizeyi
goriintlilenebilmistir. Enzim ylizeye uniform bir bigimde dagitildiktan sonra GAL ¢apraz
baglayicisi yardimiyla CH ile amid baglar1 olusturur ve bundan dolay1 Sekil 7.26 (b)’de daha
net goriildiigii gibi sarmal bir diizen olugsmustur. Bu goriintli elektrot yilizeyindeki CH ve
enzim arasinda capraz baglanmanin gergeklestiginin ve enzimin elektrot yiizeyine

immobilize edildiginin ispatidir.
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—-— 1pm FiratUni 2/1/2016
5.0kV SEI SEM WD 10.0mm 2:32:16

Sekil 7.26 CH-GOx-GAL ile kaplanmig Grafit elektrotu i¢in (a) 5000 kez biiyiitiilmiis, (b) 20000 kez
biiyiitiilmiis SEM goriintiileri

Sadece P(M3) ile kapl grafit elektrot yilizeyine de enzim immobilize edilmistir. Bu yiizeyin
morfolojik 6zelliklerini arastirmak i¢in SEM goriintiileri alimmustir (Sekil 7.27 (a) ve (b)).
Yiizeyde biiziigmiis bir ortii goriiniimii vardir ve sarmal yapilar olusmustur. Bu yapinin
olugmasinin sebebi elektrot yiizeyinde P(M3) ile enzim ve glutaraldehit arasinda

etkilesimlerin meydana gelmesi ve baglarin olugsmasidir.

raty; 2/1/2016 — ipm  Fira /1/2016
5.0kV SEI WD 10.1mm 3:00:13 X 10,000 5.0kV SET SEM WD 10.lmm 3:01:12

Sekil 7.27 P(M3)-GOx-GAL ile kaplanmig Grafit elektrotu i¢in SEM goriintiileri (a) 5000, (b) 10000 kez
biiyiitiilmiis

Bu ¢alismada hedeflenen CH-P(M3) iiretmek ve iiretilen bu kompozit matrisin yiizeyine
enzim immobilize etmektir. Hedeflenen bu biyoelektrotun yiizeyine ait SEM goriintiileri
Sekil 7.28 (a) ve (b)’de sirstyla 5000 ve 1000 kez biiyiiltme ile verilmistir.

158



— 1pm FiratUni 2/1/2016 — 1pm FiratUni 2/1/2016
5.0kV SEI SEM WD 10.lmm 2:40:30 X 10,000 5.0KV SEI SEM WD 10.Lmm 2:41:39

Sekil 7.28 CH-P(M3)-GOx-GAL ile kaplanmis Grafit elektrotu igin (a) 5000, (b) 10000 kez buyiitiilmiis
SEM goriintiileri
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8 SONUCLAR VE ONERILER

Bu tezin amaci yeni ve basit bir yontem kullanarak kitosan igeren iletken polimer
sentezleyerekiletken ve biyouyumlu bir kompozit malzeme iiretmek, hazirlanan bu
kompozitin elektrokimyasal ve elektrokromik uygulamalar i¢in 6zelliklerini ITO kapli cam
elektrot yiizeyinde arastirmak ve sensOr olabilme Ozelliklerini grafit elektrot yiizeyinde
arastirmaktir. Elektrokimyasal polimerizasyon tekniginni kullanarak kompozit olusturma
yontemi literatiirde bulunmamaktadir ve bu ¢alisma ile literatiire kazandirilmistir. ITO
yiizeyinde olusturulan kompozit malzemelerin indirgenme ve yikseltgenme redoks
reaksiyon davraniglari, spektroelektrokimyasal 6zellikleri ve redoks reaksiyon kinetigi gibi
ozellikleri incelenmistir. Bunun yaninda grafit elektrot ylizeyindeki kompozit ylizeyine GOx
enzimi immobilize edilerek enzim immobilizasyon platformu olusturulmus, bu enzim
elektrotunun glikoz tespitinde kullanilabilmesi i¢in optimizasyonu yapilmis, optimize
edilmis sartlar altinda kararliligi, girisimci maddelere karsi segiciligi ve gergek drneklere
verdigi cevaplar incelenmistir. Bu kompozitler ile hazirlanan elektrotlarin yiizeyleri SEM ile

goriintliilenmis ve meydana gelen morfolojik degisimler incelenmistir.

Hazirlanan kompozitlerin elektrokimyasal 6zellikleri dontistimlii voltametri teknigi
ile CH ile modifiye edilmis elektrot yiizeyine elektroaktif monomerin elektropolimerizasyon
ile kaplanmasi suretiyle arastirilmistir. Baslangig oksidasyon potansiyelinin (on-set)
reaksiyonun aktivasyon enerjisi ile iligkili oldugu diisiiniilecek olursa polimerizasyon
reaksiyonun baslamasi i¢in en fazla potansiyel gereksinimi 0,81 ile CH-P(M3)’ya, ikinci
olarak 0,76 ile CH-P(M1) ve en az potansiyel gereksinimi 0,66 ile CH-P(M2) aittir. Ayrica
doniistimlii voltametri ¢aligmalar1 sonucunda olusturulan grafiklerde de goriilecegi gibi artan
dongiilerle birlikte konjuge 2,5-di(2-tiyenil)pirol sayisi artmis ve bu akim yogunlugunu da
arttirmistir. Ayrica olusan polimer zinciri bliylimiis ¢apraz baglanma orani artmis ve artan
dongiilerle birlikte polimerizasyon kolaylagmistir. Akim yogunluklari kiyaslandiginda en iyi
polimerlesmenin sirasiyla CH-P(M1), CH-P(M3) ve CH-P(M2)’de gerceklestigi
sOylenebilir. Bunun yaninda akim yogunluklarmin ve baslangic oksidasyon
potansiyellerinin her bir kompozit i¢in farkli olmas1 monomerlerin kimyasal yapisina ve bu
yapidaki sterik engellere baglidir. Bunlarin yani sira kitosanin elektroaktif bir malzeme
olmamasi ve sahip oldugu —OH gruplar ile iletken polimerlerin yapisinda bulunan -NH:

gruplar1 arasinda etkilesimin miimkiin olmas1 her bir kompozitin baslangi¢c oksidasyon
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potansiyelinin bir miktar daha artmasina ve akim yogunlugunun ise diismesine sebep

olmustur.

Her bir kompozit i¢in yiikk yogunlugu doniisiimlii voltametri teknigi ile monomer
bulunmayan c¢alisma hiicresinde arastirilmis ve en yiiksek deger CH-P(M1) kompozit
malzemesi ile ardindan CH-P(M3) ve en diisiik deger CH-P(M2) ile elde edilmistir. Bu CH
ile P(M2) arasindaki etkilesimden ve yapisal degisiklikler meydana gelmesinden
kaynaklanabilir. Tarama hizina kars1 pik akim degerinin grafige gecirilmesiyle her bir
kompozit malzeme i¢in elde edilen lineer egriler kompozitlerin ylikseltgenme ve indirgenme
redoks reaksiyonlarinin tersinir oldugunu ve difiizyondan bagimsiz olarak gergeklestigini

ispatlarlar.

Ayrica kitosan-iletken polimer kompozitleri spektroelektrokimyasal ve Kkinetik
calismalarla optik kontrast (%T) tespit edilmis, band bosluk enerjileri hesaplanmistir. Tablo
8.1°de elektrokimyasal, spektroelektrokimyasal ve kinetik ¢alismalarla elde edilen veriler

karsilastirmali olarak gdsterilmistir.

Tablo 8.1 ITO elektrotu iizerinde iiretilen kompozitlerin elektrokimyasal ve spektroelektrokimyasal
ozelliklerinin karsilastirilmasi

E Eq AT CD Stabilite Amax ts
Kompozit (\;;S“'(’X
(eV) % (mC/cm?) (%) nm s
CH-P(M1) 0,76 2,89 81 1,79 94 900 16
CH-P(M2) 0,66 2,92 74 0,00074 84 885 2,8
CH-P(M3) 0,81 2,96 63 0,0036 83 890 2,2

ITO yiizeyinde iretilen kompozit malzemelerin SEM ile morfolojik karakterizasyonu
yapilmistir. SEM goriintiilerinde CH, iletken polimer ve bos ITO’nun kendine has ylizey
karakterine sahip olduklar1 gozlenmistir. Olusturulan kompozitler ile alina SEM
goriintiilerde yapinin kitosan ve iletken polimere benzer yeni bir yapi oldugu ortaya
konulmustur. Bu yap1 ylizeyde iretilmesi hedeflenen kitosan/iletken polimer (CH/CP)

kompozitlerinin her birinin olusturulabildiginin ispatidir.
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Diinya genelinde diyabet hastalarinin sayis1 her gegen giin artmaktadir ve diyabet diinyanin
onde gelen, yaygin ve giincel saglik sorunu olmaya devam etmektedir. Bu nedenle kandaki
glikoz miktariin tayini ya da gidalarin igerdigi glikoz miktarinin tayini her zaman
giincelliginin koruyan bir konu olmaya devam etmektedir. GOX enzim immobilizasyon

platformlarinin tasarlarken aklimizda olan sorulardan bazilar1 sunlardi:

e Biyouyumlu bilesenlerle biyosensor tasarimi yapabilir miyiz?

e Bu malzemelerin biyosensor iizerinde etkisi ne olur?

e Yeni metodumuz ile iiretecegimiz CH/CP kompozitlerimiz enzim immobilizasyon
platformu olarak kullanilabilir mi?

e Enzim immobilizasyonunda kullanilacak matrisin biyosensdriin kullanim 6mriine
etkisi olur mu?

e Tasarlanan enzim elektrotlarinin glikoza verecegi cevap ne biiytikliikte olur?

Bu sorularin cevabini aramak amaciyla grafit elektrotu iizerinde ITO elektrotu iizerinde
olusturulan kompozitlerin aynis1 hazirlandi. Grafit elektrotu ile yapilan CV testinde daha
yiikksek akim yogunlugu degerlerine ulasildigi kaydedildi. Bu nedenle sensor ¢aligmalari

grafit elektrot tizerinde ytriitiildi.

Grafit elektrot iizerinde 6ncelikle CH-P(M1) kompoziti M1 monomerinin CH ile modifiye
edilmis grafit elektrot lizerine elektrokimyasal polimerizasyonu ile kaplanmasi yoluyla
iiretildi. Uretilen bu elektrot yiizeyine GOx enzimi GAL vasitasiyla immobilize edildi.
Ardindan bu biyoelektrotun optimizasyonu pH, ve kalibrasyon testleriyle yapildi. Boylece
biyosensoriin optimum ¢alisma kosullar1 tespit edildi. Calisma pH'" immobilizasyon
matrisinin durumundan etkilenir bu nedenle tespiti olduk¢a 6nemlidir. Uretilen bu
biyosensore etanoliin ve fenoliin girisim etkisi yoktur ve biyoelektrotun stabilitesi iyidir.
Ayrica gercek drneklerle yapilan testler spektrofotometrik yontemle elde edilen sonuglarla
karsilagtirilmis ve sonuglarin benzerliginin iyi oldugu goézlenmistir. SEM ile elektrotlarin
morfolojik karakterizasyonu yapilmistir. Kompozit olusumu SEM goriintiileri araciligiyla
elektrot yiizeyinde gozlenebilmektedir. Ayrica enzim immobilizasyonundan sonra ylizeyde
biizlismeye benzeyen sarmal yapilar olusmustur. Bu enzim immobilizasyonunun

gerceklestigini gostermektedir.
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Calisma kapsaminda tiretilen ikinci biyosensér CH-P(M2)-GOx glikoz biyosensoriidiir.
Oncelikle sensériin calisma kosullart optimize edilmistir. Ardindan girisimci testleriyle
etanol ve fenoliin girisim etkisinin olmadig1 tespit edilmistir. Sensoriin stabilitesi birinci
biyosensore gore orta diizeydedir. Gergek testlerden elde edilen sonuglar spektroskopik
metotla karsilastirildiginda benzerlik diizeyinin iyi oldugu gozlenir. SEM ile yapilan
morfolojik karakterizasyon araciligiyla yiizeyde kompozit olustugu ve enzimin immobilize
edildigi olusan yapilarla ispatlanmaktadir. Bu sensoriin lineerlik smir1 15 mM'dir ve bu
kandaki glikoz miktarinin tayin edilebilmesi i¢in gerekli fizyolojik glikoz alt siniridir. Yani

bu sensdr ile kandaki glikoz tayini yapilabilir.

Hazirlanan son biyosensor ise CH-P(M3) matrisine GOx immobilize edilerek iiretilen glikoz
biyosensoriidiir. Diger biyosensorler ile yapilan optimisayon ve karakterizasyon ¢aligsmalari
bu biyosensor ile de yapilmistir. Sensoriin stabilitesi ve segiciligi iyidir. Gergek orneklerle
yapilan testlerde elde edilen sonuglar spektroskopi yontemle kiyaslandiginda benzerlik orant

iyidir.

Tablo 8.2’de Uretilen ii¢ biyosensdr icin yapilan optimizasyon ve karakterizasyon
calismalarinin sonuclari karsilagtirmali olarak verilmistir. Km degeri enzimatik reaksiyonun
hiz1 hakkinda bilgi veren bir parametredir. Yiiksek olmasi reaksiyonun yavas yiiriidiigiinii

gosterir. Buna gore tepki siiresi en kisa olan biyosensér CH-P(M2)-GOx biyosensoriidiir.

Tablo 8.2 Caligmada iiretilen biyosensorler ve 6zellikleri

LoD Km Omiir Lineerlik Optimum  Kola®
Biyosensor

(mM) (mM™) (giin) (mM) pH (%)
CH-P(M1)-GOx 0,48 4,83 63> 1-10 5 101
CH-P(M2)-GOx 0,57 3,58 30> 1-15 4,5 91
CH-P(M3)-GOx 0,4 7,61 63> 1-10 5,5 93

a Spektroskopik yontem ve biyosensor arasindaki benzerlik

Bu caligma sonucunda yukarida sorulan sorularin cevaplari arastirilmistir. Bu dogrultuda
biyouyumlu bir biyopolimer olan kitosan ile stabil ve se¢ici glikoz biyosensoérleri basarili bir
bicimde iletken polimerler ile kompozitleri yapilmak suretiyle tasarlanmis ve iiretilmistir.
Uretilen her bir kompozit immobilizasyon matrisi olarak kullanildiginda biyosensér olarak

verdikleri cevaplar ve ¢alisma kosullar1 birbirlerinden farkli olmustur. Bunun sebebi
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kullanilan iletken polimerlerdeki amin gruplarinin yeri ve elektronlarin taginmasini saglayan
polimerin iletkenlik potansiyelidir. Buna bagl olarak, ii¢ tarafli amin grubuna sahip P(M2)
ile hazirlanan biyosensoriin Km degeri digerlerinden daha diistiktiir ve bu durum enzimin
amin gruplart ile daha iyi baglar olusturdugunu bdylece reaksiyonun daha hizh
gerceklestigini gosterir. Ayrica elektrokimya caligmalarinda en yiiksek akim yogunluguna
p(M1) ile ulasilmistir ve biyosensor olarak da en yiiksek cevap bu polimer ile hazirlanan
biyosensorden elde edilmistir. Yalmz iletken polimer ve yalniz kitosan kullanilarak
biyosensorler iiretilmistir. Ancak sadece kitosan kullanildiginda biyoelektrotun stabilitesinin
diisiik oldugu ve kisa siirede bozuldugu gozlenmistir. Sadece iletken polimer kullanildiginda
ise sensoriin cevabi diisiik olmaktadir. Kullanilan matris malzemesine gore sensoriin
kullanim 6mrii degismektedir. Tasarlanan biyosensorlerden elde edilen cevaplarin literatiire
gore iyi oldugu soylenebilir. Hazirlanan biyosensor platformlarinin her seferinde ayni cevabi

vermesi bu biyosensorlerin ticari olarak uygulanabilir oldugunu géstermektedir.

Biyosensor iiretimi disiplinler arasi bir konudur. Basarili bir biyosensor tasarimi biyokimya,
fizyoloji, yiizey kimyasi, elektrokimya ve malzeme kimyasi gibi birgok bilim dallarini temel
olarak anlamay1 gerektirir. Basariya ulasmak uzun yillar boyunca disiplinler arasi bir ekip

calismasini gerektirir.

Bu calisma da iki farkli elektrot kullanilarak CH/CP kompozit malzemeleri tasarlanip
uretilmistir. Hazirlanan bu kompozitlerin elektrokimyasal, elektrokromik ve biyosensor
olabilme ozellikleri arastirilmis ve karakterizasyonu yapilmistir. Yiizey morfolojisinin
biyosensor Ozelliklerini etkileyen en Onemli faktor oldugu diisiincesi bu g¢aligmalarla
pekistirilmigtir. ITO yiizeyindeki g¢aligmalarda hedeflenen kompozite ulasilmistir. Ince
kitosan filminin iizerindeki iletken polimer elektrokimyasal yolla tiretildiginden yiizeyde
monomer kalintis1 bulunmaz ve homojen bir dagilim saglanir ve bunun sonucunda ylizeye
immobilize enzim immobilize edilmesiyle elde edilen biyosensorler ile basarili sonuglar elde

edilmistir.

Gelecekte gerekli etik kurul izni alinarak kandaki glikoz miktariin tayini tasarlanan
biyosensorler ile yapilabilir. Ayrica biyosensor fabrikasyon yontemleri kullanilarak iiretilen
biyosensorlerin fabrikasyonu yapilabilir ve ticarilestirilme potansiyeli arastirilabilir. Ayrica

olusturulan kompozitlerin kalinlig1 optimize edilip sensor 6zellikleri arttirilabilir.
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