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OZET

GLIKOZ TAYINI ICiIN KONJUGE POLIMER TEMELLI YENi
BIYOSENSORLERIN HAZIRLANMASI
Burcu TAN
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali Doktora Tezi
Danisman: Prof. Dr. Fatma BAYCAN
27/01/2023, 118

Bu tez ¢alismasinda, 6zgiin olarak tasarlanan, 4-(dihekzilamino)9,12- di(tiyofen-2 il)-
7H-benzo[de]benzo[4,5]imidazo [2,1-a]izokunolin-7- one (ThBN) ve 4-(dihegzilamino)-
9,12-bis (2,3-dihidrotiyeno[3,4-b][1,4]dioksin-5-yl)-7 H-benzo[de]benzo[4,5]imidazo[2,1-
alizoknolin-7-one (EDOTBN) monomerleri sentezlenmis ve elektrokimyasal polimerizasyon
yolu ile bu monomerlerden elde edilen konjuge polimerler, biyosensér uygulamalarinda
destek matrisi olarak kullanilmistir. Konjuge polimer modifiye kalem grafit elektrotlar
(KGE), altin nano partikiiller (AuNP’ler) ile zenginlestirilmis, ardindan bu elektrotlarin
ylizeyine glikoz oksidaz enziminin immobilizasyonu saglanmistir. Uglii elektrot sisteminde,
dongiisel voltammetri yontemi ile, Oz tiiketimine baghh olarak enzimatik glikoz
biyosensoriiniin  performansi  incelenmistir. Enzimatik olmayan (non-enzimatik)
elektokimyasal glikoz biyosensorii uygulamalari, konjuge polimer ve AuNP’ler ile
zenginlestirilerek modifiye edilmis KGE’ler ile gerceklestirilmistir. Ideal glikoz
biyosensorleri tasarlamak amaciyla her birinin optimizasyon caligmalar1 gerceklestirilmis,
performans kriterleri degerlendirilmistir. Literatiire katki saglamas1 hedeflenen, 6zgiin olarak
tasarlanmis konjuge polimer tabanli biyosensdrlerin dogrusal ¢alisma araliklar1 belirlenmis,

gergek ornekler iizerindeki glikoz tespitleri basari ile gergeklesmistir.

Anahtar Kelimeler: Konjuge polimer, Elektrokimyasal biyosensor, Glikoz, Glikoz
oksidaz (GOx)



ABSTRACT

PREPARATION OF NEW BIOSENSORS BASED ON CONJUGATED POLYMER
FOR GLUCOSE DETERMINATION

Burcu TAN
Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Doctoral Thesis in Chemistry
Advisor: Prof. Dr. Fatma BAYCAN
27/01/2023, 118

In this thesis, an originally designed 4 (dihexylamino)9,12-di(thiophene-2 yI)-7H
benzo[de]benzo[4,5]imidazo [2,1-a]isoquinolin-7-one (ThBN) ) and 4-(dihexylamino)-9,12-
bis (2,3-dihydrothieno[3,4 b][1,4]dioxin-5-yl)-7H-benzo[de]benzo[4,5]
Imidazo[2,1a]isoquinolin-7-one (EDOTBN) monomers were synthesized and conjugated
polymers obtained from these monomers by electrochemical polymerization were used as
support matrix in biosensor applications. Pencil graphite electrodes (PGE), was enriched
with conjugated polymer gold nanoparticles (AuNPs), and then glucose oxidase enzyme was
immobilized on the surface of these electrodes. In the triple electrode system, the
performance of the enzymatic glucose biosensor based on O, consumption was investigated
by cyclic voltammetry method. Non-enzymatic (non-enzymatic) electrochemical glucose
biosensor applications were carried out with modified PGEs enriched with conjugated
polymer and AuNPs. In order to design ideal glucose biosensors, optimization studies of
each were carried out and performance criteria were evaluated. The linear operating ranges
of the specifically designed conjugated polymer-based biosensors, which are aimed to
contribute to the literature, have been determined, and glucose determinations on real

samples have been achieved successfully.

Keywords: Conjugated polymer, Electrochemical biosensor, Glucose, Glucose
oxidase (GOXx)
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BIRINCIi BOLUM
GIRIS

Konjuge polimerler, yogun fiziksel ve spektroskopik ozellikleri nedeniyle malzeme
kimyasi alaninda merak uyandiran bir malzeme smifidir (Pal vd., 2019). Konjuge polimerler,
polimer zinciri boyunca konjuge n elektronlarinin varligindan dolayi iistiin elektrokimyasal
ozellikler sergiler. 1977'den bu yana, kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinden kaynaklanan
cesitlilikleri nedeniyle biiyiik ilgi gorerek, ¢esitli alanlarda kullanilmaktadir. Sahip olduklari
dinamik, kimyasal, elektriksel ve fiziksel dogasi sebebiyle, sensorlerin ve biyosensorlerin
parametrelerini 6nemli Sl¢lide iyilestirebilmektedir. Elektrot iizerine konjuge polimerlerin
kaplanmasi, enzimin elektrot yilizeyinde etkin bir sekilde immobilizasyonu i¢in iyi bir

alternatiftir.

Seker hastalig1 (diyabet), diinyada ¢ok sayida insan 6liimiine ve sakatliga neden olan
kronik hastaliklardan biridir. Diyabet vakalarinin yayginlasmasi nedeniyle insan kani, gida,
ilac gibi farkli numunelerde glikoz tespiti ve takibine olan talep artmistir. Glikoz sensdrleri,

biyosensor arastirmasi ve uygulamasi agisindan bir basar1 oykiisiidiir.

1.1. Konjuge Polimer

Polimerler, dogrusal zincirler, dalli zincirler vb. gibi ¢esitli mikro yapilar tiretmek
i¢in ¢esitli sekillerde birbirine baglanabilen daha kiiclik molekiillerden (monomerler) olusan
uzun zincirli makromolekiillerdir (Camacho-Cruz vd., 2022). Letheby tarafindan 1862
yilinda iletken polimer olarak elektropolimerizasyon yolu ile siilfiirik asit ortaminda kismen
iletken bir malzeme olan polianilini olusturdugu ¢alismasina kadar, ¢cogu polimerik malzeme
yalitkan olarak bilinmekteydi (Letheby, 1862). Ancak poliasetilen, bu yeni arastirma alanini
fiilen baslatan iletken polimerdir (Feast et al., 1996). 1974 yilinda Shirakawa ve arkadaslari,
Ziegler Nata katalizorii kullanarak giimiis renginde poliasetilen filmler hazirlamistir (1to vd.,
1974). 1977 yilinda ise, Shirakawa, MacDiarmid ve Heeger, bu asetilen filmlerin klor, brom,
iyot buharma tutularak yiikseltgendiginde, iletkenliklerinin 10° kat attigim kesfetmistir.

Halojen ile yapilan bu isleme doplama adin1 vermisler ve poliasetilenin doplanmis formunun



iletkenligini 10° S/m olarak bulmuslardir (Hideki Shirakawa vd., 1977). Bu ¢alismalarindan
dolay1 Shirakawa, MacDiarmid ve Heeger 2001 yilinda Kimya alaninda Nobel 6dili
almiglardir (Heeger, Alan J. ; MacDiarmid, Alan G. ; Shirakawa, 1974). Konjuge polimerler,
konjuge poliasetilen polimerinin 6zelliklerinin 1977'de tanimlanmasindan bu yana biiyiik
ilgi gormiis ve birgok iletken polimer gelistirilmistir. (Long vd., 2019). En ¢ok arastirilan
polimerler poliasetilen, polianilin, polipirol, politiyofen, polifenilen siilfiir, polifenilen
vinilen ve tlirevleri olmustur. Bu malzemelerin ve diger benzerlerinin birgok tiirevi de rapor

edilmistir.
1.1.1. Konjuge Polimerlerin Yapisi ve iletkenlik kuram

Polimerlerin elektronik iletkenlik gosterebilmesi i¢in, polimer ana zincirinde elektron
tasiyan konjuge ¢ift baglarin bulunmasi gerekir. Konjuge polimerler, polimer zinciri
boyunca konjuge m elektronlarinin varligindan dolay1 tstiin elektrokimyasal 6zellikler

sergiler (Qiu vd., 2020). Yaygin kullanilan konjuge polimer yapilar1 Sekil 1’de verilmistir.

NPT T

Sekil 1. Konjuge c¢ift bag

Konjugasyon yiiksek derecede iletkenlik i¢in tek basina yeterli olmadigindan,
konjuge ¢ift bagli polimerlerin iletkenligi dop islemi ile arttirilir. Bu islem ile polimer
orgiisiinde art1 yiliklii bosluklar olusturmak amaciyla, polimer yapisina iletkenligi saglayacak
olan elektronlar verilir veya elektronlar almir. iletken polimerlerde iletkenligin nasil
saglandig1 su sekilde aciklanabilir. Art1 yiiklii bosluga bagka bir yerden atlayan elektron,
geldigi yerde de art1 yiklii bosluk olusturacaktir. Bu islemler artarda zincir boyunca veya
zincirler arasinda yinelenerek elektrik iletilir. Konjuge polimer dop islemi yapildiginda
yukseltgeniyorsa, ylikseltgen doping (p- doplama) eger indirgeniyorsa indirgen doping (n-

doplama) yapilmis demektir. Polimerler asagidaki yontemlerle doplanabilir:

e Gazli doping



e (ozelti dopingi

e Elektrokimyasal doping

e Self doping

e Radyasyona bagli doping ve
e Iyon degisimi dopingi.

Bu yontemlerden ilk ti¢ teknik, kolaylik ve diisiik maliyet nedeniyle yaygin olarak
kullanilmaktadir. Gazli doping isleminde polimerler, vakum altinda dopantin buharlarina
maruz birakilir. Cozelti dopingi, tiim doping {irlinlerinin ¢oziiniir oldugu bir ¢oziicliniin

kullanimini igerir.

NH
~, O [+
. 7, War
poliasetilen polianilin polipirol
s S NH
O, 17,
n O] O
__/ n
politiyofen poli3,4-etilendioksitiyofen | polikarbazol
R_ R
30 +O,
n
polifloren poliparafenilen

Sekil 2. Yaygin kullanilan konjuge polimer yapilari

Elektrigi, elektronik yolla ileten iletken polimerlerde iletkenlik mekanizmasi heniiz
tam olarak aydinlatilamamistir. Iletkenligin agiklamasina yonelik kuramlardan biri band
kuramidir. Bag olusumu sirasinda iki yeni enerji diizeyi ortaya ¢ikar. Bunlar iki elektronun
bulundugu bag enerji diizeyi (bag orbitali- HOMO) ve bos olan antibag enerji diizeyidir
(antibag orbitali- LUMO). Bag enerji diizeyindeki elektronlar, 151k veya 1s1 etkisiyle yeterli



enerji alarak daha yiiksek enerjili antibag enerji diizeyine c¢ikabilirler. Daha karmagik
molekiiller arasindaki bag olusumu da ayn1 sekildedir. Molekiile her yeni atom katilmasinda,

molekiiliin elektronik yapisina yeni bir bag ve antibag enerji diizeyi eklenir (Guo vd., 2013).

Molekiil biiyiikliigii arttikca bag orbitallerinin sayis1 artar ve orbital enerji diizeyleri
arasinda fark azalir. Bir noktada birbirinden net ayrilmis enerji diizeyleri yerine siirekli
goriiniimdeki bir enerji band1 olusur. Bu banda, valens bandi veya bag bandi denir. (Stubb
vd., 1993). Bag bandi olusumuna benzer sekilde sayilar1 sonsuza yaklasan antibag orbitalleri
de baska bir enerji band1 olusturur. Bu bag iletkenik band1 olarak adlandirilir. Valens band1
ile iletkenlik bandi arasindaki araliga band boslugu, bu boslugun gecilmesi igin gerekli
enerjiye ise band esik enerjisi adi verilir (Sekil 3) Bant boslugu bityiikliigii ve HOMO ve
LUMO enerji seviyelerinin enerji konumlari, belirli bir konjuge polimerin elektriksel
ozelliklerini belirlemek i¢in en 6nemli 6zelliklerdir, (Cheng vd., 2009; Feng vd., 2015).
HOMO, LUMO ve bant boslugu degerleri su denklemlerle hesaplanmaktadir.

HOMO = —e [Eonset,, — E1(Fc) — 4,8] (1.2)
2

LUMO = —e [Eonset,.q — E1(Fc) — 4,8] (1.2)
2

E, = HOMO — LUMO (1.3)
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Sekil 3. Band boslugu kurami

1.1.2. Konjuge Polimerlerin Sentezi

Konjuge polimerleri sentezlemek igin tek bir yontem yoktur. Konjuge polimerler,
Witting, Horner ve Grignard reaksiyonlarini, polikondenzasyon proseslerini ve metal
katalizli polimerizasyon tekniklerini i¢ceren konvansiyonel ve spesifik yollar1 igeren standart
polimerizasyon metotlar1 kullanilarak sentezlenebilir. Iletken polimerler asagidaki

tekniklerden herhangi biri ile sentezlenebilir:

e Kimyasal polimerizasyon

e Elektrokimyasal polimerizasyon

e Fotokimyasal elektropolimerizasyon

e Metatez polimerizasyonu

e Konsantre emiilsiyon polimerizasyonu
e Inkliizyon polimerizasyonu

e Kati- hal polimerizasyonu

e Plazma polimerizasyonu

e Piroliz



e (Ozilniir 6ncii polimer hazirlanmast

Yukaridaki kategoriler arasinda, elektrot kullanmadan gerceklestirildiginden,
kimyasal polimerizasyon konjuge polimer sentezlemek i¢in en ¢ok kullanilan yontemlerden
biridir. Kimyasal polimerizasyonu (oksidatif baglanma), monomerlerin bir katyon radikaline
oksidasyonu ve bunlarin dikatyon formunu olusturmak tizere birlestirilmesi takip eder ve bu
islemin tekrar1 polimeri olusturur. Konjuge polimerlerin tiim simiflar1 bu teknikle

sentezlenebilir (Kumar ve Sharma, 1998).

Elektrokimyasal sentez, basitligi ve tekrarlanabilirligi nedeniyle elektriksel olarak
iletken polimerlerin hazirlanmasinda hizla tercih edilen genel yontem haline gelmektedir
(Friend vd., 1999). Elektropolimerizasyon yoluyla bir elektrolit ¢dzeltisinin varliginda ilgili
monomerin anodik oksidasyonu ile ¢alisan bir elektrot yiizeyi iizerinde elektronik olarak
iletken polimer filmler elde edilmektedir. Potansiyostatik (sabit potansiyel,
kronoamperometri), galvanostatik (sabit akim, kronopotansiyometri) ve potansiyodinamik
(potansiyel tarama, yani dongiisel voltammetri) yontemleri dahil olmak {tizere farkli

elektrokimyasal teknikler kullanilabilir (Roncali, 1992; Yuan ve Remita, 2022),.

1.1.3. Konjuge Polimerlerin Kullanim Alanlar:

Konjuge polimerler, 6zelliklerinin 1977'den bu yana biiyiik ilgi gormiistiir. Kimyasal
ve fiziksel Ozelliklerinden kaynaklanan ¢esitlilikleri nedeniyle cesitli alanlarda
kullanilabilirler. Molekiil igindeki delokalize m elektronlarindan dolayi, elektriksel
iletkenlik, diisiik iyonizasyon potansiyeli, diisiik optik gecis enerjisi, absorbans ve 11k
emisyonu gibi benzersiz Ozelliklere sahiptir. Son yirmi yilda, pH'1 degistirerek, uygun
fonksiyonel gruplar1 dahil ederek veya biyolojik olarak aktif molekiilleri degistirerek fiziksel
veya kimyasal olarak modifiye edilebilen polimerik malzemeler bilim adamlarinin biiyiik
ilgisini ¢ekmistir (Spychalska vd., 2020). Kontrol edilebilir elektriksel iletkenlik, nano yapili
sekiller (filmler, nanoteller, nanopartikiiller) ve diisiik maliyetli- yiiksek verimli sentez gibi

ozel ozelliklerinden (Naveen vd., 2017) dolayi, 151k yayan cihazlar (Alsalhi vd., 2011; Xian
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Yu, 2011), renkli ekranlar, ince film transistorler (Michinobu vd., 2011; T. W. Lee vd., 2013)
ve giines pillerinin (Cheng vd., 2009; Giines vd., 2007), tasariminda kullanilmistir (Heeger,
2001). Genel olarak, iletken polimerler, yaygin ¢oziiciiler i¢inde ¢dziinmezdir. Konjuge
polimer nanokompozitlerin hazirlanmasi, hibrit malzemeye bir tiir iglenebilirlik (kolloidal
stabilite veya mekanik mukavemet) saglamak ve bu malzemelerin uygulamalarini
genisletmek icin umut verici bir yoldur. Ayrica, kimyasal orijin ve dahil edilen malzemelerin

ozel 6zellikleri, ortaya ¢ikan nanokompozitlere yeni 6zellikler katmaktadir (Ates ve Sarac,
2009).

Polimerler, ¢ozelti, jel, kendiliginden birlestirilmis nanopartikiil, film veya kati
formda olabilir, bu nedenle kontrollii ilag ve gen salinimu, kataliz, tespit etme ve goriintiilleme
ve kendi kendini onaran malzemelerde kullanilabilmektedir. Polimer tabanli akilli
malzemeler, diisiik molekiiler agirliklarinin aksine, yapisal kararlilik, su iginde dagilma,
biyouyumluluk, isleme kolaylig1 ve algilama cihazlariyla entegrasyon agisindan birtakim
avantajlara sahiptir (Hu ve Liu, 2010). Konjuge polimerlerin dinamik, kimyasal, elektriksel
ve fiziksel dogasi, sensorlerin ve biyosensorlerin parametrelerini 6nemli dlgiide

tyilestirebilir.

Bu cihazlarin yapimindaki anahtar konu, HOMO ve LUMO orbitallerinin uygun
dagilimi ile saglanabilen uygun elektriksel iletken O6zelliklere sahip malzemelerin

kullanilmasidir (Tomczykowa ve Plonska-Brzezinska, 2019).

1.2. Biyosensor

Uzun bir siire insanlar toksik tiirlere kars1 biyolojik bir tepkiyi kontrol ediyordu.
Kisin telef olan balik yiginlar1 veya yazin sararan yapraklar, su veya toprak kirleticilerinin
canlilar i¢in potansiyel tehlikenin isaretleri olarak yorumlanmistir. On dokuzuncu yiizyilda
kanaryalar komiir madenlerinde biriken karbon monoksit, metan ve diger zararli gazlarla
zehirlenmeyi Onlemek icin erken uyar1 sistemleri olarak komiir madenciliginde
kullanilmaktaydi. Yakin zamana kadar, davranissal veya fenotipik bozukluklar, cevresel etki

degerlendirmesinde kimyasal tehlikelerin biyolojik gostergeleri olarak kabul ediliyordu.



Toksik tiirlerin yani sira, tibbi teshis ve diger benzer alanlarda yiyecek ve iceceklerin test
edilmesinde biyolojik tepki basariyla uygulanmistir. Tat, koku vb. temelli biyolojik
endikasyonlar ¢ok hassas olduklarindan, siiphesiz analitik sistemlerin ortak gereksinimlerini

kargilamamaktadir.

Sensor kelimesi, algilamak anlamina gelen Latince sentire kelimesinden gelmektedir
(Usher, 1985). Giiniimiiz yasaminda sensorler, biyotiptan giivenlik ekipmanlarina kadar
hayati bir rol oynamakta ve ¢cevremizdeki degisiklikleri tespit edip uyarma konusunda biiyiik
gorev istlenmektedir (Elkordy, 2013). Biyosensor, Uluslararasi Temel ve Uygulamali
Kimya Birligi (IUPAC) tarafindan, bir doniistiirme elemani ile dogrudan uzamsal temasta
tutulan bir biyolojik tanima eleman1 (biyokimyasal reseptdr) kullanarak spesifik nicel veya
yar1 nicel analitik bilgi saglayabilen bagimsiz entegre bir cihaz olarak tanimlanir (Rodriguez-
Mozaz Maria Lopez de Alda Damia Barcelo, 2006; Thévenot vd., 2001),. Biyosensor
kavramini ilk ortaya atilmasi, 1960'larin basinda biyosensorler iizerinde calisan ve teshiste
onemli olan bir 6l¢iim olan glikoz oksidaz enzimi ile glikoz konsantrasyonu 6l¢iimii igin ve
diyabet hastalarinda karbonhidrat metabolizmas1 bozukluklarinin tedavisi.i¢in bir "enzim

elektrotu" gelistiren Dr. Leland C. Clark'a aittir (Clark ve Lyons, 1962).

Biyosensorler, son derece hassas teshis ve izleme yetenekleri nedeniyle saglik, tip
bilimi, tarim, ¢evresel izleme, gida ve biyogiivenlik alanlarindaki sayisiz uygulama i¢in ¢ok
onemlidir. Hedef analitler, iletken malzemelerden yapilan transdiiserlere baglanan
antikorlar, hiicreler, reseptorler ve aptamerler gibi biyolojik algilama elemanlarinin
yardimiyla tespit edilir (Yoon ve Jang, 2009). Hedef analitin kantitatif analizi, analit ile
doniistiiriiciilere bagl biyolojik element arasindaki molekiiler tanima siire¢lerinin elektriksel
olmayan bir alandan bir elektrik sinyaline segici olarak doniistiiriilmesiyle elde edilir (Chung

vd., 2020; S. Cho ve Lee, 2020). Biyosensorlerin genel semasi Sekil 4’de gosterilmektedir.



Sekil 4. Biyosensorlerin genel semasi. Transdiiser (A), biyolojik tanima elemani (B),

numune (C)

Bir biyosensor, canli bir viicutta meydana gelen kimyasal reaksiyonlar1 kullanir, bu
kimyasal reaksiyonlarin hemen hepsi segicidir ve belirli kimyasal maddelere 6zgiidiir. Bu
yliksek secicilik, biyosensorlerin geleneksel fiziksel sensorlerle ayni kavramlar kullanilarak

gelistirildigini gosterir.

Biyosensorlerin en sik kullanilan siniflandirmasi, genel bir tanima uygun olarak Sekil

5’te gosterilmigtir.
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Sekil 5. Biyosensorlerin siniflandirilmasi

1.2.1. Elektrokimyasal Biyosensorler

Biyosensor smiflandirmasina benzer sekilde, biyosensorleri enzim ve afinite
biyosensorleri arasinda ayirmak miimkiindiir. Davraniglarindaki temel fark, sinyalin
dogasiyla ilgilidir; enzim sensorleri, kinetik analiz yontemlerine aittir. Sinyal, reaksiyonun
ilk dakikalarinda maksimum olan ve daha sonra azalan substrat donilislim oranini yansitir.
Afinite biyosensorleri, antijen-antikor veya DNA proteini gibi tersinir biyokimyasal

etkilesimlerden yararlanir (Evtugyn, 2014).

Elektrokimyasal biyosensoriin islevselligi, analitleri tespit etmek i¢in kullanilan
biyomolekiillere, elektronik eslesmeye (yani biyomolekiil-doniistiiriicii arayiizii) ve
biyokimyasal reaksiyonu olg¢iilebilir bir elektrik sinyaline (analog veya dijital) doniistiirmek
icin kullanilan elektronik devre tasarimina baglhdir. Birgok elektrokimyasal biyosensor,
reseptor ve hedef molekiiller arasindaki baglanma aktivitesini tespit etmek i¢in akim ve

voltaj Olglimlerini baz alir. Hedef analit prob tarafindan yakalandiginda, biyosensor
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dontstiiriiciiniin empedans gibi elektriksel 6zellikleri degisecektir. Tipik bir biyosensor

kurulumu Sekil 6°da gosterilmistir.

Algilama
tabakasi

A

ﬁ@. Transdiiser Okuma
' eknolojisi

Veri toplama
ve Isleme

tamima
tabakasi

Sekil 6. Tipik biyosensor kurulumu (Hendry vd., 1990).

Elektrokimyasal yontemler, biyosensorler olusturmak i¢in ¢ekici bir metodolojidir.
Bunlar, kontrollii elektron transferi yoluyla ¢ozeltideki monomerlerden ince polimerik
filmlerin olusturulmasina izin vererek, bir elektrot iizerinde elektropolimerizasyonun
miimkiin olmasiyla ek bir avantaj saglar. Bu tiir filmler hem biyolojik elementlerin
hareketsizlestirilmesi i¢in hem de analit konsantrasyonuna bagli bir sinyal iiretmek i¢in
elektron transferinin kullanilabildigi biyosensoriin  temel sinyal iletim islemi igin
kullanilabilir. Elektrokimyasal tabanli biyosensorler, ticarilestirilen en eski biyosensor
tirlerindendir. Buna en giizel 6rnek, diyabet hastalarinin kan sekeri diizeylerini izlemek i¢in

gelistirilen glikoz sensoriidiir (Knopf ve Bassi, 2006).
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1.2.2. Enzimatik Biyosensorler

Enzimatik biyosensorler (enzim sensoOrleri veya enzim elektrotlar1 olarak da
adlandirilir), bir doniistiiriiciiniin yiizey katmaninda uygulanan enzimleri kullanir. Bir enzim
sensorii, ylksek hassasiyet ve segicilie sahip enzimler aracilifiyla cesitli kimyasal

maddeleri algilamaktadir.

Biyolojik tanima elemaninin se¢imi, yeni bir biyosensor tasarimi gelistirirken alinan
¢ok dnemli bir karardir. Ornegin, belirli bir biyosensor i¢in uygun bir redoks enzimi igin
kriterlerin tanimlanmasi Onemlidir. En 6nemlisi, enzimin ilgili analit ile segici olarak
reaksiyona girmesi gerekir. Enzimin, biyosensoriin ¢alisma ve saklama kosullar1 altinda
stabil olmasi ve uzun vadeli stabilite saglamasi gerekir. Enzimin kimyasal yapisinin, redoks
medyatorleri ile kimyasal modifikasyon, baglanma veya immobilizasyon matrisi ile ¢apraz

baglama i¢in ek islevselliklerin eklenmesi avantajlidir. (Hendry vd., 1990).

Biyosensor yapisinda enzim kullanmanin avantajlar su sekilde siralanabilir:

e Mol bazinda ytiksek katalitik aktivite sergilerler.

e Enzimler substratlar i¢in yiiksek segicilige sahiptir.

e Enzimatik biyokataliz elde etmek i¢in gereken itici gii¢ olan redoks potansiyeli,
genellikle enzimin substrati ile ¢ok yakindir. Bu nedenle, biyosensorler orta diizeyde
potansiyellerde calisabilir.

e Bir¢cok durumda enzimler transdiiser yiizeylerine immobilize edildiginde, enzim

stabilitesinin iyilestigi tespit edilmistir (Bowers, 1982).

Immobilizasyon Teknikleri

Immobilizasyon, bir biyoalgilama sisteminin hazirlanmasi sirasinda biyoaktivitenin

korunmasi ile biyomolekiillerin fiziksel olarak sabitlenmesidir. Biyolojik bir materyalin
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¢ozelti halinde 6mrii kisa oldugundan, biyomolekiiller uygun bir matriste sabitlenmelidir.
Bu islem, biyosensoriin biyolojik 0Ozelliklerini korurken performansini artirmak igin
onemlidir. Enzim aktivitesini korumak dolayisiyla biyosensoriin raf dmriinii artirmak igin

cesitli immobilizasyon yontemleri gelistirilmistir.

Fiziksel Adsorpsiyon, en basit immobilizasyon yontemidir. Van der Waals
kuvvetleri, iyonik ve hidrojen bag etkilesimleri gibi kuvvetler elektrostatiktir, ancak
hidrofobik bag digerlerine kiyasla dnemli olabilir. Bu etkilesimler ¢ok zayiftir ancak yeterli

immobilizasyonu saglamaktadir (Strike vd., 1997).

Tutuklama, biyolojik materyallerin elektrot yiizeyindeki ii¢ boyutlu aga
sabitlenmesiyle saglanan immobilizasyon teknigidir. Oldukca basit ve kolaydir.
Biyomolekiil, baz1 kimyasallarin varliginda bir ¢ozelti i¢inde ¢o6ziildiikten sonra, istenen

fazin olugmasi icin bir ag i¢ine kafeslenir (Zaborsky, 1973).

Kovalent baglanma, avantajli oldugu i¢in ¢ok kullanilan bir yontemdir. Destek
matrisi tizerinde NH2, COOH gibi aktif fonksiyonel gruplar ile enzim arasinda kovalent bag
olusturulur. Enzim ve destek matrisi arasindaki kovalent baglanma, enzim bazh
biyosensorlerin uzun 6miir ve yliksek operasyonel stabilitesini olusturmak i¢in tercih edilir

(Scouten vd., 1995).

Molekiiller arast ¢apraz baglanma, biyomolekiiller, destek matrisi ile capraz
baglama yoluyla capraz bag veya kovalent bag olusturur. Bu yontemle kompakt protein

yapisi elde edilir ve enzimin sizmasi simirlandirilir(Abert Ervin Gyurcsa Anyi vd., 1999).
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1.3. Biyosensor Tasariminda Konjuge Polimerler

Konjuge polimerlerin dinamik kimyasal, elektriksel ve fiziksel 6zellikleri, kimyasal
ve biyolojik sensorlerin performans parametrelerini iyilestirebilir (Balint vd., 2014). Poli (3,
4 etilendioksitiyofen) polistiren stilfonat (PEDOT: PSS), polianilin (PANI) ve polipirol
(PPy), igsel iletken Ozelliklerinden dolay1 biyosensdrlerin imalatinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Organik polimerlerde elde edilen yiiksek elektriksel iletkenlik, sentetik

metallerin sentezine yon vermistir (Long vd., 2019).

Organik konjuge polimerlerin 6nemli uygulama alanlarindan biri de biyosensorlerdir.
Elektrot {lizerine konjuge polimerlerin kaplanmasi, enzimin elektrot ylizeyinde etkin bir
sekilde immobilizasyonu i¢in 1iyi bir alternatiftir. Konjuge polimerler, yiiksek
konjugasyonlari ve giiclii n- n* etkilesimleri nedeniyle enzimin immobilizasyonuna katkida
bulunur. Ayn1 zamanda sulu ¢ozeltilerdeki biyolojik molekiillerle uyumluluklari, yiiksek
elektriksel iletkenlikleri ve yiik tasima yetenekleri ile sinyallerin hizli iletimini saglayarak
biyosensorlerin performansini arttirirlar.  Elektrot yiizeyi {iizerine konjuge polimer
kaplandiktan sonra, giiclii konjugasyon ve hidrofobik etkilesimler yoluyla bir capraz
baglayict varliginda, glikoz tayini i¢in yiiksek hassasiyet ve secicilige sahip bir biyosensor

elde edilebilir (Tan ve Baycan, 2022).

1980'den beri politiyofen, kimyasal ve optik sensorler, 151k yayan diyotlar ve
ekranlar, fotovoltaik cihazlar, molekiiler cihazlar, DNA tespiti, polimer elektronik ara
baglantilar, giines pilleri ve transistorler gibi ¢evresel ve termal olarak kararli konjuge

polimer malzemeler arasinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Liu ve Liu, 2009).

Bir politiyofen (PT) tiirevi olan poli(3,4-etilendioksitiyofen) (PEDOT), diger iletken
polimerlere kiyasla kii¢iik bant araligi, 1y1 optik 6zellikleri ve yiiksek elektrik iletkenligi
nedeniyle pratik uygulamalar i¢in olaganiistii bir iletken polimerdir. PEDOT, fosfat

tamponlarinda milkemmel elektroaktivite sergiler, bu da onu biyosensor uygulamalari i¢in,
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Ozellikle immobilizasyon prosesleri i¢in enzim matrislerinde ideal hale getirir (Park vd.,

2008; S. Lee ve Gleason, 2015).

1.4. Biyosensor Tasariminda Nanoyapilar

Nanoteknoloji bilim iizerinde muazzam bir etkiye sahip olmustur ve olmaya da
devam etmektedir. Nanoteknolojinin sundugu avantajlar ve yeni olanaklar ¢ok ¢esitlidir.
Nanoteknolojiden bahsederken, tipik olarak yapilarin en az bir boyutun 100 nm alt1
araliginda oldugu varsayilmaktadir. Malzemeler, yigin malzemeden nanometrik boyutlara
kiigiiltildiiklerinde yeni 6zellikler sergilerler. Bu 6zellikler hassas bir sekilde ayarlanabilir,
boylece belirli bir amag icin optimize edilmis tanimlanmis yapilarin ve malzemelerin
iiretilmesine izin verilir. Bu sebeple, nanomalzemeler ve kavramlar biyosensor gelistirmede

cokca kullanilmistir (Pumera vd., 2007).

Nanoteknolojiyi biyosensorlere uygulamanin goriinliste en zorlu gorevi,
nanomalzemeleri biyosensér mimarisine deger katmadan kullanmak degil, ger¢ekten “nano
ozelliklerden” yararlanmaktir. Biyosensor arastirmalari alaninda, saf malzeme 6zelliklerine
ek olarak nanoyapilarin bazi ozellikleri de dnem kazanmaktadir. Ornegin nanometrik
yapilarda diflizyon uzunluklari ¢ok kisalmakta ve dolayisiyla kiitle tasinim1 olduk¢a verimli
olmaktadir. Bircok biyosensor tasariminda kiitle aktarimi ¢ok Onemli oldugundan,
nanometrik yapilarin kullanilmasindan sensor performansinda bir artis veya en azindan bir
degisiklik beklenebilir. Altin nanoparcaciklar (Tan ve Baycan, 2022), karbon nanotiipler
(CNT'ler) (Wu vd., 2013), manyetik nanopargaciklar (Liang vd., 2017) ve kuantum noktalari
(Wei3 vd., 2015) gibi ¢esitli nanomalzemeler, benzersiz fiziksel, kimyasal, mekanik,
manyetik ve optik Ozellikleri ile biyosensorlerin algilama hassasiyetini ve 6zgiilligiini

onemli 6l¢iide artirmaktadir (Zhang vd., 2009).

Farkli nanomalzeme tiirleri arasinda, metal nanopartikiiller i¢inden Ozellikle
AuNP'ler, yiiksek X-151n1 absorpsiyon katsayisi, sentetik kullanim kolayligi, partikiiliin

fizikokimyasal Ozellikleri ilizerinde hassas kontrol saglanmasi, tiyollere, disiilfidlere ve
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aminlere giliclii baglanma afinitesi, benzersiz ayarlanabilir optik ve farkli elektronik

ozellikleri ve ¢evresel kararliliklar1 sebebiyle farkli bilim alanlarindan biiyiik ilgi gérmiistiir

(Elahi vd., 2018; Pandey vd., 2008).

1.5. Biyosensorlerin Performans Kriterleri

Etkili bir biyosensor, yiiksek hassasiyet, 1yi segicilik, hizli yanit/kurtarma siiresi,
dongii kararlilig1 ve diisiik sicakliklarda ¢alisma yetenegi gibi birkag 6nemli 6zellik sergiler
(Sun vd., 2016). Performansi yiiksek bir biyosensor elde etmek igin, optimize edilmesi
gereken bir¢ok faktor vardir. Hazirlanan biyosensoriin ekonomik olmast, segici olmasi, genis
Ol¢iim araligimma sahip olmasi, tayin smirinin diisiik olmasi, kararli olmasi ve kullanim

Oomriinlin uzun olmasi, performans agisindan onemlidir.

Segicilik en 6nemli parametrelerden biridir ve hazirlanan biyosensor, sadece istenilen
maddeye karsi segici olmalidir. Bu kriteri saglamak i¢in uygulama asamasinda girigim
caligmalar1 gerceklestirilir. Hedef analitin farkli konsantrasyonlarinda elde edilen akim-
derisim egrilerinden elde edilen dogrusal aralik, biyosensériin calisma araligidir. Ideal bir
biyosensoriin genis bir Olglim araliginda olmasi hedeflenir. Kararlilik hazirlanan
biyosensoriin kullanim omriinii belirtmektedir. Biyosensoriin kararliligi, 1s1, nem, enzim
aktivitesi, destek matrisinin o6zellikleri, pH gibi fiziksel ve kimyasal parametrelerden
etkilenmektedir. Ideal biyosensoriin kararli olmasi istenir. Validasyon (gegerlilik)
parametreleri arasinda, biyosensdrler icin teshis sinir1 ve tayin alt sinirmin belirlenmesi

Onemlidir.

Teshis Smurt (TS, Limit of Detection-LOD), analizi yapilan 6rnegin teshis edildigi

fakat kantitatif sinirlar i¢inde girmeyen en diisiik derisimidir.

LOD = 3.5D/m (1.4)

16



Denklem (1.4)’e gore, “SD”, diisiik derisimdeki analit ¢ozeltisinin akim degerlerinin

13 2

standart sapmasini “m” ise, kalibrasyon esitliginin egim degerini ifade etmektedir.

Tayin Alt Sinir1 (TAS, Limit of Quantification-LOQ), analizi yapilan 6rnegin kabul
edilebilir diizeyde kesin ve dogru olarak miktariin tayin edilebilecegi dogrusallik sinirlar

icine girmeyen veya dogrusalligin en alt derisimini olusturan diizeyidir.

LOQ = 10.SD/m (1.5)

Denklem (1.5)’e gore, “SD”, diislik derisimdeki analit ¢dzeltisinin akim degerlerinin

13 2

standart sapmasini “m” ise, kalibrasyon esitliginin egim degerini ifade etmektedir.

1.6. Glikoz Biyosensorleri

Seker hastalig1 (diyabet), diinyada ¢ok sayida insan dliimiine ve sakatliga neden olan
kronik hastaliklardan biridir. Diinya Saghk Orgiitii (WHO) verilerine gére giiniimiizde
yaklagik 422 milyon diyabet hastasi bulunmakta ve bu sayiya her giin yeni vakalar
eklenmektedir. 2045 yilinda ise, hasta sayisinin 700 milyona ulasacagi tahmin edilmektedir.
Diyabet vakalarinin yayginlagmasi nedeniyle insan kani, gida, ila¢ gibi farkli numunelerde

glikoz tespiti ve takibine olan talep artmistir (N. H. Cho vd., 2018; Xun, 2021).

Glikoz sensorleri, biyosensdr arastirmasi ve uygulamasi agisindan bir basari
oykiisiidiir. Glikoz biyosensorlerinin kullanimi diisiik maliyetli, giivenilir ve duyarhidir. Bu
ozelliklerinden dolay1 glikoz sensorleri iizerine yapilan aragtirmalar olduk¢a popiilerdir. Bu
nedenle glikoz biyosensorleri biyosensor endiistrisinde yaklasik %85'lik bir paya sahiptir (J.

Wang, 2008).

Ik glikoz sensérii, glikozun kendiliginden glukonik aside hidrolize edilen

glukonolaktona biyokatalitik yiikseltgenmesine dayaniyordu. Bu reaksiyonu hizlandiran
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glikoz oksidaz, diger karbonhidratlarin varliginda glikozun 6l¢iilmesine izin veren yiiksek

bir substrat spesifikligi uygular.

Birinci nesil enzim bazli amperometrik glikoz biyosensorlerinde, GOx enzimi ve
FAD rejenerasyonu i¢in Medox (fizyolojik elektron alicisi) olarak Oz kullanilmaktadir. Bu
nesil biyosensorler, O tiiketimini veya H202 olusumunu 6l¢gmektedir. Biyosensor yaniti,
reaksiyon ortamindaki Oz konsantrasyonu ile dogrudan iligkilidir. Dolayisiyla
biyosensorlerin glikoz duyarliligi ortamdaki Oz konsantrasyonu ile sinirli kalmaktadir. Bu
dezavantajin iistesinden gelmek i¢in, birinci nesil biyosensorlerde yapay elektron alicilar

kullanilarak ikinci nesil glikoz biyosensorleri ortaya ¢ikmistir.

Ikinci nesil enzim bazli amperometrik glikoz biyosensorlerinde, diisiik yiikseltgenme
potansiyeline sahip yapay elektron alicilarin1 kullanilmaktadir. Bu algilama sistemi,
elektronlarin substrattan FADH'ye aktarilmasi, ardindan FADH>'den elektronlarin
aktarilmasiyla Medox'Un Medred'e doniistiiriilmesi ve elektronlarin yapay aracilardan

elektrota tasinmasi basamaklarini igerir.

Ugiincii nesil enzim bazli amperometrik glikoz biyosensérleri, aracilarin yoklugunda
enzimin elektrota dogrudan baglanmasi ilkesinine dayanir. Bu sistem, redoks enzimleri ile
elektriksel olarak baglanan elektrotlarda etkilidir (Chen vd., 2013).

1., 2. ve 3. nesil glikoz glikozun tespiti i¢in biiyiik ilgi gérmiistiir. Yeni teknolojiler,
enzimsiz veya 4. nesil glikoz sensorleri olarak adlandirilan yeni bir glikoz sensorleri sinifina
yol agmistir. Bugiine kadar, nanoyapili metaller, alasimlar, metal oksitler, metal siilfiirler,
MOF (metal organik gerceve)’lar ve MAF (metal azolat ¢erceve)’lar ile modifiye edilmis
elektrotlara dayali glikozun enzimatik olmayan tespiti hakkinda cok sayida calisma
mevcuttur. Daha ¢ok alkali ortamda verimli ¢alisan bu biyosensorlerle birlikte, Pt, Au ve
bunlarin kompozitlerine dayali nanoyapilar da, notr pH'ta glikozun oksidasyonu i¢in yiiksek
katalitik aktivite gostermektedir (Adeel vd., 2020). Farkli nesil elektrokimyasal glikoz

biyosensorlerinin ¢alisma prensibi Sekil 7°de verilmistir.
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Sekil 7. Farkli nesil elektrokimyasal glikoz biyosensorlerinin ¢aligma prensibi

1.6.1. Enzimatik Glikoz Biyosensorleri

Enzim elektrotlarinin kullanimi ilk kez 1962 yilinda rapor edilmistir. (Clark ve Lyons,
1962). O tarihten bu yana, Denklem (1.6) gosterildigi gibi glukonik asit iiretmek igin
glikozun yiikseltgenmesini kataliz eden GOx'a dayali amperometrik, potansiyometrik ve
impedimetrik veya kondiiktometrik glikoz biyosensorleri lizerinde kapsamli bir aragtirma

yapilmistir (Rahman vd., 2010).

GOx
D — glikoz + 0, + H,0 — D — glukonik asit + H,0, (1.6)
CH,OH CH,OH
b O OH GOx H A OH O
K8 v + & —— Kb w My + w0
OH i OHY !
H OH H OH

Sekil 8. Glikoz oksidazin reaksiyon mekanizmasi

Ideal bir glikoz sensoriiniin gelistirilmesi biyosensdr endiistrisi i¢in énemli bir

konudur. Elektrokimyasal yontemler (Quintero-Jaime vd., 2021), kolorimetri (Tran vd.,
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2020), kondiiktometri (Dzyadevich vd., 1998), optik yontemler (Corres vd., 2008) ve
floresan spektroskopi (del Barrio vd., 2016) gibi yeni glikoz biyosensoérleri olusturmak i¢in
cok sayida siire¢ ve metodoloji gelistirilmistir. Bunlar arasinda, elektrokimyasal glikoz
sensorleri, yenilmez hassasiyetleri ve secicilikleri nedeniyle son 40 yilda en ¢ok ilgiyi
cekmistir. Ek olarak, elektrokimyasal teknikler daha diistik tespit limiti, daha hizli tepki

stiresi, daha 1yi uzun vadeli kararlilik ve ucuzluk gosterir.

Enzimatik glikoz biyosensorleri genellikle iki oksidorediiktaza dayanir: Glikoz
oksidaz (GOx) ve Glikoz dehidrojenaz (GDH). Bu iki enzim alt sinifina dayali
elektrokimyasal glikoz biyosensorleri kapsamli bir sekilde c¢alisilmistir. Enzimin elektrot
ylizeyinde en verimli sekilde immobilizasyonu, biyosensoriin algilama performansini
iyilestirir (J. Wang, 2008). Bu nedenle elektrot yiizeyinde enzimin etkin immobilizasyonu
¢ok énemli bir adimdir. immobilizasyon islemi kovalent baglama, fiziksel adsorpsiyon veya
farkli substrat malzemeleri kullanilarak gergeklestirilir (Buber vd., 2017). GOx'un
biyosensorler i¢in biyolojik tanima elemani olarak basarisi, yalnizca substrat glikozunun ve
enzimatik performansinin éneminden degil, ayn1 zamanda olaganiistii yiiksek stabilitesinden

ve nispeten diistik fiyatindan kaynaklanmaktadir (Hendry vd., 1990).
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Sekil 9. Enzimatik glikoz biyosensoriiniin ¢aligma prensibi
1.6.2. Enzimatik Olmayan (Non-enzimatik) Glikoz Biyosensorleri

Uciincii nesil sensorleri gelisme gostermesine ragmen, sicaklik, nem, girisim gibi
etkilerden dolay1r enzim aktivitesinin sinirlanmasindan muzdariptir. Ayrica, kalin enzim
tabakasindan dolay1 elektron transferinin engellendigi durumlar da meydana gelmistir.
Ucgiincii nesil, enzim bazl glikoz sensérleriyle ilgili problemler, arastirmacilari enzimsiz
algilamayr kesfetmeye yonlendirdi. Bu, glikozun dogrudan elektrot yiizeyinde
oksitlenmesine izin veren enzimatik olmayan glikoz (NEG) sensorlerinin gelistirilmesine yol
agmistir. NEG sensorleri, dordiincii nesil glikoz sensorii teknolojisini olusturur (Toghill ve

Compton, 2010).

21



Biyosensor yapisinda enzim kullanmanin dezavantajlart su sekilde siralanabilir:

e Enzimler oldukca biiylik molekiillerdir. Bu nedenle, enzimin aktif alanindaki toplam
katalitik (hacim) yogunlugu diisiiktiir (Calabrese Barton vd., 2004).

e Genellikle enzimin aktif bolgesi, ¢cevreleyen protein kabugunun igine gémiiliir. Bu
nedenle, dogrudan elektron transferi genellikle miimkiin degildir ve yapay redoks
aracilar1 gereklidir.

e Enzimlerin sinirli bir 6mrii vardir ve bu nedenle biyosensorler yalnizca siirli bir

uzun vadeli kararlilik sergiler.

Elektrot yilizeyinde bulunan elektrokatalizorler, glikoz oksidasyon hizim1 ve
dolayistyla tespitini etkileyen ana faktorlerdir. Geleneksel sensorlerde GOx gibi enzim,
katalizor olarak kullanilirken NEG sensorlerinde elektrot yiizeyindeki atomlarin kendileri

elektrokatalizor gorevi gérmektedir. Mekanizma ile ilgili 6nerilen iki ana model vardir.

Onerilen ilk model, aktiflestirilmis kemisorpsiyon modeli olarak bilinir.
Yiikseltgenme isleminin, glikoz molekiiliinlin elektrot ylizeyinde adsorpsiyonu yoluyla
baslatildigina inanilmaktadir. Bu, glikoz molekiiliiniin, elektrokatalizorlerin yiikseltgenmeye
yardimci oldugu elektrot yiizeyi ile bir bag olusturmasini saglar. Ayn1 zamanda, karbona
bagl olan glikoz molekiiliindeki hidrojen atomu (Sekil 10) ¢ikarilmigtir. Cikarilan bu
hidrojen atomu, bagl glikoza bitisik bir bolgede elektrot ylizeyi ile baglanir. Metal elektrot
tizerindeki glikoz molekiiliiniin yiikseltgenme durumundaki bir degisiklik, glikoz-metal
etkilesiminde bir degisiklik ile sonuglanir. Boylece glikoz-metal bag giiciinii diisiiriir ve bu
durum da glikoz molekiiliiniin desorpsiyonu ile sonuglanir. Elektrot yiizeyi ve glikoz
molekiilleri, elektrokatalitik islemde baglarini olusturup kopardiklari i¢in, hem adsorpsiyon
(bag olusturma) hem de desorpsiyon (bag kirma) islemleri i¢in elverisli oldugundan, orta

kuvvette bir bag olmasi istenir (Pletcher, 1984).
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Sekil 10. Pletcher tarafindan oOnerilen bitisik adsorpsiyon bdlgeleri ile esmerkezli
adsorpsiyon teorisinin bir 6rnegi. Ci: hemiasetalik karbon atomu. R: glikoz molekiiliiniin

diger kisimlari

IHOAM (Sulu Oksit Adatom Aracis1) modeli olarak bilinen ikinci model, Burke
tarafindan Onerilmistir. Burke orijinal olarak bu modeli elektrot yiizeyinde diisiik kafes
stabilizasyonu ve arttirllmis reaktiviteye sahip aktif metal atomlar1 oldugu goézlemine
dayanarak formiile etmistir. Bu atomlar, elektrot yiizeyinde glikozun yiikseltgenmesine
aracilik ettigine inanilan, bir sulu oksit olan OHags tabakasiin olustugu bir 6n-katmanl
oksidasyon agamasina tabi tutulur (Burke, 1994). Sekil 11 IHOAM modelinin sematik bir
gosterimini gostermektedir. Bu modellerin her ikisi de inceleme altinda olmasina ragmen,
farkli elektrot malzemeleri ic¢in glikozun oksidasyonunu agiklamak i¢in hala

kullanilmaktadir (Tian vd., 2014).
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Sekil 11. M* indirgeyici metal adsorpsiyon bolgesidir ve M[OH]ags yiikseltgeyici olarak
absorbe edilen hidroksit radikalidir. Bu sekil, metal elektrot ylizeyinde hem yiikseltgenme

hem de indirgenme siire¢lerin nasil katalize edildigini géstermektedir.
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IKiNCi BOLUM
KURAMSAL CERCEVE/ONCEKI CALISMALAR

2.1. Enzimatik ve Enzimatik Olmayan (Non-enzimatik) Glikoz Biyosensorii
Cahismalariin Literatiir Ozeti

Literatiirde, konjuge polimer tabanli biyosensorler lizerine ¢alismalar mevcuttur. Bu
biyosensor ¢alismalari, enzimatik veya enzimatik olmayan sekilde, farkli ¢alisma metotlari

kullanilarak gergeklestirilmistir.

Soylemez vd., (2019) ¢alismalarinda, Poli(2,5-di(furan-2 yl)thiazolo[5,4-d]thiazole)
(PTTzFr) polimerini dongiisel voltametri ile elde etmislerdir. Polimer yapi, donor olarak
furan birimini ve akseptor olarak tiazolotiyazol birimini tagimaktadir. PTTzFr filmi, bir ITO
kapli cam tizerinde elde edilmis ve elektrokimyasal ve optoelektronik 6zellikleri arastirilmig
ve glikoz analizi amaciyla glikoz biyosensoriinde kullanilmistir. Optoelektronik cihaz
uygulamasi, poli(3,4-etilendioksitiyofen) (PEDOT) ile ikili tip elektrokromik cihaz (ECD)
olusturularak gergeklestirilmistir. Biyosensor uygulamast, polimer film grafit elektrot yiizeyi
iizerine kaplanmis ve glikoz oksidaz enziminin immobilizasyonu ile ger¢eklestirilmistir.
Elde edilen biyosensor, igecekte glikoz tayini igin uygulanmis ve optimize edilmis kosullar
altinda, algilama smir1 12,8x10° mM ve hassasiyet degeri 65,44 pAmM ‘cm™2 olarak

belirlenmistir.
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l PTTzFr coated electrode

PTTzFr

Sekil 12. Glikoz biyosensorii (A) ve PTTzFr/PEDOT elektrokromik cihazin sematik

gosterimi

Senel vd., (2013) biyosensor ¢alismalarini, poli(tiyofen-3-boronik asit) (PTBA)
polimeri iizerine glikoz oksidaz enzimi immobilizasyonu yaparak gerceklestirmislerdir.
Tiyofen (Th) ve tiyofen-3-boronik asitin (TBA) farkli monomer oranlari ile elektrokimyasal
polimerizasyonu ile boronik asit ile fonksiyonlandirilmis politiyofen tabakasi elde edilmistir.
GOx ile olusturulmus ¢alisma elektrotu, hidrojen peroksitin indirgenmesi ve oksidasyonuna
yonelik olarak da elektrokatalitik aktiviteler sergilemistir. PTBA/FAD/GOx biyosensorti,
0,5- 18 mM'lik genis bir konsantrasyon araliginda (0,9952 korelasyon katsayisi) yiiksek
hassasiyet (2,14 mA/mM) ve daha diisiik tepki siiresi (~5 s) ile +0,4 V'ta glikoz i¢in iyi
performans gostermistir. Ayrica biyosensorlerin uygulanan potansiyel, pH, sicaklik,

elektroaktif girisim, stabilite ve tekrar kullanilabilirlik etkileri tartigilmistir.
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Sekil 13. Glikoz biyosensoriiniin hazirlanma asamalari

Miao vd., (2015) calismalarinda, elektrokimyasal biriktirilmis altin nanopargacik-
polivinilpirolidon-polianilin (AuNP PVP-PANI) nanokompozitlerine dayali bir glikoz
biyosensorii tasarlayip, biyosensoriin performansi iizerine ¢alismislardir. Nanokompozitler,
anilin, PVP ve AuNP'lerden olusan homojen ii¢ bilesenli bir ¢ozelti iginde bir cams1 karbon
elektrot (GCE) tizerinde elektrokimyasal olarak biriktirilmistir. Daha sonra glikoz oksidaz
(GOx), nafyon kullanilarak, hazirlanan AuNP-PVP-PANI nanokompozitleri tizerine
immobilize edilmistir. Nafyon/GOx/AuNP-PVP-PANI ile modifiye edilmis GCE'nin
elektrokimyasal ve elektrokatalitik &zellikleri arastirilmistir. 0,05 mM ile 2,25 mM arasinda
genis bir lineer aralik, 1,0 x 107> M (S/N = 3) diisiik algilama sinir1 ve 9,62 pA mM ! cm™
yiiksek hassasiyet ile iyi elektrokatalitik performanslar sergiledigi goriilmiis ve iyi bir
stabilite ve tekrarlanabilirlige sahip bu sensor, insan serum Orneklerinde glikoz tespiti i¢in

test edilmistir.

Haghighi ve Tabrizi, (2013) ¢alismalarinda, asir1 oksitlenmis bir polipirol (OOPPy)

filmi, camst bir karbon elektrot (GCE) iizerine elektrokimyasal olarak biriktirilmistir. Daha
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sonra bu elektrot (GCE/OOPPy) Au nanopargaciklar ile modifiye edilmis ve tizerine GOx
enziminin immobilizasyonu saglanmistir. Modifiye elektrotlar1 karakterize etmek icin
dongiisel voltammetri, elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) ve taramali elektron
mikroskobu (SEM) kullanilmistir. Tasarlanan bu glikoz biyosensorii, dongiisel voltammetri
ve amperometri yontemleri kullanilarak 1- 8 mM arasindaki konsantrasyon degerlerinde

glikozu tespit edebildigi belirtilmistir.

I/ pA

L. =0.851 [Glucose] - $.9793
R = 0,987

5 1n 15 20
(Crlucose] f mb

-10

T T
-1 -0.7 -0.4 0.1 02 0.5
Evs, Ag|lAgCl/V

Sekil 14. GCE/OOPy-nanoAu/GOx modifiye elektotunun 1-20 mM arasinda degisen glikoz
konsantrasyonlatinda dongiisel voltammogrami ve glikoz konsantrasyonuna kars1 oksijenin

indirgenme pik akim degerleri grafigi
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Sekil 15. GCE/OOPy-nanoAu/GOx modifiye elektrotun artarda 1 mM glikoz ilave

edildiginde hidrodinamik amperometrik yanitlar1 grafigi

Neupane vd., (2021) ¢alismalarinda, grafit elektrot {izerinde elektrokimyasal olarak
biriktirilmis polianilin (PANI) filmi kullanilarak kolay, diisiikk maliyetli ve hassas enzim
bazli bir amperometrik sensor tasarlamiglardir. PANI, dongiisel voltammetri (CV) ile 1,0 M
hidroklorik asit (HCI) i¢inde 0,2 M anilin sulu bir ¢6zeltisinde biriktirilmis ve PANI filminin
yiizey morfolojisi ve kompozisyon karakterizasyonu, taramali1 elektron mikroskobu (SEM),
X-151m1 fotoelektron spektroskopisi (XPS) ve Fourier-doniisiimli kizilotesi (FTIR)
spektroskopisi ile gergeklestirilmistir. PANI filminde glikoz oksidaz (GOX) enziminin
potansiyostatik immobilizasyonu, 0,75V'de gergeklestirilmistir. Hazirlanan sensoriin glikoz
konsantrasyonu yaniti, amperometrik olarak hidrojen peroksit (H202) tespitine gore
incelenmistir. Dogrusal aralik 0,01- 0,1 M olarak belirlenmis, yiiksek tekrarlanabilirlik ile 4
dakikada stabil bir akim yanit1 elde edilmistir.
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Sekil 16. Biyosensoriin cevabi: (a) zamana karst indirgenme akimi (b) glikoz

konsantrasyonuna kars1 indirgenme akimi grafigi

Soylemez vd., (2019)’in bir diger ¢alismasinda, donor akseptor tipi monomerler 2,5
di(tiofen-2-il)tiazolo[5,4-d]Jtiyazol (TTzTh) ve 2,5 bis(3-metiltiofen-2-il)tiazolo[5, 4-
d]tiyazol (TTzMTh) sentezlenmis ve elektrokimyasal ve optoelektronik Ozellikleri
arastirllmistir. Glikoz oksidaz (GOx), daha 6nce konjuge polimerin bir filmi olan PTTZzTh
ile elektropolimerizasyon yoluyla modifiye edilmis bir grafit elektrot iizerine sabitlenmistir.
Sensor, optimize edilmis kosullar altinda genis bir dogrusal aralik (0,05— 2,0 mM), iyi
hassasiyet (36,32 pA/(mM-cm?) ve diisiik algilama limiti (LOD) (0,075 mM) gostermis ve
biyosensoriin dogrulugu glikoz tespiti i¢in iki farkli icecek kullanilarak basariyla test

edilmistir.
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Sekil 17. Glikoz biyosensoriiniin sematik gosterimi

Uzun vd., (2013) ¢alismalarinda, 4-(4,7 di(thiophen-2-yl)-1Hbenzo[d]imidazol-2-
yl)benzaldehyde (BIBA) monomerini tasarlayarak sentezlemislerdir. Bu monomerin
elektropolimerizasyonundan sonra elektrokimyasal ve spektroelektrokimyasal 6zellikleri
detayli olarak incelenmistir. Biyosensorii ¢alismalari i¢in glikoz oksidaz (GOx) enzimi,
polimer kapli grafit elektrot iizerinde glutaraldehit (GA) yardimiyla enzim olarak immobilize
edilmis ve immobilizasyon agamasinda, enzimin serbest amino gruplari ile polimerin aldehit
grubu arasinda bir imin bagi olusmustur. Optimize edilmis biyosensor, 0,02 mM ile 1,20
mM arasinda iyi bir dogrusallik ve 2,29 uM'lik bir alt algilama sinir1 (LOD) gosterir. Kn®P
Ve Imax kinetik parametreleri sirasiyla 0,94 mM ve 10,91 p olarak belirlenmistir. Elde edilen

bu biyosensor, insan kan serumu 6rnekleri i¢in test edilmistir.

clectropolymerization

of GUx

Sekil 18. Tasarlanan glikoz biyosensoriiniin sematik gosterimi
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Emir vd., (2021) calismalarinda, nikel nanopartikiilleri (Ni-NPler) ve pirol
monomerinin (Ppy) 1 dongii elektropolimerizasyonu ile hazirlanan biyomimetik-kompozit
ile modifiye edilmis bir grafit ¢ubuk elektrota (GRE) dayali enzimatik olmayan
elektrokatalitik amperometrik glikoz biyosensoriinii (Ni-NPs/Ppy1GRE) rapor etmislerdir.
GRE'nin modifikasyonu sirasinda, piroliin elektropolimerizasyonu ve Ni-NP'lerin GRE
yiizeyine elektrokimyasal biriktirilmesi potansiyel dongii ile gerceklestirilmistir. Ni-
NPs/PpyayGRE elektrotunun yiizey morfolojisi, atomik kuvvet mikroskobu ve taramali
elektron mikroskobu tabanli goriintiileme ile degerlendirilmis ve elektrotlarin
elektrokimyasal karakterizasyonu, elektrokimyasal empedans spektroskopisi ve dongiisel
voltammetri ile yapilmigtir. Amperometrik glikoz algilamasi, sabit +450 mV'de Ni-
NPs/PpyayGRE ile 0,10 mol L* NaOH'de Ag/AgCl elektrot potansiyeli ile
gerceklestirilmistir. Teshis smir1 0,4 umol L?, hassasiyet, 2873 pA mmol™ L cm olarak
bulunmustur. Dogrusal ¢alisma aralign 1,0 ve 1000 umol L7 olarak belirlenmistir. Ni-
NPs/PpyayGRE tabanli sensoriin uygulanabilirligi, gergek numunelerdeki glikoz

konsantrasyonlarinin belirlenmesiyle kanitlanmistir.

2004
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Sekil 19. Ni-NPs/Ppy1)yGRE biyosensoriiniin kalibrasyon egrisi
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Kumar Jena ve Retna Raj, (2006) calismalarinda, sol-jel siiregleri kullanilarak elde
edilen ii¢ boyutlu (3B) bir silikat agi1 iizerinde kendi kendine birlestirilen altin (Au)
nanopar¢aciklar1  kullanilarak glikozun saptanmasi i¢in enzimatik olmayan bir
elektrokimyasal yontem raporlamiglardir. Au nanopartikiiller, herhangi bir enzim veya
redoks aracisimnin yoklugunda fosfat tampon ¢ozeltisinde (pH 9,2) daha disiik pozitif
potansiyelde (0,16 V) glikoz oksidasyonunu verimli bir sekilde kataliz etmistir. Au
nanopargacikla modifiye edilmis transdiisser (MPTS-nAuE), glikozun amperometrik
algilanmasi i¢in basariyla kullanilmis ve 50 nm'lik bir teshis siur1 ile iyi bir hassasiyet
gostermistir. Bu doniistliriici 0-8 mm araliginda glikoza dogrusal olarak yanit verdi ve
trandiiserin duyarlihiginm 0,179 nAcm2nm™ oldugu bulunmustur. Bu déniistiiriicii i¢in iyi

bir tekrarlanabilirlik ve uzun siireli depolama ve ¢alisma kararliligi gézlemlenmistir.
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Sekil 20. Altin nanopartikiil modifiye edilmis transdiiser tasariminin sematik gosterimi

Bagdzitinas ve Palinauskas (2020), caligmalarinda, organik yar1 iletken polimer
olarak polikarbazolii elektrokimyasal olarak sentezlemis ve c¢alisma elektrotunda
biriktirmislerdir. Polikarbazoliin yap1 ve yar iletken 6zellikleri teorik ve deneysel olarak

analiz edilerek kanitlanmistir. Bu elektrokimyasal sistemler icin, 14 pA cm? mM?
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maksimum hassasiyet, 5 mM'ye kadar genis bir dogrusal tespit aralig1 ve yaklasik 0,2 mM
minimum algilama smir1 elde edilmistir. Bu calismada, glikozun enzimatik olmayan

yiikseltgenmesi ve indirgenmesi ile ilgili elektrokimyasal mekanizmaya odaklaniimaistir.

2 polyCz A
OH .
i Ho 2 polyCz *
o h*
o OH o
Glucose
o GOx-FADH, -\ polyCz
GOx-FADH | h* B
2H + 2@ GOx-FAD ‘_/ pol‘,’Ci+
HOH
Hﬂ,w\o'—' GOx-FAD
%
o N COH 2 H,0, 2[Fe*? polyCz
Gluconic acid GOx-FAD
C 02 2[Fe™ polycz*

Sekil 21. Glikoz algilama mekanizmasi A- elektrot {izerinde dogrudan glikoz
yiikseltgenmesi, B- GOX-FAD ve polyCz arasinda dogrudan bosluk aktarimi, C- poly-

Fe/GOx elektrotu uizerinde H»0> tabanli mekanizma
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UCUNCU BOLUM
ARASTIRMA YONTEMI/MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Monomer sentez g¢alismalari i¢in kullanilan kimyasallar, diklorometan (CH.Cl.,
%99,9, 84,93 g/mol, d:1,332 g/ml) VWR Chemicals firmasindan, kloroform (CHClIs, 119
g/mol, d:1,474 g/ml), asetonitril (CH3CN, %99,9, 41,05 g/mol, d:0,781 g/ml) ve etanol
(C2HsOH, CH3CH20H, 46,07 g/mol, d: 0,789 g/cm®) Carlo Erba firmasinin, 4- Bromo-1,8-
naftalik anhidrit (Ci2HsBrOs, 277,07 g/mol), tetrakis (trifenilfosfin) paladyum(0)
(PA(P(CeHs)3)4, 1155,56 g/mol), piridin (CsHsN, %99,9, 79,1 g/mol, d: 0,978 g/cm?®), toluen
(C7Hs, 9%99,8, 92,4 g/mol, d: 0,865 g/ml) hidroklorik asit (HCI, %37, 36,46 g/mol) hekzan
(CeH14, >95, 86,18 g/mol, d:0,66 g/ml), ¢inko asetat (ZnCsHeOs.2H20, 219,51 g/mol),
tiyofen-2-boronik asit pinacol ester (C1oH15BO2S, 210,1 g/mol) ve potasyum karbonat
(K2COs3, > 99, 138,21 g/mol) Sigma Aldrich firmasinin, 3,6-dibromobenzendiamin
(CeHeBraN2, %95, 265,93 g/mol) ABCR firmasinin, Bis (trifenilfosfin) paladyum (I1)
diklorit (CssH30Cl2P.Pd, >98, 701,89 g/mol) Matrix Scientific firmasinin, kolon
kromatografisi i¢in kullanilan silika jel 60 (0,063-0,200 mm) Isolab firmasinin, di-n-
hekzilamin (C12H27N, >98, 185,355 g/mol, d:0,8g/ml) Thermo Fisher Scientific firmasinin

tirtinleri kullanilarak gergeklestirilmistir.

Biyosensor uygulama galismalari igin kullanilan kimyasallar, D(+)glikoz (CsH120s,
180,16 g/mol), glikoz oksidaz (Aspergillus Niger’den elde edilmis, 100000-250000 unit/g),
glutaraldehit (OHC(CH)3CHO, 100,12 g/mol, Grade Il 25% H20), sitrik asit (CsHsO7,
>99,5, 192,12 g/mol ), D(+) galaktoz (CeH120s, >99, 180,16 g/mol), iirik asit (CsHaN4Os,
>99, 168,11 g/mol), L-glutamik asit (CsHoNO4, %99, 169,11 g/mol), D(+) sakkaroz
(C12H22011, 342,3 g/mol) ve potasyum kloriir (KCl, %699-100,5, 74,55 g/mol) Sigma Aldrich
firmasmin, Au standart ¢ozeltisi (HAuCl4,1003£3 pg/mL, d: 1,019 g/mL, %10 HCI) SCP
Science firmasinin, lityum perklorat (LiClO4, 106,4 g/mol) Acros Organics firmasinin,
fruktoz (CeH120s, 180,16 g/mol), potasyum kloriir (KCl, %99,0-100,5, 74,55 g/mol),L(+)-
askorbik asit (CsHgOs, %99, 176,12 g/mol) ve sodyum hidroksit (NaOH, >98, 40 g/mol)
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Merck firmasinin, sodyum fosfat monobazik dihidrat (NaH2PO4.2H20, >98, 156,01 g/mol)
ve sodyum fosfat dibazik dihidrat (Na2HPO4.2H-0, >99,5, 177,99 g/mol) AFG Bioscience
firmasinin trilinleri kullanilarak gergeklestirilmistir. Argon ve oksijen gazlari, Kavas Gaz

firmasindan tedarik edilmistir.

Elde edilen glikoz biyosensorlerinin gergcek drnek calismalari i¢in kullanilan vigne
suyu (Dooy, 0,743 M) yerel bir marketten ve dekstroz ¢ozeltisi (0,2525 M) bir eczaneden

tedarik edilmistir.

3.2. Kullamilan Cihaz ve Ekipmanlar

Monomer sentez ¢aligmalarinda, IKA C-MAG marka 1siticili manyetik karistirici,
IKA VWR marka doéner buharlastirici (rotary evoparator), Sartorious marka hassas terazi,
Medisson marka ultrasonik banyo kullanismistir. Deney siireglerinin takibi i¢in, Fuji marka
UV lamba standi, Merck marka TLC (ince tabaka kromatografisi) silika jel aliminyum

tabaka (60 F254), Isotherm marka kapiler tiipler kullanilmustir.

Monomerlerin karakterizasyonu ve biyosensor uygulama c¢alismalari, klasik ticlii
elektrot yontemi ile elektrokimyasal ¢alisma {initesi olarak BioLogic marka SP-50 model
potansiyostat kullanilarak gergeklestirilmistir. Karsilastirma elektrotu olarak Ag/Ag* (cap:
0,4 mm, uzunluk: 8,0 cm) ve Ag/AgCl (doygun KCIl), yardimer elektrot olarak Pt tel (gap:
0,5mm, uzunluk: 8,5 cm) kullanilmistir. Calisma elektrotu olarak kullanilan kalem grafit
elektrotlar, degisen karbon ve kil i¢ceriklerine gére Tombow Mono Lead marka 2H, HB, 2B
(cap: 0,5 mm, uzunluk: 6,0 cm) kalem uglaridir. Numune transferi i¢in TreffLab marka (10-
100 pl) ve Isolab marka (1-5 ml) otomatik pipetler kullanilmistir. Hazirlanan ¢ozeltilerin pH

degerlerinin ayarlanmasi i¢in, Hanna HI 221 pH metre cihazi kullanilmistir.

'H-NMR analizleri Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Bilim ve Teknoloji
Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde (COBILTUM), JEOL marka ECX-400 model cihazda

gerceklestirilmis olup, SEM analizleri izmir Katip Celebi Universitesi Merkezi Arastirma
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Laboratuvar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde, Carl Zeiss marka, 300 VP model cihaz
ile gerceklestirilmistir. FTIR analizleri ise, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Kimya
Miihendisligi Boliimiinde bulunan Agilent marka, Cary 630 model cihaz ile
gerceklestirilmistir.

3.3. Kullamilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.3.1. Monomer Sentezi ve Karaterizasyonunda Kullamlan Coézeltilerin

Hazirlanmasi

1- Derisik K2CO3 ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 11,2 g KoCOs tartilarak 10 ml H20
icinde ¢oziinmesi ile hazirlanmigtir. (K2COz3 ¢oziiniirliigi: 112 g/100 mL (20°C))

2- CeH14-CHCls (1:4) (v/v) c¢ozeltisinin hazirlanmast: Ince tabaka kolon
kromatografisi yonteminde hareketli faz olarak kullanilan hekzan- kloroform ¢ozeltisi icin

0,5 ml hekzan ve 2 ml kloroform ¢6ziicti tankina eklenmistir.

3- Derisik HCI- H2O (1:4) (v/v) ¢ozeltisinin hazirlanmasi: Monomer sentezinin
sonlandirma isleminde, 200 ml soguk su i¢ine 50 ml derisik HCL eklenerek cozelti

hazirlanmustir.

4- 0,1 M LiCIO4s DCM-ACN (1:1) (v/v) elektrolit ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 100
ml’lik balon joje i¢ine, molekiil agirligi 106,4 g/mol olan LiClOs’ten 1,0604g tartilarak
eklenmis, tizerine her ikisi de 50 ml olacak sekilde DCM ve ACN eklenerek ¢o6zelti

hazirlanmistir.

3.3.2. Enzimatik ve Enzimatik Olmayan Biyosensor Uygulamalarinda

Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

1- 0,1 M Fosfat tampon ¢éozeltisinin (PBS; Phosphate buffer solution) hazirlanmas:
ve farkli pH degerlerinde ayarlanmasi: 0,1 M i¢in, 7,80 g NaH:PO4.2H.0, 8,9 g
Na;HPO4.2H20, 2 g NaOH ve 3,725 g KCI bir miktar suda ¢oziliip, balon jojede son hacim
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olan 500 ml’ye saf su ile tamamlanmistir. pH diizenlemesi i¢in kullanilan 0,1 M KCl igeren
seyreltik HCI ¢ozeltisi icin 4,10 ml HCl ¢ozeltisinden (d: 1,18 g/ml, %37’lik) ve 3,73 g KCl
alinarak balon jojede son hacim olan 500 ml’ye saf su tamamlanmistir. Bu iki ¢ozelti

kullanilarak, istenilen pH degeri pH metre kullanilarak ayarlanmigtir.

2- 0,02 M KCl iceren 0,02 M PBS c¢ozeltisinin hazirlanmasi. 0,02 M igin, 0,78 ¢
NaH2P04.2H20, 0,89 g Na2HPO4.2H,0, 0,2 g NaOH ve 0,4656 g KCI bir miktar suda
¢oziliip, balon jojede son hacim olan 500 ml’ye saf su ile tamamlanmustir. pH diizenlemesi
icin kullanilan 0,02 M KCl igeren seyreltik HCI ¢6zeltisi i¢cin 0,513 ml HCI ¢ozeltisinden (d:
1,18 g/ml, %37°lik) ve 0,466 g KCI alinarak balon jojede son hacim olan 500 ml’ye saf su
tamamlanmistir. Bu iki ¢ozelti kullanilarak, istenilen pH degeri pH metre kullanilarak

ayarlanmistir.

3- 0,1 M NaOH ¢ozeltisinin hazirlanmast: 2 gr NaOH alinip, 500 ml’lik balon joje

icine aktarilarak saf su ile son hacme tamamlanmugtir.

4- 0,2 M Au*® ¢ozeltisinin hazirlanmasi: HAUCI4 standart ¢ozeltisinden (d:1,016
g/ml, %210 HCI, 5,077 mM) 400 ul alinip, 0,02 M KCl igeren 0,02 M PBS (pH: 7,0) ile 10

ml’ye tamamlanmistir.

5- %1 GA igeren GOx ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 3 mg GOX enzimi ve toplam hacmin
%1°1in1 GA olusturacak sekilde 10 ul GA alinarak, pH degeri 7,0 olan 0,1 M PBS ¢ozeltisi
ile 1 ml’ye tamamlanmistir. Enzim ¢6zeltisi kullanilmadigi zamanlarda sicakligin -18°C

oldugu ortamda saklanmistir.

6- 0,1 M glikoz stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0,18016 g glikoz (CeH120s) alinarak,
saf su ile 10 ml’ye tamamlanmistir. Farkli derisimlerdeki glikoz ¢ozeltileri ise, Seyreltme
denklemi (M1.V1=M2.V2; M1: istenen ¢6zelti derisimi, V1: istenen ¢6zelti hacmi, My: stok

cozelti hacmi, V2! stok ¢ozelti hacmi) ile hesaplamalar yapilarak hazirlanmigtir.

7- Girisim c¢alismast icin kullanilan maddelerin ¢ozeltilerinin hazirlanmasi. Bu
calisma i¢in kullanilan maddelerin her biri, derisimi 0,1 M, son hacmi saf su ile 10 ml’ye
tamamlanacak sekilde hazirlanmistir. Bunun i¢in girisim maddelerinden tartilan miktarlar su
sekildedir; fruktoz: 0,180 g, galaktoz: 0,180 g, glutamik asit: 0,169 g, L-askorbik asit: 0,176
g, sakkaroz: 0,342 g, sitrik asit: 0,192g, tirik asit: 0,168g’dur.
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8- Gergek ornek calismast icin kullanilan maddelerin cozeltilerinin hazirlanmast:
Gergek ornek ¢ozeltilerinin derisim degerleri, iirlin paketlerinin lizerinde, lireticinin belirttigi
degerler goz Oniine alinarak hesaplanmistir. Tedarik edilen vigne suyunun derisimi 0,929 M,
dekstroz ¢ozeltisinin ise, 0,2525 M’dir. 0,02 M visne suyu i¢in 2,1528 ml (215,2 ul) alinip
saf su ile 10 ml’ye tamamlanmis, 0,02 M dekstroz ¢ozeltisi i¢in 7,9207 ml (792,07 ul) alinip
saf su ile 10 ml’ye tamamlanmis, 0,001 M visne suyu i¢in 1,0764 ml (10,76 ul) alinarak saf
su ile 10 ml’ye tamamlanmis, 0,001 M dekstroz ¢ozeltisi igin 3,9603 ml (39,6 ul) alinip saf
su ile 10 mI’ye tamamlanmis, 0,002 M dekstroz ¢ozeltisi igin 7,92 ml (79,2 ul) alinip saf su

ile 10 mI’ye tamamlanmistir.

3.4. Monomerlerin Sentezi

3.4.1. 4-(dihekzilamino)9,12- di(tiyofen-2 il)-7H-benzo[de]benzo[4,5]imidazo

[2,1-a]izokunolin-7- one (ThBN) Monomerinin Sentezi

ThBN monomerinin sentezi ti¢ adimda gergeklestirilmistir. Bu adimlar Sekil 22°de

gosterilmistir.
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R= —( CH,),CH,
a) di-n-hekzilamin, piridin, 120°C; b) 3,6-Dibromobenzen-1,2-diamin, piridin, ZnCi:HsOs,

120°C; ¢) Tiyofen-2-boronik asit pinakol ester, toluen, K,COy/H,O, Pd(PPh,),,120°C

Sekil 22. ThBN monomerinin sentez adimlari
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[lk adimda, 4-Bromo-1,8-naftalik anhidrit (1) (2 g, 7,218 mmol), di-n-hekzilamin
(2,20 ml, 9,2829 mmol) ve 30 ml piridin, 50 ml hacmindeki bir reaksiyon balonuna eklenerek
120 °C sicaklikta deney baglatilmistir. Sonlandirma isleminde, elde edilen {iriin, soguk su-
HCI karigimi igine dokiilerek siiziilmistiir. Nihai ¢ozelti, ekstraksiyon yontemi ile DCM-
H>0 karisimi ile ayrilmistir. Saf madde (4-dihekzil 1,8 naftalik anhidrit), (0,8153 g, verim:

%29,64) hareketli fazin kloroform oldugu kolon kromatografisi yontemi ile elde edilmistir.

Ikinci adimda, 4-dihekzil 1,8 naftalik anhidrit (2) (0,1 g, 0,262 mmol) ve 3,6-
dibromobenzen-1,2 diamin (0,068 g, 0,255 mmol) ve 15 ml piridin 50 ml hacmindeki bir
reaksiyon balonuna eklenerek 120 °C sicaklikta geri sogutucu altinda deney baslatilmis ve
ZnC4HeO4 (0,00477 g, 0,025 mmol) eklenmistir. Sonlandirma isleminde, elde edilen {iriin,
soguk su-HCI karisimi igine dokiilerek siiziilmiistiir. Nihai ¢ozelti, ekstraksiyon yontemi ile
DCM-H20 karnigimi ile ayrilmistir. Saf madde (9,12-dibromo-4-(dihekzilamino)-7H
benzo[de]benzo[4,5] imidazo[2,1-a]izokinolin-7-one), hareketli fazin kloroform-hekzan

(4:1) oldugu kolon kromatografisi yontemi ile elde edilmistir. (4:1) (0,13 g, verim: %81,25).

Ucgiincii adim Suzuki reaksiyonu ile gerceklesmistir. Bu adimda, 9,12-dibromo-4-
(dihekzilamino)-7H benzo[de]benzo[4,5]imidazo[2,1-a]izokinolin-7-one (3) (0,13g; 0,212
mmol) ve tiyofen-2-boronik asit pinakol ester (0,111 g; 0,528 mmol) 20 ml toluen ve 5 ml
konsantre K2CO3/H20 50 ml hacimli reaksiyon balonu i¢ine konularak, argon gazi ortaminda
ve geri akig altinda 120°C’de deney baslatilmigtir. Ardindan tetrakis (trifenilfosfin)
paladyum (0) (Pd(PPhz)s) (0,012g; 0,01 mmol) katalizorii eklenmistir. Turuncu renkte olan
saf madde (4) (4-(dihekzilamino)9,12-di(tiyofen-2 il)-7H-benzo[de]benzo[4,5]imidazo[2,1-
alizokunolin-7- one) (ThBN), hareketli fazin kloroform oldugu kolon kromatografisi

yontemi ile elde edilmistir (0,033 g; verim: %21,15).
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3.4.2. 4-(dihegzilamino)-9,12-bis(2,3-dihidrotiyeno[3,4-b][1,4]dioksin-5-yl)-7H-
benzo[de]benzo[4,5]imidazo[2,1-a]izoknolin-7-one (EDOTBN) Monomerinin Sentezi

EDOTBN monomerinin sentezi iic adimda gergeklestirilmistir. Bu adimlar Sekil
23’de gosterilmistir.
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a) di-n-hekzilamin, piridin, 120°C; b) 3,6-Dibromobenzen-1,2-diamin, piridin, ZnC:HsOs,
120°C; ¢) tribiitil(2,3,-dihidrotiveno[3,4-b[[1,4] dioksin-3-yl)stanan, toluen, CssHzoCl:P-Pd,
120°C

Sekil 23. EDOTBN monomerinin sentez adimlari

Sentez ¢alismasmin ilk iki adimi ThBN monomerinin sentezi ile aymdir. Ugiincii
adim Still reaksiyonu ile gerceklesmistir. Bu adimda, 9,12-dibromo-4-(dihekzilamino)-7H
benzo[de]benzo[4,5]imidazo[2,1-a]izokinolin-7-one (3) (0,12 g; 0,195 mmol) ve tribiitil
(2,3-dihidrotiyeno [3,4-b] [1,4] dioksin-5-yl) stanan (0, 338mg; 0,528 mmol) ve 20 ml
toluen, 50 ml hacimli reaksiyon balonu i¢ine konularak, argon gazi ortaminda ve geri akis
altinda 120°C’de deney baslatilmistir. Ardindan Bis (trifenilfosfin) paladyum (11) diklorit
(CssH30Cl2P2Pd, 11 mg; 0,0156 mmol) katalizorii eklenmistir. Koyu kahverengi renkte olan
saf madde (4) 4-(dihegzilamino)-9,12-bis(2,3-dihidrotiyeno[3,4-b][1,4]dioksin-5-yl)-7H-
benzo[de]benzo[4,5]imidazo[2,1-a]izoknolin-7-one (EDOTBN), hareketli fazin kloroform
oldugu kolon kromatografisi yontemi ile elde edilmistir (0,025 g; verim: %17,36).
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3.4.3. ThBN ve EDOTBN Monomerlerinin Karakterizasyonu

Fourier dontistimlii kizilotesi (FTIR) spektroskopisi ile kati, s1vi ve ¢dzelti halindeki
organik bilesiklerin yapilarindaki fonksiyonel gruplar, iki bilesigin ayni olup olmadigi,
yapidaki baglarin durumu, baglanma yerleri ve yapinin aromatik ya da alifatik olup olmadig1
belirlenebilir. Elde edilen molekiillerin IR analizi Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Kimya Miihendisligi Boliimiinde bulunan Agilent marka, Cary 630 model cihaz ile

gerceklestirilmistir.

'H-NMR spektroskopisi bir molekiil hakkinda fiziksel, kimyasal ve yapisal bilgi
edinmek icin kullanilan baslica tekniklerden biridir. Elde edilen molekiillerin *H NMR
analizi Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Bilim ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nde (COBILTUM), JEOL marka ECX-400 model cihazda gergeklestirilmistir.
Analizler, CHCI3-d (détero kloroform) varliginda gergeklestirilmis, i¢ standart olarak TMS

(tetrametil silan) kullanilmistir.

Voltammetri, yiikseltgenebilen ve/veya indirgenebilen elektroaktif inorganik ve
organik maddelerin ¢esitli ortamdaki ¢ozeltilerinden uygun deney sartlarinda elde edilen
akim siddeti-potansiyel egrilerinin (voltammogramlarin) 6zelliklerini inceleyen ve
degerlendiren analiz teknigidir. Elde edilen molekiillerin CV analizi i¢in elektrokimyasal
caligma tinitesi olarak BioLogic marka SP-50 model potansiyostat kullanilmigtir ve ThBN

molekiiliinin HOMO ve LUMO degerleri hesaplanmaigtir.
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3.5. p(ThBN) ve AuNP Modifiye KGE’lerin Hazirlanisi, GOx immobilizasyonu,
Modifiye Elektrotlarin Elektrokimyasal Ozelliklerinin ve Yiizey Morfolojilerinin
Incelenmesi

3.5.1. ThBN Polimerinin KGE Yiizeyinde Elektrokimyasal Sentezi

Modifiye KGE’lerin hazirlanmasi, Ug¢lii  elektrot  sistemi  kullanilarak
gerceklestirilmigtir. Elektrolit ¢ozelti olarak 0,1 M ACN-DCM (1:1) (v/v) LiCIOg4, karsit
elektrot olaraki Pt tel, yardimci elektrot olarak Ag/Ag* e

lektrot kullanilmistir. Calisma hiicresi icine 5 ml elektrolit, 1x10 M olacak sekilde
ThBN monomeri ilave edilerek ¢oziinmesi saglanmis ve -0,3- +1,2 V araliginda, 100mV/s
tarama hizinda donglisel voltammogramlari alinarak elektropolimerizasyon islemi

gerceklestirilmistir.

3.5.2. AuNPlerin KGE Yiizeyine Elektrokimyasal Biriktirilmesi

Yalin KGE, ThBN polimeri ile modifiye edildikten sonra, AuNP ile
elektropolimerizasyon islemi gerceklestirilmistir. Bu islem, {g¢li elektrot sisteminde,
hazirlanmis olan 0,2 M Au™® ¢ozeltisi iginde KGE/p(ThBN) modifiye elektotu iizerine -0,85-
+0,1 V araliginda 50 mV/s tarama hizinda dongiisel voltammogramlar: alinarak

elektropolimerizasyon islemi gerceklestirilmistir.

35.3. p(ThBN) ve AuNP Modifiye Elektrotlara GOx Enziminin
Immobilizasyonu

Elde edilmis olan modifiye elektrotu KGE/p(ThBN)/AuNPs, enzimatik glikoz
biyosensorii uygulama ¢alismalarinda kullanilmak iizere, %1 GA igeren GOx ¢ozeltisi igine
batirilarak, enzimin modifiye elektrot iizerine immobilize olmasi saglanmistir.
Immobilizasyon islemi, sicakligin +4°C oldugu ortamda gerceklesmis ve immobilizasyon
islemi sonrasinda modifiye edilmis elektrot ayni ortamda kurumaya birakilmistir. Enzim
cozeltisi kullanildiktan sonra, sicakligin -18 °C oldugu ortamda saklanmaya devam

edilmistir.
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Yalin KGE elektrot iizerine enzimatik ve enzimatik olmayan glikoz biyosensor

uygulamasi i¢in adim adim modifiye islemleri Sekil 24 ve Sekil 25°de gosterilmistir.
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Sekil 25. p(ThBN) tabanli enzimatik olmayan glikoz biyosensdriiniin sematik gosterimi
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3.5.4. Modifiye Elektrotlarin Yiizey Morfolojilerinin Incelenmesi

KGE iizerine mofidiye islemleri sonrasi elde edilen her elektrotun (yalin KGE,
KGE/p(ThBN), KGE/p(ThBN)/AuNPs, KGE/p(ThBN)/AuNPs/GOx) SEM analizleri
yaptirilmis olup, bu analizler Izmir Katip Celebi Universitesi Merkezi Arastirma
Laboratuvar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde, Carl Zeiss marka, 300 VP model cihaz

ile gerceklestirilmistir.

3.6. p(EDOTBN) ve AuNP Modifiye KGE’lerin Hazirlamisi, GOx
Immobilizasyonu, Modifiye Elektrotlarin Elektrokimyasal Ozelliklerinin ve Yiizey
Morfolojilerinin incelenmesi

3.6.1. EDOTBN Polimerinin KGE Yiizeyinde Elektrokimyasal Sentezi

Modifiye KGE’lerin hazirlanmasi, tglii  elektrot  sistemi  kullanilarak
gerceklestirilmigtir. Elektrolit ¢ozelti olarak 0,1 M ACN-DCM (1:1) (v/v) LiCIlOg4, karsit
elektrot olarak Pt tel, yardimci elektrot olarak Ag/Ag" elektrot kullanilmistir. Calisma
hiicresi igine 5 ml elektrolit, 1x10° M olacak sekilde EDOTBN monomeri ilave edilerek
¢oziinmesi saglanmis ve -0,4- +0,8 V araliginda, 100mV/s tarama hizinda potansiyele
karsilik akimin dongilisel voltammogramlar1 alinarak elektropolimerizasyon islemi

gergeklestirilmistir.

3.6.2. AuNPlerin KGE Yiizeyine Elektrokimyasal Biriktirilmesi

Yalin KGE, EDOTBN polimeri ile modifiye edildikten sonra, AuNP ile
elektrobiriktirme islemi gergeklestirilmistir. Bu islem, {iglii elektrot sisteminde, hazirlanmis
olan 0,2 M Au*3 ¢ozeltisi icinde KGE/p(EDOTBN) modifiye elektotu iizerine -0,85- +0,1 V
araliginda 50 mV/s tarama hizinda dongilisel voltammogramlar1  alinarak

elektropolimerizasyon islemi gergeklestirilmistir.
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3.6.3. p(EDOTBN) ve AuNP Modifiye Elektrotlara GOx Enziminin
Immobilizasyonu

Elde edilmis olan modifiye elektrotu KGE/p(EDOTBN)/AuNPs, enzimatik glikoz
biyosensorii uygulama ¢alismalarinda kullanilmak tizere, %1 GA iceren GOx ¢ozeltisi igine
batirilarak, enzimin modifiye elektrot {izerine immobilize olmas1 saglanmistir.
Immobilizasyon islemi, sicakligin +4°C oldugu ortamda gerceklesmis ve immobilizasyon
islemi sonrasinda modifiye edilmis elektrot ayni ortamda kurumaya birakilmigtir. Enzim

cozeltisi kullanildiktan sonra, sicakligin -18 °C oldugu ortama saklanmaya devam edilmistir.

Yalin KGE elektrotun adim adim modifiye islemleri asagidaki sekilde gosterilmistir.
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Sekil 26. p(EDOTBN) tabanli enzimatik glikoz biyosensoriiniin sematik gosterimi
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Sekil 27. p(EDOTBN) tabanli enzimatik olmayan glikoz biyosensoriiniin sematik gosterimi
3.6.4. Modifiye Elektrotlarin Yiizey Morfolojilerinin Incelenmesi

KGE iizerine mofidiye islemleri sonrasi elde edilen her elektrotun (yalin KGE,
KGE/p(EDOTBN), KGE/p(EDOTBN)/AuNPs, KGE/p(EDOTBN)/AuNPs/GOx) SEM
analizleri yaptirilmis olup, bu analizler Izmir Katip Celebi Universitesi Merkezi Arastirma
Laboratuvar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde, Carl Zeiss marka, 300 VP model cihaz

ile gergeklestirilmistir.

3.7. ThBN Polimer Tabanlh Elektrokimyasal Glikoz Biyosensorii Calismalari

3.7.1. KGE/p(ThBN)/AuNPs/GOx Enzimatik Glikoz Biyosensoriiniin Glikoza
Karsi Elektrokatalitik Yanitlarinin Déongiisel Voltammetri Yontemi ile Incelenmesi

KGE/p(ThBN)/AuNPs/GOx enzimatik glikoz biyosensoriiniin olusmasinda her bir
modifiye isleminin O2’nin indirgenme potansiyeline (V) baglh olarak glikoza kars1 verdigi
akim (MA) yanitlart incelenmistir. Bu islemler karsit elektrotun Pt tel, yardimci elektrotun
Ag/AgCl oldugu tglii elektrot sistemi ile gergeklestirilmis olup, ¢alisma hiicresinde destek
elektrolit ¢ozeltisi olarak pH 7,0 0,1 M PBS kullanilmistir. 5 dk boyunca O ile doyurulmus
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elektkrolit ¢ozelti iginde, -1,2- +1,0 V araliginda, tarama hizinin 100 mV/s oldugu kosullarda
dongiisel voltammogramlar alinmistir. Ortamdaki oksijenin tiikketimine bagh olarak O2’nin
indirgenme pik akimina ait azalma ve pik potansiyeli izlenmistir.  Ddngiisel
voltammogramlar incelendiginde, glikoza karsi optimum yanit1 alabilmek adina, kullanilan
KGE elektrotun tipi, destek elektrolit ¢ozeltisinin pH degeri, p(ThBN)’nin elektrot
iizerindeki kalinlhigi, KGE/p(ThBN)/AuNPs modifiye elektrotun GOx enzimi iginde
immobilizasyon siiresinin optimizasyon ¢alismalar1 yapilmistir. Tarama hizinin 50 mV/s den
baslayarak 500 mV/s’ye kadar alinan dongiisel voltammogramlarindan yola ¢ikilarak akim
tiirii belirlenmistir. Optimizasyon islemlerinden sonra, farkli glikoz derisimlerine (1x107°
M, 0,1 M) karsilik alinan dongiisel voltammogramlar ile, biyosensoriin ¢aligma araligi

olusturulmustur.

3.7.2. Enzimatik Glikoz Biyosensdériiniin Girisim Calismalari

Optimize edilmis KGE/p(ThBN)/AuNPs/GOXx biyosensoriiniin girisim g¢alismalari,
ticlii elektrot sistemi ile, 2 MM glikoz ¢6zeltisine kars1 girisim ¢alismalarinda 1:100 oraninda
olacak sekilde girisimci maddeler kullanilmistir. Kullanilan girisimci maddeler fruktoz,
galaktoz, L-glutamik asit, L- Askorbik asit, sakkaroz, sitrik asit ve tirik asittir. Hazirlanan
girisimci  maddelerin  ¢ozeltileri ¢alisma  hiicresine eklendikten sonra dongiisel

voltammogramlar1 kaydedilmistir.

3.7.3. Enzimatik Glikoz Biyosensoriiniin Ger¢ek Ornege Uygulama Calismasi

Optimize edilmis KGE/p(ThBN)/AuNPs/GOx biyosensoriiniin glikoz tespiti icin,
gercek ornek olarak dekstroz ¢6zeltisi ve visne suyu kullanilmistir. Destek elektrolit ¢6zeltisi
icine, biyosensoriin tespit edilen ¢alisma araligi i¢ginde bulunan bir derisim degerinde gergek
ornek eklenerek dongiisel voltammogrami alinmis, onun iizerine, yine biyosensoriin tespit
edilen caligma aralig1 i¢inde bulunan farkli derisim degerlerinde glikoz ¢ozeltisi eklenerek
dongiisel voltammogramlar1 alinmaya devam edilmistir. Gergek 6rnek ¢alismalar ti¢ tekrarl
olarak yapilmig, Ornekteki glikoz miktari, standart katma yontemi uygulanarak

hesaplanmustir.
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3.7.4. Enzimatik Glikoz Biyosensoriiniin Kararhhik Calismasi

KGE/p(ThBN)/AuNPs/GOx biyosensoriiniin kararlilik testleri optimize edilmis
kosullarda, 0,1 M glikoz ¢ozeltisinden 100 ul alinarak, 5 ml’lik destek elektrolit ¢ozeltisine
eklenmesi ile gerceklestirilmistir. Calisma, her hafta, haftanin belirlenen ayni giiniinde
yapilmistir. Kararlihik ¢alismas1 {i¢ tekrarli olarak gerceklestirilerek dongiisel

voltammogramlar1 kaydedilmistir.

3.7.5. KGE/p(ThBN)/AuNPs Enzimatik Olmayan Glikoz Biyosensoriiniin
Glikoza Kars1 Elektrokatalitik Yamtlarinin Déngiisel Voltammetri Yontemi ile

Incelenmesi

KGE/p(ThBN)/AuNPs enzimatik olmayan glikoz biyosensoriiniin olugsmasinda her
bir modifiye isleminin glikozun yiikseltgenme potansiyeline (V) bagli olarak verdigi akim
yanitlari (MA) incelenmistir. Bu islemler karsit elektrotun Pt tel, yardimci elektrotun
Ag/AgCl oldugu tglii elektrot sistemi ile ger¢eklestirilmis olup, ¢alisma hiicresinde destek
elektrolit ¢ozeltisi olarak 0,1 M NaOH kullanilmistir. 5 dk boyunca O ile doyurulmus
elektrolit ¢ozelti iginde, -0,65- +0,2 V araliginda, tarama hizinin 100 mV/s oldugu kosullarda
dongiisel voltammogramlar alinmistir. Glikozun yiikseltgenme pik potansiyeli ve pik akimi
izlenmigstir. Donglisel voltammogramlar incelendiginde, glikoza karst optimum yaniti
alabilmek adina, kullanilan KGE elektrotun tipi, p(ThBN) elektrot iizerindeki kalinlig1 ve
AuNP’lerin farkli dongii sayilarinda elektrokimyasal olarak biriktirilmesine ait
optimizasyon ¢alismalar1 yapilmistir. Tarama hizinin 50 mV/s den baslayarak 500 mV/s’ye
kadar alinan dongiisel voltammogramlarindan yola ¢ikilarak akim tiirii belirlenmistir.
Optimizasyon islemlerinden sonra, farkli glikoz derisimlerine (1x10°%° M, 0,1 M) karsilik

alinan dongitisel voltammogramlar ile, biyosensoriin ¢aligma araligi olusturulmustur.
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3.7.6. Enzimatik Olmayan Glikoz Biyosensoriiniin Girisim Calismalar:

Optimize edilmis KGE/p(ThBN)/AuNPs biyosensdriiniin girisim c¢aligmalari, ti¢li
elektrot sistemi ile, 2 mM glikoz ¢6zeltisine kars1 girisim ¢alismalarinda 1:100 oraninda
olacak sekilde girisimci maddeler kullanilmistir. Kullanilan girisimci maddeler fruktoz,
galaktoz, L-glutamik asit, L- Askorbik asit, sakkaroz, sitrik asit ve iirik asittir. Hazirlanan
girisimci  maddelerin  ¢Ozeltileri ¢aligma hiicresine eklendikten sonra dongilisel

voltammogramlar1 kaydedilmistir.

3.7.7. Enzimatik Olmayan Glikoz Biyosensoriiniin Ger¢ek Ornege Uygulama
Calismasi

Optimize edilmis KGE/p(ThBN)/AuNPs biyosensoriiniin glikoz tespiti i¢in, gercek
ornek olarak dekstroz ¢ozeltisi ve visne suyu kullanilmustir. Destek elektrolit ¢ozeltisi igine,
biyosensoriin tespit edilen ¢alisma aralig1 i¢inde bulunan bir derisim degerinde gergek 6rnek
eklenerek dongiisel voltammogrami alinmis, onun iizerine, yine biyosensoriin tespit edilen
caligma araligi i¢inde bulunan farkli derisim degerlerinde glikoz ¢6zeltisi eklenerek dongiisel
voltammogramlar1 alinmaya devam edilmistir. Gergek 6rnek caligmalar ii¢ tekrarli olarak

yapilmis, 6rnekteki glikoz miktari, standart katma yontemi uygulanarak hesaplanmstir.

3.7.8. Enzimatik Olmayan Glikoz Biyosensoriiniin Kararhlhik Cahismasi

KGE/p(ThBN)/AuNPs  biyosensoriiniin ~ kararlilik  testleri optimize edilmis
kosullarda, 0,1 M glikoz ¢ozeltisinden 100 pul alinarak, 5 ml’lik destek elektrolit ¢ozeltisine
eklenmesi ile gergeklestirilmistir. Calisma, her hafta, haftanin belirlenen ayni giiniinde
yaptlmistir. Kararlilik ¢aligmas1 ii¢ tekrarli olarak gergeklestirilerek dongiisel

voltammogramlar1 kaydedilmistir.
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3.8. EDOTBN Polimer Tabanh Elektrokimyasal Glikoz Biyosensorii
Cahismalar:

3.8.1. KGE/p(EDOTBN)/AuNPs/GOx Enzimatik Glikoz Biyosensoriiniin
Glikoza Kars1 Elektrokatalitik Yamtlarinin Doéngiisel Voltammetri Yontemi ile
Incelenmesi

KGE/p(EDOTBN)/AuUNPs/GOXx enzimatik glikoz biyosensoriiniin olusmasinda her
bir modifiye isleminin Oz’nin indirgenme potansiyeline (V) bagli olarak glikoza karsi
verdigi akim (mA) yanitlar1 incelenmistir. Bu islemler karsit elektrotun Pt tel, yardimci
elektrotun Ag/AgCl oldugu tgclii elektrot sistemi ile gergeklestirilmis olup, calisma
hiicresinde destek elektrolit ¢ozeltisi olarak pH 7,0 PBS kullanilmistir. 5 dk boyunca O ile
doyurulmus destek elektrolit ¢dzelti iginde, -1,2- +1,0 V araliginda, tarama hizinin 100 mV/s
oldugu kosullarda dongiisel voltammogramlar alinmistir. Ortamdaki oksijenin tiiketimine
bagh olarak O2’nin indirgenme pik akimina ait azalma ve pik potansiyeli izlenmistir.
Dongiisel voltammogramlar incelendiginde, glikoza karsi optimum yanit1 alabilmek adina,
kullanilan KGE elektrotun tipi, destek elektrolit ¢ozeltisinin pH degeri, p(EDOTBN)’nin
elektrot tizerindeki kalinligi, KGE/p(EDOTBN)/AuNPs modifiye elektrotun GOx enzimi
icinde immobilizasyon siiresinin optimizasyon calismalar1 yapilmigtir. Tarama hizinin 50
mV/s den baslayarak 500 mV/s’ye kadar alinan dongiisel voltammogramlarindan yola
cikilarak akim tiiri belirlenmistir. Optimizasyon islemlerinden sonra, farkli glikoz
derisimlerine (1x10%° M, 0,1 M) karsiik alinan dongiisel voltammogramlar ile,

biyosensoriin ¢aligma araligi olusturulmustur.

3.8.2. Enzimatik Glikoz Biyosensoriiniin Girisim Calismalari

Optimize edilmis KGE/p(EDOTBN)/AuNPs/GOx biyosensoriiniin ~ girigim
caligmalari, Tiglii elektrot sistemi ile, 2 mM glikoz ¢ozeltisine karsi girisim ¢aligmalarinda
1:100 oraninda olacak sekilde girisimci maddeler kullanilmigtir. Kullanilan girisimci
maddeler fruktoz, galaktoz, L-glutamik asit, L- Askorbik asit, sakkaroz, sitrik asit ve {irik
asittir. Hazirlanan girisimei maddelerin ¢ozeltileri ¢alisma hiicresine eklendikten sonra

dongiisel voltammogramlar1 kaydedilmistir.
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3.8.3. Enzimatik Glikoz Biyosensoriiniin Ger¢ek Ornege Uygulama Cahsmasi

Optimize edilmis KGE/p(EDOTBN)/AuNPs/GOx biyosensoriiniin glikoz tespiti
icin, ger¢ek 6rnek olarak dekstroz ¢ozeltisi ve visne suyu kullanilmistir. Destek elektrolit
coOzeltisi i¢ine, biyosensoOriin tespit edilen calisma aralifi i¢inde bulunan bir derisim
degerinde ger¢ek ornek eklenerek dongiisel voltammogrami alinmig, onun {izerine, yine
biyosensoriin tespit edilen ¢aligsma araligi i¢inde bulunan farkli derigsim degerlerinde glikoz
cozeltisi eklenerek dongiisel voltammogramlar1 alinmaya devam edilmistir. Gergek 6rnek
caligmalar1 {i¢ tekrarl olarak yapilmis, 6rnekteki glikoz miktari, standart katma yontemi

uygulanarak hesaplanmustir.

3.8.4. Enzimatik Glikoz Biyosensdoriiniin Kararhilhik Calismasi

KGE/p(EDOTBN)/AuNPs/GOx biyosensoriiniin kararlilik testleri optimize edilmis
kosullarda, 0,1 M glikoz ¢ozeltisinden 100 ul alinarak, 5 ml’lik destek elektrolit ¢ozeltisine
eklenmesi ile gerceklestirilmistir. Calisma, her hafta, haftanin belirlenen ayni giiniinde
yaptlmistir. Kararlilik c¢aligmas1 ii¢ tekrarli olarak gerceklestirilerek dongiisel

voltammogramlari kaydedilmistir.

3.8.5. KGE/p(EDOTBN)/AuNPs Enzimatik Olmayan Glikoz Biyosensoriiniin
Glikoza Kars1 Elektrokatalitik Yamtlarinin Doéngiisel Voltammetri Yontemi ile
Incelenmesi

KGE/p(EDOTBN)/AuUNPs enzimatik olmayan glikoz biyosensdriiniin olugsmasinda
her bir modifiye isleminin glikozun ylikseltgenme potansiyeline (V) bagl olarak verdigi
akim yanitlar1 (mA) incelenmistir. Bu islemler karsit elektrotun Pt tel, yardimci elektrotun
Ag/AgCl oldugu tglii elektrot sistemi ile gerceklestirilmis olup, ¢alisma hiicresinde destek
elektrolit ¢ozeltisi olarak 0,1 M NaOH kullanilmistir. 5 dk boyunca Oz ile doyurulmus destek
elektrolit ¢ozelti iginde, -0,65- +0,2 V araliginda, tarama hizinin 100 mV/s oldugu kosullarda
dongiisel voltammogramlar alinmistir. Glikozun yiikseltgenme pik potansiyeli ve pik akimi

izlenmistir. Dongiisel voltammogramlar incelendiginde, glikoza karsi optimum yaniti
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alabilmek adina, kullanilan KGE elektrotun tipi, p(EDOTBN) elektrot {izerindeki kalinlig1
ve AuNP’lerin farkli dongli sayilarinda elektrokimyasal olarak biriktirilmesine ait
optimizasyon ¢alismalar1 yapilmigtir. Tarama hizinin 50 mV/s den baslayarak 500 mV/s’ye
kadar alinan dongiisel voltammogramlarindan yola c¢ikilarak akim tiirii belirlenmistir.
Optimizasyon islemlerinden sonra, farkl glikoz (1x1072° M, 0,1 M) karsilik alinan dongiisel

voltammogramlar ile biyosensoriin ¢alisma araligi olusturulmustur.

3.8.6. Enzimatik Olmayan Glikoz Biyosensoriiniin Girisim Calismalari

Optimize edilmis KGE/p(EDOTBN)/AuNPs biyosensoriiniin girisim calismalari,
iiclii elektrot sistemi ile, 2 MM glikoz ¢6zeltisine kars1 girisim calismalarinda 1:100 oraninda
olacak sekilde girisimci maddeler kullanilmistir. Kullanilan girisimci maddeler fruktoz,
galaktoz, L-glutamik asit, L- Askorbik asit, sakkaroz, sitrik asit ve iirik asittir. Hazirlanan
girisimei  maddelerin  ¢Ozeltileri ¢aligma hiicresine eklendikten sonra dongiisel

voltammogramlari kaydedilmistir.

3.8.7. Enzimatik Olmayan Glikoz Biyosensoriiniin Ger¢ek Ornege Uygulama
Calismasi

Optimize edilmis KGE/p(EDOTBN)/AuNPs biyosensoriiniin glikoz tespiti igin,
gergek ornek olarak dekstroz ¢ozeltisi ve visne suyu kullanilmistir. Destek elektrolit ¢ozeltisi
i¢ine, biyosensoriin tespit edilen ¢alisma araligi i¢inde bulunan bir derisim degerinde gercek
ornek eklenerek dongiisel voltammogrami alinmis, onun iizerine, yine biyosensoriin tespit
edilen ¢aligma aralig1 i¢inde bulunan farkli derisim degerlerinde glikoz ¢dzeltisi eklenerek
dongiisel voltammogramlar1 alinmaya devam edilmistir. Gergek drnek ¢aligmalart ti¢ tekrarlt
olarak yapilmis, Ornekteki glikoz miktari, standart katma yontemi uygulanarak

hesaplanmustir.
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3.8.8. Enzimatik Olmayan Glikoz Biyosensoriiniin Kararlihk Calismasi

KGE/p(EDOTBN)/AuNPs biyosensoriiniin kararlilik testleri optimize edilmis
kosullarda, 0,1 M glikoz ¢ozeltisinden 100 pul alinarak, 5 ml’lik destek elektrolit ¢ozeltisine
eklenmesi ile gerceklestirilmistir. Caligma, her hafta, haftanin belirlenen ayni1 giiniinde
yapilmigtir. Kararlihk ¢alismas1 {i¢ tekrarli olarak gerceklestirilerek dongiisel

voltammogramlar1 kaydedilmistir.
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benzo[de]benzo[4,5]imidazo[2,1-a]izokunolin-7-

DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Monomerlerin Karakterizasyonu

4.1.1. ThBN Monomerinin Karakterizasyonu

Saf olarak turuncu renkte elde edilen (4-(dihekzilamino)9,12-di(tiyofen-2 il)-7H-

one) (ThBN) monomerinin Fourier

doniisiimlii kizilotesi spektrometresi ile analizi sonucunda elde edilen grafik Sekil 28°de

verilmistir.
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Sekil 28. ThBN monomerinin IR spektrumu
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FT-IR (cm™): (C-H aromatic) 3071, (C-H aliphatic) 2952, 2919, 2850; (C=0) 1707; (C=N)
1636; (C=C fenil) 1595, 1571.

ThBN monomeri hakkinda yapisal bir bilgi edinmek i¢in kullanilan baslica

tekniklerden biri olan *H NMR spektroskopisine ait analiz grafigi Sekil 29 ‘da verilmistir.
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ekil 29. ThBN monomerinin *H NMR spektrumu
p

11H NMR (CHCls-d): & ppm, & 8.92(1H, Ar-Ha), 8.80-8.73 (LH, Ar-Hb), 8.63(LH, Ar-Hd),
8.35(2H, Ar-He), 8.12- 8.01(1H, Ar-He), 7.66 (2H, S-CH=CH-), 7.51 (LH, N-CH=CH-),
7.47( 2H, S-C=CH-), 7.27(Kloroform-d), 7.25(2H, S-CH=CH-), 3.41(4H, N-CHz-), 1.63
(4H, N-CH2-CHa, 1.24(12H, N-CH2-CH,-CH2-CHo-CH3), 0.83(6H, -CH), 0.06(TMS).

ThBN monomerinin *H-NMR sonucuna gére, aromatik yapidaki 13 proton, 8,92 ile
7,25 ppm arasinda gozlenmistir. N-CH2 ve N-CH2-CH: i¢in alifatik protonlar sirasiyla 3,41
ve 1,63 ppm’de 4 proton olarak gozlenirken, N-CH2-CH2-CH2-CH2-CHzs i¢in 12 protonla
1,24 ppm’de gozlenmistir. Alifatik metil protonlart ise, 0,84 ppm’de 6 proton olarak
gozlenmistir. 0,06 ppm degerinde olan pik, TMS (tetrametil silan) referans pikidir. Elde

edilen bu sonuglar, ThBN monomerinin basarili bir sekilde sentezlendigini gostermektedir.
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Yiikseltgenebilen ve/veya indirgenebilen elektroaktif organik madde olan ThBN
monomerinin 0,1 M (1:1) ACN-DCM LICIlO4 ¢ozeltisi i¢inde, -1,8- +1,8V potansiyel
araliginda elde edilen akim siddeti-potansiyel egrisi (voltammogram) Sekil 30’da verilmistir.
Bu voltammogram incelenerek, ThBN monomerinin HOMO ve LUMO degerleri bulunarak,

bant boslugu degeri -1,8 olarak hesaplanmustir.
Eonset(red): -0,75V

Eonset(ox): 1,05V

Eg: '1,8 eV
0,015 -
0,010
< 0,005
=
=< 0,000
< v
-0,005 -
-0’010 1 1 ) 1 ) | ) | |

-2,0 -1,5 -1,0 0,5 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

Potansiyel (V)

Sekil 30. ThBN monomerinin CV voltammogrami

4.1.2. EDOTBN Monomerinin Karakterizasyonu

Koyu kahverengi renkte elde edilen  4-(dihegzilamino)-9,12-bis(2,3-
dihidrotiyeno[3,4-b][1,4]dioksin-5-yl)-7H-benzo[de]benzo[4,5]imidazo[2,1-a]izoknolin-7-
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one (EDOTBN) monomerinin, Fourier doniisiimlii kizilotesi spektrometresi ile analizi

sonucunda elde edilen grafik Sekil 31’de verilmistir.

93+
901

85

804
75
70
65

60+
557
50
45
40
35
301
25

%T

21
3999

S
\

3 {;.2 3055
’,/\ o /\&

\\ /|

2651

& TZEss2
(’)/ \‘\\\‘ 26205

3500 3000 2500
cm-1

Sekil 31. EDOTBN monomerinin IR spektrumu

FT-IR (cm™): (C-H aromatic) 3112, 3055 (C-H aliphatic) 2951, 2920, 2853; (C=0) 1700;
(C=C) 1662; (C-O) 1058.
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EDOTBN monomeri hakkinda yapisal bir bilgi edinmek i¢in kullanilan baglica

tekniklerden biri olan *H NMR spektroskopisine ait analiz grafigi Sekil 32 ‘de verilmistir.
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ekil 32. monomerinin spektrumu
kil 32. EDOTBN inin *H NMR spek

11H NMR (CHCls-d): & ppm, & 8.94(1H, Ar-Ha), 8.57 (LH, Ar-Hb), 8.48(1H, Ar-Hd),
8.30(2H, Ar-He), 8.10- 8.05(1H, Ar-He), 7.72 (2H, S-CH=CH-), 7.64 (LH, N-CH=CH-),
7.48( 2H, S-C=CH-), 7.27(Kloroform-d), 7.36(2H, S-CH=CH-), 6.26 (8H, O-CH2-CHa-)
3.36(4H, N-CHyz-), 1.62 (4H, N-CH2-CHy), 1.24(12H, N-CH,-CH,-CH2-CH2-CHs ),
0.84(6H, -CHs), 0.06 (TMS).

EDOTBN monomerinin *H-NMR sonucuna gore, aromatik yapidaki 13 proton, 8,94
ile 7,36 ppm arasinda gozlenmistir. N-CHz ve N-CH2-CH: i¢in alifatik protonlar sirasiyla
3,36 ve 1,62 ppm’de 4 proton olarak gozlenirken, N-CH>-CH>-CH2-CH2-CH3 igin 12
protonla 1,24 ppm’de gozlenmistir. Alifatik metil protonlari ise, 0,84 ppm’de 6 proton olarak
gozlenmistir. O-CH2-CHz i¢in 8 protonla 6.26 ppm’de gdzlenmistir. 0,06 ppm degerinde
olan pik, TMS (tetrametil silan) referans pikidir. Elde edilen bu sonuglar, EDOTBN

monomerinin basarili bir sekilde sentezlendigini gostermektedir.
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Yiikseltgenebilen ve/veya indirgenebilen elektroaktif organik madde olan EDOTBN
monomerinin 0,1 M (1:1) ACN-DCM LICIlO4 ¢ozeltisi i¢inde, -1,8- +1,8V potansiyel
araliginda elde edilen akim siddeti-potansiyel egrisi (voltammogram) Sekil 33’te verilmistir.
Bu voltammogram incelenerek, EDOTBN monomerinin HOMO ve LUMO degerleri

bulunarak, bant boslugu degeri -1,8 olarak bulunmustur.
Eonset(red): -1,1V
Eonset(ox): 0,65V

Ey=-1,75eV

0,06
0,05
0,04
0,03

0,02

Akim (pA)

0,01

0,00

0,01 4

'0’02 I 1 1 I 1 I I I 1
20 45 10 05 00 05 10 15 20

Potansiyel (V)

Sekil 33. EDOTBN monomerinin CV voltammogrami1
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4.2. ThBN Polimer Tabanh Elektrokimyasal Glikoz Biyosensorii Calismalari

4.2.1. ThBN Polimerinin KGE Yiizeyinde Elektrokimyasal Sentezi

ThBN monomeri, KGE yiizey tizerinde elektropolimerizasyon vyolu ile
polimerlestirilmistir. Elektropolimerizasyon islemi, ticlii elektrot sistemi ile 0,1 M (1:1)
ACN-DCM LICIO4 ¢ozeltisi iginde gergeklestirilmistir. Karsit elektrot olarak Pt tel,
yardimei elektrot olarak Ag/Ag* kullanilmistir. Bu isleme baslamadan, 1x10° mM olacak
sekilde ThBN monomeri eklenmis elektrolit ¢ozeltisinden 2 dk boyunca argon gazi
gecirilmistir. Dongiisel voltammogramlar, 100mV/s tarama hizinda, -0,3- +1,2 V araliginda
gerceklestirilmistir. ThBN  monomerinin  elektropolimerizasyonuna ait  dongiisel
voltammogramlar Sekil 34’te verilmistir. Ik dongiiden son ddngiiye kadar artis gosteren
anodik ve katodik akimlarin artmasi, ThBN monomerinin KGE yiizeyinde polimerleserek

biriktiginin gostergesidir.

0,08 4 DA
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<
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=
< 000
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Potansiyel (V)

Sekil 34. KGE yiizeyi tizerine ThBN monomerinin elektropolimerizasyonu (0,1 M (1:1)
DCM-ACN LiClO4, 100 mV/s)
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4.2.2. AuNP’lerin KGE Yiizeyine Biriktirilmesi

AuNP’lerin KGE/p(ThBN) yiizeyi iizerine modifiye islemi, elektrobiriktirme
yontemi ile yapilmistir. Polimer ile modifiye edilmis yalin KGE’nin, 0,2 M Au*® ¢ozeltisi
icinde gerceklestirilmistir. Cozelti icinden 2 dk boyunca argon gazi gecirildikten sonra, -
0,85- +0,1V araliginda 5 dongii seklinde dongiisel voltammogramlar1 kaydedilmistir. Tlk
dongiliden sonra dongiiye dogru artan katodik akimlar, AuNP’lerin elektokimyasal yolla

biriktiginin gostergesidir. AuNP modifikasyonuna ait voltammogramlar Sekil 35°te

verilmistir.
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Sekil 35. KGE/p(ThBN) yiizeyine AuNP’lerin biriktirilmesi (pH 7,0 PBS, 50 mV/s)
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4.2.3. KGE/p(ThBN)/AuNP  Modifiye Elektrotlara GOx Enziminin

Immobilizasyonu

ThBN ve AuNP’ler ile modifiye edilmis elektrot, %1 GA iceren GOx ¢ozeltisi igine
batirilarak, enzimin immobilize olmasi saglanmistir. Immobilizasyon islemi, sicakligin +4°C
oldugu ortamda ger¢eklesmis ve immobilizasyon islemi sonrasinda modifiye edilmis

elektrot ayni ortamda enzim immobilizasyon siiresi ile esit siirede kurumaya birakilmstir.

4.2.4. Modifiye Elektrotlarin Yiizey Morfolojisinin Incelenmesi

Modifiye elektrotlarin yiizey morfolojilerinin incelenmesi SEM goriintiileri
tizerinden yapilmistir. SEM goriintiileri incelendiginde, KGE iizerindeki P(ThBN)
katmanlarinin diizgiin oldugu, AuNP’lerin, KGE/p(ThBN) modifiye elektrot iizerinde
kiireler ~ seklinde  biriktigi  gbzlenmistir.  GOx  immobilizasyonunun  etkisi,
p(ThBN)/AuNPs/GOx elektrotunun tizerinde AuNP'lerin kayboldugu ve GOx’un yiizeyde
daha kiiclik katmanlar halinde tutulmus olmasiyla goézlenmistir. Bu degerlendirme
sonucunda, SEM goriintileri KGE/p(ThBN)/AuNPs/GOx modifiye elektotun her

asamasinin elektrot yiizeyi lizerine basarili bir sekilde kaplandigin1 kanitlamaktadir.
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Sekil 36. Sem gériintiileri; KGE (a), KGE/p(ThBN) (b), KGE/P(ThBN)/AuNPs (c) ve
KGE/p(ThBN)/AuNPs/GOX (d)

4.2.5. KGE/p(ThBN)/AuNPs/GOx Enzimatik Glikoz Biyosensoriiniin Glikoza

Karsi Elektrokatalitik Yanitlarinin Déngiisel Voltammetri Yontemi ile Incelenmesi

KGE/p(ThBN)/AuNPs/GOx biyosensoriiniin  her modifiye edilme asamasinin
glikoza kars1 yanitinin voltammogramlar1 Sekil 37°de gosterilmektedir. Tiim 6l¢iimler tiglii
elektrot sisteminde, karsit elektrotun Pt tel, yardimci elektrotun Ag/AgCl oldugu, pH 7,0
PBS c¢ozeltisi icinde gerceklestirilmistir. Olciim dncesinde destek elektrolit ¢ozeltisi 5 dk
boyunca O2 gazi ile doyurulmustur. 2 mM glikoza karsilik modifiye elektrotlarin 100 mv/s
tarama hizinda dongiisel voltammogramlar: alinmistir. Yalin KGE’de oksijenin indirgenme
piki -0,53 V iken, KGE/p(ThBN)/AuNPs/GOx biyosensoriiniin -0,48’dir. Ayni zamanda
sabit potansiyelde KGE/p(ThBN)/AuNPs/GOx biyosensoriiniin akim siddetinin de yiiksek
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oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar, elde edilen biyosensdriin glikoza kars1 yanitinin oldugunu
gostermektedir. Glikoza karst yamiti iyilestirmek icin, optimizasyon c¢alismalari
gerceklestirilmis olup, optimum yanit belirlenerek en uygun biyosensor kosullar

belirlenmistir.
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Sekil 37. KGE/p(ThBN)/AuNPs/GOx biyosensoriiniin modifiye adimlarinin glikoza karsi
yanitt (pH 7,0 PBS, 100 mV/s)

4.2.6. KGE/p(ThBN)/AuNPs/GOx Enzimatik Glikoz Biyosensoriiniin

Optimizasyon Calismalari

KGE/p(ThBN)/AuNPs/GOx enzimatik glikoz biyosensoriinden glikoza karsi
optimum yanit1 alabilmek adina, kullanilan KGE elektrotun tipi, destek elektrolit ¢ozeltisinin
pH degeri, p(ThBN)’nin elektrot {izerindeki kalinligi, KGE/p(ThBN)/AuNPs modifiye
elektrotun GOx enzimi icinde immobilizasyon siiresinin optimizasyon c¢aligmalari
yapilmustir. Tarama hizinin 50 mV/s den baglayarak 500 mV/s’ye kadar alinan dongiisel

voltammogramlarindan yola ¢ikilarak akim tiirii belirlenmistir.
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KGE Elektrot Tipinin Belirlenmesi

Calisma elektrotu olarak kullanilan, degisen karbon ve kil igeriklerine gore
smiflandirilmistir. Bu ¢alismada kullanilan kalem grafit elektrotlar, 2H, HB, 2B tip (gap: 0,5
mm, uzunluk: 6,0 cm) kalem uglaridir. Gergeklestirilen ¢alismalar, optimize edilecek olan
ug tipleri lizerine 5 dongii p(ThBN) modifiye edilmis ve 30 dk GOx enzimi ile immobilize
edilerek, 30 dk boyunca kurutulacak sekilde pH 7,0 PBS ¢ozeltisi i¢inde gergeklestirilmistir.
Sekil 38’den de goriilmektedir ki, karbon icerigi daha yiiksek olan 2B tip ucun ii¢lii elektrot
sisteminde PBS destek elektrolit ¢ozeltisi iginde O2’nin indirgenmesine bagli olarak,
KGE/p(ThBN)/AuNPs/GOXx biyosensoriiniin 0,2 mM glikoza kars1 gostermis oldugu -0,48V
potansiyeldeki akim siddeti en yiiksektir. Daha sonra yapilan optimizasyon caligsmalarin

tiimiinde, ¢alisma elektrotu olarak 2B tip kalem ucu kullanilmistir.

0,1

__

<
E
E
0,1+
—2B
—2H
HB
'0'2 T T T T T 1
1,5 1,0 05 0,0 05 1,0 1,5

Potansiyel (V)

Sekil 38. KGE/p(ThBN)/AuNPs/GOx biyosensoriiniin farkli ug tipleri i¢in glikoza karsi
yanit1 (pH 7,0 PBS, 100 mV/s)
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ThBN Polimerinin Elektrot Uzerindeki Kahnhg

Elektrot tizerinde ThBN polimerinin kalinligi, ThBN monomerinin ¢aligma elektrotu
iizerinde farkli dongii sayilarinda elektropolimerizasyonu ile degismektedir. Optimum
kalinlik belirlemede, 2B tip ¢alisma elektrotlar1 tizerine 5, 10, 15, 20 déongii ThBN monomeri
elektropolimerizasyonu yapilmistir. Modifiye elektrotlar 30 dk GOx enzimi ile immobilize
edilerek, 30 dk boyunca kurutulmustur. Olgiimler, 5 dk boyunca O gaz ile doyurulmus pH
7,0 PBS ¢ozeltisi iginde gerceklestirilmistir. O2’nin indirgenmesine bagli olarak, ThBN
monomerinin 5 dongii  seklinde  gergeklestirilen  elektropolimerizasyonu ile
KGE/p(ThBN)/GOx biyosensoriiniin 0,2 mM glikoza karsi gostermis oldugu -0,48V
potansiyeldeki akim siddeti en yiiksektir. Daha sonra yapilan optimizasyon caligsmalarin

tiimiinde, ThBN monomerinin elektropolimerizasyonu 5 dongii seklinde yapilmustir.
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Sekil 39. KGE/p(ThBN)/AuNPs/GOx biyosensoriiniin farkli p(ThBN) dongii sayist igin
glikoza kars1 yanit1 (pH 7,0 PBS, 100 mV/s)
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Destek Elektrolit Cozeltisinin pH Degerinin Belirlenmesi

0,1 M PBS destek ¢ozeltisinin pH degerini ayarlamak i¢in 1 M KCl igeren seyreltik
HCI ¢ozeltisi kullanilmistir. Incelenen pH deger araligi 6,5 ile 8,5 arasinda degismistir.
Gergeklestirilen caligmalar, 2B ug tipi tlizerine 5 dongii p(ThBN) ve 5 dongii AuNPs
modifiye edilmis, 30 dk GOx enzimi ile immobilize edilerek, 30 dk boyunca kurutulacak
sekilde gergeklestirilmistir. pH degerinin 6,5 oldugu durumda, Oz’nin indirgenmesine bagh
olarak, KGE/p(ThBN)/AuNPs/GOx biyosensoriiniin 0,2 mM glikoza karsi gostermis oldugu
-0,48V’daki akis siddetinin en yiiksek oldugu belirlenmigtir. Daha sonra yapilan
calismalarda, pH 6,5 0,1 M PBS destek elektrolit ¢6zeltisi kullanilmistir.
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Sekil 40. KGE/P(ThBN)/AuNPs/GOx biyosensoriiniin, PBS ¢ozeltisinin farkli pH
degerlerinin glikoza karsi yanit1 (100 mV/S, 0,1 M PBS)

GOx Enziminin immobilizasyon Siiresi
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GOx enziminin immobilizasyon siiresini belirlemek i¢in 2B tip calisma elektrotu, 5
dongii p(ThBN), 5 dongii AuNPs ile modifiye edilmis, pH 6,5 PBS destek elektrolit ¢6zeltisi
icinde Ol¢timler gergeklestirilmistir. Modifiye elektrotlarin enzim immobilizasyon stiresi 15,
30, 60, 90 dk olarak degismis ve immobilizasyon siiresi kadar kuruma siiresi uygulanmistir.
O2’nin indirgenmesine bagli olarak, 60 dk GOx enzimi ile immobilize edilmis
KGE/p(ThBN)/AuNPs/GOx biyosensoriiniin 0,2 mM glikoza karst gostermis oldugu -
0,48V’daki akis siddetinin en yiiksek oldugu belirlenmistir.
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Sekil 41. KGE/p(ThBN)/AuNPs/GOx biyosensoriiniin GOx enziminde farkli siirelerde
immobilizasyonu i¢in glikoza karsi yanit1 (pH 6,5 PBS, 100 mV/s)

Tarama Hiz1

Optimize edilmis KGE/p(ThBN)/AuNPs/GOX biyosensoriiniin pH 6,5 PBS ¢ozeltisi
icinde 0,2 mM glikoza karsilik tarama hizina karsilik pik akimlarini incelemek i¢in 50mV-
500mV arasinda degisen tarama hizlarinda dongiisel voltammogramlar1 kaydedilmistir. Elde
edilen voltammogramlardan pik akimlarinin tarama hizinin karekokii ile dogrusal olarak

degismesi ve log pik akimi ve log tarama hizi grafiginin egiminin 0,75'ten kii¢iikk olmasi
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akimin difiizyon kontrollii oldugunu gostermektedir. Diflizyon kontrollii akis tiirleri igin

normal teknikler kullanilir.
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Sekil 42. KGE/p(ThBN)/AuNPs/GOx biyosensoriiniin degisen tarama hizlari i¢in glikoza
kars1 yanit1 (a) ve tarama hizina kars1 akim grafigi (pH 6,5 PBS)
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Sekil 43. KGE/p(ThBN)/AuNPs/GOx biyosensoriiniin karekdk tarama hizina karsi pik akimi
(@) ve log tarama hizina karsi log pik akimi (b) grafikleri (pH 6,5 PBS)

4.2.7. KGE/p(ThBN)/AuNPs/GOx Enzimatik Glikoz Biyosensoriiniin Calisma

Arahigimin Belirlenmesi
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KGE/p(ThBN)/AuNPs/GOx biyosensoriiniin optimizasyon islemleri sonrasinda
(1x101° M, 0,1 M) araligindaki glikoz derisimlerinde pH 6,5 PBS destek elektrolit ¢ozeltisi
icinde, -1,2- +1,0V araliginda dongilisel voltammogramlart alinmistir. Dongiisel
voltammogramlardan -0,48 V potansiyele karsilik alinan pik akim degerleri grafige
gegirilerek ile, biyosensoriin ¢alisma araligi olusturulmustur. KGE/p(ThBN)/AuNPs/GOx

biyosensoriiniin ¢alisma araligi 2,975x10° mM — 2,087 mM olarak belirlenmistir.

0,16 4
0,15 -

0,14

y=-0,02109x+0,15219

0,13 4 R
R’=0,9899

Akim (mA)

0,12 -

0,11

Glikoz derisimi (mM)

Sekil 44. KGE/p(ThBN)/AuNPs/GOx biyosensoriiniin ¢alisma araligi (pH 6,5 PBS)

4.2.8. KGE/p(ThBN)/AuNPs/GOx Enzimatik Glikoz Biyosensoriiniin Girisim

Calismalan

KGE/p(ThBN)/AuNPs/GOx biyosensoriiniin  girisim ¢alismalari, tglii elektrot
sistemi ile, Oz ile doyurulmus pH 6,5 PBS ¢ozeltisi i¢inde gerceklestirilmistir. 2 mM glikoz
cozeltisine kars1 girisim ¢aligmalarinda 1:100 oraninda olacak sekilde girisimei maddeler
kullanilmistir. Kullanilan girisimci maddeler fruktoz, galaktoz, L-glutamik asit, L- askorbik
asit, sakkaroz, sitrik asit ve iirik asittir. Hazirlanan girisimci maddelerin ¢ozeltileri calisma

hiicresine eklendikten sonra dongilisel voltammogramlar1 kaydedilmistir. Dongiisel
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voltammogramlar

belirlenmistir.
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Sekil 45. KGE/p(ThBN)/AuNPs/GOx biyosensoriiniin girisim ¢alismalar1 a) fruktoz, b)
galaktoz, c) glutamik asit, d)L-askorbik asit, ¢) sakkaroz, f) sitrik asit, g) iirik asit (pH 6,5
PBS)

4.2.9. KGE/p(ThBN)/AuNPs/GOx Enzimatik Glikoz Biyosensoriiniin Gergek

Ornege Uygulama Calismasi

Optimize edilmis KGE/p(ThBN)/AuNPs/GOx biyosensoriiniin  gercek Ornek
uygulamalarinda dekstroz ¢6zeltisi ve vigne suyu kullanilmistir. Destek elektrolit ¢ozeltisi
i¢ine, biyosensoriin tespit edilen ¢alisma araligi i¢inde bulunan bir derisim degerinde gercek
ornek eklenerek dongiisel voltammogrami alinmis, onun iizerine, yine biyosensoriin tespit
edilen ¢aligma aralig1 i¢inde bulunan farkli derisim degerlerinde glikoz ¢ozeltisi eklenerek
dongiisel voltammogramlar1 alinmaya devam edilmistir. Gergek drnek ¢aligmalart i tekrarl
olarak yapilmis, Ornekteki glikoz miktari, standart katma yoOntemi uygulanarak

hesaplanmustir.
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Sekil 46. KGE/p(ThBN)/AuNPs/GOx biyosensoriiniin gergek ornek derisimine karsilik
akim grafigi (pH 6,5 PBS, 100 mV/s; a: dekstroz b: visne suyu)

Tablo 1

KGE/p(ThBN)/AuNPs/GOx biyosensoriiniin gercek 6rnek ¢alisma sonuglari

Gergek 6rnek Hesaplanan derisim degeri Standart katma yontemi ile
(mM) bulunan  derisim  degeri
(mM)
Dekstroz ¢ozeltisi 0,01 0,0108 + 0,00018
Visne suyu 0,01 0,0105 £ 0,0003

4.2.10. KGE/p(ThBN)/AuNPs/GOx Enzimatik Glikoz Biyosensoriiniin

Kararhhk Calismasi

KGE/p(ThBN)/AuNPs/GOx biyosensoriiniin kararlilik testleri optimize edilmis
kosullarda, 0,1 M glikoz ¢ozeltisinin 100 pl destek elektrolit ¢ozeltisine eklenmesi ile
gergeklestirilmistir. Testler, her hafta, haftanin belirlenen ayni giiniinde yapilmustir.
Kararlilik calismasi ii¢ tekrarli olarak gergeklestirilerek dongiisel voltammogramlari

kaydedilmistir. 5 hafta boyunca KGE/p(ThBN)/AuNPs/GOx biyosensorii kararliligini

stirdiirmiistiir.
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Sekil 47. KGE/p(ThBN)/AuNPs/GOx biyosensoriiniin kararlilik grafigi

4.2.11. KGE/p(ThBN)/AuNPs/GOx Enzimatik Glikoz Biyosensoriiniin Teshis
Sinir1 (TS), Tayin Alti Sinir1 (TAS) ve Hassash@inin Belirlenmesi

GPE/ThBN/AuNPs/GOx biyosensoriiniin teshis siniri, 3.s/m, tayin alt sinir1 ise
10.s/m formiilleri ile hesaplanmistir. Formiillerde bulunan s, standart sapmayi, m ise,
biyosensoriin calisma araligi denkleminin egim degerini gostermektedir. Bu bilgiler
dogrultusunda, TS (LOD): 0,003045 mMve TAS (LOQ): 0,010151 mM olarak bulunmustur.
GPE/ThBN/AUNPs/GOXx biyosensdriiniin hassasligi ise 132,2642uA/mM-cm? “dir.
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4.2.12. KGE/p(ThBN)/AuNPs Enzimatik Olmayan Glikoz Biyosensoriiniin
Glikoza Kars1 Elektrokatalitik Yamitlarinin Dongiisel Voltammetri Yontemi ile

Incelenmesi

KGE/p(ThBN)/AuNPs biyosensoriiniin her modifiye edilme asamasimin glikoza
kars1 yanitinin voltammogramlar1 Sekil 48’de gosterilmektedir. Tiim 6l¢iimler Giglii elektrot
sisteminde, karsit elektrotun Pt tel, yardimci elektrotun Ag/AgCl oldugu, 0,1 M NaOH
¢ozeltisi icinde gerceklestirilmistir. Olgiim dncesinde destek elektrolit ¢ozeltisi 5 dk boyunca
O gaz1 ile doyurulmustur. 0,4 mM glikoza karsilik modifiye elektrotlarin 100 mv/s tarama
hizinda dongiisel voltammogramlart alinmistir. 0,01 V sabit potansiyelde yalin KGE’de
glikozun ytikseltgenme piki 0,01 V iken, KGE/p(ThBN)/AuNPs biyosensoriiniin 0,14 tiir.
Bu sonuglar, elde edilen biyosensoriin glikoza karsi yanitinin oldugunu gostermektedir.
Glikoza kars1 yaniti iyilestirmek igin, optimizasyon c¢alismalar1 gergeklestirilmis olup,

optimum yanit belirlenerek en uygun biyosensor kosullart belirlenmistir.
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Sekil 48. KGE/p(ThBN)/AuNPs biyosensoriiniin modifiye adimlarinin glikoza kars1 yaniti
(0,2 M NaOH, 100 mV/s)
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4.2.13. KGE/p(ThBN)/AuNPs Enzimatik Olmayan Glikoz Biyosensoriiniin

Optimizasyon Calismalar:

KGE/p(ThBN)/AuNPs/GOx enzimatik olmayan glikoz biyosensoriinden glikoza
kars1 optimum yanit1 alabilmek adina, kullanilan KGE elektrotun tipi, p(ThBN) nin elektrot
tizerindeki kalinligt ve AuNP’lerin farkli dongii sayilarinda elektrokimyasal olarak
biriktirilmesine ait optimizasyon c¢alismalari yapilmigtir. Tarama hizinin 50 mV/s den
baglayarak 500 mV/s’ye kadar alinan dongiisel voltammogramlarindan yola ¢ikilarak akim

tiiri belirlenmistir.

KGE Elektrot Tipinin Belirlenmesi

Calisma elektrotu olarak kullanilan kalem uglar, degisen karbon ve kil igeriklerine
gore siiflandirilmistir. Bu calismada kullanilan kalem grafit elektrotlar, 2H, HB, 2B tip
(cap: 0,5 mm, uzunluk: 6,0 cm) kalem uglaridir. Gergeklestirilen ¢alismalar, optimize
edilecek olan ug tipleri tizerine 5 dongii p(ThBN) ve 5 dongii AuNPs modifiye edilmis ve
0,1 M NaOH ¢ozeltisi iginde gergeklestirilmistir. Sekil 49’dan de goriilmektedir ki, karbon
icerigi daha yiiksek olan 2B tip ucun tiglii elektrot sisteminde 0,1 M NaOH destek elektrolit
¢ozeltisi i¢inde glikozun yiikseltgenmesine bagli olarak, KGE/p(ThBN)/AuNPs
biyosensdriiniin 0,4 mM glikoza kars1 gdstermis oldugu +0,07 V potansiyeldeki akim siddeti
en yiiksektir. Daha sonra yapilan optimizasyon ¢aligmalarin tiimiinde, calisma elektrotu

olarak 2B tip kalem ucu kullanilmistir.
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Sekil 49. KGE/p(ThBN)/AuNPs biyosensoriiniin farkli ug tipleri igin glikoza kars1 yaniti (0,1
M NaOH, 100 mV/s)

ThBN Polimerinin Elektrot Uzerindeki Kalinhg

Elektrot tizerinde ThBN polimerinin kalinligi, ThBN monomerinin ¢alisma elektrotu
iizerinde farkli dongii sayilarinda elektropolimerizasyonu ile degismektedir. Optimum
kalinlik belirlemede, 2B tip ¢alisma elektrotlar1 iizerine 3, 5, 10, 15, 20 doéngli ThBN
monomeri elektropolimerizasyonu yapilmistir. Olgiimler, 5 dk boyunca O gazi ile
doyurulmus 0,1 M NaOH c¢ozeltisi i¢inde gergeklestirilmistir. Glikozun yiikseltgenmesine
bagl olarak, ThBN monomerinin 5 dongii seklinde gerceklestirilen elektropolimerizasyonu
ile KGE/p(ThBN) biyosensoriiniin 0,2 mM glikoza karst gostermis oldugu +0,07 V
potansiyeldeki akim siddeti en yiiksektir. Daha sonra yapilan optimizasyon ¢aligmalarin

tiimiinde, ThBN monomerinin elektropolimerizasyonu 5 dongii seklinde yapilmistir.
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Sekil 50. KGE/p(ThBN)/AuNPs biyosensoriiniin farkli p(ThBN) dongii sayisi i¢in glikoza
kars1 yanit1 (0,1 M NaOH, 100 mV/s)

AuNP’lerin Elektrokimyasal Biriktirilmesi

Elektrobiriktirme yontemi ile AuNP’lerin KGE/p(ThBN) yiizeyi lizerine modifiye
islemi, 0,2 M Au*® ¢ozeltisi iginde gergeklestirilmistir. Cozelti iginden 2 dk boyunca argon
gaz1 gegirildikten sonra, -0,85- +0,1V araliginda 5, 10, 15, 20 dongii seklinde dongiisel
voltammogramlar1 kaydedilmistir. Glikozun yiikseltgenmesine bagli olarak, ThBN
monomerinin 5 dongii seklinde gergeklestirilen elektropolimerizasyonu ile KGE/p(ThBN)
biyosensdriiniin 0,2 mM glikoza kars1 gdstermis oldugu +0,07V potansiyeldeki akim siddeti

en yiiksektir. AUNP modifikasyonuna ait voltammogramlar Sekil 51°de verilmistir.
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Sekil 51. KGE/p(ThBN)/AuNPs biyosensoriintin farklit AUNPS dongii sayist icin glikoza
kars1 yanit1 (0,1 M NaOH, 100 mV/s)

Tarama Hizi

Optimize edilmis KGE/p(ThBN)/AuNPs biyosensoriiniin 0,1 M NaOH ¢ozeltisi
icinde 0,2 mM glikoza karsilik tarama hizina karsilik pik akimlarini incelemek i¢in 50mV-
500mV arasinda degisen tarama hizlarinda dongiisel voltammogramlari kaydedilmistir. Elde
edilen voltammogramlardan pik akimlarinin tarama hizinin karekokii ile dogrusal olarak
degismesi ve log pik akimi ve log tarama hizi grafiginin egiminin 0,75'ten kii¢iik olmasi
akimin difiizyon kontrollii oldugunu goéstermektedir. Difiizyon kontrollii akis tiirleri i¢in

normal teknikler kullanilir.
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Sekil 52. KGE/p(ThBN)/AuNPs biyosensoriiniin degisen tarama hizlari igin glikoza karsi
yaniti (a) ve tarama hizina kars1 akim grafigi (0,1 M NaOH)
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Sekil 53. KGE/p(ThBN)/AuNPs biyosensoriiniin karek6k tarama hizina karst pik akimi (a)
ve log tarama hizina kars1 log pik akimi (b) grafikleri (0,1 M NaOH)

4.2.14. KGE/p(ThBN)/AuNPs Enzimatik Olmayan Glikoz Biyosensoriiniin

Calisma Arahigimin Belirlenmesi

KGE/p(ThBN)/AuNPs biyosensériiniin optimizasyon islemleri sonrasinda 1x10°
M, 0,1 M araligindaki glikoz derisimlerinde pH 0,1 M NaOH destek elektrolit ¢ozeltisi
icinde, -0,65- +0,2 V araliginda dongiisel voltammogramlari alinmistir. Dongiisel

voltammogramlardan +0,07 V potansiyele karsilik alinan pik akim degerleri grafige
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gegirilerek ile biyosensoriin ¢alisma araligi olusturulmustur. KGE/p(ThBN)/AuNPs

biyosensoriiniin ¢alisma araligi 1,153x102 — 13,7 mM olarak belirlenmistir.
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Sekil 54. KGE/p(ThBN)/AuNPs biyosensoriiniin ¢alisma araligi (0,1 M NaOH)

4.2.15. KGE/p(ThBN)/AuNPs Enzimatik Olmayan Glikoz Biyosensoriiniin

Girisim Calismalar

KGE/p(ThBN)/AuNPs biyosensoriiniin girisim ¢alismalari, {iglii elektrot sistemi ile,
Oz ile doyurulmus 0,1 M NaOH ¢dzeltisi iginde gerceklestirilmigtir. 2 mM glikoz ¢ozeltisine
kars1 girigsim ¢aligmalarinda 1:100 oraninda olacak sekilde girisimci maddeler kullanilmastir.
Kullanilan girisimci maddeler fruktoz, galaktoz, L-glutamik asit, L- askorbik asit, sakkaroz,
sitrik asit ve iirik asittir. Hazirlanan girisimei maddelerin ¢ozeltileri ¢alisma hiicresine
eklendikten sonra dongiisel voltammogramlar1 kaydedilmistir. Dongiisel voltammogramlar
incelendiginde, galaktoz, glutamik asit, L-askorbik asit ve iirik asitin girisim yaptigi

belirlenmistir.
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Sekil 55. KGE/p(ThBN)/AuNPs biyosensoriiniin girisim ¢aligsmalari a) fruktoz, b) galaktoz,
c) glutamik asit, d)L-askorbik asit, ¢) sakkaroz, f) sitrik asit, g) iirik asit (0,1 M NaOH)

4.2.16. KGE/p(ThBN)/AuNPs Enzimatik Olmayan Glikoz Biyosensoriiniin
Gercek Ornege Uygulama Cahsmalar:

Optimize edilmis KGE/p(ThBN)/AuNPs biyosensoriiniin ~ gergek  drnek
uygulamalarinda dekstroz ¢6zeltisi ve visne suyu kullanilmistir. Destek elektrolit ¢ozeltisi
icine, biyosensoriin tespit edilen ¢alisma araligi iginde bulunan bir derisim degerinde gergek
ornek eklenerek dongiisel voltammogrami alinmis, onun iizerine, yine biyosensoriin tespit
edilen ¢aligma aralig1 i¢inde bulunan farkli derisim degerlerinde glikoz ¢6zeltisi eklenerek
dongiisel voltammogramlar1 alinmaya devam edilmistir. Gergek drnek ¢aligmalart i tekrarl
olarak yapilmis, Ornekteki glikoz miktari, standart katma yontemi uygulanarak

hesaplanmustir.
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Sekil 56. KGE/p(ThBN)/AuNPs biyosensoriiniin ger¢ek 6rnek derisimine karsilik akim
grafigi (0,1 M NaOH, 100 mV/s; a: dekstroz b: visne suyu)

Tablo 2

KGE/p(ThBN)/AuNPs biyosensoriiniin ger¢cek ornek ¢alisma sonuglari

Gergek 6rnek Hesaplanan derisim degeri Standart katma yontemi ile
(mM) bulunan  derisim degeri
(mM)
Dekstroz ¢ozeltisi 0,002 0,00204 + 0,00018
Vigne suyu 0,001 0,0108 + 0,0003

4.2.17. KGE/p(ThBN)/AuNPs Enzimatik Olmayan Glikoz Biyosensoriiniin

Kararhlhik Calismasi

KGE/p(ThBN)/AuNPs  biyosensoriiniin ~ kararlilik  testleri  optimize edilmis
kosullarda, 0,1 M glikoz ¢ozeltisinden 100 pul alinarak, 5 ml’lik destek elektrolit ¢ozeltisine
eklenmesi ile gergeklestirilmistir. Testler, her hafta, haftanin belirlenen ayni giiniinde
yapilmistir.  Kararlilik c¢alismas1t li¢ tekrarli olarak gerceklestirilerek  dongiisel
voltammogramlart kaydedilmistir. 6 hafta boyunca KGE/p(ThBN)/AuNPs biyosensorii

kararliligini stirdiirmiistiir.
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Sekil 57. KGE/p(ThBN)/AuNPs biyosensoriiniin kararlilik grafigi

4.2.18. KGE/p(ThBN)/AuNPs Enzimatik Olmayan Glikoz Biyosensoriiniin
Teshis Sinir1 (TS), Tayin Alt1 Sinir1 (TAS) ve Hassashi@inin Belirlenmesi

GPE/ThBN/AUNPs biyosensoriiniin teshis sinir1, 3.s/m, tayin alt siir1 ise 10.s/m
formiilleri ile hesaplanmistir. Formiillerde bulunan s, standart sapmay1, m ise, biyosensoriin
caligma araligi denkleminin egim degerini gostermektedir. Bu bilgiler dogrultusunda, TS
(LOD): 0,004488 mM ve TAS (LOQ): 0,014961 mM olarak bulunmustur.
GPE/ThBN/AUNPS biyosensoriiniin hassaslig ise 72,327 pA/mM-cm? ‘dir.

4.3. EDOTBN Polimer Tabanl elektrokimyasal Glikoz Biyosensorii Calismalari

4.3.1. EDOTBN Polimerinin KGE Yiizeyinde Elektrokimyasal Sentezi

EDOTBN monomeri, KGE yiizey iizerinde -elektropolimerizasyon yolu ile
polimerlestirilmistir. Elektropolimerizasyon islemi, tUi¢lii elektrot sistemi ile 0,1 M (1:1)

ACN-DCM LICIO4 ¢ozeltisi iginde gergeklestirilmistir. Karsit elektrot olarak Pt tel,
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yardimci elektrot olarak Ag/Ag* kullanilmustir. Elektropolimerizasyon islemine baglamadan,
1x 10° mM olacak sekilde EDOTBN monomeri eklenmis elektrolit ¢ozeltisinden 2 dk
boyunca argon gazi gegirilmistir. Dongiisel voltammogramlar, 100mV/s tarama hizinda, -
0,4- +0,8 A" araliginda gerceklestirilmistir. EDOTBN monomerinin
elektropolimerizasyonuna ait dongiisel voltammogramlar Sekil 58’de verilmistir. ilk
dongiiden son dongiiye kadar artis gosteren anodik ve katodik akimlarin artmasi, EDOTBN

monomerinin KGE ylizeyinde polimerleserek biriktiginin gostergesidir.
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Sekil 58. KGE yiizeyi tizerine EDOTBN monomerinin elektropolimerizasyonu (0,1 M (1:1)
DCM-ACN LiClO4, 100 mV/s)

4.3.2. AuNP’lerin KGE Yiizeyine Biriktirilmesi

AuNP’lerin KGE/p(EDOTBN) ylizeyi iizerine modifiye islemi, elektrobiriktirme
yontemi ile yapilmstir. Polimer ile modifiye edilmis yalin KGE’nin, 0,2 M Au*? ¢ozeltisi
icinde gergeklestirilmistir. Cozelti i¢inden 2 dk boyunca argon gazi gegirildikten sonra, -0,85

- 40,1V arahginda 5 dongii seklinde dongiisel voltammogramlar1 kaydedilmistir. Ilk
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dongiiden sonra dongiiye dogru artan katodik akimlar, AuNP’lerin elektokimyasal yolla
biriktiginin gostergesidir. AuNP modifikasyonuna ait voltammogramlar Sekil 59’da

verilmistir.
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Sekil 59. KGE yiizeyi lizerine EDOTBN monomerinin elektropolimerizasyonu (0,1 M (1:1)
DCM-ACN LiClOs, 100 mV/s)

4.3.3. KGE/p(EDOTBN)/AuNP Modifiye Elektrotlara GOx Enziminin

Immobilizasyonu

EDOTBN ve AuNP’ler ile modifiye edilmis elektrot, %1 GA iceren GOx ¢Ozeltisi
i¢ine batirilarak, enzimin immobilize olmasi saglanmistir. Immobilizasyon islemi, sicakligin
+4°C oldugu ortamda gergeklesmis ve immobilizasyon iglemi sonrasinda modifiye edilmis

elektrot ayni ortamda enzim immobilizasyon siiresi ile esit siirede kurumaya birakilmstir.

4.3.4. Modifiye Elektrotlarin Yiizey Morfolojisinin Incelenmesi
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Modifiye elektrotlarin yilizey morfolojilerinin incelenmesi SEM gorintiileri
tizerinden yapilmistir. SEM goriintiileri incelendiginde, KGE iizerindeki P(EDOTBN)
katmanlarinin diizglin oldugu, AuNP’lerin, KGE/p(EDOTBN) modifiye elektrot {izerinde
kiireler ~ seklinde  biriktigi  gozlenmistir.  GOx  immobilizasyonunun  etkisi,
p(EDOTBN)/AUNPs/GOXx elektrotunun iizerinde AuNP'lerin kayboldugu ve GOX’un
ylizeyde daha kiigiik katmanlar halinde tutulmus olmasiyla gozlenmistir. Bu degerlendirme
sonucunda, SEM goriintiileri KGE/p(EDOTBN)/AuNPs/GOx modifiye elektotun her

asamasinin elektrot yiizeyi lizerine basaril bir sekilde kaplandigini kanitlamaktadir.

Sekil 60. Sem goriintiileri; KGE (a), KGE/p(EDOTBN) (b), KGE/P(EDOTBN)/AuUNPS (c)
ve KGE/p(EDOTBN)/AuNPS/GOX (d)
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4.3.5. KGE/p(EDOTBN)/AuNPs/GOx Enzimatik Glikoz Biyosensoriiniin
Glikoza Kars1 Elektrokatalitik Yamitlarinin Dongiisel Voltammetri Yontemi ile

Incelenmesi

KGE/p(EDOTBN)/AuNPs/GOXx biyosensoriiniin her modifiye edilme agamasinin
glikoza kars1 yanitinin voltammogramlar1 Sekil 61°de gosterilmektedir. Tiim 6l¢timler il
elektrot sisteminde, karsit elektrotun Pt tel, yardimci elektrotun Ag/AgCl oldugu, pH 7,0
PBS c¢ozeltisi i¢inde gerceklestirilmistir. Olgiim dncesinde destek elektrolit ¢ozeltisi 5 dk
boyunca O gazi ile doyurulmustur. 0,2 mM glikoza karsilik modifiye elektrotlarin 100 mv/s
tarama hizinda dongiisel voltammogramlar1 alinmistir. Yalin KGE’de oksijenin indirgenme
piki -0,51 V iken, KGE/p(EDOTBN)/AuNPs/GOx biyosensoriiniin -0,48dir. Ayni zamanda
sabit potansiyelde KGE/p(EDOTBN)/AuNPs/GOx biyosensoriiniin akim siddetinin de
yliksek oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar, elde edilen biyosensdriin glikoza karst yanitinin
oldugunu gostermektedir. Glikoza kars1 yanit1 iyilestirmek i¢in, optimizasyon caligmalari

gerceklestirilmis olup, optimum yanit belirlenerek en uygun biyosensor kosullar

belirlenmistir.
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£
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< 02-
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04 —— KGE+EDOTBN
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I I I I I
-1,5 -1,0 0,5 0,0 0,5 1,0

Potansiyel (V)

Sekil 61. KGE/p(EDOTBN)/AuNPs/GOx biyosensoriiniin modifiye adimlariin glikoza
kars1 yanit1 (pH 7,0 PBS, 100 mV/s)
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4.3.6. KGE/p(EDOTBN)/AuNPs/GOx Enzimatik Glikoz Biyosensoriiniin

Optimizasyon Calismalari

KGE/p(EDOTBN)/AuNPs/GOx enzimatik glikoz biyosensoriinden glikoza karsi
optimum yaniti alabilmek adina, kullanilan KGE elektrotun tipi, destek elektrolit ¢ozeltisinin
pH degeri, p(ThBN)’nin elektrot lizerindeki kalinligi, KGE/p(EDOTBN)/AuNPs modifiye
elektrotun GOx enzimi i¢inde immobilizasyon siiresinin optimizasyon ¢alismalari
yapilmigtir. Tarama hizinin 50 mV/s den baslayarak 500 mV/s’ye kadar alinan dongiisel

voltammogramlarindan yola ¢ikilarak akim tiirli belirlenmistir.

KGE Elektrot Tipinin Belirlenmesi

Calisma elektrotu olarak kullanilan, degisen karbon ve kil iceriklerine gore
siniflandirilmistir. Bu ¢alismada kullanilan kalem grafit elektrotlar, 2H, HB, 2B tip (cap: 0,5
mm, uzunluk: 6,0 cm) kalem uglaridir. Gergeklestirilen ¢aligmalar, optimize edilecek olan
ug tipleri iizerine 5 dongii p(EDOTBN) modifiye edilmis ve 30 dk GOx enzimi ile
immobilize edilerek, 30 dk boyunca kurutulacak sekilde pH 7,0 PBS c¢ozeltisi i¢inde
gerceklestirilmistir. Sekil 62°den de goriilmektedir ki, karbon igerigi daha yiiksek olan 2B
tip ucun gl elektrot sisteminde PBS destek elektrolit ¢ozeltisi iginde O2’nin
indirgenmesine bagli olarak, KGE/p(EDOTBN)/AuNPS/GOx biyosensoriiniin 0,2 mM
glikoza kars1 gostermis oldugu -0,48V potansiyeldeki akim siddeti en yiiksektir. Daha sonra
yapilan optimizasyon caligmalarin tiimiinde, galisma elektrotu olarak 2B tip kalem ucu

kullanilmastir.

91



0,2

0,1
. 00+
<
E
E
X 0,14
< /
[
0,21 ——HB
—28
2H
'0!3 T T T T T
15 -1,0 05 0,0 05 10

Potansiyel (V)

Sekil 62. KGE/p(EDOTBN)/AuNPs/GOx biyosensoriiniin farkli ug tipleri i¢in glikoza kars1
yanitt (pH 7,0 PBS, 100 mV/s)

EDOTBN Polimerinin Elektrot Uzerindeki Kalinhg

Elektrot tizerinde EDOTBN polimerinin kalinligi, EDOTBN monomerinin ¢aligma
elektrotu tizerinde farkli dongii sayilarinda elektropolimerizasyonu ile degismektedir.
Optimum kalinlik belirlemede, 2B tip calisma elektrotlar iizerine 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35,
40,45 dongii EDOTBN monomeri elektropolimerizasyonu yapilmistir. Modifiye elektrotlar
30 dk GOx enzimi ile immobilize edilerek, 30 dk boyunca kurutulmustur. Olgiimler, 5 dk
boyunca O2 gazi ile doyurulmus pH 7,0 PBS ¢ozeltisi i¢inde gergeklestirilmistir. O2’nin
indirgenmesine bagli olarak, EDOTBN monomerinin 5 dongii seklinde gerceklestirilen
elektropolimerizasyonu ile KGE/p(EDOTBN)/GOXx biyosensoriiniin 0,2 mM glikoza kars1
gostermis oldugu -0,48V potansiyeldeki akim siddeti en yiiksektir. Daha sonra yapilan
optimizasyon ¢alismalarin tiimiinde, ThBN monomerinin elektropolimerizasyonu 30 dongii

seklinde yapilmistir.
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Sekil 63. KGE/p(EDOTBN)/AuNPs/GOx biyosensoriiniin farkli p(EDOTBN) dongii sayist
icin glikoza kars1 yanit1 (pH 7,0 PBS, 100 mV/s)

Destek Elektrolit Cozeltisinin pH Degerinin Belirlenmesi

0,1 M PBS destek ¢ozeltisinin pH degerini ayarlamak i¢in 1 M KCl igeren seyreltik
HCI ¢ozeltisi kullamlmistir. Incelenen pH deger araligi 6,5 ile 8,5 arasinda degismistir.
Gergeklestirilen calismalar, 2B ug tipi lizerine 5 dongli p(EDOTBN) ve 5 dongii AuNPs
modifiye edilmis, 30 dk GOx enzimi ile immobilize edilerek, 30 dk boyunca kurutulacak
sekilde gergeklestirilmistir. pH degerinin 6,5 oldugu durumda, O2’nin indirgenmesine bagl
olarak, KGE/p(EDOTBN)/AuUNPs/GOx biyosensoriiniin 0,2 mM glikoza karsi gostermis
oldugu -0,48V’daki akis siddetinin en yiiksek oldugu belirlenmistir. Daha sonra yapilan
caligmalarda, pH 6,5 0,1 M PBS destek elektrolit ¢ozeltisi kullanilmistir.
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Sekil 64. KGE/P(EDOTBN)/AuNPs/GOx biyosensoriiniin, PBS ¢ozeltisinin farkli pH
degerlerinin glikoza kars1 yanit1 (100 mV/S, 0,1 M PBS)

GOx Enziminin immobilizasyon Siiresi

GOx enziminin immobilizasyon siiresini belirlemek i¢in 2B tip ¢alisma elektrotu, 5
dongii p(EDOTBN), 5 dongii AuNPs ile modifiye edilmis, pH 6,5 PBS destek elektrolit
cozeltisi i¢inde Olgiimler gergeklestirilmistir. Modifiye elektrotlarin enzim immobilizasyon
stiresi 15, 30, 60, 90 dk olarak degismis ve immobilizasyon siiresi kadar kuruma siiresi
uygulanmigtir. O2’nin indirgenmesine bagli olarak, 60 dk GOx enzimi ile immobilize edilmis
KGE/p(EDOTBN)/AuNPs/GOXx biyosensoriiniin 0,2 mM glikoza kars1 géstermis oldugu -
0,48V’daki akis siddetinin en yiiksek oldugu belirlenmistir.

94



0,6 -
0,3 -
<
E 00
E
4
<
03
——15dk
——30dk
0,6 - 60 dk
——90 dk
T T T T T
1,5 1,0 05 0,0 05 1,0

Potansiyel (V)

Sekil 65. KGE/p(EDOTBN)/AuNPs/GOx biyosensoriiniin GOx enziminde farkli siirelerde
immobilizasyonu i¢in glikoza karsi yanit1 (pH 6,5 PBS, 100 mV/s)

Tarama Hizi

Optimize edilmis KGE/p(EDOTBN)/AuNPs/GOXx biyosensoriiniin pH 6,5 0,1 M
PBS ¢ozeltisi i¢cinde 0,2 mM glikoza karsilik tarama hizina karsilik pik akimlarini incelemek
icin 50mV- 500mV arasinda degisen tarama hizlarinda dongiisel voltammogramlari
kaydedilmistir. Elde edilen voltammogramlardan pik akimlarinin tarama hizinin karekokii
ile dogrusal olarak degismesi ve log pik akimi ve log tarama hiz1 grafiginin egiminin 0,75'ten
kiiciik olmas1 akimin difiizyon kontrollii oldugunu gostermektedir. Difiizyon kontrollii akis

tiirleri i¢in normal teknikler kullanilir.
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Sekil 66. KGE/p(EDOTBN)/AuUNPs/GOx biyosensoriiniin degisen tarama hizlart igin
glikoza kars1 yanit1 (a) ve tarama hizina kars1 akim grafigi (pH 6,5 PBS)
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Sekil 67. KGE/p(EDOTBN)/AuNPs/GOx biyosensoriiniin karekok tarama hizina karsi pik
akimi (a) ve log tarama hizina karsi log pik akimi (b) grafikleri (pH 6,5 PBS)

4.3.7. KGE/p(EDOTBN)/AuNPs/GOx Enzimatik Glikoz Biyosensoriiniin

Calisma Arahgimin Belirlenmesi

KGE/p(EDOTBN)/AuNPs/GOXx biyosensoriiniin optimizasyon islemleri sonrasinda
1x101° M, 0,1 M arahigindaki glikoz derisimlerinde pH 6,5 PBS destek elektrolit ¢ozeltisi
icinde, -1,2- +1,0V araliginda dongiisel voltammogramlari alinmistir. Dongiisel

voltammogramlardan -0,48 V potansiyele karsilik aliman pik akim degerleri grafige
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gecirilerek ile biyosensoriin calisma aralif1 olusturulmustur.

KGE/p(EDOTBN)/AuNPs/GOx biyosensériiniin ¢alisma aralig1 1,169x102 mM- 10 mM

olarak belirlenmistir.
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Sekil 68. KGE/p(EDOTBN)/AuNPs/GOx biyosensoriiniin ¢alisma araligi (pH 6,5 PBS)

4.38. KGE/p(EDOTBN)/AUNPS/GOx Enzimatik Glikoz Biyosensoriiniin

Girisim Calismalar

KGE/p(EDOTBN)/AuNPs/GOXx biyosensoriiniin girisim c¢alismalari, ti¢li elektrot
sistemi, O2 ile doyurulmus pH 6,5 PBS ¢6zeltisi i¢inde gergeklestirilmistir. 2 mM glikoz
cozeltisine kars1 girisim ¢aligmalarinda 1:100 oraninda olacak sekilde girisimei maddeler
kullanilmistir. Kullanilan girisimci maddeler fruktoz, galaktoz, L-glutamik asit, L- askorbik
asit, sakkaroz, sitrik asit ve iirik asittir. Hazirlanan girisimci maddelerin ¢ozeltileri calisma
hiicresine eklendikten sonra dongilisel voltammogramlar1 kaydedilmistir. Dongiisel
voltammogramlar incelendiginde, L-askorbik asit ve {irik asitin girisim yaptig1

belirlenmistir.
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Sekil 69. KGE/p(EDOTBN)/AuNPs/GOx biyosensoriiniin girisim ¢alismalart a) fruktoz, b)
galaktoz, c) glutamik asit, d)L-askorbik asit, e) sakkaroz, f) sitrik asit, g) tirik asit (pH 6,5
PBS)

4.3.9. KGE/p(EDOTBN)/AuNPs/GOx Enzimatik Glikoz Biyosensoriiniin
Gercek Ornege Uygulama Cahismasi

Optimize edilmis KGE/p(EDOTBN)/AuNPs biyosensoriiniin  gergek Ornek
uygulamalarinda dekstroz ¢ozeltisi ve visne suyu kullanilmistir. Destek elektrolit ¢ozeltisi
icine biyosensoriin tespit edilen ¢aligsma aralig1 icinde bulunan bir derisim degerinde gercek
ornek eklenerek dongiisel voltammogrami alinmis, onun iizerine, yine biyosensoriin tespit
edilen ¢aligma aralig1 i¢inde bulunan farkli derisim degerlerinde glikoz ¢6zeltisi eklenerek
dongiisel voltammogramlar1 alinmaya devam edilmistir. Gergek 6rnek ¢alismalari ti¢ tekrarl
olarak yapilmig, Ornekteki glikoz miktari, standart katma yontemi uygulanarak

hesaplanmustir.
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Sekil 70. KGE/p(EDOTBN)/AuNPs/GOx biyosensoriiniin ger¢ek 6rnek derisimine karsilik
akim grafigi (pH 6,5 PBS, 100 mV/s; a: dekstroz b: vigne suyu)

Tablo 3

KGE/p(EDOTBN)/AuNPs/GOx biyosensoriiniin ger¢ek 6rnek ¢alisma sonuglart

Gergek 6rnek Hesaplanan derisim degeri Standart katma yontemi ile
(mM) bulunan  derisim  degeri
(mM)
Dekstroz ¢ozeltisi 0,020 0,021 + 0,003
Visne suyu 0,020 0,022 £0,0018

4.3.10. KGE/p(EDOTBN)/AuNPs/GOx Enzimatik Glikoz Biyosensoriiniin

Kararhlhik Calismasi

KGE/p(EDOTBN)/AuNPs/GOX biyosensoriiniin kararlilik testleri optimize edilmis
kosullarda, 0,1 M glikoz ¢ozeltisinden 100 pul alinarak, 5 ml’lik destek elektrolit ¢ozeltisine
eklenmesi ile gergeklestirilmistir. Testler, her hafta, haftanin belirlenen ayni giiniinde
yapilmistir.  Kararlilik c¢alismas1t li¢ tekrarli olarak gerceklestirilerek  dongiisel
voltammogramlar1 kaydedilmistir. 4 hafta boyunca KGE/p(EDOTBN)/AuNPs/GOx

biyosensorii kararliligini stirdiirmiistiir.
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Sekil 71. KGE/p(EDOTBN)/AuNPs/GOx biyosensoriiniin kararlilik grafigi

4.3.11. KGE/p(EDOTBN)/AuNPs/GOx Enzimatik Glikoz Biyosensoriiniin
Teshis Sinir1 (TS), Tayin Alt1 Sinir1 (TAS) ve Hassashi@inin Belirlenmesi

GPE/EDOTBN/AuNPs biyosensoriiniin teshis siniri, 3.s/m, tayin alt sinir1 ise 10.s/m
formiilleri ile hesaplanmistir. Formiillerde bulunan s, standart sapmay1, m ise, biyosensoriin
caligma araligi denkleminin egim degerini gostermektedir. Bu bilgiler dogrultusunda, TS
(LOD): 0,008461 mM ve TAS (LOQ): 0,028204 mM olarak bulunmustur.
GPE/ThBN/AUNPs/GOXx biyosensoriiniin hassasligi ise, 38,365 pA/mM-cm? “dir.

4.3.12. KGE/p(EDOTBN)/AuNPs Enzimatik Olmayan Glikoz Biyosensoriiniin
Glikoza Kars1 Elektrokatalitik Yamtlarinin Dongiisel Voltammetri Yontemi ile

incelenmesi

KGE/p(EDOTBN)/AuNPs biyosensoriiniin her modifiye edilme asamasinin glikoza

kars1 yanitinin voltammogramlart Sekil 72°de gosterilmektedir. Tiim ol¢timler tiglii elektrot
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sisteminde, karsit elektrotun Pt tel, yardimci elektrotun Ag/AgCl oldugu, 0,1 M NaOH
¢ozeltisi iginde gerceklestirilmistir. Ol¢iim 6ncesinde destek elektrolit ¢dzeltisi 5 dk boyunca
O gaz1 ile doyurulmustur. 0,4 mM glikoza karsilik modifiye elektrotlarin 100 mv/s tarama
hizinda dongiisel voltammogramlart alinmistir. 0,01 V sabit potansiyelde yalin KGE’de
glikozun yiikseltgenme piki 0,07 V iken, KGE/p(EDOTBN)/AuNPs biyosensoriiniin
0,12°dir. Bu sonuglar, elde edilen biyosensoriin glikoza karsi yanitinin oldugunu
gostermektedir. Glikoza karst yanitt iyilestirmek icin, optimizasyon ¢aligmalari

gerceklestirilmis olup, optimum yanit belirlenerek en uygun biyosensor kosullar

belirlenmistir.
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Sekil 72. KGE/p(EDOTBN)/AuNPs biyosensoriiniin modifiye adimlarinin glikoza karst
yanit1 (0,1 M NaOH, 100 mV/s)

4.3.13. KGE/p(EDOTBN)/AuNPs Enzimatik Olmayan Glikoz Biyosensoriiniin

Optimizasyon Calismalar

KGE/p(EDOTBN)/AuNPs/GOx enzimatik olmayan glikoz biyosensoriinden glikoza
karst optimum yaniti alabilmek adina, kullanilan KGE elektrotun tipi, p(EDOTBN) nin

elektrot tizerindeki kalinlig1 ve AuNP’lerin farkli dongii sayilarinda elektrokimyasal olarak
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biriktirilmesine ait optimizasyon caligmalar1 yapilmistir. Tarama hizinin 50 mV/s den
baslayarak 500 mV/s’ye kadar alinan dongiisel voltammogramlarindan yola ¢ikilarak akim

tiirii belirlenmistir.

KGE Elektrot Tipinin Belirlenmesi

Caligma elektrotu olarak kullanilan, degisen karbon ve kil igeriklerine gore
siniflandirilmistir. Bu ¢alismada kullanilan kalem grafit elektrotlar, 2H, HB, 2B tip (¢ap: 0,5
mm, uzunluk: 6,0 cm) kalem uglaridir. Gergeklestirilen ¢alismalar, optimize edilecek olan
ug tipleri tizerine 5 dongii p(EDOTBN) ve 5 dongii AuNPs modifiye edilmis ve 0,1 M NaOH
cozeltisi i¢inde gerceklestirilmistir. Sekil 73’den de goriilmektedir ki, karbon igerigi daha
yiiksek olan 2B tip ucun iiglii elektrot sisteminde 0,1 M NaOH destek elektrolit ¢ozeltisi
icinde glikozun yiikseltgenmesine bagli olarak, KGE/p(EDOTBN)/AuNPs biyosensoriiniin
0,4 mM glikoza kars1 gostermis oldugu +0,07 V potansiyeldeki akim siddeti en yiiksektir.
Daha sonra yapilan optimizasyon ¢alismalarin tiimiinde, ¢alisma elektrotu olarak 2B tip

kalem ucu kullanilmistir.
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Sekil 73. KGE/p(EDOTBN)/AuNPs biyosensoriiniin farkli ug tipleri igin glikoza kars1 yaniti
(0,1 M NaOH, 100 mV/s)

EDOTBN Polimerinin Elektrot Uzerindeki Kalinhg

Elektrot iizerinde EDOTBN polimerinin kalinligi, EDOTBN monomerinin ¢aligma
elektrotu tizerinde farkli dongii sayilarinda elektropolimerizasyonu ile degismektedir.
Optimum kalinlik belirlemede, 2B tip ¢alisma elektrotlar: tizerine 3, 5, 10, 15, 20 dongii
ThBN monomeri elektropolimerizasyonu yapilmistir. Olgiimler, 5 dk boyunca O2 gaz ile
doyurulmus 0,1 M NaOH ¢ozeltisi iginde gergeklestirilmistir. Glikozun ylikseltgenmesine
bagli olarak, EDOTBN monomerinin 5 dongli seklinde gerceklestirilen
elektropolimerizasyonu ile KGE/p(EDOTBN) biyosensoriiniin 0,2 mM glikoza karsi
gostermis oldugu +0,01V potansiyeldeki akim siddeti en yiiksektir. Daha sonra yapilan
optimizasyon ¢alismalarin tiimiinde, EDOTBN monomerinin elektropolimerizasyonu 5

dongii seklinde yapilmistir.
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Sekil 74. KGE/p(EDOTBN)/AuNPs biyosensoriiniin farkli p(ThBN) doéngii sayisi igin
glikoza kars1 yanit1 (0,1 M NaOH, 100 mV/s)
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AuNP’lerin Elektokimyasal Biriktirilmesi

Elektrobiriktirme yontemi ile AuNP’lerin KGE/p(EDOTBN) yiizeyi {izerine
modifiye islemi, 0,2 M Au™ ¢ozeltisi iginde gerceklestirilmistir. Cozelti i¢inden 2 dk
boyunca argon gazi gegirildikten sonra, -0,85- +0,1V araliginda 5, 10, 15, 20 dongii seklinde
dongiisel voltammogramlar1 kaydedilmistir. Glikozun yiikseltgenmesine bagli olarak,
EDOTBN monomerinin 5 dongii seklinde gergeklestirilen elektropolimerizasyonu ile
KGE/p(EDOTBN) biyosensoriiniin 0,2 mM glikoza kars1 gostermis oldugu +0,07V

potansiyeldeki akim siddeti en yiiksektir. AuNP modifikasyonuna ait voltammogramlar

Sekil 75’de verilmistir.
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Sekil 75. KGE/p(EDOTBN)/AuNPs biyosensdriiniin farklit AUNPs dongii sayisi i¢in glikoza
kars1 yanit1 (0,1 M NaOH, 100 mV/s)
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Tarama Hiz1

Optimize edilmis KGE/p(EDOTBN)/AUNPS biyosensoriiniin 0,1 M NaOH ¢ozeltisi
icinde 0,2 mM glikoza karsilik tarama hizina karsilik pik akimlarini incelemek i¢in 5S0mV-
500mV arasinda degisen tarama hizlarinda dongiisel voltammogramlar1 kaydedilmistir. Elde
edilen voltammogramlardan pik akimlarinin tarama hizinin karekokii ile dogrusal olarak
degismesi ve log pik akimi ve log tarama hiz1 grafiginin egiminin 0,75'ten kiiciik olmas1

akimin difizyon kontrollii oldugunu goéstermektedir. Difiizyon kontrollii akis tiirleri i¢in

normal teknikler kullanilir.
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Sekil 76. KGE/p(EDOTBN)/AuNPs biyosensoriiniin degisen tarama hizlari i¢in glikoza
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kars1 yanit1 (a) ve tarama hizina karsi akim grafigi (0,1 M NaOH)
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Sekil 77. KGE/p(EDOTBN)/AuNPs biyosensoriiniin karekok tarama hizina karsi pik akimi
(a) ve log tarama hizina kars1 log pik akimi (b) grafikleri (0,1 M NaOH)

4.3.14. KGE/p(EDOTBN)/AuNPs Enzimatik Olmayan Glikoz Biyosensoriiniin

Calisma Arahgimin Belirlenmesi

KGE/p(EDOTBN)/AuUNPS biyosensoriiniin optimizasyon islemleri sonrasinda 1x 10°
10'M, 0,1 M araligindaki glikoz derisimlerinde pH 0,1 M NaOH destek elektrolit ¢ozeltisi
icinde, -0,65- +0,2 V araliginda dongiisel voltammogramlari alinmistir. Dongiisel
voltammogramlardan -0,48 V potansiyele karsilik alinan pik akim degerleri grafige
gegirilerek ile biyosensoriin ¢alisma araligi olusturulmustur. KGE/p(EDOTBN)/AuUNPS

biyosensdriiniin calisma araligi 2x1072- 7,649 mM olarak belirlenmistir.
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Sekil 78. KGE/p(EDOTBN)/AuNPs biyosensoriiniin ¢alisma araligi (0,1 M NaOH)

4.3.15. KGE/p(EDOTBN)/AuNPs Enzimatik Olmayan Glikoz Biyosensoriiniin

Girisim Calismalar

KGE/p(EDOTBN)/AuNPs biyosensoriiniin girisim ¢alismalari, tiglii elektrot sistemi
ile, Oz ile doyurulmus 0,1 M NaOH ¢ozeltisi iginde gerceklestirilmistir. 2 mM glikoz
cozeltisine kars1 girisim ¢alismalarinda 1:100 oraninda olacak sekilde girisimei maddeler
kullanilmistir. Kullanilan girisimei maddeler fruktoz, galaktoz, L-glutamik asit, L- askorbik
asit, sakkaroz, sitrik asit ve irik asittir. Hazirlanan girisimci maddelerin ¢ozeltileri ¢alisma
hiicresine eklendikten sonra dongilisel voltammogramlar1 kaydedilmistir. Dongiisel
voltammogramlar incelendiginde, galaktoz, glutamik asit, L-askorbik asit ve iirik asitin

girisim yaptig1 belirlenmistir.
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Sekil 79. KGE/p(EDOTBN)/AuUNPs biyosensoriiniin girisim ¢alismalar1 a) fruktoz, b)
galaktoz, c) glutamik asit, d)L-askorbik asit, e) sakkaroz, f) sitrik asit, g) tirik asit (0,1 M
NaOH)

4.3.16. KGE/p(EDOTBN)/AuNPs Enzimatik Olmayan Glikoz Biyosensoriiniin
Gercek Ornege Uygulama Cahsmalar:

Optimize edilmis KGE/p(EDOTBN)/AuNPs biyosensoriiniin - gercek Ornek
uygulamalarinda dekstroz ¢6zeltisi ve vigne suyu kullanilmistir. Destek elektrolit ¢ozeltisi
icine biyosensoriin tespit edilen ¢calisma aralig1 icinde bulunan bir derisim degerinde gercek
ornek eklenerek dongiisel voltammogrami alinmis, onun iizerine, yine biyosensoriin tespit
edilen ¢aligma aralig1 i¢inde bulunan farkli derisim degerlerinde glikoz ¢ozeltisi eklenerek
dongiisel voltammogramlar1 alinmaya devam edilmistir. Gergek 6rnek ¢aligmalart i tekrarl
olarak yapilmis, Ornekteki glikoz miktari, standart katma yoOntemi uygulanarak

hesaplanmustir.
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Sekil 80. KGE/p(EDOTBN)/AuNPs biyosensoriiniin ger¢ek 6rnek derisimine karsilik akim
grafigi (0,1 M NaOH, 100 mV/s; a: dekstroz b: visne suyu)

Tablo 4

KGE/p(EDOTBN)/AuNPs biyosensoriiniin ger¢ek drnek ¢alisma sonuglari

Gergek 6rnek Hesaplanan derisim degeri Standart katma yontemi ile
(mM) bulunan  derisim degeri
(mM)
Dekstroz ¢ozeltisi 0,001 0,00106 + 0,0013
Vigne suyu 0,001 0,00107 + 0,00002

4.3.17. KGE/p(EDOTBN)/AuNPs Enzimatik Olmayan Glikoz Biyosensoriiniin

Kararhhk Calismasi

KGE/p(EDOTBN)/AuUNPs biyosensoriiniin  kararlilik testleri optimize edilmis
kosullarda, 0,1 M glikoz ¢ozeltisinden 100 pul alinarak, 5 ml’lik destek elektrolit ¢ozeltisine
eklenmesi ile gergeklestirilmistir. Testler, her hafta, haftanin belirlenen ayni giiniinde
yapilmistir.  Kararlilik c¢alismas1 li¢ tekrarli olarak gerceklestirilerek  dongiisel
voltammogramlar1 kaydedilmistir. 6 hafta boyunca KGE/p(EDOTBN)/AuUNPS biyosensorii

kararliligin stirdiirmiistiir.
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Sekil 81. KGE/p(EDOTBN)/AUNPS biyosensoriiniin kararlilik grafigi

4.3.18. KGE/p(EDOTBN)/AuNPs Enzimatik Olmayan Glikoz Biyosensoriiniin
Teshis Siir1 (TS), Tayin Alt1 Simir1 (TAS) ve Hassashiginin Belirlenmesi

GPE/EDOTBN/AUNPS biyosensdriiniin teshis sinirt, 3.s/m, tayin alt sinir1 ise 10.s/m
formiilleri ile hesaplanmistir. Formiillerde bulunan s, standart sapmay1, m ise, biyosensoriin
caligsma araligir denkleminin egim degerini gostermektedir. Bu bilgiler dogrultusunda, TS
(LOD): 0,02138 mM ve TAS (LOQ): 0,07126 Mm olarak bulunmustur.
GPE/EDOTBN/AuNPs biyosensdriiniin hassaslig1 ise 66,038 uA/mM-cm? ‘dir.
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BESINCi BOLUM BOLUM
SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢aligmasinin amaci, malzeme kimyasi alaninda merak uyandiran bir malzeme
sinifi olan konjuge polimerler tabanli, biyosensor endiistrisinde yaklasik %85'lik bir paya
sahip olmasiyla birlikte, diyabet vakalarinin yayginlasmasi nedeniyle insan kani, gida, ilag
gibi farkli numunelerde glikoz tespiti ve takibine artan talep dogrultusunda, diisiik maliyetli,

giivenilir ve duyarl glikoz biyosensorleri tasarlamaktir.

Sentezlenen monomerlerin  karakterizasyonu Fourier doniisimli  kizil6tesi
spektrometresi (FTIR), Niikleer manyetik rezonans (*H NMR) spektroskopisi ve
elektrokimyasal ¢aligma iinitesinde dongiisel voltammetri (CV) yontemi ile yapilmistir. CV
Olgtimlerinden yararlanilarak HOMO ve LUMO degerleri hesaplanmis ve bant boslugu
degeri bulunmustur. ThBN i¢in 1,8 eV degeri bulunurken EDOTBN i¢in bu deger 1,75
eV’tur.

[k defa literatiire kazandirilan ve elektrokimyasal polimerizasyon yoluyla elde edilen
poli-4-(dihegzilamino)-9,12-bis(2,3-dihidrotiyeno[3,4-b][1,4]dioksin-5-yI)-7H-
benzo[de]benzo[4,5]imidazo[2,1-a]izoknolin-7-one  p(EDOTBN)  ve poli-4-
(dihekzilamino)9,12- di(tiyofen-2 il)-7H-benzo[de]benzo[4,5]imidazo [2,1-a]izokunolin-7-
one p(ThBN) polimerler tabanl olacak sekilde her ikisinin de enzimatik ve enzimatik

olmayan (non-enzimatik) glikoz biyosensor uygulamalart ger¢eklestirilmistir.

Biyosensor uygulamalarmin tiimii Uglii elektrot sisteminde, dongiisel voltammetri
(CV) yontemi ile gergeklestirilmistir. Enzimatik glikoz biyosensorleri i¢in optimizasyon
parametreleri olarak, ¢aligma elektrotunun belirlenmesi, tampon ¢ozeltinin pH degerinin
belirlenmesi, polimerin elektrot yiizeyinde tarama sayisinin belirlenmesi, tarama hizi ve
calisma elektrotunun fiziksel adsorpsiyon yontemi ile enzim immobilizasyon siiresi
belirlenirken, enzimatik olmayan (non-enzimatik) glikoz biyosensorleri igin ¢alisma
elektrotunun belirlenmesi, polimerin elektrot ylizeyinde tarama sayisinin belirlenmesi,

AuNP’lerin elektrot yiizeyinde tarama sayis1 ve tarama hiz1 belirlenerek ideal biyosensorler

113



elde edilmistir. Elde edilen modifiye elektrotlarin ylizey karakterizasyonlar1 taramali
elektron mikroskobu ile gerceklestirilmistir. Bu goriintiiler, elektrot iizerine yapilan her

modifikasyon isleminin saglikli bir sekilde ger¢eklestigini gosterir niteliktedir.

Optimum kosullarda elde edilen bu biyosensorlerin, performans kriteri olarak dogrusal
caligma araligi ile birlikte, teshis sinir1 (TS-LOD), tayin alt sinir1 (TAS-LOQ) ve hassaslik
degerleri belirlenmistir. Konjuge polimer tabanli enzimatik glikoz biyosensorlerinin,
enzimatik olmayan glikoz biyosensorlerine gore daha genis dogrusal ¢alisma araligina sahip

oldugu belirlenmistir.

Girisim ¢aligsmalarinda sitrik asit, fruktoz, L-askorbik asit, sakkaroz, galaktoz,
glutamik asit, irik asit kullanilmistir. Konjuge polimer tabanli enzimatik glikoz
biyosensorlerinde L-askorbik asit ve iirik asit girisim yaparken, enzimatik olmayan glikoz
biyosensorlerinde galaktoz, glutamik asit, L-askorbik asit ve iirik asitin girisim yaptigi
belirlenmistir. Bu sonuglar, enzimatik glikoz biyosensdrlerinin biyoalgilama materyali

olarak enzim kullanilmasindan dolay1 daha segici oldugunu gostermektedir.

Yapilan tiim bu g¢aligmalarin sonucunda, elde edilen biyosensorler gercek ornekler
iizerinde test edilmis ve elde edilen sonuglara gore biyosensoriin basarili bir sekilde ¢alistigi
tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglar 6zet sekilde Tablo 5’de, elde
edilen biyosensorlerin literatiirdeki diger enzimatik ve enzimatik olmayan glikoz

biyosensorleri ile karsilastirilmasi Tablo 6 ve 7°de verilmistir.
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Tablo 5

Elde edilen biyosensorlerin optimizasyon ve performans etkileri

Optimizasyoon

Konjuge Polimer Tabanh

Konjuge Polimer Tabanh

Sartlart Enzimatik Biyosensérler Enzimatik Olmayan
Biyosensorler

p(ThBN) p(EDOTBN) p(ThBN) p(EDOTBN)
tabanh tabanh tabanh tabanh

Elektrot tipi 2B 2B 2B 2B

Polimer Dongii 5 30 5 5

Sayis1

AuNPs Dongii 5 5 5 5

Sayis1

Tampon Cozelti pH 7,0 PBS pH 7,0 PBS 0,1 M NaOH 0,1 M NaOH

ve pH Degeri DH 6,5 DH 6,5

Enzim 60 60 - -

Iimmobilizasyon

Siiresi

Akim Tiirii Difiizyon Difiizyon Difiizyon Difiizyon

Calisma aralhig

Teshis
(TS-LOD)

Sinir1

kontrolli akim

2,975.103-
2,087 mM

0,003045 mM

kontrolli akim

1,169.10%2 - 10
mM
0,008461 mM

115

kontrolli akim

1,153.10%?
13,7 mM

0,004488 mM

kontrolli akim

2,10% - 7,649
mM
0,02138 mM



Tayin Alti
Siniri (TAS-
LOQ)

Hassashk

Girisim yapan

0,010151 mM

0,1322642

mA/mM-cm?

L-askorbik asit,

0,028204 mM

0,038365

mA/mM-cm?

L-askorbik asit,

0,014961 mM

0,072327

mA/mM-cm?

galaktoz,

0,07126 mM

0,066038

mA/mM-cm?

galaktoz,

maddeler tirik asit tirik asit glutamik asit, glutamik asit,
L-askorbik asit L-askorbik asit
ve lirik asit ve lirik asit
Gergek ornek Dekstroz, visne Dekstroz, visne Dekstroz, visne Dekstroz, visne
suyu suyu suyu suyu
Kararhhk 5 hafta 4 hafta 6 hafta 6 hafta
Tablo 6

Elde edilen biyosensorlerin literatiirdeki diger enzimatik glikoz biyosensorleri ile
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karsilastirilmasi
Modifiye Dogrusal arahk TS Kararhhik Hassashk Referans
elektrot (mM) (mM) (RA/mM.
cm?)
AUNP-PVP- 0,05-2,25 0,01 RE 9,62 (Miao vd., 2015)
PANI
Os-RP 0-10 RE RE 16,5 (Deng vd., 2013)
PPyCOOH/PPy  1,0x10°- 0,63 RE 33,6 (Jiang vd., 2012)
10,0x10°3
TBT 0,25-1x10°® 0,03 >2 RE (Ekiz vd., 2010)
PTBA 0,5-18 0,21 20 giin 2,14 (Senel vd., 2013)
OOPY/AuNPs  1,0-8,0 0,5 2 hafta 0,21 (Haghighi ve Tabrizi,
2013)
PHCQE/AuUNPs 0,75-3,125 0,017 6 hafta 0,13 (Tan ve Baycan,
2020)
PENDI-AuNPs  0,9x1073-0,33 0,0407 7 hafta 0,172 (Tan ve Baycan,
2022)



p(ThBN)- 2,975x103- 2,087 10,0304 5 hafta 132,264  Bu ¢alisma
AUNPs
p(EDOTBN)- 1,169x1072 - 10 0,08461 4 hafta 38,365 Bu ¢alisma
AUNPs

Kisaltmalar: RE, rapor edilmemis; TS, teshis siniri

Tablo 7

Elde edilen biyosensorlerin literatiirdeki diger enzimatik olmayan glikoz biyosensorleri ile
karsilastirilmasi

Modifiye Dogrusal arahik TS Kararlh Hassashk Referans
elektrot (mM) (mM) hk (nA/mM.
cm?)
Ti-MG/SPCE  2-8 RE RE 0,017 (Sarafbidabad vd.,
2020)
NiHCF/GC 5x10°%—-25x 102  0,0012 2 hafta 16,5 (G. Wang vd.,
2013)
NCa-PANI 1,0x10%-10,0x10> 0,01-0,12 4 hafta 0,1564 (Ameen vd., 2016)
NWs
Nafion/znO/  0,7-31 0,5 RE 67,38 (Baby ve
MWNT/GC Ramaprabhu,
2011)
RGOs-Cu20 0,01-6 0,05x1073 RE 185,0 (Zhou vd., 2014)
CS-PPy-TiO, 1,0-9,0 62 RE 254.4 (Jeong vd., 2021)
Ni-ND/BDD 0,2x1073-1,05 0,05x10°3 RE 120 (Dai vd., 2016)
p(ThBN)- 1,153.10%- 13,7 4,488x 10° 6 hafta 72,327 Bu ¢alisma
AUNPs
p(EDOTBN)- 2,102 - 7,649 0,02138 6 hafta 66,038 Bu ¢alisma
AUNPs

Kisaltmalar: RE, rapor edilmemis; TS, teshis sinir1
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