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OZET

Bu tez calismasinda, bakir ferrit (CuFe204, CuF), kobalt ferrit (CoFe.O4, CoF),
nikel ferrit (NiFe20a4, NiF) ve ¢inko ferrit (ZnFe2O4, ZnF) nanopargaciklari birlikte
¢oktirme yontemi ile sentezlenerek yiizeyleri tetractoksisilan (TEOS) ve (3-
aminopropil)trietoksisilan (APTES) ile modifiye edilmistir. Boylece nanopartikiillerin
yiizeyleri -NHz fonksiyonel grubu ile enzim immobilizasyonuna hazir hale
getirilmistir. Modifikasyon Oncesi ve sonrasi fonksiyonel hale getirilen ferrit
nanopargaciklari Fourier transform kizil6tesi (FTIR), X-1s1n1 kirmimi (XRD), UV-vis
spektroskopileri, taramali elektron (SEM), gecirimli elektron (TEM) mikroskoplari,
termogravimetrik analiz (TGA) ve Zeta potansiyeli ile karakterize edilmistir. Ferrit
nanopargaciklarin her biri Nafyon (Nf) ve polianilin (PANI) kapli cams: karbon
elektrot yiizeyinde iireaz enzimi immobilizasyonu sonrasinda (Nf/PANI/CuF/Urs,
Nf/PANI/CoF/Urs, Nf/PANI/NiF/Urs, Nf/PANI/ZnF/Urs) iire analitine kars1 dongtisel
voltametri (CV) ve diferansiyel puls voltametrisi (DPV) ile ayr1 ayr1 test edilmistir. En
lyi elektrokimyasal performansa sahip Nf/PANI/CuF/Urs biyosensorii ile elektrot
yiizeyindeki kompozit sisteme jelatin (Jel) ve nanokristalin seliilloz (NKK)
biyopolimerleri ilave edilerek biyopolimerlerin  elektrokimyasal biyosensor
performansina etkisi CV, DPV ve elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS)
yontemleri ile incelenmistir.  Hem  biyopolimer iceren  biyosensorler
(Nf/PANI/CuF/Jel/Urs, Nf/PANI/CuF/NKK/Urs) hem de Nf/PANI/CuF/Urs igin
tekrarlanabilirlik, kararlilik, tekrar kullanilabilirlik, se¢icilik ve ger¢ek 6rnek analizleri
(stit ve toprak) DPV yontemi ile gerceklestirilmistir. Ayrica, iire analitine karsi en iyi
elektrokatalitik etki gosteren CuF nanoparcaciklari farkli bir biyopolimer olarak
hyaluronik asit (HA) igeren yeni bir kompozit sistemde yeni bir biyosensor
tasariminda kullanilmistir. Elektrokimyasal olarak sentezlenen PANI nanolifleri
(PANI-nl) ve CuF nanopargaciklarini igeren elektrota ise Lakkaz (Lak) enzimi
immobilize edilmis ve tekrarlanabilirlik, kararlilik, tekrar kullanilabilirlik, secicilik ve
gercek Ornek analizleri (konserve suyu, siit ve deniz suyu) DPV yontemi ile

gerceklestirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Elektrokimyasal Biyosensor, Enzimatik Biyosensor, Ure

Biyosensorii, Nanoteknoloji, Ferrit Nanaoparg¢aciklari, Biyopolimer.



SUMMARY

In this thesis, copper ferrite (CuFe20s, CuF), cobalt ferrite (CoFe2O4, CoF),
nickel ferrite (NiFe2Os, NiF) and zinc ferrite (ZnFe2Os, ZnF) nanoparticles were
synthesized by co-precipitation method and their surfaces were modified with
tetraethoxysilane (TEOS) and (3-aminopropyltriethoxysilane (APTES). Thus,
surfaces of nanoparticles were made ready for enzyme immobilization with -NH>
functional group. Ferrite nanoparticles functionalized before and after modification
were characterized by Fourier transform infrared (FTIR), X-ray diffraction (XRD),
UV-vis spectroscopies, scanning electron (SEM), transmission electron microscopes
(TEM), thermogravimetric analysis (TGA) and Zeta potential. Each of ferrite
nanoparticles was tested by cyclic voltammetry (CV) and differential pulse
voltammetry (DPV) against urea after urease immobilization on Nafion (Nf) and
polyaniline (PANI) coated glassy carbon electrode surface (Nf/PANI/CuF/Urs,
Nf/PANI/CoF/Urs, Nf/PANI/NiF/Urs, Nf/PANI/ZnF/Urs). Effect of biopolymers on
electrochemical biosensor performance was investigated by CV, DPV and
electrochemical impedance spectroscopy (EIS) by adding gelatin (Jel) and
nanocrystalline cellulose (NCC) biopolymers to the composite system on electrode
surface with Nf/PANI/CuF/Urs electrode with the best electrochemical performance.
Reproducibility, stability, reusability, selectivity and real sample analyzes (milk and
soil) for both biopolymer containing biosensors (Nf/PANI/CuF/Jel/Urs,
Nf/PANI/CuF/NKK/Urs) and Nf/PANI/CuF/Urs) were carried out by DPV method.
In addition, CuF nanoparticles with the best electrocatalytic effect against urea analyte
were used in a new biosensor design in a new composite system containing hyaluronic
acid (HA) as different biopolymer. Laccase (Lak) enzyme was immobilized to the
electrode containing electrochemically synthesized PANI nanofibers (PANI-nl) and
CuF nanoparticles, Reproducibility, stability, reusability, selectivity, real sample

analyses (canned water, milk, and seawater) were performed by DPV method.

Keywords: Electrochemical Biosensor, Enzymatic Biosensor, Urea Biosensor,
Nanotechnology, Ferrite Nanoparticles, Biopolymer.
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b, d, f, h)1200-4000 cm™, *; oktahedral bolge, **: tetrahedral bolgeyi
temsil etmektedir.

Farkli  kalsinasyon  sicakliklarinda  elde  edilen  ferrit
nanoparcaciklarina ait XRD spektrumlari.
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spektrumlari.
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TEOS ve APTES ile modifiye edilmis ferritlerin ortalama parcacik
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a-d) TEOS ve e-h) APTES modifiye edilmis ferrit
nanopargaciklarina ait EDS spektrumlari.

a-d) TEOS ve e-h) APTES ile modifiye edilmis CuF, CoF, NiF, ZnF
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Gortiniir spektrum ve Tauc grafikleri.
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0.9874)).
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1. GIRIS

Biyosensor c¢alisma alani fizik, kimya ve biyoloji gibi temel bilimlerin
prensiplerini, mikro/nano teknoloji, elektronik ve uygulama temelleriyle birlestiren
cok disiplinli bir aragtirma alanidir [1]. Bu disiplinler arasi ¢aligmalar sonucu ortaya
c¢ikan iriinlerin tip, eczacilik, gida ve proses kontrolii, ¢cevresel izleme, savunma ve
giivenlik alanlarinda uygulamalar1 bulunmaktadir [2]. Genis bir alanda uygulama
bulmasina ragmen biyosensor teknolojisinin ticarilesmesi, birgok yayin ve patent gibi
aragtirma ¢iktisinin gerisinde kalmistir [3]. Pazarin ¢ogu tibbi teshis ve ozellikle
diyabet hastalar1 i¢in glukoz sensorii tarafindan yonlendirilmektedir [2]. Diger ticari
klinik biyosensorleri gebelik, E. coli 0157, influenza A ve B viriisleri, insan bagisiklik
yetmezligi viriisii (HIV), iirik asit ve kolesterol tespiti amaciyla kullanilmaktadir [4].
Tablo 1.1°de klinik amagli kullanilan g¢esitli ticari biyosensorlerin marka, model ve

analit tiirleri belirtilmistir [5].

Tablo 1.1: Piyasadaki ¢esitli ticari klinik biyosensorler.

Marka Model Analit
Yellow Springs Instruments 23A Glukoz
Yellow Springs Instruments 23L Laktat
Yellow Springs Instruments 23 Etanol
Fuji Electric, Japonya Gluco 20 Glukoz a-amilaz
LaRoche, Isvigre LA 640 Laktat
Daiichi, Japonya Autostat GA-1120 Glukoz
HemoCue - Glukoz

Gida ve ¢evre giivenligi, son yillarda gida teknolojisi uzmanlar1 ve saglik
bilimcileri i¢in biiyiik bir endise kaynagi olmustur. Gida ve su kaynakli patojenler,
toksinler ve bocek ilact kalintilarinin yani sira, farkli yiyecek ve igecek bilesenlerinin
hizl1 ve hassas bir sekilde tespit edilmesine yonelik ¢aligmalara olan ihtiyag¢ her gecen
giin artmaktadir [6]. Bu nedenle ticari biyosensorler klinik ama¢ diginda, gida
giivenliginin tespiti, gida bilesimi analizinin ve proses kontroliiniin analizi i¢in de
yaygin olarak kullanilmaktadir. Tablo 1.2” de gida endiistrisi i¢in kullanilan gesitli

ticari biyosensorler listelenmistir [4].



Tablo 1.2: Gida endiistrisi i¢in kKullanilan bazi ticari biyosensorler.

Firma Biyosensor
Oriental Electric Baliklarin bozulma takibi
Massachusetts Teknoloji Enstitiisii Marulda E. coli O157: H7 Tayini
e A Suda ¢6ziinen vitaminler, kimyasal veteriner
kalintilar1 ve mikotoksinler

Biomerieux Mikroorganizmalar

Biosensores S.L Zehirli maddeler
IVA Co. Ltd Agir metaller

Texas Instruments Yerfistig1 alerjenleri, antibiyotikler

Tablo 1.1 ve 1.2°de belirtilen ve bunlarin disinda daha pek ¢ok ticari biyosensor
giiniimiizde endiistriyel olarak iiretilmekte ve dnemli algilama sistemleri gelistirmek
i¢in kullanilmaktadir. Genel olarak bir biyosensor, basit, kullanimi kolay bir formatla
beraber karmasik biyoanalitik Olclimleri saglamak amaciyla, bir biyokimyasal
reaksiyonun duyarliligini ve 6zgiilliigiinii 61¢en fizikokimyasal bir doniistiiriicii ve bir
biyolojik algilama elemani igeren analitiksel bir cihazdir [7]. Biyosensoriin ¢esitli

pazarlarda yer alabilmesi igin;

e Biyoalgilayicilar analit igin oldukga spesifik olmalidir.

e Biyosensor normal depolama kosullar1 altinda kararli olmalidir.

e Biyosensoriin yanit1 dogru, stabil ve kararli olmalidir.

o Analitiksel 6l¢im araligi dogrusal olmali ve minimum numune 6n islemi (6rn.
seyreltme) gerektirmelidir.

e Biyosensor ucuz, kiigiik ve taginabilir olmalidir.

e Tecriibeli olmayan kisiler tarafindan da kullanilabilecek kadar basit olmalidir

[8].

Son yillarda biyosensorlerle ilgili artan literatlir ¢aligmalarina bakildiginda,
kuskusuz, biyosensorlerin sadece akademi icin degil, endiistri i¢in de ilgi ¢ekici
oldugunu ortaya koymakta ve yukarida da bahsi gegen 6zellikleri saglayabilen bir
biyosensor elde etmek i¢in pek ¢cok caligma halen artan bir sekilde devam etmektedir.
Bu calismalar biyoalgilayic1 elemanin ¢esidine gore farklilik gosterebilecegi gibi

(enzim, antikor, DNA, vb), sinyal doniistiiriicii tiiriine gore de farklilik gosterebilir.
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Sinyal doniistiiriicti tiiriine gore elektrokimyasal olarak siniflandirilan biyosensorler
ise su anda alana hakim durumdadir ve temel olarak metabolit izlemesi iizerine
odaklanmaktadir [2]. Elektrokimyasal biyosensorler, diisiik tayin siniri, ozgillik,
iretim ve kullanim kolayligi avantaji sundugundan, en kapsamli arastirilan
biyosensorlerden biridir. Simdiye kadar tasarlanmis olan pek ¢ok elektrokimyasal
sensoOr hala gelisme ve test asamasindadir. Ancak bunlarin arasindan bazilari ise el tipi
cihazlar, saha olgtimleri igin kullanilan tasinabilir tiniteler olarak tiiketici pazarina
ulagsmis durumdadir [9].

Biyosensor tasariminda diger bir énemli husus, biyotanima initesi ile analit
arasindaki etkilesimin verimli bir sekilde kullanilmasidir. Bu durum, biyotanima
elemaninin sensdr arayliziine etkili bir sekilde immobilizasyonunu gerektirir. Ayrica,
biyosensor materyalinin, biyotanima iinitesinin aktivitesini korumak i¢in yliksek
biyouyumluluk géstermesi gerekir. Biyotanima elemanlari1 pH, iyonik kuvvet, sicaklik
gibi dis kosullara kars1 hassastir. Bu nedenle, immobilizasyon matrisinin, biyotanima
{initesi faaliyetine zarar veren kosullardan koruyabilmesi gerekir. Iletken polimerler,
metal nanopargaciklar, karbon temelli nanomalzemeler, biyopolimerler, vb. yapilar bu
amag i¢in biiylik Ol¢lide kullanilmaktadir. Bunlar arasinda, biyopolimerler dogal
kokenleri ve canli sistemler ile olumlu etkilesimleri nedeniyle olduk¢a {imit verici
yapilardir. Biyopolimerler, yukarida belirtilen kosullarin ¢ogunu karsilayan ve bu
nedenle biyosensorlerin gelistirilmesinde genis bir uygulama alani bulabilen bir
malzeme sinifidir [10].

Cesitli endiistriyel ve biyomedikal uygulamalarda nano 0lgekli maddenin
islenmesi ve kontrolii ile ortaya ¢ikan nanobilim ve nanoteknoloji alanindaki
gelismeler, bircogu laboratuvar calismalarindan magaza raflarina transfer olan pek ¢ok
tirline olanak saglamistir [11]. Biyosensor ¢alisma alaninda da, hassasiyeti arttirmak
ve tespit siirlarii bireysel molekiillere diistirmek icin ¢esitli nano parcaciklardan
faydalanilmaktadir [12]. Nanometre ile mikrometre boyut araligindaki manyetik
parcaciklar ise, modern biyoanalitik yontemlerde ve biyomedikal tedavilerde yaygin
olarak kullanilmaktadir [13]. Manyetik nanopargaciklara dayanan biyotanima
sistemleri, ucuz turetim, fiziksel ve kimyasal olarak kararli yapi, biyolojik olarak
uyumlu ve cevresel olarak giivenli olmalar1 nedeniyle diger tekniklere kiyasla
benzersiz avantajlar sunmaktadirlar [14]. Son yillarda, manyetik nanopargaciklar
olduk¢a fazla ilgi gormiis olup, sensorler ve biyosensorler gibi c¢esitli analitik

uygulamalarda kullanilmistir.  Ayrica, uygun fonksiyonel gruplara sahip
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fonksiyonlandirilmis manyetik nanopargaciklarin yiizey immobilizasyon teknigi ve
cihazlarinin duyarliligindaki iyilestirmede 6nemli bir rol oynadigi gozlemlenmistir
[15].

Ure, dogada dnemli bir molekiildiir ve dedeksiyonu gida giivenligi denetimi,
klinik teshis ve gevresel izlemede &nemli bir role sahiptir [16]. Ure seviyesinin kanda
veya diger viicut sivilarinda normal seviyelerden farkli miktarlarda bulunmasi kronik
bobrek hastaligl, kalp metabolik bozuklugu ve karaciger yetmezligi i¢in biyobelirteg
olarak belirtilmistir [17]. Bu nedenle, diizenli araliklarla farkli viicut sivilari, siit
ornekleri, su kiitleleri ile birlikte toprak ve tarim alan1 sularinda {ire dl¢iimiine ihtiyag
duyulmaktadir [18].

Endokrin bozucu kimyasallardan olan Bisfenol A (BPA), iki hidroksi fenil grubu
iceren kimyasal bir yapiya sahiptir [19]. Endokrin bozucular, endokrin sisteme
miidahale ederek obeziteye, kardiyovaskiiler hastaliklara, diyabete ve norotoksisiteyle
ilgili hastaliklara neden olurlar [20]. Bu nedenle, yiiksek hassasiyet, segicilik, genis
calisma araligr ve diisiik tayin sinir1 ile BPA tayini i¢in sensor platformlarinin
gelistirilmesi giiniimiizde oldukca 6nemlidir.

Bu tez kapsaminda, tire ve BPA analitlerinin tespitine yonelik enzimatik
elektrokimyasal biyosensorlerin  tasarlanmasi  amaglanmistir. Bu amag¢ igin
nanoteknolojinin olumlu katkilarindan faydalanilmasi hedef alinmis ve bakir ferrit,
kobalt ferrit, nikel ferrit ve ¢inko ferrit manyetik nanopargaciklari sentezlenmistir.
Yiizeyleri —NH: ile fonksiyonellestirilen bu dort farkli ferrit nanopargaciklari iire
analiti i¢in ylizeyi Nf ve PANI ile kaplanmis camsi karbon elektot yiizeyindeki
kompozit sisteme dahil edilmis ve lireaz enzimi ile immobilize edilmistir. Her biri ayr1
ayn elektrokimyasal olarak test edilen ferrit nanopargaciklarindan bakir ferrit en iyi
elektrokimyasal performansi gostermistir. Ayrica, en iyi Sistemde biyopolimerlerin
etkisini incelemek amaciyla hem ¢oziiniir 6zellikte (Jel) hem de yaygin organik
coziiclilerde c¢oziinemeyen (NKK) biyopolimerler tercih edilmistir. Bu
biyopolimerlerin biyosensdriin elektrokimyasal performasina olan etkileri ve elektrot
yiizeyindeki farkliliklar1 tartistlmistir. Son olarak bu sistem hyaluronik asit
biyopolimeri varhiginda Lakkaz enzimi ile immobilize edilerek BPA analiti tespiti i¢in
kullanilmistir. Boylece farkli bir bakis agisiyla hassas ve segici enzimatik

elektrokimyasal iire ve BPA biyosensorleri literatiire kazandirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Biyosensorler

Biyosensor, analitik bir sinyal tiretmek i¢in analiti taniyan ve etkilesime giren bir
biyotanima elemaninin kullanimini igerir. Bu tanimlama, bir doniistiiriicii tarafindan
sinyale doniistiiriiliir [21]. Biyosensorler klinik tedavi, eczacilik ve biyomedikal gibi
genis bir sektorde uygulama bulmakta olup, hem hastaliklar1 tanimlama, hem de hasta
saglig1 takibi agisindan oldukc¢a 6nem tasimaktadir. Bunlara ek olarak bakterilerin ve
patojenlerin tespit edilmesi i¢in de kullanilabilirler [22]. Clark'in oksijen elektrot
sensoriiniin icadindan itibaren biyosensor teknolojisinde hassasiyet ve segicilik gibi
pek ¢ok konuda 6nemli gelismeler olmustur [23]. Bir biyosensoriin sematik gosterimi

ve galisma prensibi Sekil 2.1°de verilmistir.
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Sekil 2.1: Biyosensoriin sematik ¢calisma modeli.

Biyotanima elemani enzim, DNA, antikor, biitiin hiicreler, doku, organel vs. gibi
herhangi bir biyolojik element olabilir. Biyotanima elemani, biyolojik bir sinyal
tretmek i¢in analitleri tanir ve etkilesime girer. Biyotanima, biyokimyasal etkilesimin
secici dogasi nedeniyle biyosensore 6zgiilliik saglar. Doniistiiriiciiniin rolii biyolojik
etkilesimi 6l¢iilebilir bir sinyale doniistiirmektir [24]. Biyosensorler, biyolojik tanima
elemaninin tipine gore niikleik asit, aptamer, antikor, tiim hiicre ve enzim temelli

biyosensorler olarak 5 kategoride siniflandirilabilir [21].



2.1.1. Niikleik Asit Temelli Biyosensorler

Niikleik asitler, genetik bilgiyi insanda ve hemen hemen tiim organizmalarda
depolayan dogal biyopolimerlerdir. Niikleik asitler, niikleotidlerden meydana gelen
DNA (deoksiriboniikleik asit) ve RNA'y1 (riboniikleik asit) igerir [23]. Niikleik asit
zincirleri arasindaki iyi bilinen spesifik hibridizasyon &zelligi de DNA
biyosensorlerinin tespitinin ana prensibini olusturmaktadir [25]. DNA dizisinin tespiti
i¢cin biyosensor gelistirilmesi, gen tanimlamasinda, molekiiler tanida, ilag taramasinda
ve ¢evre korumada uygulanmasindan dolayr onemlidir [26]. Ayrica, niikleik asit
temelli biyosensorler, niikleik asitler, proteinler, agir metaller gibi diger birgok
molekiilii de tespit etmek amaciyla kullanilabilir [27]. Niikleik asit tiirinde biyotanima
eleman1 igeren elektrokimyasal biyosensorlere ait ornek ¢alismalar Tablo 2.1°de

gosterilmistir.

Tablo 2.1: Niikleik asit temelli elektrokimyasal biyosensorler igin literatiirde yer alan
bazi drnekler.

Biyotamima Birimi Diger Biyosensor Bileseni Analit Kaynaklar
Politimin-metilen mavisi modifiye 24
DNA elektrotlar Hg [28]
Altin nanoparcaciklarla modifiye Meme kanseri
DNA edilmis grafen oksit biyobelirteci [29]
RASSF1A
DNA Fe304/N-Trimetil kitosan/altin timor [30]
baskilayici gen
RNA Azot katkil1 grafen tizerinde bakir Hepatit C [31]

oksit ve altin nanopartikiiller

2.1.2. Aptemer Temelli Biyosensorler

Aptamerler, genellikle bir in vitro yontem kullanilarak sentezlenebilen tek iplikli
DNA veya RNA molekiilleridir [32]. Aptamerler, proteinler, viriisler, bakteriler, biitiin
hiicreler ve ayrica metal iyonlari, organik boyalar, ilaglar, amino asitler gibi kii¢iik
molekiiller de dahil olmak {izere ¢cok sayida hedef molekiile 6zel olarak baglanabilir.
Yiksek ozgiilliikleri, kolay sentezleri, basit modifikasyonlar1 ve yiiksek kimyasal
stabiliteleri nedeniyle biyosensdrlerin gelistirilmesinde yaygin olarak kullanilirlar
[10]. Aptamer temelli biyosensoriin performansi, aptamerlerin karbon nanotiipler,

grafen, metal nanoparcaciklari gibi ¢esitli nanomalzemelerle birlestirilmesiyle 6nemli
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Olgiide gelistirilebilir [33-36]. Bu nanomalzemelerin biyopolimerlerle olan
kompozitleri, nanomateryal kompozitin biyomolekiiler aktivitenin saglanmasi
acisindan biyolojik uyumlulugunu gelistirmek i¢in siklikla kullanilir [10]. Aptamer
temelli biyotanima elemani igeren biyosensorlere ait bazi ornek calismalar Tablo

2.2°de verilmistir.

Tablo 2.2: Aptamer temelli elektrokimyasal biyosensorler i¢in literatiirde yer alan
bazi 6rnekler.

Biyotanima Birimi Diger Biyosensor Bileseni Analit Kaynaklar

S protein Altin nanopargaciklar SARS-CoV-2 [33]

Ferrosen (veya metilen

DNA bazli spesifik Civa (II) ve kursun

mavisi) ve tiyol gruplari : [37]
aptamer etiketleri (IT) iyonlar1
Yiksek afiniteli 3" Poliakrilonitril/polipirol
aminoheksil bagh '1/POlIp A549 hiicreleri [34]
nanolifler
aptamer
Altin nanopargaciklarla insan 15semik
sgc8c aptameri dekore edilmis poli(3,4- [38]

etilendioksitiyofen) lenfoblastlar:

2.1.3. Antikor Temelli Biyosensorler

Antikorlar, patojenler, toksik materyaller de dahil olmak {izere yabanci
maddelerin (antijen) varligina karsilik olarak immiin sistem tarafindan {iretilen
koruyucu proteinlerdir [10]. Biyotanima i¢in antikor kullanan biyosensoérler, tespit i¢in
antikor ve antijen arasindaki yiiksek afiniteden yararlanir ve immiinosensorler olarak
adlandirilir [39]. Antikor temelli biyotanima elemani igeren biyosensorlere ait 6rnek

caligmalar Tablo 2.3 de verilmistir.

Tablo 2.3: Antikor temelli elektrokimyasal biyosensorler igin literatiirde yer alan bazi

ornekler.
Biyotanima Birimi Diger Biyosensor Bileseni Analit Kaynaklar
Indirgenmis grafen oksit Insan epidermal

Anti-HER-2 tizerine sabitlenmis molibden biiyliime faktorii [40]

trioksit reseptorii-2 (HER-2)

. . . Karsinoembriyonik
Anti-CEA Polioktopamin antijen (CEA) [41]
SARS-CoV-2 antikoru e el Efitalim SARS-CoV-2 antijeni  [42]

nanokompoziti



2.1.4. Hiicre Temelli Biyosensorler

Hiicreler, dogrudan immobilizasyon sirasinda etkisiz hale gelen enzimlerin
varliginda veya enzimin saflastirilmast mimkiin olmadigi zamanlarda enzimlere
alternatif olarak kullanilir. Hiicrelerde bulunan enzimler, dogal konformasyonlari
korundugu i¢in uzun siireli stabiliteye sahip olmaktadirlar. Bu durum tasarlanan
biyosensoriin de stabilitesinin arttirilmasina katki saglayabilmektedir. Molekiil tabanli
yaklasimlarin aksine, hiicre temelli biyosensor gruplari genis bir algilama yelpazesine
sahiptir. Biitiin hiicrelerin ¢oklu enzim alternatifi sunmasi nedeniyle ¢esitli analitlerin
eszamanli olarak belirlenmesi i¢in biyosensoriin gelistirilmesinde tercih edilebilirler.
Ayrica, hiicre temelli biyosensorler uygun substratlar kullanilarak yerinde izlemeyi de
miimkiin kilmaktadir [10, 43, 44]. Hiicre temelli biyotanima elemani igeren

biyosensorlere ait 6rnek calismalar Tablo 2.4°de verilmistir.

Tablo 2.4: Hiicre temelli elektrokimyasal biyosensorler igin literatiirde yer alan bazi

ornekler.
Biyotanmima Birimi Diger Biyosensor Bileseni Analit Kaynaklar
RAW 2§4'7 mf”"‘mf"’“ Aljinat/grafen oksit Hidrojen peroksit [45]
hiicreleri
Glimiis nanotellerle
Caco-2 hiicreleri kaplanmuis platinize altin Hidrojen peroksit [46]
elektrot
Karbon
. . nanofiberler/manganez A .
A549 hiicreleri dioksit nanoteller/altn Hidrojen peroksit [47]
nanopargaciklar
RBL-2H3 hiicresi Aljinat/grafen oksit/gok 30C12-HSL [48]

duvarli karbon nanotiipler

2.1.5. Enzimatik Biyosensorler

Enzimler, biyokimyasal reaksiyonlar/doniisimler i¢in etkili biyolojik
katalizorlerdir ve belirli bir substrat ya da bir substrat grubu i¢in olaganiisti etkilesim
ozelligi sunarlar [10]. Bir numunedeki glukoz konsantrasyonunu dogrudan 6lgmek
i¢cin bir amperometrik oksijen elektrotunun ylizeyinde glukoz oksidazin yar1 gegirgen
bir diyaliz zar1 araciligiyla immobilizasyonu, Clark ve Lyons tarafindan 1962'de ilk
biyosensor olarak tanimlanmistir [49]. Bu gelismeden sonra cesitli analitleri

belirlemek icin ¢ok sayida enzimatik biyosensorler gelistirilmistir. Enzimatik tiirde
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biyotanima elemani1 iceren biyosensorlere ait ¢esitli ¢alismalar Tablo 2.5°de
gosterilmistir. Bir biyosensoriin yapimi sirasinda en kritik parametrelerden biri de
biyokatalizériin  immobilizasyonudur.  Biyokatalizoriin ~ verimli  bir  sekilde
immobilizasyonu, islevsel verimliligini arttirmaya yardimci olur ve biyosensoriin
tekrar Uretilebilirligini ve yeniden kullanilabilirligini arttirir [10, 50]. Destek matris
tirine ve dahil olan bag tiirline gore kategorize edilebilecek enzimlerin
immobilizasyonu i¢in kullanilan birka¢ metot vardir. Bunlar, fiziksel adsorpsiyon,
kovalent baglanma, ¢apraz baglanma gibi yontemleri igerir [51, 52]. Tez ¢alismasi
kapsaminda biyolojik tanima {initeleri arasindan enzimler tercih edilmis olup hem iire
hem de BPA analitleri icin enzimatik biyosensérler tasarlanmistir. Ure biyosensorii
icin tireaz, BPA i¢in ise lakkaz enzimleri ¢apraz baglanma yontemiyle elektrot

yiizeyine immobilize edilmistir.

Tablo 2.5: Enzim temelli elektrokimyasal biyosensorler igin literatiirde yer alan bazi

ornekler.
Biyotanima Birimi Diger Biyosensor Bileseni Analit Kaynaklar
Glukoz oksidaz Kitosan/Au-Ti Glukoz [53]
Au nanopargaciklar ile
Glukoz oksidaz islevsellestirilmis 3D ZnO Glukoz [54]
nanoyapilari
Kolin oksidaz Karbon nanotiipler ve altin Kolin [55]
nanopargaciklar
Kolin oksidaz C.(.) k duvg th karbon . Kolin [56]
nanotiipler/zirkonyum oksit
Kolesterol oksidaz Nano gozenekli altin Kolesterol [57]
Lakkaz Karbon noktalar1 Dopamin [58]
Asetilkolinesteraz Titanyum dioksit sol-jel Organo_fc_)sforlu [59]
tastyict pestisitler

2.1.5.1. Ureaz Enzimi

Ureaz bitkiler, algler, mantarlar ve gesitli prokaryotlar da dahil olmak iizere ok
cesitli organizmalarda bulunan yapisinda nikel igeren bir enzimdir (Sekil 2.2) [60, 61].
Bitki ve bakteriyel lireazlarin amino asit dizileri benzer olmasina ragmen, bazi
biyolojik aktivitelerde onemli Olciide farklilik gosterir. Yapisal bilgiler yalmzca

bakteriyel tireazlar i¢cin mevcut olup, en iyi ¢alisilmis bitki {ireaz1 olan jack bean lireaz



(Canavalia ensiformis) dir. Ayrica, 1926'da kristalize edilen ilk enzim olma 6zelligi

gostermektedir ve hatta enzimlerin kristallesebilir olduklarinin kesfi ile 1946 Kimya

Nobel odiiliine layik goriilmistiir [62].

Hig139

Sekil 2.2: Ni?"'nin dogal iireaz aktif bolgesinde koordinasyon geometrisi.

Bugiine kadar bilinen en yetkin enzimler olan iireazlar, lirenin amonyum ve

bikarbonat iyonlarina hidrolizini katalize eder. Ureazlarm aktif bolgesinde yer alan iki

nikel atomunun yani sira, yapida bir karbamillenmis lizin, dort histidin ve bir aspartat

mevecuttur.
NH(Lys) NH(Lys)
A 0, MNH; B
[+ e (+] | s
MHisN._ /'y | _N(His) el A0 MmN Ly X _NeHs)
N1 NiZ N A NI _Ni2
L n)) 0 t“\‘mw-) - (HIINT"\ ~07 \ n(His)
5 2 O(Asp) " O(asp)
i H,0 C—NH,
c NH,*
(3 A = / HN ¢
/ \\\ \\
4H0 7 ‘\\\
\ 1
/ \
NH(Lys) NH(Lys)
E C
o> A
(His)N._ u/n \u n,.‘N(Nll) / (His)N._ N(" H \N lz_pN(Hﬂ)
Ny ~0 N z N\ ~o~ \ i)
NTNH Oit\:-NHz i il T el i
® Y o | N
HN=-O —— HN- O
Hige222 7 \[ g Hige222 | ¥ ; o
- i \
HN. — e -
« 3 ~ p e s
. h AN - ~
MisNe_ L X _Neis)
1 Ni2,
(HisN™" ‘C;J/ \ N(His)
N ) (‘; H, O(Asp)
- H, o
W;S O
N Alaed6s
HN. ﬁ
Higo32d

Sekil 2.3: Ureazin katalitik mekanizmasi.
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Lizin iki nikel atomu arasinda koprii kurar, Ni(1) iki histidin tarafindan koordine
edilir ve Ni(2) diger iki histidin ve bir aspartat ile koordine olmus yapidadir. Ureaz
tarafindan katalize edilen tiire hidrolizinin mekanizmasi c¢ok tartisilan bir konu
olmustur, ancak gii¢lii bir sekilde desteklenen mekanizma Sekil 2.3°te verilmistir.
Ureaz aktif bolgesindeki su molekiilleri (A) iire karbonil oksijen yoluyla Ni(1) iyonuna
baglanir ve iire karbonunu daha elektrofilik ve dolayisiyla niikleofilik saldirtya daha
duyarl hale getirir (B). Daha sonra bu bagin, NHs ve karbamatin salindig1 (E) bir
tetrahedral ara tiriinle sonuglanan (C) karbonil karbon iizerindeki su niikleofilik

saldirisini (D) Kolaylastirdig: diisiiniilmektedir [63].

2.1.5.2. Urenin Onemi ve Biyosensér Uygulamalari

Ure (karbamid), CO(NH2), kimyasal formiiliine sahip bir molekiildiir ve azot
metabolizmasinin bir son iirlinii olarak insan viicudunda protein yikimindan iretilir
[64]. Ure miktarmin belirlenmesi, bobrek ve karaciger fonksiyon bozuklugunun
potansiyel bir gostergesi olarak tibbi tanida [65-67] ve ayn1 zamanda gida giivenligi
[68, 69] ve ¢evre kontroliinde de [70, 71] son derece 6nemlidir. Gida endiistrisinde,
iire tespiti siit ve ilgili iiriinlerinin kalite kontroliinde kullanilmaktadir [72, 73]. Ure,
cesitli ve genis alanlarda uygulamalari bulunan mitkemmel bir analit 6rnegidir [74].
[Ik kez Guilbault ve Montalvo tarafindan enzim Kkatalizli iire tayini igin
potansiyometrik bir iireaz enzim elektrotu gelistirilmistir [75]. Daha sonra farkli
alanlardaki iire diizeylerini izlemenin Onemi nedeniyle, farkli doniistiiriici
mekanizmalarini kullanan bir¢ok farkli tire biyosensorii gosterilmistir. Bunlar arasinda
agirlikli olarak amperometrik [76], potansiyometrik [77] ve optik [78, 79] yontemler
incelenmistir. Ayrica enzimatik [70, 80] ve enzimatik olmayan [65, 68] prosediirler de
gelistirilmistir. Ancak, enzim temelli biyosensor cihazlari son birkag yil iginde
kapsamli bir sekilde gelistirilmistir ve ¢ok c¢esitli uygulamalar iizerinde ¢esitli hedef
analitlerin kalitatif ve kantitatif analizinde yenilik¢i teknikler dogrultusunda
kullanilmistir. Enzim temelli biyosensorlerin  yiiksek hassasiyet, 0zgiilliik,
taginabilirlik, maliyet etkinligi ve minyatiirlestirme gibi sagladigi avantajlar onlar
klinik analiz, gida giivenligi odakli arastirmalar i¢in giderek daha cazip hale
getirmektedir [81]. Literatiir ¢alismalar1 da incelendiginde agirlikli olarak enzimatik
tire biyosensorlerine odaklanildigi gozlenmektedir ve iireaz immobilizasyon matrisi

olarak polipropilen membran [82], polipirol filmi [83], platin ve grafit kompozit [84],
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nanogozenekli aliimina membranlar [85], polivinil alkol-poliakrilamid kompozit [86],
altin nanopartikiiller [87], kitosan-demir oksit manyetik nanoparcaciklari [88],
modifiye edilmis fulleren nanomalzemeleri [89], grafen oksit [90], karbon nanotiip
[91] gibi gesitli yapilar kullanilmistir. Ayrica Mahadeva ve arkadalar1 kalay oksit kapli
seliiloz nanokompozit temelli bir kondiiktometrik iire biyosensorii gelistirmislerdir
[92]. Duong ve arkadaslari ise bir seliiloz tiirevi olan etil seliiloz kullanarak floresan
tire biyosensorii lizerine ¢alismiglardir [93]. Bu galismalara ragmen diisiik tespit limiti,
Ozgiilliik, yapim basitligi ve kullanim kolaylig1 avantaji gibi 6zelliklerinden dolay1

elektrokimyasal yontemle 6lglim yapan (biyo)sensorler 6n plana ¢ikmaktadir [9].
H,N — CO — NH, + 3H,0 ki 2NHf + HCO; + OH~ (2.1)

Esitlik 2.1°de goriildiigii gibi iireaz, iire ile reaksiyona girerek katalitik olarak
onu amonyum ve bikarbonat iyonlarina doniistiiriir. Herhangi bir iire biyosensoriiniin
etkinligi, bu iyonlarm etkili bir sekilde tespit edilmesine baglidir. Urenin enzimatik
hidrolizi elektrokimyasal olarak aktif degildir, bu nedenle ¢ogu durumda bir sinyal
elde etmek i¢in farkli pH degerlerine duyarli redoks medyatorleri ve iletken polimerler
kullanilir [94, 95]. Ure tespiti icin alternatif bir yontem olarak, bir elektrik sinyali
olusturmak {izere ikinci bir enzim veya metal katalizorler kullanilabilir. Srivastava ve
arkadaslart tireaz kullanarak bir amperometrik iire biyosensorii ve amonyagin
elektrokimyasal oksidasyonu igin ikinci bir enzim olan glutamat dehidrojenaz
kullanmistir [96]. Bununla birlikte, ikili enzimlerin kullanilmasi, sensor tasariminin
karmagikligint artirir ve maliyet/performans oranini yiikseltir. Son zamanlarda,
NH2"'nin elektrokatalitik oksidasyonu i¢in bir metal katalizor kullanan imit verici bir
amperometrik iire sensorii calismalart yayimlanmaktadir [94]. Platin gibi metal
katalizorler amonyagin oksidasyonu igin genis c¢apta arastirtlmistir [97]. Ayrica,
amonyum iyonu secici elektrotlar kullanilarak iiretilen amonyum iyonunu ya da pH
cam elektrotlar1 ve alan etkili transistorler kullanarak enzim aktivitesinden
kaynaklanan pH degisikligini izleyen ¢alismalarda literatiirde yer almaktadir [84, 98,
99]. Ure tespiti i¢in tasarlanan biyosensdrlerde polipirol [100], polianilin (PANI) [91]
ve poli (vinilferrosen) perklorat [101] gibi gesitli iletken polimerlerden de
faydalanilmigtir. PANI temelli iire biyosensdrlerinde, elektrokimyasal sinyal,
PANI'nin {ireaz tarafindan ire hidrolizi sirasinda serbest birakilan NHs" ile

etkilesmesiyle tretilir (Sekil 2.4) [94]. Tez ¢alismasi kapsaminda da hem iire hem de
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BPA i¢in tasarlanan biyosensorlerde iletkenligi artirmak i¢in PANI tercih edilmistir.

Tablo 2.6’da ¢esitli enzimatik iire biyosensorleri calismalar1 6zetlenmistir.

Ure
[PANT*  : PSS NH,
[PANI, 4 : PSS (NH,9)]
trear NH,”+ HCO;

Sekil 2.4: Nano-PANI: polistiren-siilfonat (PSS) biyosensoriiniin NH4" algilama
mekanizmasi.

Ibrahim ve arkadaslari {irenin secici tespiti i¢in iki boyutlu Yb203 nanodisk
tabanl biyosensor gelistirmislerdir (Sekil 2.5). Ureaz immobilize edilen bu kompozit
sistem su Orneklerinde iire tespiti i¢in de kullanilmistir. Ayrica, belirli girisim yapan
tiirlere kars1 iyi segicilik, uzun vadeli stabilite, tekrar tiretilebilirlik ve tekrarlanabilirlik

ozellikleri sundugunu belirtmislerdir [71].

YbCl,.6H,0 [ e
+ HMTA

—> NH,OH

NH, + CO,

Urea

Sekil 2.5: Yb203 nanodisk sentezinin sematik gosterimi, GCE modifikasyonu ve iire
tespiti i¢in uygulamasi

Ure (biyo)sensérleri ekonomik acidan iyi bir pazar olma potansiyeline sahiptir
ve biyolojik kararlilik, sinyal iletimi, hassasiyet ve maliyet etkinligi konularinda
iyilestirmeye halen ihtiyag¢ duyulmaktadir. Klinik olarak 6nemli metabolitlerin
eszamanli tespiti ile bobrek baglantili hastaliklarin hizli bir sekilde tespit edilebilmesi
i¢cin ucuz ve tek kullanimlik biyosensorlerin gelistirilmesine yonelik ilgi ise 6nemini
korumaktadir [75]. Biyosensorlerde kullanilan gelismis farkli tekniklerin ve cesitli

sentezlenmis yeni malzemelerin bu gelismeye katki gosterecegi diisliniilmektedir.

13



Tablo 2.6: Literatiirde yer alan baz1 enzimatik iire biyosensorleri.

Kompozit Sistem

Elektro-birikimli giimiis
indirgenmis grafen oksit

Fe-ZnO

Giimiis nanopargaciklar

Nanolifli
polianilin:polistiren-siilfonat
Platin nanopargacik
modifiyeli Poli(pirol-ko-1-(2-
Aminofenil)pirol)

Oksazin 170 perklorat-etil
seliiloz membran

Dopamin islevli CulnS;
kuantum noktalar1

Cinko oksit ve ¢ok duvarh
karbon nanotiipler

Zeolitik imidazolat ¢ergevesi

Kitosan-g-polipirol

p-dimetilaminobenzaldehit

F€304/
¢ok duvarli karbon
nanotiip-polianiline
Cok duvarli karbon
nanotiip/polianilin
Poli(propilen-ko
imidazol)/altin
nanopartikiiller
Epoksi ve ferrosen
fonksiyonel polimerik aracili
fonksiyonellestirilmis altin
mikroigneler
Karbon nanotiip/poli(o-
toluidin)

Cok duvarli karbon nanotiip-
iniilin-TiO,
Zn0O-grafen nanoyapili ince
film
Poliamid 6 ve polipiroliin
elektrospun nanofiberleri
Nano-ZnO/polivinil
alkol/TiO;
iki boyutlu iterbiyum
oksit/Nafyon

Yontem

Elektrokimyasal
Elektrokimyasal

Kolorimetrik

Elektrokimyasal

Elektrokimyasal

Floresans

Floresans

Elektrokimyasal
Optik

Optik

Kolorimetrik

Elektrokimyasal

Elektrokimyasal

Elektrokimyasal

Elektrokimyasal

Elektrokimyasal
Elektrokimyasal
Elektrokimyasal
Elektrokimyasal
Elektrokimyasal

Elektrokimyasal

Teshis
Sinin

0.163 pM

2.5 uM
0.0036
mM
51.8 uM

7.58 uM

0.224 mM

0.1 mM
0.23 mM

0.1 mM

0.1 mM

67 uM
10 uM

36 uM

2.8 uM

0.03 mM
0.9 uM
3.36 mM
0.011 mM
2.0 MM

~2uM

Dogrusal
Ol¢iim
Arahgi

0-10000 pM

0.8-4.0 uM

0.00625-1 mM

200 — 900 pM

0.1 to 30 mM

0.1-1.0M

0.2-6 mM

0.8-16.6 mM
1-10 mM

0.01-30 mM

2.5-100 mM
ve 100-1000
mM

1.0-25.0 mM
10-50 uM

0.1-30 mM

50-2500 puM

0.1-11 mM
0.083-25 mM
5.0-125.0 mM

0.1-250 mM

5-205 mM

0.05-19 mM

Kaynak

[102]
[103]
[104]

[94]

[105]

[93]

[106]
[107]
[108]

[109]

[110]

[91]
[111]

[70]

[17]

[112]
[69]
[113]
[114]
[115]

[71]
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2.1.5.3. Lakkaz Enzimi

Aktif bir holoenzim formu olarak lakkaz molekiilii, genellikle li¢ redoks
bolgesine (Tip 1 (T1), Tip 2 (T2) ve Tip 3 Cu cifti (T3)) bagli monomer basina dort
bakir (Cu) atomu igeren dimerik veya tetramerik bir glikoproteindir [116]. Lakkaz
aktif boliimeri, bakir atomlar1 ve ligand mesafesi ile ilgili yonelimi gosteren sematik
gosterimi Sekil 2.6°da verilmistir [117]. Katalitik aktivite i¢in aktif protein birimi
basina en az dort Cu atomu gereklidir. Tiim Cu atomlari, farkli spektroskopik ve
paramanyetik aktiviteleri ile tanimlanabilir. Tiim "mavi" multibakir oksidazlar i¢in T1
bolgesi ile T2/T3 kiimesi arasindaki mesafe 12 ile 14 A araligindadir. Oksidasyon,
indirgeyici substrattan elektronlari kabul eden ve onlar1 Cys-His yoluyla T2/T3 tri-
niikleer bakir kiimesine aktaran T1 bolgesinin yakininda gerceklesir. Bu, enzimin
oksitlenmis formunun molekiiler oksijenin suya indirgendigi zaman tamamen

indirgenmis bir duruma doniistiiriilmesiyle sonuglanir [116].

Sekil 2.6: Lakkaz aktif boliimeri, bakir atomlar1 ve ligand mesafesi ile ilgili yonelimi
gosteren sematik gosterim.

Yani, coklu bakir polifenol oksidaz olarak bilinen lakkaz, oksijen varliginda
elektrot yiizeyinde fenolik bilesiklerin elektrokimyasal olarak o0-kinonlara
oksidasyonunu katalize eder (Sekil 2.7) [117]. Bu kataliz isleminde lakkaz, redoks

aktif merkez sistemi olarak Cu*/Cu?" ile molekiiler oksijeni suya indirger ve onunla
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birlikte fenollerin oksidasyonunu saglar. Enzimin tamamen indirgenmesi i¢in dort
elektronun (4e") art arda oksidasyonu gerekir. Bu mekanizmaya gore, lakkazlar1 T1
redoks potansiyelinin degerine bagl olarak {i¢ kategoriye ayirmak miimkiindiir: diisiik,
orta ve yiiksek potansiyelli. Redoks potansiyelinin degeri, T1 bakirin ligandlarindan
ve T1 cebini olusturan amino asitlerden etkilenir. Bu nedenle, yiiksek redoks
potansiyeline sahip tiim lakkazlar, T1 bakir bolgesine birlestirilmis ayni amino asit
dizisine sahiptir. Yiiksek potansiyelli lakkazda, T1 Cu ile His'lerden biri arasindaki
mesafe, orta potansiyel grubun, ornegin Coprinus cinereus'tan olan mesafe ile
karsilastirildiginda daha uzundur. Son birkag yilda, farkli tiirde elektrotlarin,
nanomalzemelerin ve destek materyallerinin mevcudiyeti sayesinde, literatiirde
lakkazlar1 farkli elektrokimyasal transdiiksiyon sistemlerine dahil eden birkag

biyosensor tanimlanmustir [118].

OH 0=0

R

\ T3 .I
4e +4H -
\\ n — 1

(0} .
Cut'— (\

4X o

T3

R 4

Sekil 2.7: Lakkazin katalitik dongiisii.

2.1.5.4. BPA’nin Onemi ve (Biyo)sensor Uygulamalan

Endokrin bozucu olarak adlandirilan Bisfenol A (BPA, 2,2-Bis-(4-hidroksifenil)
propan), iki hidroksi fenil grubu iceren kimyasal bir yapiya sahiptir. Gida kaplari, su
siseleri ve teneke kutularin {iretiminde polikarbonat, poliakrilat ve polisiilfon
sentezlerinin hammaddesi olarak kullanilmaktadir [119]. Ostrojen baglayicilara
afinitesi olan endokrin hormonlara benzer molekiiler yapiya sahip bir fenolik grup
icermesi nedeniyle de diisiik konsantrasyonlarda bile insan sagligina oldukga zararlidir
[120]. Endokrin bozucu yapilarin endokrin sisteme miidahale ederek obeziteye,
kardiyovaskiiler hastaliklara, diyabete ve norotoksisiteyle ilgili hastaliklara neden

oldugu bilinmektedir [121]. Bu nedenle, yiiksek hassasiyet, segicilik, genis ¢aligma
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araligi ve diisik tayin st ile BPA tayini igin (biyo)sensor platformlarinin
gelistirilmesi halen 6nemini korumaktadir. Literatiirde enzimatik ve enzimatik
olmayan mekanizmalarla ilgili BPA'nin tespiti igin ¢esitli kolorimetrik [122],
florimetrik [123] ve elektrokimyasal [124] c¢alismalar bulunmaktadir. Enzimatik
yontemlerde BPA tanima kisminda enzim olarak tirosinaz [125], lakkaz [126] ve
yaban turpu peroksidaz (HRP) [127] kullanilmistir. Bununla birlikte, tirozinaz veya
yaban turpu peroksidaz gibi redoks enzimleri, diisiik yapisal stabiliteye ve kendi
kendini engelleme problemlerine yol agar. Lakkaz enzimi bu iki enzimden daha kararli
ve ucuzdur [128, 129]. Bu nedenle tez ¢alismasinda lakkaz enziminin kullanilmasi

tercih edilmistir. Tablo 2.7’de literatiirde yer alan bazi enzimatik BPA biyosensorleri

listelenmistir.
CH, S CH,
HO OH —» O o
CH, ~2e CH,

Sekil 2.8: BPA'nin elektrooksidasyon mekanizmasi.

BPA'nin elektrokimyasal tespiti, yapisinda bulunan fenolik gruplarin iyi bilinen
elektroaktivitesine =~ dayanmaktadir. BPA'nin  elektrooksidasyon  reaksiyon

mekanizmasi iki elektron ve iki proton transferi ile gergeklesir (Sekil 2.8) [130].

COOH

HOOC COOH

Ni(NO3), i pyrolysis

Current

Potential NiNP/NCN/CS/GCE

Sekil 2.9: BPA’nin nikel nanoparcacik/azot katkili karbon nanolevha
nanokompozitini igeren sensor ile elektrokimyasal tespiti.
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Enzim igermeyen sistemlerde de BPA elektroaktif ozellik gdsterir ve
elektrokimyasal yontemle tespiti miimkiindiir. Wang ve arkadaslar1 enzim icermeyen
bir sistem ile BPA tespiti i¢in nikel nanopargacik/azot katkili karbon nanolevha
nanokompoziti gelistirmislerdir (Sekil 2.9) [131]. Enzimatik sistemlerde ise
enzimlerin gosterdigi katalitik etkiden faydalanilmis ve farkli bir bakis agisi ile yeni

biyosensorler tasarlanmistir.

Sekil 2.10: Lakkaz ve ¢ok duvarli karbon nanotiip iceren BPA biyosensoriiniin
sematik gosterimi.

Bravo ve arkadaslar1 BPA tespiti i¢in Lakkaz immobilize edilmis ve ¢ok duvarli
karbon nanotiip igeren ekran baskili grafit elektrot gelistirmislerdir (Sekil 2.10). Kare
dalga voltametrisi yonteminden elde edilen ve nehir suyunda yapilan 6l¢iim verilerine
gore Lakkazin enzimatik aktivitesine dayali dogru ve hassas bir BPA biyosensorii

gelistirildigi belirtilmistir [132].

Tablo 2.7: Literatiirde yer alan bazi enzimatik elektrokimyasal BPA biyosensorleri.

. . Gozlenebilme Dogrusal
Enzim Kompozit Sistem Simrt Olciim Arali Kaynak
Tirosinaz ~ |ndirgenmis grliﬁ?s:;‘m levhalarve 4 74 om 0.01-50 uM  [125]
— . § ) 3
Tirosinaz Fonksiyonel grafen_ altin nano 1.0nM 2.5%x107-3.0 [133]
kompozit uM
Lakkaz Tiyonin-karbon siyaht nanokompozit
ile modifiye edilmis ekran baskili 0.2 uM 0.5-50 uM [126]
elektrot
Lakkaz Glimiis katkili ¢inko oksit
nanoparcaciklarla islevsellestirilmis 6.0 nM 0.5-2.99 uM [134]
cok duvarli karbon nanotiipler
HRP Altin nanopargaciklar/tiyol islevli i 2.0x10711-
indirgenmis grafen oksit 2.6 X107 M 1.18x107°M [127]
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2.1.6. Biyolojik Tanima Elemam Immobilizasyon Yéntemleri

Biyolojik tanima elemaninin immobilizasyonu DNA, enzim, hiicre gibi
biyomolekiillerin yap1 ve biyolojik kararliliklarinin korunabilmesi i¢in gereklidir.
Aktivite veya stabilite kayb1 sorunu biyomolekiillerin inert bir destek materyaline
entegre edilmesiyle c¢oziilebilmektedir. Adsorpsiyon, kovalent baglanma, g¢apraz
baglama gibi yoOntemler cesitli biyomolekiil immobilizasyon teknikleri olarak
gelistirilmis ve literatiirde yer alan biyosensor c¢alismalarinda etkin bir sekilde
kullanilmistir. Her yontemin kendi i¢inde avantaj ve dezavantajlart olmakla beraber
immobilizasyon yonteminin se¢imi, immobilize edilecek biyomolekiiliin ¢esidine ve
biyomolekiillerin immobilize edildigi ylizeyin yapisina gore cesitlilik gosterebilir
[135]. Sekil 2.11°de g¢esitli immobilizasyon yontemlerinin sematik gosterimi

verilmistir [136].

/ @ Enzim
U @ Substrat

Sekil 2.11: Biyoalgilamada kullanilan yaygin immobilizasyon yontemleri: a)
Kovalent baglanma, b) Adsorpsiyon, ¢) Capraz baglama, d) Kapsiilleme ve e) Tuzak.

2.1.6.1. Kovalent Baglanma

Biyolojik tanima elemanlar i¢in geleneksel bir yontem olarak bilinen kovalent
bag ile immobilizasyon, destek malzemeleri ile fonksiyonel gruplar arasinda kimyasal
reaksiyonlar olusturulmasiyla elde edilir. Kovalent baglar, biyolojik tanima
elemanlarimin destek matrislerinden ayrilmasini 6nlemek i¢in uygun bir yontemdir ve

ayrica immobilize edilmis yapilarin stabilitesini arttirir. Ancak enzim molekdilleri ve
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destek matrisleri arasindaki kimyasal reaksiyonlar nedeniyle biyolojik tanima
elemanlart aktif bolgeleri aktivitesini kaybedebilir ve bu da katalitik aktivitelerde

onemli bir azalmaya neden olabilir [137, 138].

2.1.6.2. Adsorpsiyon

Fiziksel, iyonik ve afinite olmak iizere gesitlere ayrilan adsorpsiyon yontemleri
arasinda fiziksel adsorpsiyon genellikle daha fazla tercih edilmektedir. Bu yontemde,
hidrojen baglari, van der Waals kuvvetleri, elektrostatik etkilesimler veya hidrofobik
etkilesimlerden faydalanilarak enzimler, destek malzemelerin yilizeylerine adsorbe
edilir [138]. Katyon ve anyon degisim regineleri, aktif komiir, silika jel, aliimina gibi
malzemeler destek malzemesi olarak kullanilmaktadir [138-140]. Li ve arkadaslari,
yumurtalik kanseri biyobelirteci olan CA125'in elektrokimyasal tespiti i¢in yeni bir
biyosensor gelistirmislerdir. Bu biyosensor i¢in CA125 antikorlar1 elektrostatik
adsorpsiyon yontemi ile tricopperbenzene-1,3,5-trikarboksilat@molibden disiilfiir@
altin nanopargaciklar (CuBTC@Mo0S2-AuNP) igeren elektrot yiizeyine immobilize
edilmis ve elde edilen bu biyosensér kanser biyobelirteglerinin izlenmesinde
kullanilmistir (Sekil 2.12) [141].

\\\\\

' —_—
CuBTC@MoS,

P 80°C. 10min — X R Y
7 Working electrode NaAuClL+NaSO, CuBTC/a@MoS,
Electrochemical reduction

{ A “) Au
CuBTC@MoS; CuBTC/@MoS,-AuNPs ¥ = - AuNP  Au-S bon|
RREE ... \(

Printed electrode Incubation, 30°C. 30min
CA125 Antibody

. | ‘szm canss M0
DPYV analysis Incubation. ’0°C Smin o, R CA125 Antigen
S — -

P —
U
Sekil 2.12: CA125 tespiti igin basil1 elektrotlarin CuBTC@MoS2-AuNP'lerle
modifikasyonu.

P u—

E
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2.1.6.3. Capraz Baglanma

Capraz baglanma yolu ile immobilizasyon yontemi molekiiller arasi
reaksiyonlara dayali olarak enzimlerin iki islevli reaktifler kullanilarak destek
malzemelere sabitlenmesine dayanmaktadir. Bu yontemde, kovalent baglarla biyolojik
tanima elemanlar1 yeniden kullanilabilirlik ve stabiliteyi gelistirmek ig¢in
hareketsizlestirilir. Glutaraldehit ve izosiyanat yaygin olarak kullanilan iki islevli
reaktiflerdir [138]. Tasiyici destek malzeme olarak metal [142] ve metal oksit
nanoparcaciklar [143], biyopolimerler [144] ve iletken polimerler [145] tercih
edilebilmektedir. Dabhade ve arkadaslari, suda Cr(VI)'nin amperometrik tespiti i¢in
ekran baskili elektrot ile bir biyosensor gelistirmislerdir. Bu ¢alismada, kitosan,
sodyum aljinat ve dekstran polisakkaritlerine gluteraldehit vasitasiyla glukoz

oksidazin immobilizasyonu gergeklestirilmistir [146].

2.1.6.4. Tuzak

Bu yontem, gaz kabarciklarinin, mekanik seffaf ve hidrofobik c¢oziiciilerin
etkilerini en aza indirerek ¢evre ile dogrudan temasi onler ve enzimleri korumay1
amagclar. Ancak kiitle transfer sinirlamalart ve diisiik enzim immobilizasyonu gibi
etkiler yontemin pek ¢ok dezavantaja sahip olmasina neden olmustur. Enzim
immobilizasyonu tipik olarak bir organik polimer veya sol-jel gibi bir polimer agi
kullanilarak gerceklestirilir [147, 148].

2.1.6.5. Kapsiilleme

Tuzak yontemine benzer sekilde, kapsiilleme yontemi de biyolojik tanima
elemanini dis ortamdan korur, ancak kiitle transfer sinirlamasina neden olduklarindan
dolay1 smirlt bir uygulamaya sahiptir [147]. Literatiirde Trametes versicolor lakkazi
kapstillemek icin sulu bir polietilenimin ¢ozeltisi iceren bir emiilsiyon kullanilmstir.
Ayrica bu yontemin cesitli hedef materyalleri tespit etmek icin yararl bir biyoaktif
malzeme gelistirmek amaciyla farkli enzim ve substrat tiirlerine uygulanabilecegi

belirtilmistir [149].
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2.2. Elektroanalitik Yontemler

Mevcut olarak pek ¢ok analitin tayini i¢in gaz kromatografisi (GC) [150], yiiksek
performanshi sivi kromatografisi (HPLC) [151] ve gaz kromatografisi-kiitle
spektrometrisi (GC-MS) [152] gibi yaygin olarak bilinen analitik cihazlar
kullanilabilmektedir. Ancak bu yontemler karmasik numune 6n hazirligi gerektirmesi,
yerinde izleme i¢in uygun olmamasi ve uzman analist gerektirmesi gibi dezavantajlara
sahiptir [9]. Bu nedenle yerinde analiz yapabilen, hassas, ucuz ve segici
elektrokimyasal (biyo)sensorlerin gelistirilmesi 6nemlidir.

Biyosensorler elektronik enstriiman ve biyolojik sistem arasindaki arayiizler
olup, biyolojik tanima elemant molekiilleri igeren analitik cihazlardir. Bu
enstriimantasyon sistemindeki herhangi bir sensor i¢in arayiiziin iglevini etkin bir
sekilde yerine getirme yetenegi olduk¢a oOnemlidir. Elektrokimyasal sensorler,
kimyasal ve biyomedikal algilama eleman1 olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir
[153]. Ornegin, kanda yumurtalik kanseri biyobelirteci (miR-200a) [154], idrarda
Escherichia coli [155], tiikiirtikte grip A viriisi alt tipi HIN1'in Hemaglutinin proteini
[156], terde glukoz ve laktat [157], g¢evresel sularda agir metaller [158], gida
tirtinlerinde laktoz [159] gibi analitlerin algilamas1 tamamen elektrokimyasal yollarla
gergeklestirilmektedir. Biyosensor bileseni olan biyolojik tanima elemanlart
hedeflenen analiti tantyan biyosensor sistemlerindeki dnemli bir bilesendir ancak tek
basina bir biyosensor tasarimi olarak yeterli olmazlar ve sistemin bir doniistiiriicii ile
birlestirilmesi gerekmektedir. Bu doniistiiriicii, biyolojik tanima elemanlarindan gelen
sinyali elektrik sinyaline doniistiiriir. Elde edilen sonug, gorsel olarak veya elektronik
bir cevap olarak tespit edilebilir. Elektrokimyasal, optik veya kiitle tabanh
dontistiiriiciiler biyosensor sistemlerinde yaygin olarak kullanilan doéniistiiriiciilerdir
[160]. Bunlar arasinda elektrokimyasal dontstiiriiciiler her zaman cihazsal basitlik,
diisiik maliyet ve tasinabilir 6zellikleri kapsayan cesitli analitik teknikler saglamistir
[161]. Elektrokimyasal doniistiiriiciilii bir sistemde numunelerin bir biyoreseptor ile
etkilesimi sonucu akim, potansiyel, empedans ve iletkenlik gibi saptanabilir sinyaller
elde edilir. Bu sinyallerle baglantili olarak elektrokimyasal biyosensorler
amperometrik, potansiyometrik, impedimetrik ve kondiiktometrik olmak {izere ¢esitli
siiflandirmalara dahil edilmektedir [162, 163]. Sekil 2.13’de elektroanalitik

yontemlerin sematik gruplandirilmasi verilmistir.
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Elektroanalitik Yontemler

g 5

* Kronopotansiyometri
*  Kulometrik Titrasyonlar

Statik Teknikler Dinamik Teknikler
» Potansiyometri
* Segici Elektrotlar
* Potansitometrik Titrasyonlar
Akim Kontrolli Potans1ye"l Yiik Kontrolli
Kontrollii

Kronoamperometri Voltametri Potansiyel Kontrollii
Kronokulometri S Kulometri
Hidrodinamik . Sabit Elektrot
‘ Voltametri Puls Voltametrisi Voltametrisi

Doner Disk Elektrot Voltametrisi

Dogrusal Taramali Voltametri

Doniistimlii Voltametri

Sekil 2.13: Elektroanalitik yontemlerin sematik gruplandirilmas:.

Kullanilan elektrokimyasal yonteme gore iki veya ii¢ elektrotlu ¢alisma

sistemleri  kullanilabilir. Ornegin, potansiyometrik sensdrler icin, elektrot
potansiyelinin 0l¢iildiigii sensor arayliziinde iki elektrot arasindaki potansiyel
farkindan bilgi elde edilebilir. Amperometrik sensorlerde ise bir elektroaktif analit
tiiriiniin ylikseltgenmesine veya indirgenmesine neden olmak i¢in bir referans ve bir
calisma elektrotu arasinda uygulanan potansiyelin kullanimindan yararlanir ve sonug
olarak ortaya ¢ikan akim ol¢iiliir [164]. Ug elektrotlu sistemde, ilgili reaksiyonun
meydana geldigi ¢alisma elektrotu olarak camsi karbon, indiyum kalay oksit veya
karbon pasta gibi elektrotlar tercih edilebilir [165-167]. Ayrica, referans elektrot olarak
bir calisma elektrotuna kiyasla sabit bir potansiyeli koruyan elektrot olarak Ag/AgCl
veya Hg/Hg2Cl, karsit elektrot olarak ise genellikle platin gibi inert bir iletken madde

kullanilir [168].
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2.2.1. Voltametrik Yontemler

Voltametri, akimin potansiyelin bir fonksiyonu olarak dl¢lilmesini ifade eden
tim tekniklerin genel adidir. Calisma elektrodunun elektrolit/elektrot arayiiziindeki
potansiyel farki bir potansiyostat yardimiyla kontrol edilir [169]. Voltametrik
teknikler, biyolojik, klinik ve ¢evresel tiirleri belirlemenin basit, uygun maliyetli ve
hizl1 bir yolu olmasi nedeniyle her gegen giin daha da 6nemli hale gelmektedir.
Voltametrik teknikler analit i¢in gegerli olan voltametrik pik potansiyeli sayesinde
yiiksek segicilik ve hassasiyet gosterir. Ancak, bu tekniklerde karsilasilan en biiyiik
sorunlardan biri ¢ok benzer oksidasyon pik potansiyelleri nedeniyle, Ortiisen
voltametrik tepkilerin elde edilmesidir. Bu sorunun iistesinden gelmek i¢in ¢esitli yeni
gelistirilmis malzemeler ve teknikler kullanilmaktadir [170]. Doniistimli voltametri,
diferansiyel puls voltametrisi ve kare dalga voltametrisi gibi ¢esitlere ayrilan
voltametrik teknikler ilk bakista ¢ok farkli goriinse de, temel prensipleri ve

uygulamalar: ayni elektrokimyasal teoriden kaynaklanmaktadir [171].

2.2.2. Doniisiimlii Voltametri (CV)

Dontisiimlii voltametri, redoks potansiyelleri hakkinda bilgi edinebilmek ve
elektroaktif analitlerin reaksiyonlarinda yer alan mekanizmalari ve kinetik

parametreleri aragtirmak i¢in tercih edilen en yaygin yontemlerden biridir [172].

a “pa R—0O
(Anodik pik akimi)

Akim (pnA)
Potansiyel

Indirgenme yonii

R--O
(Katodik pik akimi)

Katodik “pe :
-100 0 200 400 600 Y L t, t, t;
Potansiyel (mV) Zaman (s)

Sekil 2.14: Doniistimlii voltametride uygulanan potansiyelin a) Akimla b) Zamanla
degisimini gosteren grafikler.
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Bu yontemde, calisma ve karsit elektrotlar arasindaki akim izlenir ancak,
referans elektrot nedeniyle calisma elektrotunun potansiyelindeki degisiklikler de
kontrol edilmis olur [172]. Olgiimler sonucundaki voltamogramlar akim-gerilim
Olctimlerinin ¢izilmesiyle elde edilir. Potansiyelin zamanla degisme hiz1 da “tarama
hiz1” (mV/s veya V/s) olarak adlandirilir. CV’de, tarama hiz1 dnemli bir parametredir
ve tarama hizi-pik akimi degisimi Olgiilerek adsorpsiyon, difiizyon ve heterojen
elektrot reaksiyonunu takip eden kimyasal reaksiyonlarin 6zellikleri incelenebilir
[173]. Sekil 2.14’te doniisiimlii voltametride uygulanan potansiyelin akimla ve
zamanla degisimini gosteren drnek grafikler belirtilmistir. Grafik {izerinde belirtilen,
Epa=anodik pik potansiyelini, Epc= katodik pik potansiyelini, lpa=anodik pik akimini
ve lpc ise katodik pik akimini belirten kisaltmalardir. CV reaksiyon mekanizmasi iig
farkli sekilde gergeklesebilir. Bunlar; doniisiimlii, doniisiimsiiz ve yar1 dontistimlii
olarak adlandirilir. Doniisiimlii voltamogramda Epa ile Epc arasindaki gerilim farkinin
yaklagik (0.059/n) V olmasi, Ipa ile lpc oraninin ise yaklasik olarak bire esit olmasi
beklenmektedir. Pik akimi ig¢in Randles-Sevcik esitligi kullanilir ve transfer edilen
elektron sayisi bu esitlikten faydalanilarak belirlenebilir (Esitlik 2.2). Bu esitlikte, Ip
(Amper); pik akimi, C (mol/cm?®); konsantrasyon, A (cm?); yiizey alani, D (cm?/s);

difiizyon katsayisi, n (mol); aktarilan elektron sayisi, v (V/s); tarama hizidir [174].
Ip = (2.69 x 10%) n3/2 A D}/* v1/2 ¢, (2.2)

Elektrot yiizeyindeki elektron transferi, kiitle taginimina kiyasla yavas oldugunda
ise siire¢ elektrokimyasal olarak “dontisiimsiiz" olarak adlandirilir ve redoks ¢ifti igin
beklenen gerilim farki 0.059 V’dan biiyiik olur. Yani, doniisiimsiiz tepkimeler igin
anodik pik akiminin katodik pik akim oraninin 1’¢ esit olmamasi ve pik potansiyelleri
arasindaki farkin 0.059/n degerinden fazla olmasi beklenir [173].

Yar1 doniislimlii reaksiyonlarda ise pik akim degerleri anodik ve katodik
bolgelerde farkli ¢ikar. Bu farklilik taramanmn hizinin etkisiyle degisim gosterir.
Tarama hizinin artmasiyla negatif bolgeye kayar ve yine artan tarama hiziyla birlikte
pikler genislemektedir. Anodik ve katodik pik bolgelerinin potansiyelleri arasindaki
fark ise tarama hizinin artmasiyla 0.059/n degerinden fazla ¢ikarken, yavas tarama hizi

ile 0.059/n degerine yaklasir.
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2.2.3. Diferansiyel Puls Voltametrisi (DPV)

Potansiyel pulslart sisteme dahil etme ve her pulsun sonundaki akimlari 6lgme
fikri, 1958’te Barker tarafindan onerilmistir. Puls voltametrisi baslangicta damlayan
cva elektrotu icin tanitildi ve bu nedenle baslangigta darbe polarografisi olarak
adlandirildi.  Ancak son yillarda arastirmacilar civa elektrotunu nadiren
kullanmaktadirlar. Elektrota potansiyel bir pulsun uygulanmasi ki elektrota potansiyel
pulslarin uygulanma sekli voltametrik teknigi tanimlar, ¢ogu deneysel durumda,
dogrusal tarama voltametrisine kiyasla faradaik akimlarin oraninda 6nemli bir
iyilesmeye yol agar [175]. Sekil 2.15°de diferansiyel puls voltametrisinde uygulanan

potansiyelin akimla ve zamanla degisimini gosteren grafikler verilmistir.

Akim (pA)
Potansiyel (V)

Potansiyel (mV) Zaman (s)

Sekil 2.15: DPV’de uygulanan potansiyelin a) Akimla b) Zamanla degisimini
gosteren grafikler.

Diferansiyel puls voltametrisinde, kiigiik genlikli, kisa darbeler dogrusal bir artig
gosterir. Darbe uygulanmadan 6nce ve her darbe sonunda akim 6l¢iiliir ve akimlar
arasindaki fark hesaplanir. Bu prosediir, dogrusal artistan dolay1 arka plan akimim
etkili bir sekilde azaltir ve boylece, kapasitif akimin olmadig: bir Faradaik akim ile
sonuglanir. DPV'nin en biiyilik avantaji, yiiksek hassasiyete yol agan diisiik kapasitif
akimdir. DPV'deki kiiciik adim boyutlari ayrica daha dar voltametrik pik noktalarina
yol agar ve bu nedenle DPV genellikle benzer oksidasyon potansiyellerine sahip
analitleri ayirt etmek icin kullanilir [176]. Rao ve arkadaslari, Bisfenol S'nin
belirlenmesi i¢in molekiiler baskili elektrokimyasal sensor gelistirmislerdir. Sensor
performansi i¢in TS degerini DPV yonteminden elde ettikleri sonuca gore 0.03 pM

olarak belirlemislerdir [177].
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2.2.4. Kare Dalga Voltametrisi (SWV)

Gozlenebilme  smirlari, kromatografik ve  spektroskopik tekniklerle
karsilastirilabilir olan SWV, en hizli ve en hassas voltametri tekniklerinden biridir.
SWV'de, potansiyel akim egrisinin sekli, potansiyel bir adim Esep'e (mV olarak) ve t
stiresine (periyoda) gore degisen yiikseklik AE (puls genligi) potansiyellerinin
uygulanmasindan elde edilir (Sekil 2.16) [178]. Kare dalga voltametrisinde akim
sinyali, deneysel olarak olgiilen akimlar arasindaki farkin sonucudur. Ilk akim, ileri
kare dalga pulsunun sonunda olgiiliir ve ikincisi, doniis kare dalga pulsunun sonunda
Olgiliir [179]. Buleandra ve arkadaslari, epinefrin ve norepinefrinin ayni anda
belirlenmesi icin kare dalga voltametrisi yontemi kullanilarak sensor gelistirmislerdir.
Yontemin farmasotik ve biyolojik numunelerde epinefrin ve norepinefrinin es zamanl
Olclimil i¢in basariyla uygulandigint ve hizli, hassas bir yontem oldugundan dolay1

umut vaat ettigini belirtmislerdir [180].

Akim (pA)
Potansiyel (V)

Potansiyel (mV) Zaman (s)

Sekil 2.16: SWV’de uygulanan potansiyelin a) Akimla b) Zamanla degisimi.

2.2.5. Amperometrik Yontem

Amperometri, biyoanaliz igin en yaygin kullanilan tespit metodlarindan biridir.
Bu teknikte, caligma elektrotu, elektrot yiizeyinde ilgilenilen analiti indirgemek veya
yiikseltgemek i¢in yeterli olan sabit bir potansiyelde tutulur ve ortaya ¢ikan akim
zamanla izlenir. Tek bir potansiyel uygulandigi i¢in potansiyel se¢imi &nemlidir.
Kronoamperometride, voltaj baslangicta herhangi bir ilgili analitte oksidasyon veya
indirgenmenin meydana gelmedigi bir potansiyelde tutulur. Potansiyel daha sonra
ilgilenilen analitin oksidasyonunun veya indirgenmesinin meydana gelebilecegi bir

degere getirilir (Sekil 2.17). Akimin sabit bir potansiyelde zaman iginde izlenmesi
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nedeniyle, akimdaki tim dinamik degisiklikler gézlemlenebilir [176]. Takeda ve
arkadaglari, kanser tarama testi i¢in idrarda L-fukozun belirlenmesi i¢in amperometrik
bir biyosensor gelistirmisledir. Amperometrik biyoalgilama yontemlerinin, idrar tahlili
i¢in basit, hizli ve kesin olma avantajina sahip oldugunu ve bu sensdriin, kanserin ilk

taramasi i¢in bakim noktasi testlerinde kullanilmasini1 beklediklerini belirtmislerdir
[181].

a b Yiiksek potansiyel

—

Baslangi¢ potansiyeli

Akim (pA)

Potansiyel (V)

Diisiik potansiyel
Zaman (s) Zaman (s)

Sekil 2.17: Kronoamperometrik 6l¢iimde a) Akim ve b) Potansiyelin zamanla
degisimi.

2.2.6. Kondiiktometrik Yontem

Elektrokimyasal hiicrenin elektrik iletkenliginin 6l¢iimii, bir elektrokimyasal
sensOriin temelini olusturabilir ve bu sistemde belirli bir ¢6ziinen konsantrasyonunun
varliginda sistemin iletkenlik degisimi ol¢iiliir [182]. Yani, kondiiktometrik algilama,
iyonik tiir konsantrasyonunu degistirebilen bir reaksiyonu ve bu reaksiyonun
elektriksel iletkenlikte veya akim akisinda degisikliklere yol agmasi prensibine
dayanmaktadir. Literatiir ¢alismalar1 incelendiginde Kim ve arkadaslari, hidrojen
algilama i¢in Pd ile dekore edilmis SnO2 nanotelleri i¢eren kondiiktometrik sensor
gelistirmislerdir [183]. Ayrica Zhang ve arkadaslart da, aptamer araciligiyla
Escherichia coli ve Staphylococcus aureus igin kondiiktometrik sensor
gelistirmislerdir. Bu sensorde aptamer se¢imi yoluyla manyetik analit ayrimu ile basit
ve verimli bir sekilde belirleyebilmek i¢in tercih edilmis ve daha sonra bakteri kiiltiir

ortaminin zamana bagl iletkenlik degisiklikleri yoluyla tespit etmislerdir [184].
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2.3. Yontem Gecgerlilik Testleri

Nanoteknoloji, biyomalzeme ve elektronik alanindaki gelismeler 6zellikle bakim
noktasi test uygulamalari ve giyilebilir sensdrler alaninda O6nemli gelismeler
saglamistir. Bu sensorlerin hem tip-bilim camias1 hem de son kullanicilar tarafindan
kabul goren giivenilirlikte ve dogrulukta olabilmesi igin ¢esitli gereksinimleri
karsilamas1 gerekmektedir. Bu nedenle, malzeme, algilama bilesenleri ve genel
elektronik tasarim da dahil olmak iizere, her basamagin kendi i¢inde yontem gegerlilik
testlerinin dogrulanmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Asagida sensor teknolojisinde
kullanilan yontem gegerlilik testlerinden bazilar1 hakkinda kisaca bilgi verilmistir

[185, 186].

2.3.1. Secicilik

Segicilik, (biyo)sensoriin girisim yapabilecek tiirlerin varoldugu bir numunedeki
belirli bir analiti saptama yetenegini temsil eder. Ideal bir (biyo)sensoriin yalnizca
hedef analit i¢in yanit verirken herhangi bir girisim yapabilecek maddedeki degisiklik
icin yanit vermemesi beklenmektedir. Girisim yapan tiirler mevcut analitin pikini
engelleyici ya da arttirict bir katki saglamiyorsa segicilik genellikle niteliksel anlamda
iyi olarak kabul edilebilir [185, 187]. Ornegin Choi ve arkadaslari iire tespiti igin pH
aracilt giimiis nanoparcaciklar1 igeren akilli telefon destekli bakim noktasi
kolorimetrik biyosensorii gelistirmislerdir. Calismanin segiciligi i¢in sodyum nitrat,
magnezyum siilfat, demir(IIT) kloriir, demir(Il) siilfat heptahidrat, potasyum fosfat ve
kalsiyum nitrat dahil olmak {izere ¢esitli inorganik tuzlarin yani sira tirik asit, kreatinin,
glukoz, asetilkolin, glisin, l-alanin, I-fenilalanin ve sisteamin gibi girisim yapabilecek
tirler denenmistir. Tasarlanan biyosensoriin yiiksek secicilige sahip oldugunu
belirtmislerdir [104]. Senocak ve arkadaslar1 da TizAlosCuosC2 MAX fazi ile rutin
antioksidan tespiti i¢in elektrokimyasal sensor gelistirmiglerdir. Segicilik ¢alismasi
icin pek ¢ok anyon, katyon ve ek olarak kumarik asit, lirik asit, 6-metoksi flavon
bilesiklerini girisim yapabilecek tiir olarak kullanmislardir. Kumarik asit ve tirik asit
gibi analitlerin rutin antioksidaninin pik verdigi potansiyelden farkli bir bolgede olmak
tizere elektrokimyasal cevap verdikleri ancak bu piklerin rutin i¢in belirlenen limitleri

etkilemedigi igin sensoriin se¢ici oldugu agiklanmistir [188].
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2.3.2. Dogrusallik

Dogrusal ¢alisma araligi, kalibrasyon egrisinin dogrusal olarak kabul
edilebilecegi analitin alt ve iist konsantrasyonlarinin tanimlanmasindan olusur ve
genellikle R-kare olarak ifade edilir [185]. Literatiirde yer alan hemen her (biyo)sensér
calismasinda caligilan bir parametredir. Hua ve arkadaglari, miRNA'nin hizli tespiti
icin elektrokimyasal bir biyosensor gelistirmislerdir ve dogrusal 6l¢iim araliginin 10
fM-50 nM oldugunu belirtmislerdir [189]. Salahandish ve arkadaslar1 da merkezi sinir
sistemi hasar1 biyobelirteci olan glial fibril asidik protein (GFAP) tespitine yonelik
biyosensér gelistirmislerdir. Bu biyosensér icin dogrusal dlgiim aralig1 1.0 pg mL -

10 ng mL* olarak hesaplanmustir (R?= 0.98) [190].

2.3.3. Tayin S (TS)

Tayin smir1, bir biyosensoriin performansini karakterize etmek i¢in en g¢ok
onemsenen niceliklerden biridir ve belirtilen bir giiven diizeyi ile o maddenin
yoklugundan ayirt edilebilecek en diisiik hedef analitin miktarini ifade eder. Dogrudan

sinyal-giiriiltii orani ile ya da egri yanitinin standart sapmasi ve kalibrasyon egrisinin

egimi kullanilarak belirlenebilir [185, 191].

2.3.4. Gozlenebilme Simir1 (GS)

TS ile iligkilendirilebilecek baska bir parametre de gozlenebilme siniridir (GS).
GS genellikle ayn1 protokol izlenerek hesaplanir ancak, ya standart sapmanin on kati
ya da TS'nin ii¢ kat1 gibi basit bir hesaplama ile belirlenebilir [192]. Tasarlanan
(biyo)sensoriin  performansinin kiyaslanabilir olmasi i¢in hem TS hem de GS
degerlerinin belirtilmesi Onemlidir. Literatiir ¢alismalar1 incelendiginde her iki
parametrenin de hesaplandigi pek ¢ok ¢alisma mevcuttur. Mohammad ve arkadaslari
hidrazinin elektrokimyasal tespiti i¢in SnO2/CeO> nanoyapili sensor tasarlamistir. Bu
sensoriin TS ve GS degerlerinin sirastyla 0.179 uM ve 0.52 uM’dir [193]. Wenninger
ve arkadaglar1 da nitrik oksidin elektrokimyasal tespiti i¢in yeni bir karbon pasta
elektrot modifikasyonu gerceklestirmislerdir. Bu sensor i¢in TS ve GS degerlerinin

sirastyla 40 nM ve 130 nM oldugunu belirtmislerdir [194].
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2.3.5. Hassashk

Hassasiyet arttikca, benzer konsantrasyonlar arasinda ayrim yapma yetenegi artis
gosterdigi i¢in hassasiyet, elektrokimyasal biyosensoriin performansini belirleyen
parametrelerden biridir. Kalibrasyon egrisinin egimini ifade eder ve analitin farkli

konsantrasyonlarinda sensoriin tepkisinin 6l¢iilmesiyle elde edilir [185].

2.3.6. Tekrarlanabilirlik ve Tekrar Uretilebilirlik

Tekrarlanabilirlik, ayni ¢alisma kosullart ve 6l¢lim kurulumu altinda ayni girdi
uyaranlart uygulandiginda sinirlt degiskenlikle yanit verme yetenegidir. Tekrar
tiretilebilirlik ise farkli operatorler, farkli enstriimantasyonlar, farkli kurulumlar gibi
calisma kosullar1 altinda ayni girdi uyaranlar1 uygulandiginda sinirli degiskenlikle
yanit verebilme yetenegini ifade eder. Hem tekrarlanabilirlik hem de tekrar
tiretilebilirlik parametreleri genellikle ortalama dlgliimlere gore yiizde bagil standart
sapma olarak ifade edilmektedir [185, 195]. Liu ve arkadaslari, insan serumunda ¢oklu
noroendokrin tiimor belirteclerinin eszamanli tespiti i¢in bagisiklik sensorii
gelistirmiglerdir. Bu sensoriin  tekrarlanabilirligini  degerlendirmek ig¢in, aym
konsantrasyonda standart CgA ve CgB antijen ¢ozeltileri ile inkiibe edilen biyosensor
tarafindan alt1 paralel test gergeklestirmisler ve bagil standart sapma degerlerini (BSS)
sirastyla CgA icin %4.3 ve CgB icin %3.8 olarak tespit etmislerdir. Tekrar
tiretilebilirlik igin ise, BSS degerleri CgA i¢in %5.2 ve CgB icin %4.6 olarak
bulunmustur. Bu sonuglara gore tasarlanan biyosensoriin iyi tekrarlanabilirlige ve

tekrar tretilebilirlige sahip oldugunu agiklamislardir [196].

2.3.7. Kararhhk

Kararlilik, biyoalgilama sistemi i¢inde ve/veya ¢evresinde meydana gelebilecek
cevresel faktorlere karsi duyarlilik derecesini ifade eder. Biyosensorlerdeki kararlilig
degerlendirmek icin iki farkli yaklasim kullamlabilir. 1k yaklasim, sabit bir analit
konsantrasyonu gibi siirekli, uzun ve sabit bir uyarana maruz kaldiginda biyosensdoriin
stabilitesini degerlendirmektir. Ikinci yaklasim ise belirli zaman noktalarinda aym
numune konsantrasyonunun ayri 6l¢iimlerini gergeklestirmektir. Her iki durumda da,

kararlilik sonucu, sensoriin baslangic ve bitis tepkisi arasindaki maksimum fark
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hesaplanarak nicellestirilebilir [185, 197]. Dang ve arkadaslari, H.O>'yi tespit eden
enzimsiz elektrokimyasal sensor gelistirmislerdir. Bu sensoriin  stabilitesini
degerlendirebilmek i¢in sabit potansiyelde amperometrik 6lgiimler alinmistir. Ortama
0.5 mM H20: eklendiginde, 300 saniye sonra akimin %95 oraninda sabit oldugu,
bunun da gelistirilen sensor i¢in kisa vadeli kararliliga sahip oldugunu gosterdigini
belirtmislerdir. Uzun vadeli kararlilik i¢in ise yedi giin sonra sensoriin stabilite testleri
ayni sekilde tekrarlanmis ve 0.5 mM H2O>'ye verilen mevcut elektrokimyasal yanitin

ilk yanita gore %85 oldugu tespit edilmistir [198].

2.3.8. Dogruluk

Dogruluk genellikle, geleneksel olarak kabul edilen laboratuvar ekipmaninin
ciktisina gore dogrulanmis biyosensdrden ¢iktinin hata yilizdesi olarak ifade edilir ve
test ¢iktisi agisindan en gilivenilir “altin standarttan” maksimum sapma olarak
hesaplanir  [185]. Ornegin, Schazmann ve arkadaslari, terde sodyum
konsantrasyonunun gercek zamanli 6l¢limii icin giyilebilir bir elektrokimyasal sensor
gelistirmistir. Gelistirilen sensoriin dogrulugunu test edebilmek i¢in referans yontem

olarak atomik absorpsiyon spektroskopisi tercih etmislerdir [199].

2.3.9. Geri Kazanim

Sensor calismalarinda gergek Ornek analizi dogrulamasi agiSindan Onemli
parametrelerden biri geri kazanim oranidir. Bu parametre genellikle, hedef analitin
bilinen bir miktar1 6l¢lim matrisine eklendiginde ve ardindan 6lgiilen konsantrasyon
ile bilinen deger arasindaki varyasyon hesaplanarak elde edilir [185]. Ghalkhani ve
arkadaglari, postmenopozal kadinlarda osteoporozu Onlemek icin kullanilan bir ilag
olan Raloksifen tespiti i¢in bir elektrokimyasal sensor gelistirmislerdir. Sensoriin kan
plazmasinda ve farmas6tik numunelerde Raloksifen oOlgiimii i¢in kapasitesini
degerlendirmislerdir. Geri kazanim testlerini gergeklestirmek icin gercek ornek
matrislerine istenen miktarda Raloksifen standart ¢ozeltisi eklemisler ve %93.7-100.5

araliginda geri kazanim sonuglari elde etmislerdir [200].
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2.4. Nanoteknoloji ve Nanoparcaciklar

Nanoteknoloji, 100 nm'den kii¢iik boyutlarda olan malzemelerin, cihazlarin ve
sistemlerin olusturulmasint ve kullanilmasini i¢ermekte olup [201], temelde tim
teknik disiplinlerde gilincel arastirma ve gelistirme i¢in en popiiler alanlardan biridir
[202]. Arastirmacilarin, boyutun bir maddenin fizikokimyasal, optik vb. 6zelliklerini
etkileyebilecegini gormesi bu malzemelerin 6neminin artmasina sebep olmustur [203].
Bu nedenle litertiirdeki ¢caligmalarda farkli boyut, sekil, kompozisyon ve iglevselliklere
sahip pek ¢ok nanopargacik ¢esidi yaygmn olarak kullanilmaktadir [204].
Nanopartikiiller genel sekline bagli olarak 0D, 1D, 2D veya 3D olabilmekte ve
genellikle organik, inorganik ve karbon temelli olarak siniflandirilmaktadir.
Dendrimerler, miseller ve lipozomlar genellikle organik nanopargaciklar olarak bilinir.
Sekil 2.18’de organik ve inorganik nanoparcaciklara ait genel gosterimler verilmistir
[205].

Sekil 2.18: a) Misel, b) Altin nanopargacik ve ¢) Zeolitik imidazol ¢ergeveleri.

Metal ve metal oksit temelli nanopartikiiller ise inorganik nanopartikiiller olarak
siniflandirthir. Metallerin  nanometre boyutlarindaki pargaciklari neredeyse tim
metallerden sentezlenebilmekte olup [206] yaygin olarak kullanilan metaller;
aliminyum (Al), kadmiyum (Cd), kobalt (Co), bakir (Cu), altin (Au), demir (Fe),
kursun (Pb), giimiis (Ag) ve ¢inko (Zn)’dur [205]. Metal oksit nanopargaciklari ise
artan reaktivite ve verimleri nedeniyle tercih edilmektedir. Yaygin olarak sentezlenen
metal oksit nanopargaciklari; aluminyum oksit (Al203), seryum oksit (CeO.), demir
oksit (Fe203), manyetit (FesO4), silikon dioksit (SiO>), titanyum oksit (TiO.), ¢inko
oksit (ZnO)’tir. Tamamen karbondan yapilmis nanopargaciklar ise karbon temelli
olarak bilinir ve bunlar fulleren, grafen, karbon nano tiipler ve karbon nano lifler olarak
siiflandirilabilir. Sekil 2.19°da karbon temelli nanoparcaciklara ait genel gosterimler

verilmistir [205].
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Sekil 2.19: Karbon temelli nanopartikiiller: a) Fulleren, b) Grafen, c) Karbon
nanotup.

Cesitli endiistriyel ve biyomedikal uygulamalarda nano olgekli maddelerin
islenmesi ve kontrolii ile ortaya c¢ikan nanobilim ve nanoteknoloji alanindaki
gelismeler sonucu, birgogu laboratuvar ¢aligmalarindan magaza raflarina transfer olan
pek cok iiriine olanak saglamistir [11]. Nanomalzemelerin bazi uygulamalarini igeren

bir listesi asagida verilmistir:

¢ Floresan biyolojik etiketleri [207],
e llag salinimi [208],

e Doku miihendisligi [209],

e Cevre uygulamalar1 [210],

e (Gida uygulamalart [211],

e Sensorler/Biyosensorler [212].

Biyosensor calisma alaninda, hassasiyeti arttirmak ve tayin sinirlarini bireysel
molekiillere diisiirmek igin benzersiz fiziksel, kimyasal, mekanik, manyetik ve optik
ozellikleri nedeniyle ¢esitli nanoparcaciklardan faydalanilmaktadir. Bdylece
algilamanin duyarliliginin ve 6zgiilligiiniin belirgin sekilde arttig1 gozlenmektedir [12,
213]. Caires ve arkadaglari, altin nanoparcaciklara baglanmis bir biyouyumlu polimer
olan karboksimetil seliiloza dayali HIV-1'in tespiti i¢in nanosensor gelistirmislerdir.
Bu calisma, p41 glikoproteini ile baglantili, lazer 15181 sagma teknigine (LIA)
dayanarak bir biyosensor gelistirilmis ve HIV-11n potansiyel tanisi i¢in kullanilabilir
oldugunu gostermislerdir [212]. Zhang ve arkadaslari, triptofan (L/D-Trp)
enantiyomerlerinin ayirt edilmesi i¢in seliiloz nanokristalleri ve karboksil fonksiyonlu
cok duvarli karbon nanotiipleri temel alan elektrokimyasal kiral sensor

gelistirmislerdir. Bu calisma kapsaminda, nanokristalin seliilozun varligi, triptofan
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enantiyomerlerinin seg¢ici adsorpsiyonu i¢in kiral bir platform saglarken, karboksil
fonksiyonlu ¢ok duvarlt karbon nanotiiplerin kullanilmasi ise algilama islemi sirasinda
iiretilen elektrokimyasal sinyallerde 6nemli derecede artiglar saglamistir. Ayrica, bu
kompozit sensoriin  0.04 ile 4.0 mM konsantrasyon araligindaki triptofan
enantiyomerlerinin tespitinde kullanilabilecegi belirtilmistir [214]. Liu ve arkadaslari,
nanoseliiloz-altin kompozitli ve kus 16kozu viriis alt grubu J'nin (ALV-J) saptanmasi
i¢in hassas bir sandvic tipi elektrokimyasal immiinosensor gelistirmistir. Onerilen
immiinosensoriin iyi tekrarlanabilirlik ve stabilite 6zelliklerine sahip olmasi1 nedeniyle
ALV-J Olgiimii igin iyi analitik performans gosterdigi ve bu yontemin klinik
teshislerde potansiyel olarak uygulanabilecegi belirtilmistir [215].

Manyetik nanoparcaciklara dayanan biyotanima sistemleri, ucuz iiretim, fiziksel
ve kimyasal olarak kararl yapi, biyolojik olarak uyumlu ve ¢evresel olarak gilivenli
olmalari nedeniyle diger tekniklere kiyasla benzersiz avantajlar sunmuslardir [14]. Son
yillarda, manyetik nanopargaciklar biiyiik ilgi gormiis olup, sensdrler ve biyosensdrler
gibi ¢esitli analitik uygulamalarda kullanilmistir. Ayrica, uygun fonksiyonel gruplara
sahip fonksiyonlandirilmis manyetik nanopargaciklarin ylizey immobilizasyon teknigi
ve cihazlarinin duyarliligindaki iyilestirmede 6nemli bir rol oynadig1 gézlemlenmistir
[15]. Geleneksel biyosensorler ile Kkarsilagtirildiginda, nanomalzemeye dayali
biyosensorler, gelismis algilama hassasiyeti ve 6zgiilligii gibi belirgin avantajlara

sahiptir ve ¢esitli uygulamalarda biiyiik potansiyel olusturmustur [213].

2.4.1. Ferrit Nanoparcaciklarinin Genel Ozellikleri

Ferritler, kristal yapilarina gore dort gruba ayrilmaktadir: spinel ferritler, garnet
ferritler, hekzagonal ferritler ve orto ferritler [216]. Spinel ferritler, genel formiilii
AB>04 olan metal oksitlerdir ve buradaki A ve B, iki farkli kristalografik alanda,
tetrahedral (A bolgesi) ve oktahedral (B bolgesi) bolgeleri temsil eder. Kristal yapilarin
genel gosterimi Sekil 2.20°de gosterilmistir (kirmizi= oksijen, mavi= oktahedral bolge,
sari= tetrahedral bolge) [217]. Burada A, Co?*, Cu?*, Mn?*, Ni%* ve Zn?" gibi 2+
oksidasyon durumuna sahip herhangi bir metal olabilir [218]. B bolgesi ise genellikle
iic degerlikli Fe®* katyonunu ifade eder [219]. Ancak bazen Fe** katyonu yerine Al,
Ga, Cr gibi diger li¢ degerlikli iyonlar kullanilabilir. Bu nedenle spinel ferrit yapisi, iki
degerlikli ve ti¢ degerlikli katyon ile sikica paketlenmis yapilar olarak belirtilebilir
[220]. Her iki bolgedeki katyon dagilimu tiirlerine bagli olarak, {i¢ tip vardir ve bunlar
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normal, ters ve karigik tiptedir. Normal spinelde, 2+ ve 3+ oksidasyon durumlarina
sahip katyonlar, sirasiyla tetrahedral ve oktahedral bolgeleri isgal eder. ZnFe2O4
normal spinel ferrit 6rnegidir. Ters spinelde +3 katyon her iki bolgeye de esit olarak
dagilirken, tlim +2 katyonlar oktahedral bolgeleri isgal eder. Ters spinel ferritlerin en
yaygin 6rnekleri Fe3Os ve NiFe2O4'tiir. Karigik ferritte, her iki oksidasyon durumunun
karisimlart  her iki bolgede de mevcuttur, Ornegin MnFe;Os (MnogFeo2
(Mno2Fe1.804)). CoFe20a4, sentez siiresi ve kullanilan kosullara bagli olarak (CoxFe1-x)
(CoixFe1+x)O4'in  kimyasal formiiliine sahip ters veya karma spinel yapisini

olusturabilir [217].

Sekil 2.20: Tetrahedral ve oktahedral bolgeleri gosteren spinel ferrit yapisi.

Magnetit (FesOs4) ve maghemit (y-Fe2O3) yapilari sadece demir ve oksijen
bilesimi olan spinel ferritleri olup, bir¢ok arastirmanin konusu olmustur. Bununla
birlikte, FesO4 nanomalzemelerinin fiziksel 6zellikleri farkli kosullar altinda degisime
aciktir. Ornegin, diisiik pH'da, ¢ok kararsizdirlar ve manyetik 6zelliklerini etkileyen
diger oksit formlarina doniistirler. Spinel ferritlerin ¢ogu, FesOs nanopargaciklarina
kiyasla yiiksek kimyasal stabilite, iistiin manyetik 6zellikler ve genis ylizey alan1 gibi
tistiin fiziksel 6zelliklere sahiptir [218].

Genel formiilii AsFesO12 olan ve 1956 yilinda kesfedilen garnet ferritleri
mikrodalga ve optik alanlarda kullanilmaktadir [220, 221]. Hekzagonal ferritler
1950'lerde kesfedilmis olup, ferromanyetik davranis ve yiiksek kimyasal kararlilik
sergilemektedir. Genellikle A bdlgesi i¢in Pb, Sr ve Ba elementlerini igerir ve ¢ok
karmasik bir kristal yapiya sahiptir. M, Z, Y, W, X ve U olmak {izete alt1 alt kategoriye
sahiptirler. M-tipi genellikle fotokatalitik uygulamalar i¢in kullanilir, ancak genellikle
elektrik ve mikrodalga uygulama alanlarinda hekzagonal ferritler kullanilir [222-224].
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Hekzagonal, spinel ve granet ferritlerin disinda bir sonraki 6nemli yap1 orto ferritler
veya perovskitlerdir. Formiil ABOz3'tlir, burada A itriyum veya bir nadir toprak
iyonudur. Bu gruba ornek olarak BaTiOs, PbTiO3 yapilar1 verilebilir [216]. Tim
ferritler i¢in katyon tipleri ve kristalografik bolgelerdeki dagilimlar, ferrit
nanopargaciklarin fiziksel ve kimyasal o6zellikleri iizerinde ¢ok Onemli bir etkiye
sahiptir [225]. Bu tez c¢alismasinda sentezlenen ve biyosensor uygulamasinda
kullanilanlar spinel ferrit grubu oldugu i¢in detayli olarak bu grubun o6zellikleri

tizerinde durulmustur.

2.4.2. Ferrit Nanoparcaciklarinin Sentez Yontemleri

Spinel ferritler i¢in kullanilan evrensel tek bir sentez yontemi olmayip, birlikte
¢oktiirme [226], termal ayrigma [227], hidrotermal [228], solvotermal [229] ve sol-jel
[230] gibi ¢esitli yontemler tercih edilebilir. Kullanilan sentez yontemleri ve kosullart,
ferrit nanoparcaciklarin kalitesini belirleyen temel faktorlerdir. Her yontemin kendi
icerisinde avantajlar1 ve dezavantajlar1 olmakla beraber, sicaklik, ¢oziicii tipi, pH,
reaktiflerin saflig1 ve reaksiyon siiresi gibi bir dizi parametre, sentezlenen ferrit
nanopargaciklarinin  kalitesini  etkileyebilir. Genel olarak kullanilan ferrit
nanoparcaciklar birlikte ¢oktiirme veya termal ayrisma yoluyla sentezlenir. Birlikte
coktlirme sentezi yOntemi, kaliteli ferrit nanopargaciklarin hazirlanmasi ig¢in pH,
iyonik kuvvet, sicaklik ve +2 degerli metalin +3 degerlikli iyona (Fe®) (1:2) uygun
mol oranmin dikkatli bir sekilde ayarlanmasin1 gerektirir [217]. Birlikte ¢oktiirme
yontemi, ¢evre dostu bir alkalin sulu ¢dzeltinin, biiyiikliik ve morfoloji kontrollii
nanopargaciklarin sentezi i¢in yaygin olarak kullanildig1 sentezleme se¢eneklerinin en
basit yollarindan biridir. Birlikte ¢oktiirme sentezi yontemi kullanildiginda, ferrit
nanopargaciklarinin boyutu sicaklik veya karistirma siiresi ile kontrol edilebilir, cogu
durumda kalsinasyon sonrasi sentezlenen nanopargaciklarin daha fazla stabilizasyonu
icin kalsinasyon 6nemlidir.

Sonug olarak, ferrit nanopargaciklarinin yeni materyallere veya cihazlara dahil
edilmesi uygulandigi alanda umut verici sonuglar vermis olup, halen yeni uygulama

alanlarindaki kullanimina olan ilgi devam etmektedir.
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2.4.3. Ferrit Nanoparcaciklarinin Kullanim Alanlan

Ferritler, manyetik o6zellikler, oksidasyon direnci, kimyasal stabilite, mekanik
sertlik nedeniyle [231] endiistriyel ¢alismalardan biyomedikale kadar uzanan ¢esitli
uygulama alanlarinda ilgi gormektedir [217]. Endiistride, adsorban ve katalizor [232,
233] elektronik malzeme tiretimi [234] ve atik su aritimi [235] calismalarinda
kullanilmaktadir. Biyomedikal alanlarda ise manyetik rezonans goriintiileme [236]
hipertermi ile tiimor tedavisi [237], ilag salimimi [238] konularinda oldukga fazla
calisma  bulunmaktadir. Ayrica, modern sensorlerin  ve  biyosensdrlerin
hazirlanmasinda faydali oldugu bilinmektedir. Rashid ve arkadaglart biyosensor
alaninda  yapmis  olduklar1  ¢alismalarinda; mangan ferrit (MnFe204)
nanopargaciklarin1 sentezledikten sonra SiO2 kabugu ile hem oksidasyon ve
aglomerasyonu onlemek ve ayrica MnFe2O4'iin  yiizeyindeki -OH gruplarinin
yogunlugunu arttirmak igin bir ¢alisma yapmuslardir [239]. Asadpour-Zeynali ve
arkadaglar1 ise CoFe204@CdSe nanopargaciklarini sentezlemis ve bu pargaciklarin
kabuk yiizeyini polivinil pirolidon (PVP) ile fonksiyonlandirmiglardir. Daha sonra bu
yapilar 6nemli bir antibiyotik ila¢ olan Rifampisin (RIF) tespiti i¢in elektrokimyasal
biyosensor gelistirilmesi i¢in kullanilmistir. Bu amagla, tasarlanan CoFe204@CdSe,
RIF'in belirlenmesi i¢in yeni elektrokimyasal biyosensoriin cams: karbon elektrotun
yiizeyine kaplanmistir. CoFe204@CdSe'deki RIF'in elektrokimyasal oksidasyonu,
genis ylizey alani, bol aktif bolgeler ve PVP baslikli biiyiik yiizey alanindan dolay1 bu
filmin miitkemmel elektrokatalitik etkinligini ortaya ¢ikarmis ve camsi karbon elektrot
ve CoFe2Os/camsi karbon elektrottan daha yiiksek sinyaller gostermistir. Ayrica,
gelistirilen sensor, kare dalga voltametrisi yontemi kullanilarak farmasotik ve insan
kan serumu Orneklerinde RIF miktarlarini belirlemek i¢in uygulanmistir [231]. Bu
calismalar disinda, glukoz algilamasi i¢in polipirol-ZnFe>O4 manyetik nano-kompozit
sistemi [240], glukoz tespiti i¢cin CuFe,O4/polipirol nanokompozit sistemi [241], gaz
algilama 6zellikleri i¢in Co ikameli NiFe204 nanopartikiilleri [242], secici bir katyonik
sensOr olarak ii¢gli nanokompozit esasli poli(pirol-ko-o-toluidin), kobalt ferrit ve
modifiye edilmis kitosan c¢aligsmas1 elektrokimyasal yontemle incelenmis ve
dontisiimlii voltametri, diferansiyel puls voltametrisi ve amperometrik yontemler

kullanilarak elde edilen yapilarin elektrokimyasal 6zellikleri incelenmistir [243].
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2.5. Tletken Polimerler ve Ozellikleri

fletken polimerler, degisken oksidasyon durumlari, miikemmel uyumluluk,
islenebilme kolayligi, korozyona karsi direng, 1yi elektriksel ve optik 6zelliklere sahip
bir organik malzeme siifidir. 2000 yi1linda Nobel Kimya 6diiliine layik goriilen iletken
polimerler, son yillarda 6nemli bir ivme kazanmakla beraber ¢ok genis bir uygulama
alaninda yer bulmustur [244, 245]. Iletken polimerler kendinden iletken ve harici
iletken olmak iizere temel olarak iki gruba ayrilabilir. Kendinden iletken polimerler,
organik yari iletkenler olarak da adlandirilmaktadir. Bu grup, yapilarinda elektronlar
icin afinitelerini tanimlayan genis bant araligina (Eg) ve delokalize w-elektron
sistemine sahiptirler. Organik yar1 iletken olarak adlandirilan kendinden iletken
konjuge polimerler igin Eg degeri genellikle 1.5-3.0 eV araligindadir [246]. Polipirol,
polifuran, politiyofen, poli(p-fenilen vinilen) ve polianilin yapilari poli(heterosiklik)
tipteki kendinden iletken polimerler sinifinda yer almaktadirlar [247]. Sekil 2.21°de
bazi konjuge polimerin ana zincir yapilari verilmistir [246]. Polimerler dogasi geregi
genellikle yalitkan yapilardir. Ancak, bu yalitkan polimerler belirli miktarda iletken
dolgu maddesinin eklenmesiyle yari iletken/iletken hale getirilebilir ve bu grup da
harici iletken polimerler olarak bilinir. Karbon siyahi, karbon nanotiipler, karbon lifleri
ve metal pargaciklar gibi farkli morfolojide ve tipteki pek cok yapi iletkenlik saglamak
icin kullanilabilmektedir. Harici iletken polimerlerin iletkenlik ozellikleri sisteme

dahil edilen iletken dolgu malzemesinin miktarina, sekline ve boyutuna gore farklilik

gosterebilir [248].
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Sekil 2.21: a) Poliasetilen, b) Polipirol, c) Politiyofen, d) Polianilin konjuge
polimerlerinin ana zincir yapilart.

Katkilama (doplama) islemi, konjuge polimerlerin iletkenligini artirma
caligmalarinda uzun siiredir rol oynamaktadir. Doplama islemi sonunda polimer
zincirinde elektron koparilmasi sonucu meydana gelen pozitif (p-tipi) veya elektron

verilmesi sonucu olusturulan negatif (n-tipi) yiiklii bolgeler elektronlarin hareketini

39



kolaylastirir ve iletkenligin artmasini saglar [249]. Doplama prosediiriinden sonra
polimerlerin iletkenligi onemli olgiide artis gosterir. Ornegin, doplu iletken
polimerlerin iletkenligi 1073-10° S cm™ araligindayken, kendinden iletken konjuge
polimerlerin iletkenligi 107°-107® S cm™ araligindadir. iletken polimerlerin iletkenligi,
polimer ana zincirinin doplama derecesi ile baglantilidir. Doplama derecesi, konjuge
polimer ana zinciri tizerindeki ytik tagiyict miktari ile ilgilidir. Diigiik doplama derecesi
bolgesinde, konjuge polimerlerin iletkenligi, konjuge polimerlerin doplama
derecesinin artmasiyla dogrusal bir artis gosterir [246]. Sekil 2.22’de PANI emeraldin
bazimin protonlanma yolu ile emeraldin tuzuna doniisiimiinii gosteren reaksiyon

verilmistir [250].

Emeraldin bazi

OO =)
ﬂna

Emeraldin tuzu

Sekil 2.22: Polianilin emeraldin bazinin kimyasal yapisi ve asit ortaminda
protonasyon yoluyla iletken bir tuza doniligme reaksiyonu.

Literatiirde doplanmis iletken polimerler ile ilgili pek ¢ok uygulama vardir.
Ornegin, Trung ve arkadaslar1 korozyon koruma uygulamas icin molibdat ve salisilat
katkilt polipirol filmler gelistirmiglerdir. Dopant olarak hem molibdat hem de salisilat
varliginda, celik tizerindeki filmlerin sadece salisilat katkili polipirol filmden daha iyi
bir korozyon direnci sergiledigini tespit etmislerdir [251]. Bir bagka c¢aligmada ise
Ballav ve arkadaslar1 L-sistein doplu polipirol sentezi gerceklestirmislerdir. Bu yeni
iletken polimer Hg*'min sulu ortamda uzaklastirilmasi icin yiiksek verimli bir
adsorban olarak tasarlanmistir. Hg?* adsorpsiyonu i¢in optimum pH’n sulu ortamda
giiclii etkilesimden kaynaklanan maksimum negatif yiik elde edilmesinden dolay1 L-

sistein katkili polipirol adsorban i¢in pH 5.5 oldugunu belirlemisledir [252].
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2.5.1. Polianilin

PANI, diisiik maliyetli bir monomer olan anilinin polimerizasyonu ile elde edilen
iletken bir polimerdir [253]. lyi elektriksel iletkenligi, benzersiz redoks kimyas1 ve
biyouyumlulugundan dolay1 en sik arastirilan kendinden iletken polimerlerden biridir
[254]. PANI yapist [(—B-NH-B-NH-)n (—B-N=Q=N-);-n]m genel formiilii ile ifade
edilebilir; burada B ve Q sirasiyla, benzenoid ve kinonoid formlardaki halkalar
gosterir. PANTI'nin belirtilen ti¢ oksidasyon durumu vardir: 16koemeraldin (LE, n= 1),
pernigranilin (PG, n=0) ve emeraldin (n= 0.5). LE tamamen indirgenmis durumdur.
PG, amin baglar1 yerine imin baglari ile tamamen oksitlenmis durumdadir. LE ve PG
asitle doplandiginda bile zayif iletkenlerdir. Kismen oksitlenmis polimere karsilik
gelen emeraldin, ayarlanabilir durumlar1 nedeniyle PANI'nin en kullanigh formu
olarak kabul edilir [255]. Sekil 2.23’de farkli tipteki PANI yapilar1 i¢in molekiil

yapilar1 gosterilmistir.

Lokoemeraldin Baz1
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Sekil 2.23: PANI ve yaygn tiirlerine ait molekiil yapilarinin gosterimi.

PANI tiirleri farkli renklere, kararliliklara ve iletkenliklere sahiptir. Ornegin,
I6koemeraldin renksizdir. Bu polimer sadece benzen ve amino gruplari i¢erdiginden,
havada yavasga oksitlenir ve elektriksel olarak iletken degildir. Ancak, asidik ortamda
p-tipi katkilama ile emeraldin tuzuna oksidasyonu saglanabilir [256]. Tamamen
oksitlenmis PANI, pernigranilin bazi olarak bilinir ve mavi menekse rengi ile
karakterize edilebilir. Ayrica, PANI’nin en yaygin tiirii olan emeraldin formunun tuzu
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yesil ve baz formu ise mavi renktedir [257]. Sekil 2.24°te farkli PANI tiirlerinin
renkleri gosterilmistir [258].

Sekil 2.24: a) PANI emeraldin tuzu, b) Emeraldin bazi ve c) Pernigranilin bazi.
2.5.2. Nafyon

Nafion, DuPont Company tarafindan gelistirilmis, tiretilmis ve elektrokimyasal
cihazlarda gosterdigi iyi performans sayesinde en ¢ok calisilan iyonomer
membranlardan biri olmustur. Bu yapi, perflorlu bir vinil eter komonomerinin
tetrafloroetilen ile kopolimerizasyonuyla iiretilir ve Sekil 2.25te verilen kimyasal yap1
elde edilir [259, 260]. Aslinda nafyon, siilfonik asit gruplar1 (-SOzH) ile sonlandirilan
perflorovinil eter yan zincirleri ile perflorlu bir omurgadan (PTFE) olusan rastgele bir
yarikristalin kopolimerdir. Iyonlarin bu tiir polimerler yoluyla tasinmasi, bir ag-kiime

modeli ile tarif edilir [261].

_H-CFZ-CFZ-I_CF Cin_
O—[—CFZ—CF CFz']:S()sH

CF3

Sekil 2.25: Nafyon’un molekiil yapisi.

Hidrofilik alanlar, siilfonik asit gruplari, su ve protonlari i¢eren hidratl zar i¢inde
olusturulmus kiimelerdir. Bu kiimeler artan su igerigi ile genisler ve proton
iletkenligini saglamak icin kanallarla baglanir. Membran i¢indeki yiik aktarimi, bir

proton si¢ramasi (proton-hopping) ve matris tasima mekanizmasi (vehicular) ile
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tanimlanir. Proton sicramasi mekanizmasi, bir hidrath siilfonik asit grubu tarafindan
olusturulan hidronyum iyonlar1 ve ardindan bir sonraki siilfonik asit grubuna yiik
aktarimi ile yiikiin tasinmasini tanimlar. Tasit mekanizmasi ise hidronyum iyonunun
elektro ozmotik siiriiklemenin neden oldugu diflizyon yoluyla diger iyonlarin
formiilasyonu ile tasginmasini ifade etmektedir. Nafyon yapisindaki siilfonik asidin
yapinin proton iletkenligi lizerindeki 6nemli rolii her zaman dikkat ¢ekmis olup,
siilffonik asit gruplarinin igerigini artirmak i¢in literatiirde farkli yaklasimlar

sunulmustur [261].
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Sekil 2.26: Nafyon/modifiye mezogdzenekli pargaciklar iceren kompozit
membranlarda proton iletme mekanizmalari.

Lin ve arkadaslart yapmis olduklari ¢alismada nafyon iletkenligi izerinde yiizeyi
modifiye edilmis mezogézenekli silikanin etkisini incelemistir. Bu ¢alismada, silika
parcaciklar iizerinde siilfonik asit gruplarmin varligy, silika partikiillerinin yiizeyinde
sigrama mekanizmasi ve matris tagima mekanizmasinin arttig1 ve dolayisiyla iyonik
iletkenliginde artig gosterdigi belirtilmistir. Sisteme modifiye edilmemis mezo
gozenekli silika pargaciklar: eklendiginde ise proton iletkenliginin azaldigi tespit
edilmistir. Sekil 2.26’da, nafyon/modifiye mezog6zenekli pargaciklarin kompozit

membranlardaki proton iletme mekanizmasi gostermektedir [261, 262].

2.5.3. iletken Polimerlerin Sentez Yontemleri

Iletken polimerleri sentezlemek icin tek bir ydntem yoktur ve kimyasal,
elektrokimyasal, fotokimyasal, kat1 hal polimerizasyonu gibi ¢esitli yontemlerden biri
kullanilabilir. Iletken polimerlerin sentezindeki temel gereksinim, sentez islemi
sirasinda monomerin konjuge yapisinin korunmasidir. Elektrokimyasal yontemle

iletken polimer eldesi, hem yontemin basitligi hem de ayni1 anda katkili iletken bir
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polimer elde etmenin avantajlari nedeniyle oldukg¢a fazla ilgi gormektedir [263].
Ayrica, elektrot yiizeyinde dogrudan biriktirme ve nihdi {riiniin kalinhigr ve
morfolojisi tizerinde daha kolay bir kontrol sunar [264]. Bu teknik kullanilarak
polipirol, politiyofen, polianilin, polifenilen gibi ¢esitli iletken polimerler
sentezlenebilmektedir. Sekil 2.27°de tez ¢calismasinda kullanilan ve iletken bir polimer

olan PANI iizerinden elektrokimyasal sentez mekanizmasi kisaca agiklanmaktadir.

@
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Sekil 2.27: PANI'nin elektropolimerizasyon mekanizmas.

Ilk olarak (1), birincil katyon-radikal olusumu (monomerin anotta oksidasyonu)
meydana gelir. Ikinci asamada (2), deprotonasyon ve yeniden aromatizasyon yoluyla
dimerlerin olusumu, son asamada (3) ise dimerlerin bir katyon radikaline oksidasyonu
ve monomer katyon radikalleri ile bliylime ve zincir olusumu meydana gelmektedir.
Son PANI polimerik zincirinin yapisi, yiikseltgenmis ve indirgenmis tekrar eden iki
birimin bir kombinasyonundan meydana gelir [264].

Kimyasal polimerizasyon yontemi de oldukga fazla tercih edilen yontemlerden
biridir ve ozellikle biiyiik 6l¢eklerde iletken polimer Sentezleyebilmek icin tercih
edilmektedir [263]. Ancak, ince filmler olusturamamasi bu teknigin en biiylik

dezavantaji olarak goriilmektedir [265].
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2.5.4. iletken Polimerlerin Kullanim Alanlar

fletken polimerler biyomalzemeler ve biyosensorler dahil olmak iizere pek ¢ok
biyomedikal uygulamaya entegre etmek ve arayiiz olusturmak ic¢in kullanilmistir.
Biyomiihendislik, rejeneratif tip ve biyosensorler gibi biyotibbin gesitli alanlarinda,
potansiyel olarak tercih edilen iletken polimerlere olan ilgi hala devam etmektedir.
Chakraborty ve arkadaslari kardiyak doku miihendisligi i¢in biyomalzeme
gelistirmislerdir ve bu malzemeye iletkenlik saglamak i¢in PANI kullanilmistir [266].
Heo ve arkadaslari, sinir dokusu miihendisligi i¢in iletken bir hidrojel ¢aligsmislardir.
Hidrojele iletkenlik saglamak igin ise poli(3,4-etilendioksitiyofen) (PEDOT):
polistiren siilfonat (PSS) iletken polimerlerini tercih etmislerdir [267]. Shahrokhian ve
arkadaglari, kanser biyobelirteci olan BRCAT1’1 algilayamaya yonelik elektrokimyasal
bir biyosensor gelistirmislerdir. Bu biyosensdrde hassasiyeti artirmak icin iletken
polimer olarak polipirol-3-karboksilik asit kullanilmigtir. Modifiye edilmis elektrotun
kan plazma orneklerinde eser miktardaki analitin dogru bir sekilde belirlenmesi i¢in
basariyla kullanildigini ifade etmislerdir [268]. Ratautaite ve arkadaslari, SARS-CoV-
2 spike glikoprotein tespiti i¢in molekiiler baskili polipirol temelli sensor gelistirmisler
ve bu sensoriin SARS-CoV-2 virlis proteinlerinin tespiti i¢in uygulanabilecegini
vurgulamislardir [269]. Bu ¢alismalara ek olarak siiper kapasitorler ve piller gibi enerji
depolama uygulamalarina uyumlu hale getirmek i¢in iletken polimerler ile ¢esitli
yaklagimlar olusturulmustur. Li ve arkadaslari, sulu ¢inko-iyon pil elde etmek igin
V,0s/iletken polimer kompoziti olusturmusglardir. Bu kompozit sistemde iletken
polimer olarak PEDOT kullanilmis olup, yiiksek verimli enerji depolamasi igin farkli
organik-inorganik  katot malzemelerinin tasarimi igin  Oncii  olabilecegini
belirtmislerdir [270]. Rehman ve arkadaslar siiper kapasitor i¢in elektrot malzemesi
olarak iletken polimer-metal oksit temelli nanokompozit sistemini gelistirmislerdir.
Iletken polimer olarak PANI kullanilmis ve metal oksit olarak ise Pr,Os, NiO, C0304
kullanilarak PANI temelli farkli kompozitler elde etmislerdir. Elde ettikleri
performans neticesinde bu calismanin, siliper kapasitor elektrot malzemeleri i¢in
iletken polimer temelli metal oksit nanokompozit liretimi i¢in yeni bir aragtirma fikri
sundugunu belirtmislerdir [271]. Sonug olarak, sergiledikleri iyi 6zellikler sayesinde
iletken polimerler ve iletken polimer iceren kompozitlerin elektronik cihazlarin

gelistirilmesi i¢in kullanilmaya devam edecegi diisiiniilmektedir.
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2.6. Biyopolimer

Biyopolimerler, cevreye zarar vermeyen ve yenilenebilir kaynak temelli
malzemelerdir. Biyopolimerler, canli organizmalarin etkisiyle biyolojik olarak
parcalanabilmekte ve sahip olduklar1 6zellikler sayesinde farkli uygulamalar i¢in her

gegen giin artan bir 6neme sahip olmaktadir [272].

2.6.1. Biyopolimerlerin Siniflandiriimasi

Biyopolimerler elde edildigi kaynaga gore dogal veya sentetik olarak
smiflandirilabilir. Sekil 2.28’de siniflandirmaya ait temel gosterim verilmistir.
Bakteriler ve mantarlar tarafindan iretilen karbonhidrat polimerleri; seliiloz, nisasta,
aljinat gibi polisakaritler; kitin/kitosan, yiin, ipek, jelatin ve kollajen gibi hayvansal
protein temelli polimerler biyopolimerlerin baz1 6rnekleridir. Protein, nisasta, seliilloz
ve kitin gibi dogal olarak olusan polimerler yenilenebilir, biyouyumluluk ve
biyobozunurluk gibi 6zelliklere sahiptirler [273]. Polikaprolakton, polilaktik asit,
polivinil alkol, poliglikolik asit, polihidroksibiitirat ve polibiitilen siiksinat ise sentetik
biyopolimer Ornekleridir. Bu grup ongoriilebilir ve tekrarlanabilir mikro yap1 ve
mekanik o6zelliklerle biiyiik dlgekte sentezlenebilir olmalari nedeniyle 6zellikle tekstil,
tip ve ambalaj endiistrisi gibi ¢esitli uygulamalarda tercih edilmektedir. Yenilenebilir
kaynaklardan elde edilen biyopolimerler, petrol kaynaklarinin sinirli oldugu kaygisi
nedeniyle son yillarda oldukga dikkat ¢ekici olmustur. Amag, ¢evreye zarar vermeyen
ve cevreye atildiginda dogal olarak pargalanabilen yeni polimerler gelistirmektir

[274].
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Sekil 2.28: Biyopolimerlerin siniflandirilmasi.
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2.6.2. Jelatin

Hayvan derileri, kemikleri ve tendonlarindan elde edilen kollajenin kismi
hidrolizi ile elde edilen jelatin, suda ¢6ziiniir fonksiyonel bir proteindir. Elde edildigi
kaynak ve hazirlama tekniklerindeki farkliliklar nedeniyle degisken fiziksel ve
kimyasal 6zelliklere sahip olabilir [275]. Jelatin ¢ok sayida glisin, prolin ve 4-hidroksi
prolin yapisindan olusur. Yar1 saydam, renksiz ve neredeyse tatsiz dzellikler gosterir.

Jelatin biyopolimerine ait molekiil yapisi Sekil 2.29’da verilmistir. [274].
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Sekil 2.29: Jelatinin molekiil yapisi.

Jelatinin jellesme 6zellikleri kimyasal ¢capraz baglama ile saglanabildigi i¢in ilag,
kozmetik endiistrilerinde jellestirici olarak kullanilmakta ve doku miihendisligi
uygulamalarinda da oldukga fazla tercih edilmektedir. Ayrica, diinya ¢apinda hala

birgok gida uygulamasinda tercih edilmesine neden olmustur [274].

2.6.3. Nanokristalin Seliiloz

Endiistriyel Olgekte siirdiiriilebilir en 6nemli malzemelerden biri olan seliiloz,
dogada en bol bulunan dogal polimerdir. Misir papiriislerinden bu yana, seliiloz
irlinleri insan kiiltiiriniin kaydedilmesi ve iletilmesinde etkin bir sekilde yer almistir.
Seliilozun kimyasal modifikasyonu ise genis bir iiriin yelpazesine sahip olmasina yol
acmustir. Ornegin, kaplamalar, filmler, membranlar, yap1 malzemeleri, ilaglar ve gida
maddeleri i¢in tasarlanan yeni malzemeler i¢in seliillozun ester ve eter tiirevleri tercih
edilebilmektedir. Son yillarda ise, cesitli sekillerde kristalitler, nanokristaller,
nanofibriller ve nanolifler olarak adlandirilan seliilozun yeni formlarinin elde edilmesi
yeni uygulama alanlarina yer agmistir [276]. Bu formlar arasinda nanokristalin seliiloz,

seliiloz kaynaginin amorf boliimlerinin asit hidrolizi ile ¢gikarilmasindan elde edilir.
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Yaklasik 5-70 nm genislik ve 100 nm-birka¢ mikrometre arasinda uzunluga sahip
cubuk benzeri seliiloz kristalleridir. Sekil 2.30°da seliilozun molekiil yapis1 ve
nanokristalin seliilozun morfolojik yapisim1 gostermek icin bir TEM goriintiisii
verilmistir. Oldukga kristalin yapida olmasi nedeniyle dahil oldugu kompozit sistemin
mekanik mukavemetinide artirmaktadir. Biyolojik olarak parcalanabilen plastikler,
biyomedikal uygulamalar, kaplamalar, yapistiricilar, koptikler, organik yar1 iletkenler,
alan etkili transistorler, fotovoltaik hiicreler ve sensorler gibi genis kullanim alanindaki

tasarimlarda tercih edilmistir [276, 277].

OH OH
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HO Y
HO O | on o
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Sekil 2.30: a) Seliilozun molekiil yapisi, b) Nanokristalin seliilozun morfolojik
yapist.

2.6.4. Hyaluronik Asit

Hyaluronik asit, tibbin c¢esitli alanlarinda uygulamasi olan, yaygin olarak
bulunan, biyouyumlu bir polisakkarittir. Hyaluronik asit, D-glukuronik asit
molekiillerini ve p-(1-4) ve B-(1-3) glikozitlerle bagli N-asetilglukozamin
molekiillerini igeren tekrarlayan disakkarit birimlerinden olusan bir biyopolimerdir
[278]. Hyaluronik asit horoz ibiginden elde edilmektedir ancak, viral enfeksiyon riski
ve alerji ihtimalleri nedeniyle genetigi degistirilmis bir Bacillus subtilis susu
kullanilarak tiretilmektedir [279].
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Sekil 2.31: Hyaluronik asitin molekiil yapisi.
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2.6.5. Biyopolimerlerin Kullanim Alanlari

Rejeneratif tip icin ideal bir biyomalzeme, toksik ozellik gostermeyen,
biyouyumlu, yeterli mekanik ve fiziksel 6zelliklere sahip, doku gelisimini tesvik eden
Ozelliklere sahip olmalidir. Bu 6zellikleri saglayabilen biyopolimerler, ekstraselliiler
matrikse benzerliklerinden dolayr sentetik polimerlerle iligkilendirilen kronik
inflamatuar veya immiinolojik reaksiyonlar1 ve toksisiteyi artirici 6zellik gdstermezler
[280]. Dolayisiyla biyopolimerler doku miihendisligi [281], yara Ortiisii [282],
implante edilebilir cihazlar [283] ve ilag salimm sistemleri [284] tasariminda
kullanilabilmektedir. Ghamkhari ve arkadaslar1 akilli ilag salinim sistemi olarak bir
polilaktid biyopolimeri iceren nanokompoziti gelistirmislerdir. Bu kompozit sistem ile
doksorubisinin oral yoldan verilmesi i¢in nano 6lg¢ekli bir malzeme tasarlanmis ve
meme kanseri tedavisi i¢in umut verici olabilecegini belirtmislerdir [285]. Nguyen ve
arkadaslari  gida  paketleme  uygulamalar1  igin  polipropilen  {izerine
nanoseliiloz/nanokitin biyopolimerlerini igeren film gelistirmislerdir. Bu filmin
bakteri yapismasi icin elverissiz olmasi ve termal olarak geri doniistiiriilebilir 6zellige
sahip olmasi1 gelismis gida paketleme uygulamalari i¢in umut verici oldugunu
belirtilmistir [286].

Biyopolimer nanokompozitler, 1-100 nm boyutunda nanoparcacik igeren
biyopolimerlerden olusur. Kullanilan dolgu maddelerinin yiiksek en/boy orani ve
yiiksek ylizey alani nedeniyle daha gelismis oOzellikler sergiler. Takviye
nanoparcaciklari iletken ise, ortaya ¢cikan kompozitler miikemmel elektriksel iletkenlik
gosterir ve boylece elektronik uygulamalarda kullanilan ve genelikle “iletken polimer
nanokompozitler” olarak bilinen yapilar elde edilir [287]. Peng ve arkadaslar1 yiiksek
performansl siiper kapasitor gelistirmek icin biyopolimer temelli iletken kompozit
film gelistirmislerdir [288]. Najafi ve arkadaslar1 polilaktik asit-grafen igeren iletken
pamuklu kumaglar tasarlamislardir. Bu kompozit yapinin gerilim sensorleri olarak
kullanilabilecegini rapor etmislerdir [289]. Elektronik uygulamalar icin biyolojik
temelli malzemelerin {iretimi giinlimiizde hizla biiyliyen bir alandir ve bu yaklagimin
gelecekteki elektronik atik sorunlarini etkili bir sekilde ¢ozebilecegi diisiiniilmektedir
[289]. Ayrica, biyopolimer temelli yapilar gelismekte olan ve yenilenebilir elektrolit
malzemeler olarak esnek ve akilli elektrokimyasal enerji depolama ve doniistiirme

cihazlar igin rekabetgi adaylar olarak kabul edilmektedir [290].
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2.6.6. (Biyo)Sensor Teknolojisinde Biyopolimerler

Biyosensorlerde kullanilan fonksiyonel materyallerin ¢ogu, biyotanima
elemanin1 korumak i¢in gerekli biyouyumluluktan yoksundur. Biyopolimerler ise
biyouyumluluk saglamak i¢in fonksiyonel malzemelerle kolayca kompozit
olusturabilir. Biyopolimerler, son yillarda bu malzemelerdeki artan bilimsel ve
teknolojik ilgiden dolayr biyosensor gelisimi alaninda dikkat c¢ekmektedir.
Biyopolimer temelli biyoanalitik cihazlarin gelisimi, biyopolimer temelli malzeme
sentezindeki ilerlemenin ve c¢esitli biyosensor konfigiirasyonlarinin iiretimindeki
teknolojik ilerlemeden kaynaklanmaktadir. Biyopolimerlerle ilgili aragtirmalarin
ontimiizdeki yillarda biyosensor bilimcileri ve teknoloji uzmanlarina tamamen yeni
yetenekler saglayacag diisiiniilmektedir. Nihai amag, cesitli hastaliklarin erken teshisi
icin diisiik maliyetli, giivenilir cihazlarinin gelistirilmesidir [10]. Aghris ve arkadaslar
insektisit flubendiamidin tespiti icin elektrokimyasal platform olarak kitosan
biyopolimer kapl grafit elektrot gelistirmislerdir. Gelistirilen elektroanalitik yontem,
CV ve DPV ile ¢alisilmis olup, 6nerilen sensoriin SU ve beyaz piring 6rneklerinde iyi
geri kazanim oranlariyla hassas flubendiamidin tespiti yapabildigini belirtmislerdir
[291]. Joshi ve arkadaslari influenza viriisii sensorii igin biyopolimer igeren
indirgenmis grafen oksit yapilarin1 kullanmislardir. Disi bir lak bocegi tarafindan
salgilanan ucuz bir dogal biyopolimer olan Shellac, son zamanlarda biyomedikal
organik cihazlarda gosterildigi gibi miikkemmel biyouyumluluga sahiptir. Bu nedenle
bu ¢alismada da biyopolimer olarak Shellac kullanmiglardir ve elde edilen sensoriin
yaygin klinik uygulamalar i¢in giivenilir ve saglam nanomalzeme olarak biiyiik
potansiyel gosterdigi belirtilmistir [292]. Khalilzadeh ve arkadagslari antidepresan bir
ilag olan venlafaksin tespiti i¢in elektrokimyasal bir sensor gelistirmislerdir. Bu
sensOrde hassasiyeti artirabilmek i¢in bakir ile selilloz nanokristaller iizerine
biriktirilmis demir oksit parcaciklari kullanmis olup, idrar, su ve farmasotik
formiilasyon orneklerinde venlafaksini tanimlamak i¢in segici, kolay ve hassas bir
sensOr olarak kullanilabilecegini sdylemislerdir [293]. Thirumalraj ve arkadaslar1 da
platin nanopartikiil destekli grafit/jelatin hidrojel kullanilarak biyolojik numunelerde
H20- tayini i¢in elektrokimyasal bir sensor gelistirmislerdir. Modifiye elektrotun
pratik uygulamalar igin insan serumu ve tiikiiriik gibi biyolojik 6rneklerde H20- tayini

icin basartyla uygulandigini belirtmiglerdir [294].
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3. DENEYSEL BOLUM

3.1. Tez Calismas1 Kapsaminda Kullanilan Kimyasallar

Tablo 3.1: Tez ¢aligmasinda kullanilan kimyasal maddeler.

Kimyasal Adi

Lakkaz (Trametes versicolor, 26.0 U/mg)

Ureaz (Canavalia ensiformis (Jack bean), Tip IX,
50.000-100.000 U/mg)

Demir(IIT) kloriir hekzahidrat (FeCl3.6H20)
Bakir (1) kloriir (CuCly)

Nikel(IT) kloriir hekzahidrat (NiCl2.6H20)
Kobalt(II) kloriir hekzahidrat (CoCl,.6H20)
Cinko kloriir hekzahidrat (ZnCl2.6H20)
Sodyum hidroksit (NaOH)

Tetraetoksisilan (CgH2004Si)
(3-aminopropil) trietoksisilan (CgH23NOsSi)
Anilin (CeHsNH>)

Potasyum dihidrojen fosfat (KH2POa)
Dipotasyum hidrojen fosfat (K2HPO4)
Amonyak ¢ozeltisi (NH4sOH, 30-33%)

Ure (CH4N:0)

Bisfenol A (C1sH1602)

Toluen (C7Hg)

Hidroklorik asit (HCI, %37)

Glutaraldehit ¢ozeltisi (OHC(CH2)3CHO, 50% w/v)
Nafyon

Potasyum hekzasiyanoferrat(l11) (Ks[Fe(CN)s])

Potasyum hekzasiyanoferrat(l1) trihidrat
(K4[Fe(CN)s].3H20)

Hyaluronik asit sodyum tuzu (C14H20NNaO11, 10.000-
50.000 Mw)

Nanokristalin Seliiloz

Jelatin, porcine skin, Type A

CAS-No
80498-15-3

9002-13-5

10025-77-1
7447-39-4
7791-20-0
7791-13-1
7646-85-7
1310-73-2
78-10-4
919-30-2
62-53-3
7778-77-0
7758-11-4
1336-21-6
57-13-6
80-05-7
108-88-3
7647-01-0
111-30-8
31175-20-9
13746-66-2

14459-95-1

9067-32-7

9004-34-6
9000-70-8
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3.2. Tez Cahismas1 Kapsaminda Kullanilan Cihazlar

3.2.1. Fourier Doniisiimii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

Tez kapsaminda hazirlanan malzemelerin yapisal analizini belirlemek i¢in FTIR

ol¢iimleri (Perkin Elmer, ABD), 16 tarama i¢in saniyede 4 cm™ ¢oziiniirliikte alind.

3.2.2. X Istm Kirimim Analizi (XRD)

Ferrit nanoparcaciklarinin kristal yapilarint degerlendirmek i¢in XRD (Rigaku,
Japonya) analizi yapildi.

3.2.3. Termal Gravimetrik Analiz (TGA)

Nanopartikiillerin TGA ile termogravimetrik analizi (Mettler Toledo STARe,
Isvigre), 50 mL dk* Ar akisinda, 25-750 °C araliginda ve 10 °C dk* sicaklik artisinda
gerceklestirildi.

3.2.4. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Numunelerin ve elektrotlarin yiizeyleri palladyum-altin ince film ile
kaplandiktan sonra SEM (FEI-Nova, Amerika) ile yiizey morfolojisi incelendi.
3.2.5. Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM)

Numunelerin morfolojik karakterizasyonu i¢in ayrica TEM analizi yapildi ve

gortintiiler Hitachi HT-7700 (Japonya) cihazi ile elde edildi.

3.2.6. UV-Vis Spektrometre

Ferrit nanopartikiillerin optik absorpsiyon spektrumlar1 ve bant aralig
enerjilerini bulmak ig¢in T80+ UV-Vis spektrometresi (PG Instruments LTD, Birlesik
Krallik) kullanildi.
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3.2.7. Brunauer-Emmett-Teller (BET) Yiizey Alan Analizi

Ferrit nanoparcaciklarinin spesifik yiizey alan1 Ozellikleri, 77 K'de
(Micromeritics Gemini VII, Amerika) N2 adsorpsiyon/desorpsiyon izotermleri

kullanilarak BET analizi ile belirlendi.

3.2.8. Zeta Potansiyeli Analizi

Ferrit nanoparcaciklarin ylizey yiikleri, pH 7.0'de 0.05 M fosfat tamponu iginde
Malvern Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instrument, Birlesik Krallik) cihazi kullanilarak

hesaplandi.

3.2.9. Elektrokimyasal Olciimler

Tez calismasinda elektrokimyasal oOl¢iimler CV ve DPV yontemleri CH
Instruments CHI440B ile oda sicakliginda gerceklestirildi.

3.2.10. Parcacik Boyutu Analizi

Nanopartikiillerin ortalama ¢aplart SEM goriintiileri lizerinden ImageJ 1.30v
(Amerika) programu ile belirlendi.

3.2.11. Yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC)

BPA analizi i¢in sunulan elektrokimyasal yontemin dogrulugu, yarik
genisliginin 4 nm olarak belirlendigi G1315B diyot dizi dedektoriine (DAD) sahip
HPLC sistemi (Agilent, 1100 serisi) kullanilarak yapildi. BPA analizini yapabilmek
i¢in, dalga boyu olarak 235 nm se¢ilmistir. Sabit faz olarak SVEA C18 kolonu (5 nm,
250x4.6) kullanilirken, mobil faz olarak %0.1 asetik asit ve metanol (60:40, v/v)
karigimi kullanilmistir. Numunelerin enjeksiyon hizi ve mobil fazin akis hizi sirasiyla
100 uL ve 1.0 mL dk* olarak belirlendi. izokratik eliisyon ile gerceklesen analizde
BPA igin alikonma siiresi 14.925 dakika olarak belirlenmistir. BPA'nin stok ¢ozeltisi
su:metanol i¢ginde hazirlanmis ve gercek numunelerde BPA'nin HPLC analizi igin
kullanilan standart BPA ¢ozeltileri (1000, 250, 50, 10, 1 uM) ile kalibrasyon egrisi
elde edilmistir.
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3.3. Ferrit Nanoparcaciklarinin Sentezi

Tez c¢alismast kapsaminda tasarlanan elektrokimyasal biyosensorlerde,
elektrokatalitik aktiviteleri ve yiiksek yiizey alanlarindan dolay1 ferrit nanoparcaciklari
tercih edilmistir [295]. Bu amagla dort adet ferritin nano boyuttaki pargaciklarinin
sentezi gergeklestirilmistir. Tercih edilen ferritler; oksidasyon direnci, kimyasal
stabilite, mekanik sertlik nedeniyle immiinosensdrler dahil hiicre etiketleme, manyetik
rezonans goriintiileme gibi ¢esitli biyomedikal uygulamalarda kullanilan bakir ferrit
(CuFe204, CuF), kobalt ferrit (CoFe204, CoF), nikel ferrit (NiFe2Os, NiF) ve ¢inko
ferrit (ZnFe2O4, ZnF) bilesikleridir. Ferrit nanopargaciklarini elde edebilmek igin
inorganik tuzlari iceren sulu bir ¢dzeltinin uygun stokiyometride pH'in1 artirarak
cokeltmesinden olugan “birlikte c¢oktliirme” yontemi tercih edilmistir. Uygulanan

prosediir sematik olarak Sekil 3.1°de verilmistir.

+

Demir kloriir “ Ni/Co/Zn/Cu Kloriir
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/" NaOH +80 °C
V4
A
Coktiirme

\ 2
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\ 4

L Kurutma ]

¢
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(500 °C/750°C/1000°C, 6 saat)

Sekil 3.1: Ferrit nanopargaciklarinin birlikte ¢oktiirme yontemi ile eldesi.
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Ilk olarak, FeCls.6H.O ve CuCl,, CoCl2.6H20, NiCl2.6H.0, ZnCl..6H,0
tuzlarmin mol olarak 2:1 oranindaki (FeCls.6H2O ve 2+ degerlik metal tuzlari)
miktarlar1 hesaplanarak 80 mL saf su igerisinde ¢dzeltileri hazirlandi. Iki ¢ozelti 250
mL’lik balona konarak yaklasik 10 dakika 200 rpm’de ve oda sicakliginda karistirildi.
Karigimin igerisine 0.5 M’lik NaOH c¢ozeltisinden damla damla eklenerek pH
degerinin yaklasik 11.0’e gelmesi saglandi. Bu islem sirasinda ¢ozelti manyetik
karistirict yardimiyla 250 rpm’de karistirildi. NaOH eklenmeye basladigi andan
itibaren koyu kahve-siyah renkte ¢okelek olusumu gdzlendi. Istenilen pH degeri elde
edildikten sonra sicaklik 80°C’ye ayarlanarak 2 saat karistirildi. Bu islem sonrasinda
karisimin oda sicakligina gelmesi beklendi ve saf su ile 3 defa yikanarak santrifiijde
(4000 rpm, 15 dKk) ¢oken iirtinler toplandi. Elde edilen iiriinler etiivde 1 giin boyunca
100°C’de kurutuldu, sonrasinda ise kiil firininda 500°C, 750°C ve 1000°C olmak tizere
{i¢ farkl1 sicaklikta kalsinasyon islemleri yapildi [296]. islemler esnasinda gerceklesen
reaksiyonlar Esitlik 3.1-3.4’te gosterilmistir;

CoCl, + 2FeCl; + 8NaOH - CoFe,0, + 4H,0 + 8NaCl (3.2)
CuCl, + 2FeCl; + 8NaOH — CuFe,0, + 4H,0 + 8NaCl (3.2)
NiCl, + 2FeCl; + 8NaOH — NiFe,0, + 4H,0 + 8NaCl (3.3)
ZnCl, + 2FeCl; + 8NaOH - ZnFe,0, + 4H,0 + 8NaCl (3.4)

Elde edilen iirtinler fiziksel, kimyasal ve morfolojik olarak karakterize edilmis
olup, dijital goriintiiler Sekil 3.2°de gosterilmistir. Farkli kalsinasyon sicakliginda
kalsine edilen ferrit nanopargaciklari i¢in kodlamalar su sekildedir: 500°C kalsinasyon
sicakliginda elde edilen ferritler i¢in NiF-500, CoF-500, ZnF-500, CuF-500; 750°C
kalsinasyon sicakliginda elde edilen ferritler i¢in NiF-750, CoF-750, ZnF-750, CuF-
750; 1000°C kalsinasyon sicakliginda elde edilen ferritler igin NiF-1000, CoF-1000,
ZnF-1000, CuF-1000 kisaltmalar1 kullanilmistir.

Sekil 3.2: Elde edilen ferrit nanoparcaciklarina ait dijital fotograflar.
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3.4. TEOS ile Yiizey Modifikasyonu

Tez galismasinda 750 °C kalsinasyon sicakliginda elde edilen 4 adet ferritin
(CuF-750, CoF-750, ZnF-750 ve NiF-750) kullanilmasi yapilan karakterizasyonlarin
degerlendirilmesi sonucu uygun goriilmiistiir ve TEOS ile modifikasyon prosediirii
uygulanmistir. Kalsinasyon sicakliginin 750 °C olarak optimize edilmesi ile ilgili
detayli agiklamalar Bolim 4.1°de verilmistir. Sekil 3.3’te TEOS ve APTES
modifikasyonlarina yonelik sematik bir gésterim sunulmustir. Uygulanan prosediir su
sekildedir; 0.250 g ferrit nanopargaciklar1 1 saat susuz etanol igerisinde sonikator
yardimi ile homojen olarak dagilmasi saglandi. 4.5 mL amonyak ¢6zeltisi ve ardindan
2.0 mL TEOS karisima eklendi. Magnetik karistirici yardimiyla karistirilan sistem 12
saat oda sicakliginda karistirilmaya devam edildi (500 rpm). TEOS ile modifiye edilen
tirtin santrifiij (4000 rpm) yardimiyla su ve etanol ile yikandi. Son olarak elde edilen
modifiye ferrit nanopargaciklart 60-70°C’de etiivde kurutalarak karakterizasyon ve
elektrokimyasal oOlglimler i¢in oda sicakhiginda depolandi [297]. TEOS
modifikasyonundan sonra elde edilen tiriinlerin kodlar1 su sekildedir: CuF-TS, CoF-
TS, ZnF-TS ve NiF-TS.

0" CH,

TEOS kabuk

Sekil 3.3: Ferrit nanopargaciklarin TEOS ve APTES ile modifikasyonu i¢in sematik
gosterim.

3.5. APTES ile Yiizey Modifikasyonu

TEOS ile modifiye edilen ferritler enzim immobilizasyonu i¢in uygun
fonksiyonel gruplara sahip degildir. Dolayisiyla bu modifiye nanopargaciklarin
APTES ile de modifiye edilerek -NH: fonksiyonel grubuna sahip olmasi
istenmektedir. Tez galismasinda kullanilacak olan 4 adet ferrit i¢in ayni prosediir
uygulanmistir. Uygulanan APTES ile silanlama prosediirii su sekildedir; 0.1 g TEOS

ile modifiye edilmis ferrit nanoparcaciklar1 150 mL susuz toluen i¢inde yaklasik 30 dk
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dispers edildi. Igerisine 2.0 mL APTES ilave ederek 100°C’de yaklasik 16 saat
karigtirildi. Karistirma islemi magnetik karistirici ile yapildi (500 rpm). Isitma sonrasi
elde edilen tiriin toluen ile yikanarak santrifiijde ¢oktiiriildii (4000 rpm). Son olarak
elde edilen modifiye ferrit nanopargaciklari etanol ile yikandi ve 60-70°C’de etiivde
kurutalarak sonraki deneysel asamalar i¢in oda sicakliginda saklandi [298]. APTES
modifikasyonundan sonra elde edilen liriinlerin kodlar su sekildedir: CuF-TS@AP,
CoF-TS@AP, ZnF-TS@AP ve NiF-TS@AP.

3.6. BPA Biyosensorii icin Polianilin Sentezi

Polianilin nanoliflerinin (PANI-nl) elektropolimerizasyonu igin ii¢ elektrotlu
sistem kullanildi: ¢alisma elektrotu, karsit ve referans elektrot igin sirasiyla, kare
seklinde bir platin plaka (10 mm X 10 mm), platin tel ve Ag/AgCl.
Elektropolimerizasyon, elektrolit olarak HCI (1.0M):CH3OH (0.5M):anilin (0.2M)
icerisinde CV yontemi ile yapildi. Polianilin nanolifleri igin polimerizasyon 0.2 V ile
0.6 V arasinda gergeklestirildi. Calisma elektrotu yilizeyinde olusan yesil renkteki
emeraldin tuzu olan polimerler (Sekil 3.4) elektrottan sonikatér yardimiyla etanol

igeren cam viale topland1 [299].

Sekil 3.4: Tez kapsaminda elektrot yiizeyine sentezlenen PANI i¢in dijital fotograf
(emeraldin).

3.7. Ure Biyosensorii i¢in Elektrot Modifikasyonu ve Enzim
Immobilizasyonu

Tiim elektrokimyasal caligmalar 10 mL'lik elektrokimyasal hiicre igerisinde
gerceklestirildi. Calisma elektrotu olarak camsi karbon elektrot (GCE, 3 mm ¢ap),
karsit elektrot olarak platin tel ve referans elektrot olarak ise Ag/AgCl (3.0 M KCI)
elektrot kullamldi. Oncelikle, %5°1ik nafyon ¢ozeltisi etanol ile %1°lik olacak sekilde
seyreltildi ve mikropipetle 1.5 pL alinarak 0.1 pm, 0.05 ve 0.03 um aliimina
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bulamaglari ile temizlenmis GCE lizerine damlatildi, oda sicakliginda kurutuldu. Daha
sonra 0.1 M’lik anilin ¢ozeltisi (0.1 M anilin:1.0 M HCI) kullanilarak nafyon
kaplanmis elektrotun yiizeyi 3 dongii olacak sekilde PANI kaplandi. Polimerizasyon
parametreleri; -0.3-1.0 V arasinda ve 0.05 mV tarama hizi olarak sabit tutuldu.
Polimerizasyon isleminden sonra elektrot ylizeyi saf su ile yikanarak monomerlerden
uzaklastirildi ve oda sicakliginda kurumasi saglandi. TEOS ve APTES ile modifiye
edilmis ferrit nanopargaciklarinmn 2.0 mg mL™? lik dispersiyonu saf su igerisinde
hazirlandi1 ve igerisinden 3.0 uL mikropipetle alinarak nafyon ve PANI kaplanmis
elektrot ylizeyine kaplandi. Son olarak, pH 7.0 (0.05 M) tampon i¢inde hazirlanan 6.0
mg mL" iireaz ¢dzeltisine ¢apraz baglayici olarak kullanilan gluteraldehit ilave edildi
ve hazirlanan ¢ozeltiden 10.0 pL alinarak elektrotun yiizeyine damlatildi. Boylece
enzimin elektrot ylizeyine immobilize edilmesi saglandi. Yaklagik 2 saat boyunca oda
sicakliginda elektrot yiizeyi tamamen kuruduktan sonra saf su ile yikanarak
baglanmamamis enzim ve ¢apraz baglayicilardan uzaklastirildi. Kullanima hazir hale
gelen elektrot her kullanim i¢in ayni prosediir kullanilarak hazirlandi. CV 6lgiimleri,
-0.6 ile 1.0 V potansiyelde ve 100 mV s tarama hizinda alimmustir. DPV &lgiimleri ise
1.0 s'lik bir puls periyodunda, 0.2 V'lik bir genlik ve 0.01'lik bir puls genisliginde, -0.6
ile 0.8 V arasinda kaydedildi.

Sekil 3.5: Elektrokimyasal analizlerde kullanilan elektrotlar: a) GCE, b) Platin tel ve
c¢) Ag/AgCI elektrot.
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3.8. Ure Biyosensorii icin Jelatin Temelli Elektrot
Modifikasyonu ve Enzim Immobilizasyonu

Jelatin igeren kompozit sistem igin 6ncelikle jelatinin 5.0 mg mL ™ miktar1 saf su
icerisinde manyetik karistirict yardimiyla ve 40-45°C’de tamamen ¢6ziinmesi
saglandi. Elde edilen berrak ¢6zelti igerisine TEOS ve APTES ile modifiye edilen CuF
nanoparcaciklarindan 2.0 mg mL™? ilave edilerek sonikatérde 45 dakika boyunca
sonike edildi. Nafyon ve PANI kapli GCE elektrot yiizeyine 3.0 uL damlatildiktan
sonra diger prosesler Boliim 3.7’de ki ile ayn1 olacak sekilde devam etmistir (Sekil
3.6) [300].

a
NH A
-~ NS
Ligand 1 Ligand 2
Ligand 1 Ligand 2

Sekil 3.6: a) Gluteraldehit (GA) ile yiizey immobilizasyonu ve b) Ferrit
nanoparcaciklariin yiizeyine enzim immobilizasyonu i¢in sematik gosterim (*
lakkaz ya da tireaz enzimleri olabilir).

3.9. Nanokristalin Seliiloz Yiizey Modifikasyonu

0.5 g NKK tartim1 alindiktan sonra 100 mL saf su igerisinde sonikatdr yardimiyla
yaklasik yarim saat dispers edildi. Elde edilen dispersiyona damla damla 0.1 M’lik
sitrik asit c¢ozeltisi eklenerek pH degeri 5.4 e getirildi. Proses siiresince karisim
manyetik karistirict ile 250 rpm de stirekli karistirildi. 100 mM’lik APTES miktart
hesaplanarak karigima yavasga eklendi ve 2 saat oda sicakliginda manyetik
karistiriciyla 50 rpm de karistirilarak NKK’nin yiizey modifiasyonun ger¢eklesmesi
saglandi. Modifikasyon sonunda elde edilen firiin santrifiij yardimiyla (4000 rpm, 20
dk) coktiiriilerek saf su ile 3 kez yikandi [301]. Kurutma islemi igin dondur-kurut
cihazi kullanild1 (24 saat) ve kuruyan APTES-modifiye NKK’ya 110 °C’de 8 saat

kalsinasyon islemi uygulandi.
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3.10. Ure Biyosensorii icin NKK Temelli Elektrot
Modifikasyonu ve Enzim Immobilizasyonu

Calismada kullanilan diger biyopolimer nanokristalin seliilozdur. Bu
biyopolimer yaygin organik solventlerde ¢oziiniir 6zellikte degildir. Dolayisiyla nano
yapili formunun saf su igerisindeki dispersiyonu kullanilmistir. 5.0 mg mL ™ miktar
saf su icerisine alinarak yaklasik yarim saat dispers olmasi saglanmistir. Daha sonra
TEOS ve APTES ile modifiye edilen CuF nanopargaciklarindan 2.0 mg mL™* ilave
edilerek sonikatorde 45 dakika boyunca daha sonikasyona devam edilmistir. Daha
sonra nafyon ve PANI kapli GCE elektrotunun yiizeyine damlat kurut yardimiyla
kaplanmistir. Biyopolimer ilavesi proseslerinden sonraki asamalar biyopolimer

icermeyen ve Boliim 3.7’de verilen sekilde devam edilmistir [300].

3.11. BPA Biyosensorii i¢cin HA Temelli Elektrot
Modifikasyonu ve Enzim immobilizasyonu

Tiim elektrokimyasal calismalar i¢in, 10 mL'lik bir elektrokimyasal hiicrede,
calisma elektrotu olarak GCE, karsi elektrot olarak platin tel ve referans elektrot olarak
Ag/AgCl (3 M KCI) kullanildi. Elektrot yiizeyini kaplamadan 6nce, GCE aliimina
bulamaci (0.1 pm, 0.05 um ve 0.03 um) ile temizlendi. 0.5 mg HA, bir cam sise iginde
PBS (pH 7.0) i¢inde ¢oziildii. Cozeltiye capraz baglayict olarak kullanilan 1-(3-
Dimetilaminopropil)-3-etilkarbodiimid ~ hidrokloriir ~ ve  N-Hidroksisiiksinimit
(EDC/NHS) (1:1 mol/mol) sistemi ilave edildi ve 2 saat karistirildi. Bu aktif ¢ozeltiye
1.0 mg CuF-TS@AP ve 2.0 mg PANI-nl ilave edilerek ultrasonik banyoda homojen
bir dagilim saglandi. Temizleme igleminden sonra hazirlanan kompozit sistemden 5.0
uL mikropipet ile elektrot yiizeyine damlatildi. Tamponda hazirlanan 10.0 uL 4.0 mg
mL? lakkaz ¢ozeltisi elektrot yiizeyine damlatildi ve oda sicakliginda immobilize
olmas: beklendi. Immobilizasyon sonrasi elektrot yiizeyi saf su ile yikandi ve
baglanmamis yapilardan uzaklastirildi. CV Slgtimleri, -0.2 ile 1.0 V potansiyelde ve
100 mV s tarama hizinda pH 7.0’lik PBS i¢inde gergeklestirilmistir. DPV &lciimleri,
0.05 V'luk bir genlikte, 0.2'lik bir puls genisliginde ve 0.5 s'lik bir puls periyodunda-
0.2 1la 1.0 V arasinda gercgeklestirilmistir.
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Sekil 3.7: EDC/NHS ile immobilizasyonun sematik gosterimi.

3.12. Gerc¢ek Orneklerin Hazirlanmasi

Ure biyosensorleri gercek ornek analizleri igin siit ve toprak ornekleri tercih
edilmistir. DPV yontemiyle iirenin elektrokimyasal 6l¢iimii icin Kocaeli'nin kirsal
bolgesinden siit ornegi temin edildi. Stit 6rnegi herhangi bir 6n isleme maruz
birakilmadan elektrokimyasal oOl¢iime kadar buzdolabinda +4 °C’de saklandi.
Elektrokimyasal parametreler, Boliim 3.7°de belirtildigi gibi kullanilmistir. Siitteki tire
miktari, DPV bos 6l¢iim sabitlendikten sonra 6l¢iim hiicresine siit numunesi eklenerek
belirlendi. Toprak 6rneginde iire tayini i¢in 1.0 g toprak 6rnegi tartildi ve 20 mL distile
suda yarim saat dispers edildi. Karisim, 4000 rpm'de santrifiij edilerek topland: [18].
Biyosensoriin dogrulugu, iki farkli konsantrasyonda spike ve geri kazanim testi ile
arastirildi.

BPA biyosensdrii i¢in ise deniz suyu, konserve suyu ve siit 6rnekleri tercih edildi.
Biyosensoriin dogrulugu, iki farkli konsantrasyonda (1.5, 5.0 uM) spike ve geri
kazanim testi ile arastirildi. Marmara Denizi'nden alinan deniz suyu numunesi 0.22
um gozenek boyutunda siiziilerek ¢6ziinmeyen maddelerden uzaklastirildi ve pH’1
PBS ile 7.0'ye ayarlandi. Marketten alinan konserve su numunesi ise 0.45 pm gozenek
boyutuna sahip siizgecten siiziildiikkten sonra direkt kullanildi. Tim numuneler

elektrokimyasal 6l¢iime kadar buzdolabinda +4 °C’de saklanda.
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4. BULGULAR VE TARTISMALAR

4.1. Ferrit Nanoparcaciklarinin Karakterizasyonu

Tez calismasi kapsaminda sentezlenen ferrit nanoparcaciklarina ait fiziksel,

kimyasal ve morfolojik karakterizasyonlar asagida aciklanmistir.

41.1. FTIR

Kalsinasyon sonrast elde edilen ferrit nanopargaciklarimin Kkimyasal
karakterizasyonu i¢in FTIR analizi yapildi. Genel olarak tiim spinel ferritlerin ana
metal-oksijen baglar1 400-600 cm™ aralifinda tetrahedral ve oktahedral bolgelerdeki
metal-oksijen bagmnin titresimine karsilik geldigi ve tetrahedral metal oksijen baginin
daha kisa olmasit nedeniyle, tetrahedral bolgelerdeki titresimin oktahedral
bolgelerdekinden daha yiiksek oldugu literatiirde belirtilmistir [302]. Tez ¢alismasi
kapsaminda elde edilen ferrit nanoparcaciklarinin 350-4000 cm™ arasindaki FTIR
spektrumlart Sekil 4.1 a, ¢, e, g’de verilmistir ve spektrumlar incelendiginde
tetrahedral ve oktahedral bolgelere ait pikler 400-600 cm™ arasinda net olarak
gozlemlenmektedir. Ferrit eldesini gosteren bu pikler incelendiginde metal-oksijen
yapilarina ait karakteristik piklerin gbzlenmesi ferrit nanoparcaciklarin olusumunu
dogrulamaktadir. Tez ¢aligmasi kapsaminda elde edilen ferritler normal (ZnFe204) ve
ters spinel yapidadir (CoFe204, NiFe204, CuFe204) ve ilgili bolgelerdeki karakteristik
metal-oksijen piklerini genel olarak gdstermektedir. Yiiksek frekans (500-600 cm™)
araliginda ve diisiik frekans (400-500 cm™) araligindaki pik pozisyonundaki
farkliliklar spinel ferritlerdeki tetrahedral ve oktahedral bilesenlerin farkliliklarindan
kaynaklanabilmektedir [303]. ZnF-500’de tetrahedral ve oktahedral bolgelere ait
ayrim gozlenmemektedir olup yalnizca tek bir pik olusmustur. CuF-500 6rneginde ise
bu ayrim oldukca belirsizdir. Bu iki kristal bolgeye ait ayrim kalsinasyon sicakliginin
artmasi ile bir miktar daha belirginlesmistir. Bu durum 500 °C kalsinasyon sicakliginin
kristal bolgelerin olusmasi i¢in yeterli olmadigini gostermektedir [304]. En net ayrim
NiF 6rneginin her 3 farkli kalsinasyon sicakligi icin de gézlenebilmistir. Ayrica, CoF
ornegi i¢inde farkli kristal bolgelere ait pik ayrimi gézlenmistir ancak NiF 6rnegindeki

kadar belirgin degildir. Yaklasik 3300-3400 cm™ ve yaklasik 1600 cm™deki pikler
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nanoparg¢aciklarin  hazirlanmas1 sirasinda  pargaciklarin  ylizeylerinin  su ile
etkilesiminden kaynaklanan hidroksil gruplarina ait karakteristik piklerdir [305, 306].
Ancak, yiizeyde bulunan OH gruplarina ait pikler net olarak gozlenemedigi icin
spektrumun ilgili kisimlar1 (1200-4000 cm™) agilarak ayrica gosterilmistir (Sekil 4.1b,
d, f, h). Kalsinasyon sicakliginin artmasi ile spektrumda 6zellikle OH gruplarina ait
piklerde degisiklikler oldugu gozlenmistir. Her 4 ferrit i¢in 500°C’lik kalsinasyon
sicakliginda OH gruplarmin varligi (3300-3400 cm™ ve yaklastk 1600 cm™)
belirgindir. 750°C’lik kalsinasyon sicakliginda ise OH grubunun varligin1 gdsteren
piklerde 6nemli bir azalma olmus ve hatta CoF-750 i¢in bu pikler hi¢ gézlenmemistir.
1000°C’lik kalsinasyon sicakliginda ise NiF-1000’de NiF-500 ve NiF-750’ye kiyasla
OH pikleri énemli bir azalma gdstermis olsa da yaklasik 3500 cm™ de ki pik halen
gozlenmektedir. CoF-1000, ZnF-1000 ve CuF-1000 i¢in ise 1000 °C’lik kalsinasyon
sicakliginda bu pikler tespit edilememistir. Ferritlere ait FTIR spektrumlarin elde

edilen spesifik pikler ise Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1: Farkli kalsinasyon sicakliklarinda elde edilen ferrit nanopargaciklarina ait
spesifik FTIR pikleri.

Ferritler Geﬁlrﬁ:esi Egci)lntlesi ‘Bl'girahedr_?l Q!(tahedrgl
(cm) (cmY) ge (cm™) Bolge (cm™)
NiF-500 3404 1628 565 414
NiF-750 3459 1623 562 405
NiF-1000 3535 - 560 397
CoF-500 3362 1626 461 458
CoF-750 - - 557 459
CoF-1000 - - 553 455
ZnF-500 3405 1639 529 -
ZnF-750 3337 1664 545 456
ZnF-1000 - 1675 555 466
CuF-500 3421 1640 560 456
CuF-750 3395 1652 559 449
CuF-1000 - - 545 465
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Sekil 4.1: Farkli kalsinasyon sicakliklarinda elde edilen ferrit nanopargaciklarina ait
FTIR spektrumlari: a, ¢, €, g) 400-4000 cm, b, d, f, h)1200-4000 cm™, *; oktahedral
bolge, **: tetrahedral bolgeyi temsil etmektedir.
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4.1.2. XRD

Farkli ge¢is metalleri iceren ferrit nanoparcaciklarinin kristal yapilar1 hakkinda
ayrintili bilgi elde etmek i¢cin XRD analizi kullanilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil
4.2’de verilmis ve ferrit nanoparcaciklarinin karakteristik kirmmim pikleri sekil
tizerinde isaretlenmistir. 20'daki 33.36, 35.58, 38.76, 44.02, 49.8, 54.08, 62.84
derecelerindeki pikler tetragonal spinel CuFe2O4 degerlerini desteklemektedir (ICDD
Kart no: 00-072-1174) [307]. 20 degerinde karsilik gelen 18.18, 30.08, 35.73, 43.26,
57.24, 62.98 derecelik pik degerleri kiibik spinel CoFe204 degerlerini (ICDD Kart no:
00-003-0864) [308], 30.0, 35.5, 37.1, 43.1, 57.5 ve 62.3 derecedeki 20 pik degerleri
kiibik spinel NiFe204 degerlerini (ICDD Kart no: 00-054-0964) [309] ve 30.2, 35.4,
43.2,58.8 ve 62.2 derecedeki 20 pikleri kiibik spinel ZnFe2O4 (ICDD Kart no: 00-022-
1012) degerlerini desteklemektedir [310]. Spektrumlardan elde edilen bilgilere gére
500°C’ de elde edilen ferrit nanopargaciklarinin yeterli kristalin yapiya sahip olmadigi
ve karakteristik pikleri belirgin bir sekilde vermedigi gézlenmistir. Ancak kalsinasyon
sicakliginin artmasi ile beraber pikler belirginlesmis ve daha kristalin yapida ferrit
eldesi saglanmistir.

Ferrit nanoparcaciklarinin kristalit boyutlar1 Scherrer denklemi ile her bir
numune i¢in ayr1 ayrt XRD spektrumlarindan elde edilen 35° tepe noktalar1 temel
alinarak hesaplandi [311]. Bu hesaplama i¢in kullanilan Scherrer esitligi (Esitlik 4.1)
asagidaki gibidir:

_ ka
o BcosO

(4.1)

A ve k sirastyla 1.54 A ve 0.89 olarak alinmstir. Tablo 4.2°de birim hiicre hacmi (V°)
ve kafes sabitleri (a) kalsinasyon sicakliklar1 ile beraber listelenmistir. Kafes
parametrelerinin literatiirde bildirilen degerlerle uyumlu oldugu belirlenmistir. V2 ve
a’nin beklendigi gibi kalsinasyon sicakligi ile arttigi gdzlenmistir. Ciinki, artan
kalsinasyon sicakligi saf kristal birimlerinin olusumunu desteklemektedir [312].
Literatiir c¢alismalar1 incelendiginde Silva ve arkadaslari, farkli kalsinasyon
sicakliklarinda elde ettikleri kobalt ferrit nanoparcaciklarinin kalsinasyon sicakligi
arttikga ortalama kristalit boyutunun da artis gosterdigini agiklamislardir. Ornegin
750°C’de kalsine edilen kobalt ferrit nanopargaciklarinin ortalama kristalit boyutu

XRD spektrumundan alinan datalar1 kullanilarak Scherrer denklemi ile 94 nm
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hesaplanmisken, 950°C’de kalsine edilen kobalt ferrit nanopargaciklarinin kristalit

boyutu 100 nm olarak hesapanmistir [313]. Joshi ve arkadaslari, birlikte ¢oktiirme

yontemi ile nikel ferrit elde etmislerdir ve bu calisma da kalsinasyon sicakligini

kristalit boyutunun artmasina neden olmustur. 450°C’de kalsine edilen nikel ferritin

ortalama kristalit boyutu 12 nm iken, 550°C’de kalsine edilen nikel ferritin ortalama

kristalit boyutu 20 nm olarak hesaplanmistir [314].

Tablo 4.2: Cesitli kalsinasyon sicakliklarinda elde edilen ferrit numunelerinin kafes
sabiti ve ortalama kristalit boyutlari.

Eerrit Kalsmasyon
sicakhigi

< 500
Q

s 750
S

1000

- 500
Q

_@ 750
pd

1000

- 500
Q

L 750
(o
N

1000

- 500
Q

L 750
>
@)

1000

a(A)

8.374
8.377
8.380

8.344

8.347

8.349

8.347

8.442

8.445
5.810/5.810/8.710

5.844/5.844/8.630

V@A)

587.22
587.85
588.48

580.93
581.62
581.71
581.55
601.64
602.28
294.02

294.79

Ortalama
kristalit
boyutu (nm)

17.31
4471

56.94
10.61
21.63
40.34
12.37
27.88
47.15
17.35
25.42

31.84
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Sekil 4.2: Farkli kalsinasyon sicakliklarinda elde edilen ferrit nanoparcaciklarina ait
XRD spektrumlari.

4.1.3. TGA

Ferrit nanopargaciklarin eldesinde kullanilan ii¢ ayri kalsinasyon sicakligi i¢in
termal Ozellikleri TGA analizi ile incelenmistir. Elde edilen sonuglara ait grafikler
Sekil 4.3’te verilmistir. Elde edilen TGA grafiklerine gore kalsinasyon sicakliginin
termal kararliliga etkisi oldugu belirlenmistir. Kalsinasyon sicakligi 500°C iken 50-
150°C arasinda NiF-500, CoF-500 ve ZnF-500 gruplarinda kiitle kaybr gézlenmistir.
Bu kiitle kayb1 bu 3 ferrit i¢in sirastyla %1.2, %0.89 ve %0.58 olarak hesaplanmistir.
kayb1 suyun
uzaklagsmasindan kaynaklanmaktadir [315]. FTIR spektrumunda 500°C kalsinasyon

Mevcut  kiitle ferrit nanoparcaciklarinin  ylizeyine tutunan
sicakliginda elde edilen ferritlerin yapisinda tutulan suyu gosteren belirgin pikler TGA
sonuglari ile de uyumludur. CuF-500 numunesinde ise bu bolgede belirgin bir pik
gozlenmemis olup, 250-400°C arasinda bir kiitle kayb1 gozlenmistir. Ayni sekilde

ZnF-500 numunesinde de gbzlenen bu pikin inorganik tuzlarin dekompozisyonu ile
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ilgili oldugu disiiniilmektedir [315]. Dolayisiyla 500°C’lik kalsinasyon sicakliginin
kristalin yapida ferrit elde etmek icin yeterli olmadig1 gézlenmistir. Bu sonu¢ XRD
spektrumlarindan elde ettigimiz bilgiler ile de ortiismektedir. Kalsinasyon sicakliginin
artmasi kristaliniteyi artirmis ve dolayisiyla 750°C ve 1000°C kalsinasyon
sicakliginda herhangi bir kiitle kayb1 gézlenmemistir. Bu durumda, 750°C ve 1000°C
kalsinasyon sicakliginda elde edilen ferrit nanopargaciklarin termal kararliliklarinin
25-750°C arasinda iyi oldugu sonucuna varilabilir. Ancak bu sicakliklarda bir miktar

kiitle artis1 gozlenmistir. Bu kiitle artisinin nedeni gaz adsopsiyonundan kaynaklandigi

distiniilmektedir.
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Sekil 4.3: Farkl1 kalsinasyon sicakliklarinda elde edilen ferrit nanoparcaciklarina ait
TGA grafikleri.

Gul ve arkadaslari, Al-ikameli ¢inko ferrit nanopartikiilleri sentezlemislerdir.
Kalsine edilmemis numunenin 25 °C ila 1000 °C arasindaki termogravimetrik
analizinde 350 °C ve 550 °C olmak tizere iki ayr1 bolgede kiitle kaybi tespit etmislerdir.
Bu sonugtan yola c¢ikarak, spinel yapinin gelisiminin baslangi¢ sicaklik noktasini

belirlemisler ve ferrit nanopargaciklarinin homojen fazinin yaklagik 600 °C'de
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gelismeye basladigini tespit etmislerdir. 600 °C'de 8 saat kalsinasyon yaptiktan sonra
ise termal olarak kararli ferrit nanoparcaciklar1 elde etmislerdir [316]. Yousuf ve
arkadaslar1 da, mangan ferrit nanopartikiilleri sentezmisler ve diger calismalarla
benzer sekilde iki ayr1 sicaklik noktasinda (248.72 °C ve 414.60 °C) kiitle kaybi
gozlemlemislerdir. Sentezledikleri ferrit nanopargaciklarina 400°C'de 4 saat
kalsinasyon islemi uyguladiktan sonra termal olarak kararli ve tek fazdan olusan iiriin

elde etmislerdir [317].

4.1.4. SEM ve Parcacik Boyutu Analizi

Tez calismast kapsaminda sentezlenen farkli gecis metallerine sahip ve farkl
kalsinasyon sicakliginda elde edilmis ferrit nanoparcaciklarinin morfolojilerini
anlamak i¢cin SEM analizi kullanildi. Elde edilen SEM goriintiileri Sekil 4.4’te
verilmistir. Goriintiilerde, manyetik 6zellikleri ve kiigiik parcacik boyutlar: nedeniyle
tiim ferrit nanopargacik gruplarinda yogun bir aglomerasyon oldugu tespit edilmistir.
Ayrica kalsinasyon sonrasi 6giitme isleminden dolay1 parcacik sekillerinin diizensiz
oldugu gozlenmistir. Diger dikkat cekici nokta olarak ise 1000°C kalsinasyon
isleminden sonra elde edilen {riinlerde (Sekil 4.4i-1) “kaynasma” olarak
tanimlanabilecek bir durumun olustugu gézlemlenmektedir [318].

Sonug olarak yapilan FTIR, XRD, TGA ve SEM analizlerinden sonra ferrit
nanoparg¢aciklarinin kristaliniteleri, termal kararlhiliklar1 ve morfolojik goriintiileri
acisindan tez ¢alismasinin devaminda 750 °C kasinasyon sicakliginda elde edilen
CuF-750, CoF-750, NiF-750 ve ZnF-750 gruplari ile devam edilmesine karar
verilmistir. 500 °C’nin yeterli kristaliniteye sahip triinlerin elde edilmesinde yeterli
olmadigi FTIR, XRD ve TGA analizleri ile gozlemlenmistir. 750 °C ve 1000 °C’de
elde edilen iirlinlerin kristalinite ve termal kararliliklari birbirine yakin olmakla
beraber 1000°C’de elde edilen iiriinlerin SEM goriintiilerinden de anlasildigi gibi artik
bir nanoparcacik olmaktan ziyade yiiksek sicakligin etkisi ile kaynastigi tespit
edilmistir. Bu sonug, modifikasyon ve ylizey alan1 agisindan istenmeyen bir durumdur.
Dolayist ile karakterizasyonlarin biitiinii gbz oniine alindiginda TEOS ve APTES
modifikasyonlar1 ve sonrasinda ise biyosensor ¢alismalari igin 750°C kalsinasyon

sicakliginda elde edilen ferrit nanoparcaciklarinin kullanilmasi uygun goriilmiistiir.
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Sekil 4.4: a-d) 500 °C, e-h) 750 °C ve i-1) 1000 °C kalsinasyon sicakliginda elde
edilen sirasiyla CuF, CoF, NiF ve ZnF nanoparcaciklarina ait SEM goriintiileri
(biiytitmeler 30.000 X).

Parcacik  blytikligi dagilimlart ise Sekil 4.5’de gosterilmis olup,
nanopargaciklarin ortalama ¢aplarinin CuF-750, CoF-750, NiF-750 ve ZnF-750 i¢in
sirastyla 48.38+1.99 nm, 29.12+1.55 nm, 43.37£1.56 nm ve 43.33+£1.40 nm oldugu
belirlenmistir. Bu durumda en yiiksek ortalama parcacik biiyilikligiine sahip ferrit
CuF-750 olmakla beraber CoF-750 ve NiF-750 yapilarmin ortalama pargacik
bliytikliikleri yaklasik olarak aynidir. En kiigiik parcacik boyutuna sahip olan ferrit ise
CoF-750 oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.5: a) CuF, b) CoF, c) NiF ve d) ZnF nanopargaciklarina ait par¢acik
biiyiikliikleri dagilim grafikleri.

Swathi ve arkadaslari, fotokatalitik bozunma i¢in kobalt ferrit nanopargaciklarini
sentezlemistir. Morfolojik karakterizasyon i¢in yapmis olduklart SEM analizinde elde
ettikleri lirlinlin aglomerasyona ve diizgiin olmayan boyut dagilimina sahip oldugunu
tespit etmislerdir. 400 °C'de kalsine edilen {iriiniin 600 °C'de kalsine edilen {irline
kiyasla morfolojisinin daha kiigiik par¢aciklardan olustugunu ve en az aglomerasyona
sahip oldugunu gostermislerdir [319]. Magdalane ve arkadaslari, bir fotokatalitik
bozunma ¢alismasinda kullanilmak tizere TiO> katkili kobalt ferrit nanopartikiillerin
mikrodalga yontemiyle sentezlemisler ve hem CoFe20s hem de TiO2 katkili
CoFex0O4'lin  yiizey morfolojisi, boyutu ve seklini SEM ile incelenmislerdir.
Numunelerin SEM goriintiilerine gore oldukga fazla aglomerasyona sahip olduklart ve
pargacik sekillerinin kiiresel oldugunu belirtmislerdir. Bu kiiresel seklin mokrodalga
yonteminden kaynaklanabilecegini aciklamislar ve kobalt ferrit nanoparcaciklarinin

boyutlarinin 45-60 nm araliginda oldugunu hesaplamislardir [320].
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4.1.5. EDS

Calismaya devam edilecek olan CuF-750, CoF-750, NiF-750 ve ZnF-750
nanopargaciklarinin bilesimleri EDS ile analiz edildi. Sentezlenen nanopargaciklarin
EDS verileri (Sekil 4.6), yalnizca sentezlenen nanoparcaciklarin safligin1 gosteren
demir, oksijen ve ferrit nanopargaciklarin yapisinda bulunan +2 degerlikli metallerin
varhigimmi gostermektedir. EDS spektrumunda 2.1 keV’da gozlemlenen ve “ * 7 ile
isaretlenen pik SEM analizi i¢in altin kaplanan 6rneklerde “Au” olarak tespit edilmistir
[321]. EDS spektrumunun kantitatif analizi Tablo 4.3'te gosterilmis olup, % atomik
oranlar Fe/Cu i¢in 2.20, Fe/Co i¢in 1.77, Fe/Ni i¢in 1.74 ve Fe/Zn igin 2.0 olarak
belirlenmistir. Elde edilen sonugclar, ferrit nanoparcgaciklarinin atomik yiizdesinin
beklenen stokiyometrik oraniyla yakindan eslestigini gOstermektedir. Patade ve
arkadaslar1 sentezlemis olduklart MnFe2O4 i¢in % atomik oranlar1 Fe i¢in % 27.48 ve
Mn i¢in % 14.50 olarak hesaplamis ve Fe/Mn oranini ise yaklasik 1.90 olarak
belirtilmistir [322]. Andhare ve arkadaslar1 da CoFe2O4 i¢in % atomik oranlari igin
Fe/Co degerini 1.74 olarak bildirmislerdir [323].
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Sekil 4.6: Ferrit nanopargaciklarina ait EDS spektrumlari.
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Tablo 4.3: Ferrit nanopargaciklari i¢in elementlerin atomik yiizdeleri.

% Atomik oranlar

Ferritler
Fe Cu/Co/Ni/Zn O
CuF-750 48.21 21.87 29.92
CoF-750 42.44 23.92 33.64
NiF-750 44.05 25.32 30.63
ZnF-750 43.17 21.61 35.22
4.1.6. TEM

Sekil 4.7’de CuF-750, CoF-750, NiF-750 ve ZnF-750 gruplarma ait TEM
goriintlileri verilmistir. SEM goriintiilerini destekler sekilde hem aglomerasyon hem

de diizensiz parcacik sekillerine sahip nanoparcaciklarin varligi desteklenmektedir.

Sekil 4.7: a) CuF-750, b) CoF-750, c) NiF-750 ve d) ZnF-750 nanopargaciklarina ait
TEM goriintiileri.
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4.1.7. Zeta Potansiyeli

Nanoparcacik yiizey yiik yogunlugu bir¢ok uygulamada 6nemli bir rol oynar.
Elektrokinetik potansiyel olarak da adlandirilan zeta potansiyeli, elektrik alan altinda
hareket eden bir koloid pargacigin kayma/kesme diizlemindeki potansiyeldir. Zeta
potansiyeli, pargaciklar {izerindeki ve pargaciklarla iligkili ylikiin dogasinin yan1 sira
parcaciga ve ¢evresindeki ¢oziiciiye bagl yiikiin dagilimini agiklamak i¢in kullanilan
bir analizdir [324]. Zeta potansiyeline etki eden en dnemli fakt6r ortamin pH degeridir.
Diger faktorler arasinda iyonik gii¢, katki maddesinin konsantrasyonu ve sicaklik
bulunur [325]. Tez ¢alismasindaki oOlgiimler 25°C'de 0.05 M’lik pH 7.0 fosfat
tamponunda siispanse edilerek kaydedildi. Olgiimlerdeki hatayr belirlemek igin her
numune igin ti¢ tekrar yapildi. Elde edilen yiizey yiikleri CuF-750, CoF-750, NiF-750,
ZnF-750 i¢in sirastyla, -30.8 + 1,34 mV, -29.27 + 1.85 mV, -30.33 £ 1.30 mV, -33.34
+ 1.42 mV olarak hesaplandi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.8’de verilmis olup, yiizey
yiikleri arasinda énemli bir farklilik olmadig: tespit edildi. Akhlaghi ve arkadaslari,
patojenlerin  ablasyonu i¢in antibiyotiklerle kaplanmis manyetik MnFe>O4
nanoparg¢aciklar gelistirmislerdir. Numuneler i¢in dl¢timlerin saf su iginde yapildigi
belirtilmistir. Zeta potansiyeli 6l¢iimlerine gore, MnFe204 nanopargaciklarinin -29.9

+ 3 mV negatif zeta potansiyeli sergiledigini agiklamislardir [326].
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Sekil 4.8: Ferrit nanopargaciklarinin zeta potansiyel grafigi.
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42. TEOS ve APTES ile Modifiye Edilmis Ferrit
Nanoparc¢aciklarinin Karakterizasonu

4.2.1. FTIR

Elde edilen FTIR spektrumlar1 Sekil 4.9°da verilmistir. ilk asama olan TEOS ile
modifiye edilmis spektrumlar incelendiginde yaklasik 1000 cm™’de belirgin bir
seklide Si-O-Si baglarinin varligi gézlemlenir. Modifiye edilmemis ferritlerin FTIR
spektrumlarinda bu bolgede herhangi bir pike rastlanmaz. Dolayisiyla bu
karakterizasyon ile ferrit ylizeylerinin silika ile modifiye edildigi dogrulanmistir [327].
Ikinci asama olan APTES ile modifikasyon islemi sonrasi elde edilen
nanopargaciklarin FTIR spektrumlari incelendiginde ise APTES yapisinda yer alan
propil grubunun varligi 2930 cm™ 'de ortaya ¢ikan C—H titresimleri ile dogrulanmustir
[328]. 3510 cm™'deki titresimler N-H gerilmesi ve 1560 cm™'de N-H biikiilme
titresimleri ile iligkilendirilebilir [329].
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Sekil 4.9: TEOS ve APTES ile modifiye edilmis ferrit nanopargaciklarin FTIR
spektrumlari.
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4.2.2. TGA

TEOS ve APTES ile modifiye edilmis ferrit nanoparcaciklarina ait TGA
diagramlar1 Sekil 4.10°da verilmistir. Sonuglar incelendiginde APTES ile modifiye
edilmis ferrit nanoparcaciklarda yaklasik 110°C ve 550°C’de 2 ayn kiitle kaybi
olustugu goézlenmistir. Ilk kiitle kaybinin nedeni, nanoparcacik seviyesindeki
parcaciklarda modifikasyon prosesinde absorplanan solventin buharlagsmasindan
kaynaklanmaktadir [330]. ikinci kiitle kayb ise silan tabakasinin termal ayrismasindan
kaynaklanmaktadir [331]. ilk kiitle kayb1 CoF-TS@AP, CuF-TS@AP, NiF-TS@AP
ve ZnF-TS@AP igin sirastyla %1.75, %3.82, %3.75, %1.32 olarak hesaplanmuistir.
Ikinci kiitle kaybinda yine ayni siralama igin sirasiyla %5.20, %8.02, %10.30, %5.10
olarak belirlenmistir. Literatiirde TiO2, Fe3Os, CoFe;O4 gibi farkli nanopargaciklar
silan ile kaplanmis ve kiitle kayiplar1 %2.7, %5.0, %12.0 olarak farklilik gostermistir

[332-334]. Calisma kapsaminda hesaplanan degerlerin literatiir galismalari ile uyum

gosterdigi gozlemlenmektedir.
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Sekil 4.10: TEOS ve APTES ile modifiye edilmis ferrit nanoparcaciklarin TGA
diyagramlari.



4.2.3. SEM ve Parcacik Boyutu Analizi

TEOS modifikasyonu ile kiiresel nanopargaciklarin elde edilmesi ve
aglomerasyonun kismen de olsa engellenmesi beklenmekteydi. Sekil 4.11°de verilen
SEM goriintiileri incelendiginde bu modifikasyon ile istenilen amaca ulasildigi
gozlenmektedir. TEOS ile modifikasyon sonucunda tiim ferritlerin kiiresel morfolojiye
sahip oldugu gozlenmektedir. Kiiresel yapilarin ylizeyleri diizgiin ve boyutlarinin
homojen oldugu goriilmektedir. APTES ile modifikasyon sonrasi ise morfolojide
herhangi bir degisiklik olmadig1 gézlenmistir. Pargcacik boyutu analizi kisminda her
iki modifikasyon i¢inde ortalama boyutlar ve standart sapmalar detayli olarak
verilmigtir. Literatiir ¢aligmalar1 incelendiginde, Gao ve arkadaslart 2011 yilinda
yapmis olduklar1 ¢alismada, FesOs nanparcaciklarint TEOS ile modifiye etmisler ve
modifikasyon sonrast kiiresel yapilar elde etmislerdir. Modifikasyon sonrasinda
parcaciklarin boyut dagilimiminda neredeyse ayni oldugu ve diizgiin bir morfolojide
oldugu belirtilmigtir [335]. Huang ve arkadaslar1 da Fe3Os nanopargaciklari
sentezlemis ve kurutma igleminden kaynakli aglomerasyon oldugunu ancak TEOS ile
fonksiyonlandirmis formunda azalmis aglomerasyona sahip kiiresel nanoparcaciklar
elde ettiklerini belirtmislerdir [333]. Kobalt ferrit nanopargaciklari iginde ayni durum
gecerlidir ve yine homojen dagilimli kiiresel yapilar elde edilmistir [336].

TEOS ve APTES ile modifiye edilmis 4 adet ferrit nanopargaciklarina ait SEM
goriintiileri lizerinden ImageJ 1.30v programi ile hesaplanan ortalama pargacik
biiyiikliiklerine (30 nanopargacik iizerinden alinan 6l¢iimler) ait degerler Sekil 4.12°de
verilmistir. Nanopargaciklarin ortalama ¢aplarinin CuF-TS, CoF-TS, NiF-TS ve ZnF-
TS i¢in sirastyla 252 nm, 377 nm, 264 nm ve 194 nm olarak hesaplanmistir. Her ferrit
icin parcacik boyutlar1 birbirine oldukca yakin olup standart sapmalar1 oldukca
kiigiiktiir. APTES modifikasyonunda ise TEOS’a kiyasla kobalt, bakir ve nikel ferritler
icin degisiklik gozlenmemistir. Cinko ferritteki yaklasik %35°lik artis TEOS’a kiyasla
kismen partikiillerin birlesmesinden kaynaklandigi disiiniilmektedir. Literatiir
calismalarinda Fe3Os nanopargaciklart 20 nm olarak elde edilmis ve TEOS
modifikasyonu sonucunda pargacik boyutu 320 nm olarak tespit edilmistir [333].
Ayrica bagka bir ¢alismada elde edilen kobalt ferritin ortalama parcacik boyutu 18 nm
olarak belirlenmistir ve yine modifikasyon sonucu pargacik boyutu yaklasik olarak
500 nm olarak hesaplanmistir [336]. Tez ¢aligsmasinda elde edilen sonuglarin literatiirle

uyumlu oldugu gériilmektedir.
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Sekil 4.11: a-d) TEOS ve e-h) APTES ile modifiye edilmis CuF, CoF, NiF, ZnF
ferrit nanopargaciklarin SEM goriintiileri.
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Sekil 4.12: TEOS ve APTES ile modifiye edilmis ferritlerin ortalama pargacik
boyutlari.

4.2.4. EDS

Ferrit nanoparcaciklarinin TEOS ve APTES ile modifikasyonunu dogrulamak
i¢cin EDS analizi gergeklestirildi ve elde edilen spektrumlar Sekil 4.13’de, elementlerin

% atomik degerleri ise Tablo 4.4’de verilmistir.

Tablo 4.4: TEOS ve APTES ile modifiye edilmis ferrit nanopargaciklari igin
elementlerin atomik yiizdeleri.

Ferritler O Si Fe Cu/Co/Ni/Zn C N
CuF-TS 22.10 10.57 45.85 21.48 - -
CuF-TS@AP 26.50 17.48 32.49 16.04 5.40 2.09
CoF-TS 38.45 33.95 18.48 9.12 - -
CoF-TS@AP  41.34 37.26 7.64 3.8 7.27 2.69
NiF-TS 34.43 31.94 20.17 13.46 - -
NiF-TS@AP 34.06 23.53 17.13 9.66 12.44 3.18
ZnF-TS 27.05 15.48 37.77 19.7 - -
ZnF-TS@AP 39.07 16.24 17.04 6.41 15.9 5.34
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Sekil 4.13: a-d) TEOS ve e-h) APTES modifiye edilmis ferrit nanopargaciklarina ait

EDS spektrumlari.
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EDS spektrumlari, olusan tiim elementlerin varligini agik¢a gosterir ve tespit
edilen silisyum piki TEOS ve azot piki APTES modifikasyonunu dogrulamaktadir.
Wang ve arkadaslari, glukoz oksidazin immobilizasyonu igin CoFe204/SiO2
nanopargaciklarini sentezlemislerdir. Aminlenmis CoFe204/SiO2 nanopargaciklarin
bilesimini desteklemek amaciyla SEM-EDS analizini uygulamig ve EDS element
analizi sonucu Co, Fe, Si, O, C ve N'nin varligin1 dogrulamislardir [337]. Aygar ve
arkadaglari, kobalt ferrit —manyetik nanopartikiillerini  TEOS ve (3-
aminopropil)trimetoksisilan ile modifiye etmislerdir. Si02-CoFe2O4 nanoparcaciklari
icin TEM goriintiisii-EDS analizi yapilmis ve EDS spektrumundaki karbon ve silisyum
piklerinin varhigmin CoFe20s nanopargaciklarinin yiizeyinde silisyum tabakasi

olusumunun gostergesi olarak kabul edildigini agiklamiglardir [338].

425 TEM

TEOS ve APTES ile modifiye edilmis ferrit nanoparcaciklarina ait TEM
goriintlileri Sekil 4.14’te verilmistir. TEOS ile modifiye edilmis ferritlerin TEM
goriintiileri sirasiyla Sekil 4.14a-d’de verilmistir. TEM goriintiilerinde goriildiigl gibi
bu modifikasyon ile istenilen amaca ulasilmig ve TEOS modifiye nanopargaciklar
kiiresel, piiriizsiiz yilizeylere ve homojen boyutlara sahip olmustur. APTES ile yapilan
modifikasyondan sonra ise morfolojide herhangi bir degisiklik olmadig1 gozlemlendi.
Ancak yaklasik 20 nm=+4.2 kalinliginda bir kabuk kabugun olustugu gézlemlenmistir.
Bu degisiklikler de ferritlerin modifikasyonlar1 destekler niteliktedir. Bai ve
arkadaslari, amino grubuna sahip silika kapli manyetik nanoparcaciklar
gelistirmislerdir. TEM goriintiileri incelendiginde TEOS ile modifiye edilen
nanopargaciklarin yiizeyinde belirgin bir silika tabakasinin oldustugu tespit edilmistir.
Ayrica, APTES ile modifikasyon sonrasinda ise TEM goriintiilerinde iki silika
tabakasi gozlemlendigini agiklamislardir [339]. Araghi ve arkadaslar1, mezogozenekli
silika manyetit nanoparcaciklarinin APTES ile modifikasyonunu
gerceklestirmiglerdir. 150200 nm ¢apindaki modifiye edilmemis nanopargaciklarin
modifikasyon sonrast mezogozenekli silika tabakasi ile nanopargacik ¢apinin yaklasik
25 nm'lik artis gosterdigini agiklamislardir [340]. Literatiir calismalari incelendiginde,
tez caligmasinda elde edilen TEOS ve APTES ile modifiye edilmis ferrit

nanopargaciklarin TEM goriintiilerinin literatiir ile uyumlu oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.14: a-d) TEOS ve e-h) APTES ile modifiye edilmis CuF, CoF, NiF, ZnF
ferrit nanopargaciklarin TEM goriintiileri.
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4.2.6. BET Analizi

Tez calismast i¢in sentezlenen TEOS ve APTES ile modifiye edilmis ferrit
nanoparcaciklarin yiizey alanlar1 incelenmis ve BET ylizey alan1 grafikleri Sekil
4.15’de verilmistir. Elde edilen verilere gore BET yiizey alanlari CuF-TS@AP, CoF-
TS@AP, NiF-TS@AP, ZnF-TS@AP igin sirastyla 7.85, 5.24, 25.67, 13.35 m? g'1
olarak hesaplanmistir (Tablo 4.5). Elde edilen sonucglara gore her bir ferritin ylizey
alanimin farkli oldugu belirlenmistir. Son yillarda silisyum, metal oksitler, metal
hidroksitler, hibrit malzemeler, organik yapilar gibi mezoyapili malzemeler yogun bir
sekilde aragtirllmaktadir. Bu malzemelerin ilag salimi, biyogoriintiileme, doku
mihendisligi, biyosensor teknolojilerindeki uygulamalar1 iizerine kapsaml
calisamalar tasarlanmaktadir. Cok sayida biyobelirteclerin hizli bir sekilde
belirlenmesine ve cesitli ¢evresel kirleticilerin izlenmesine olanak taniyan gézenekli

algilama malzemelere olan ilgi halen devam etmektedir [341].

Tablo 4.5: BET modelinden hesaplanan ferrit nanopargaciklarin 6zellikleri.

Gruplar BET (Sr(niizzg_);)Alam
CuF-TS@AP 7.85
CoF-TS@AP 5.24
NiF-TS@AP 25.67
ZnF-TS@AP 13.35

Mezogozenekli malzemeler, yiiksek yiizey alanlari, biiylik gézenek hacimleri ve
ayarlanabilir gozenek boyutlar1 sayesinde biyosensorler alaninda giderek daha fazla
dikkat cekmektedir. Enzimatik biyosensorler ve enzimatik olmayan biyosensorler
dahil olmak {izere mezogdzenekli malzeme temelli biyosensorlerin duyarlilik,
kararlilik ve yeniden kullanilabilirlik agisindan cesitli analitlere karst miikemmel
algilama performans: sergiledigi belirtilmistir. Ozellikle enzimatik biyosensorler
acisindan bakildiginda, mezog6zenekli malzemelerin enzimleri immobilize etmek i¢in
bir destek malzemesi olarak kullanildigi goézlemlenmektedir. Ancak, enzim
immobilizasyon performansi, gdzenek boyutu, gdzenek yapisi ve yiizey 6zellikleri gibi

cesitli 6zelliklere de baglidir [342].

83



3.04 5
=25 —
3 =4
S0 ae
5 1
151
2_
1.04
. 1
05 CuF-TS@AP CoF-TS@AP
: T T T T T T T T
000 005 010 015 020 025 030 000 005 010 015 020 025 030
P/p° p/p°
12 25
1.0
2.0-
= 0.8 £
B IS
E-j Ec 1.54
£ 0.6 =4
1.0 u/
0.4
0.2 0.31
NiF-TS@AP NiF-TS@AP
000 005 010 015 020 025 030 000 005 010 015 020 025 030

p/p° p/p

Sekil 4.15: TEOS ve APTES modifiye edilmis ferrit nanopargaciklarinin BET
grafikleri.

BET yiizey alanimm etkileyen en Onemli parametrelerden biri kalsinasyon
sicakligidir. Kalsinasyon sicakliginin artmasi ile nanoparcaciklarin kristallesmesi artar
ve yiizey alanlan ile gozenek hacimleri azalir. Kim ve arkadaslari, kalsinasyon
sicakliginin TiO2 o6zellliklerine olan etkisini incelemislerdir. Kalsinasyon i¢in 300,
500, 700, 900 ve 1100 °C olmak tizere bes farkli sicaklik denemisler ve BET ylizey
alanlarmin artan sicaklikla beraber 101.24 m? g¥’den 3.25 m? g kadar diisiis
gosterdigini tespit etmislerdir [343]. Ayrica, nanopargacik kompozisyonu ve yiizey
modifikasyonunun da BET yiizey alanina etkisi literatiirde incelenmistir. Kurtuldu ve
arkadaslari, kemik rejenerasyonu i¢in seryum ve galyum igeren gozenekli biyoaktif
cam nanopartikiilleri sentezlemiglerdir. BET yiizey alanlar1 incelendiginde, %60 SiOz,
%39 CaO ve %1 Ce,03 bilesenleri igeren Cel maddesinin BET yiizey alan1 412 m? ¢
!iken ayn1 miktarda SiO; ve CaO igeren kompozisyonun Ce,QOs yerine ayn1 miktarda
yani %1 oraninda Ga>Os3 ile degistirilmesi sonucu elde edilen Gal maddesinin BET
yiizey alaninin 486 m? g°! oldugunu belirlemislerdir [344]. Yalnizca %1 oranindaki bu
kompozisyon degisiligi elde edilen nanoparcaciklarinin BET ylizey alaninda yaklasik

%18’lik bir artisa neden olmustur. Bu sonug tez ¢alismasi i¢in ayni sicaklikta kalsine
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edilen ferrit nanoparcaciklariin BET yiizey alanlarinin farkli ¢ikmasinin sebebi olarak
degerlendirilebilir. Farkli ge¢is metallerine sahip ferrit nanopargaciklari farkli
elementel kompozisyonlara sahip oldugundan diger tiim 6zelliklerinde oldugunda gibi
BET yiizey alanlarinda da farkliliga sebebiyet vermistir. Isasi ve arkadaslari, APTES—
silisyumm modifiye edilmis NiFe2,Os4 nanokompozitleri gelistirmislerdir. SiO2 ile
modifiye edilmis NiFe,Os nanoparcaciklarinin yiizey alam 84.9 m? g iken aym
nanoparcaciklar1 ek olarak APTES ile de modifiye edildiginde BET ylizey alaninin
24.1 m? g' oldugunu tespit etmislerdir [345]. Yang ve arkadaslar1 da, cesitli
miktarlarda organosilan ile modifiye edilmis mezogdzenekli silika nanopartikiillerin
ozellikleri lizerine ¢alisma gergeklestirmislerdir. Bu c¢alismada, modifiye edilmemis
nanoparcaciklarin BET yiizey alan1 869 m? g olarak hesaplanmistir. TEOS/APTES
oran1 mol olarak 4:1 oldugunda BET yiizey alan1 dnemli oranda diismiis ve 411 m? g
! belirlenmistir. TEOS/APTES oran1 mol olarak 3:1 oldugunda 375 m? g* ve 2:1
oldugunda ise 161 m? g degerine kadar azalmistir. Bu oran 15:1°e ¢ikartildiginda ise
ayni1 malzemenin BET yiizey alan1 715 m? g tespit edilmistir [346]. Tiim bu deneysel
calisma sonuclarindan anlasildig1 lizere BET ylizey alam1 pek c¢ok parametreden
etkilenmekte olup, genellikle yiizey modifikasyonu yiizey alaninin azalmasina
sebebiyet vermektedir.

4.2.7. Bant Arahg

Tez calismasi i¢in sentezlenen manyetik nanomalzemelerin optik davranig1t UV-
Vis spektroskopisi kullanilarak incelenmis olup, spektrumlar 200 ila 1000 nm arasinda
kaydedildi. Elde edilen spektrumlar Sekil 4.16’da verilmistir. Ayrica, tiim 6rneklerin
bant aralig1 (Eg) degerleri Tauc grafigi kullanilarak hesaplandi ve her bir ferrit grubu
icin UV-Vis spektrumun igerisine ek olarak yerlestirildi. Bant arali§i hesaplamalari
icin malzemelerin enerjiye (hv) kars1 (ahv)? grafikleri kullamldi ve grafigin dogrusal
kismimin enerji ekseninde kesisme yapan ekstrapolasyonuyla hesaplanmistir [103].
Burada, a; absorpsiyon katsayisi, h; Plank sabiti, hv; foton enerjisidir. CUF-TS@AP,
CoF-TS@AP, NiF-TS@AP, ZnF-TS@AP nanopargaciklart i¢in elde edilen bant
aralig1 degerleri sirasiyla 1.25, 1.56, 2.14 ve 2.40 eV olarak hesaplandi.

Tauc, 1966'da optik absorpsiyon spektrumlarini kullanarak yari iletkenlerin bant
aralig1 enerjisini tahmin etmek i¢in bir yontem 6nermis olup, bu ydontem Davis ve Mott

tarafindan daha da gelistirilmistir. Bir yari1 iletkenin bant aralig1 enerjisi, bir elektronu
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degerlik bandindan iletim bandina uyarmak i¢in gereken enerjiyi tanimlar. Bant aralig1
enerjisinin dogru bir sekilde belirlenmesi, yar1 iletkenlerin fotofiziksel ve fotokimyasal
Ozelliklerinin tahmin edilmesinde ¢ok 6nemlidir [347]. Absorbans, tane boyutu, bant
aralid, ylizey piiriizliliigli ve kafes parametreleri gibi ¢ok sayida faktore baghidir ve
nispeten dar bant aralifi, stiin iletkenlik ve elektron transferini tesvik etmek igin

faydali 6zellikler sergiler [348].
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Sekil 4.16: TEOS ve APTES modifiye edilmis ferrit nanopargaciklarinin UV-
Goriiniir spektrum ve Tauc grafikleri.

Literatiirde farkl alanlardaki ¢aligmalarda ferrit nanoparcaciklarinin bant araligi
degerleri hesaplanmistir. Chaturvedi ve arkadaglari, bizmut ferrit-polianilin ¢ekirdek-
kabuk nanoparcaciklarinin bant araligi iizerine c¢alismalar yapmigslar ve polianilin
tabakas1 kalinliginin bant araligina olan etkisini incelemislerdir. Yaklasik 85 nm
boyutunda olan bizmut ferritin bant araligin1 Tauc grafigine gore 2.24 eV olarak
hesaplamiglardir. Polianilin tabakasinin ~5, 10 and 15 nm olarak artisiyla
absorpsiyonun daha yiiksek dalga boyuna kaydigini ve bant araligimin azaldigini
belirtmislerdir. Kabuk kalinligi i¢in bant aralig1 degerleri sirasiyla 2.18 eV, 2.01 eV ve
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1.98 eV olarak agiklanmistir [349]. Swathi ve arkadaslari, fotokatalitik bozunma igin
kobalt ferrit nanoparcaciklar1 iizerinde tavlama sicakligi etkisini incelemis ve bu
calisma ic¢in 300°C, 400°C, 600°C’de kalsine edilen kobalt ferrit nanopargaciklarinin
bant araligi degerleri Tauc grafigine gore hesaplanmistir. Tim kobalt ferrit
nanoparcaciklari i¢in elde edilen bant araligi degerleri sirasiyla 2.84 eV, 2.75 eV ve
2.89 eV eV olarak hesaplanmistir [319]. Tez ¢alismasinda yalnizca TEOS ve APTES
ile modifiye edilmis ferrit nanopargaciklarinin bant araligi hesaplanmistir. Ciinkii tez
calismasi kapsami geregi biyosensor ¢alismalarini igermekte olup, elektrokimyasal
biyosensor ¢alismalarinda kullanilacak olan son tirinler CuF-TS@AP, CoF-TS@AP,
NiF-TS@AP, ZnF-TS@AP’dir. Bu firlinlerin ayn1 kompozit sistemde sahip olduklari
farkli elektrokimyasal performansalar tez kapsaminda Boliim 4.3°de aciklanmistir.
Elektrokimyasal sensor calismalarinda elde edilen sonuglarin bant araligi ile
baglantisindan literatiirde bahsedilmistir. Ornegin, Dhinasekaran ve arkadaslar1, hibrit
ZnO nanoyapilari ile modifiye edilmis grafit elektrodu ile ¢evre kirliliginin izlenmesi
icin elektrokimyasal sensor gelistirmistir. Bu ¢alisma i¢in ZnO, Cu-ZnO ve Fe-
ZnO'nun absorpsiyon ¢alismalart UV—Vis absorpsiyon spektroskopik 6l¢iimii yoluyla
analiz edilmis olup, bant aralig1 degerleri sirasiyla 3.62 eV, 3.37 eV ve 3.17 eV olarak
hesaplanmistir. Sensor calismalarinda ise en diisiik bant aralig1 degerine sahip olan Fe-
ZnO'nun ZnO ve Cu-ZnO ile karsilastirildiginda analite kars1 daha hassas 6zellikler
gosterdigi agiklanmugtir [103].
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4.3. Tez Kapsaminda Gelistirilen Ure Biyosensérleri

4.3.1. Optimizasyon Cahsmalari

Elektrokimyasal yontemle iire tespitinde yeni tasarlanan biyosensoriin en iyi
performansini elde etmek i¢in Nf hacmi, PANI dongiileri, ferrit nanoparcacik miktari,
Urs konsantrasyonu ve immobilizasyon siiresi optimize edildi. Enzim i¢ermeyen
gruplarin higbiri iire analitine kars1 cevap vermedigi i¢in tiim kontrol gruplarinda 2.0
mg mL? Urs enzimi immobilize edilerek optimizasyon calismalari yapildi. CV
Olctimlerinden elde edilen pik akim degerleri, Sekil 4.17°de sunulmaktadir.
Opitimizasyon ¢alismalarinda ¢alisma elektrotunun hazirlanma prosesi izlenmistir ve
bu nedenle ilk olarak Nf optimizasyonu ¢alisilmistir. Temizlenmis GCE elektrodunun
yiizeyinde farkli hacimlerde Nf (0.5, 1.0, 1.5, 3.0, 5.0 uL) kaplanarak arastirilsa da,
elde edilen CV yanitlar1 ihmal edilebilir degisiklikler gosterdi. Sekil 4.17a'da
goriildiigii gibi, optimum Nf hacminin 1.5 uL oldugu belirlendi. Ikinci optimizasyon
adiminda PANI’nin 2 ve 8 arasinda 5 farkli dongiide 1.5 uL Nf kaplanmis olan GCE
tizerine elektrokimyasal olarak polimerizasyonu gerceklestirildi. Sekil 4.17b'de 3
dongii PANI'nin en yiiksek pik akim degerini verdigi ve bu nedenle optimum dongii
olarak belirlendigi gosterilmistir. Ancak PANI'nin elektropolimerizasyonu i¢in dongii
sayis1 li¢li gectiginde elektrot ylizeyi ve ¢Ozelti aralarindaki baglantinin zayiflamasi
nedeniyle daha diisiik biyosensdr performansi gézlenmistir. Uciincii optimizasyon
basamaginda, 5 farkli konsantrasyonda (0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 4.0 mg mL'l) hazirlanan
CuF-TS@AP dispersiyonu 1.5 pL Nf ve 3 dongii PANI igeren elektrot yiizeyine
damlat-kurut ydntemi ile kaplandi. Ferrit nanoparcaciklarinin 2.0 mg mL™de daha
yiiksek pik akim degeri gosterdigi, ancak pik akiminin daha kii¢iik ve daha yiiksek
konsantrasyonlarda 6nemli Olgiide azaldigr gozlenmis olup, elde edilen sayisal
degerler Sekil 4.17¢c’de verilmistir. Dordiincli optimizasyon basamaginda, optimize
edilmis kosullar altinda enzim konsantrasyonu 2.0, 4.0, 6.0, 8.0, 10.0 mg mL? olarak
test edildi. Ure biyosensdriiniin elektrokimyasal tepkisindeki artis nedeniyle optimum
enzim konsantrasyonu 6.0 mg mL™ olarak bulunmus olup, sonuglar Sekil 4.17¢’de
verilmistir. Dordiincii optimizasyon basamaginda ise elektrot yiizeyi enzim ile
immobilize edildikten sonra ayni konsantrasyondaki analite kars1 farkli zamanlarda
CV olgtimleri alimmustir (Sekil 4.17d). Oda kosullarinda elektrotun tamamen kurumasi

yaklagik 2 saat siirer. Bu nedenle besinci ve son optimizasyon basamaginda 5 farkli
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zamanda Sl¢limler yapilmistir; 2, 4, 6, 8 ve 10 saat. 2 saat ile 10 saat immobilizasyon
stireleri arasinda anlamli bir fark olmadig i¢in elektrot yiizeyinin tamamen kurudugu
stire olan 2 saat optimum immobilizasyon siiresi olarak kabul edildi (Sekil 4.17¢).
Yapilan tiim optimizasyon ¢alismalar1 sonucunda analitik parametrelerin ¢alisilmasi
icin Nf (1.5 uL)/PANI (3 dongii)/Ferrit nanopargaciklar: (2.0 mg mL™)/Urs (6.0 mg

mLY) kapli GCE elektrot uygun gériilmiis olup, immobilizasyon siiresi 2 saat olarak

sabit turulmustur.
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Sekil 4.17: Nf/PANI/CuF/Urs sensoriiniin optimizasyonlar1 a) Nf hacmi, b) PANI
dongiisii, c) CuF-TS@AS, d) Urs konsantrasyonu ve e) immobilizasyon siiresi.
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4.3.2. Ure Biyosensorlerinin Elektrokimyasal Karakterleri

Sentezlenen ferrit nanopartikiillerin iire tayini i¢in sinerjik katkisi, Nf/PANI
sisteminin  optimizasyonundan sonra ferrit nanopartikiillerin eklenmesiyle
incelenmistir. Sekil 4.18'de verilen voltamogramlar, tasarlanan biyosensoriin
bilesenlerinin sensor performansina katkisini gostermektedir. Enzim immobilize
edilmis olsa bile Nf veya PANI sisteminin ayr1 ayr1 voltammetrik yanit vermedigi
acikca goriilmektedir. Daha da 6nemlisi, Nf/PANI sistemine ferrit nanopartikiillerin
eklenmesinin pik akim degerine olduk¢a olumlu katkisi oldugu belirlendi. Ancak bu
sistemde enzim olmadiginda iireye kars1 elektrokimyasal reaksiyon elde edilemedigi
tespit edildi. Sonug olarak, biyosensdr mekanizmasinin enzimatik mekanizma yolu ile

calistig aciktir.
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Sekil 4.18: Tez calismasi i¢in gelistirilen iire biyosensorii bilesenlerinin
elekrokimyasal yanitlari.

Ayni konsantrasyonda tireye karsi ferrit nanopartikiillerin ve ferrit icermeyen
algilama elektrodunun CV yanitlar1 Sekil 4.19'da gosterilmektedir. Ferritsiz sistemin
voltamogrami incelendiginde en diisiik pik akim degerine sahip oldugu gozlenmistir.
ZnF-TS@AP igeren sistem, ayni iire konsantrasyonunda Nf/PANI/Urs'den yaklagik 2
kat daha yiiksek pik akim degerleri vermistir. NiF-TS@AP igeren sistemin pik akim
degerlerinin yaklasik 3 kat, COF-TS@AP ve CuF-TS@AP igeren sistemlerin ferrit
olmayan biyosensor sistemine gore yaklasik 6 ve 7 kat1 pik akim degeri gosterdigi

belirlenmistir. Ayrica iirenin elektro oksidasyon piklerinin potansiyel degerlerinde de
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bazi1 degisimler olmustur. Ferrit icermeyen sistemin oksidasyon piki 0.33 V, CuF-
TS@AP i¢in 0.30 V, CoF-TS@AP igin 0.30 V, NiF-TS@AP i¢in 0.31 V ve ZnF-
TS@AP i¢in 0.32 V'ta gozlendi. Bu durumda ferritlerin beklendigi gibi katalitik etki
gosterdigi sonucuna varilmistir. Ayn1 zamanda en yiiksek pik akim degeri CuF-

TS@AP igeren sistem ile belirlenmistir.
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Sekil 4.19: Tez calismasi i¢in gelistirilen iire biyosensoriinde farkli ferrit
nanopargaciklarinin elekrokimyasal yanitlara etkisini gosteren CV voltamogramlari.

Literatiirde nikel temelli katalizorlerin, 6zellikle enzimatik olmayan sistemlerde
ire oksidasyonu i¢cin mikemmel katalitik yetenekler sergilediklerinden
bahsedilmesine ragmen [350, 351], enzimatik sistemler i¢in boyle bir genelleme dogru
olmayabilir ¢iinkii enzimatik {ire biyosensorleri ic¢in literatiirde ¢ok cesitli
nanopartikiiller tasarlanmistir [352, 353]. Nf/PANI/ferrit nanopargacik/Urs temelli
biyosensor hazirlama prosediiriiniin  sematik gosterimi  ve iirenin enzimatik
bozunmasinin iiriinii olan NH4" igin tespit mekanizmasi Sekil 4.20'de verilmektedir.
Bilindigi gibi Urs, iire ile reaksiyona girerek amonyum ve bikarbonat iyonlarina
katalitik olarak doniistiirir. Urenin enzimatik hidrolizi ile elde edilen iiriinler
elektrokimyasal olarak aktif degildir ve bir elektrik sinyali iiretmek tizere NHa"
tyonunun tespiti i¢in ikinci bir enzim kullanilabilmektedir. Srivastava ve arkadaglari,
amonyagin elektrokimyasal oksidasyonu i¢in {ireaz ve glutamat dehidrojenazi ayni
anda kullanan bir amperometrik {ire biyosensorii gelistirmistir. Bununla birlikte, ikili

enzimlerin kullanimi, sensor tasariminin karmasikligini ve maliyet/performans oranin
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artirmustir [96]. Ure sensérleri igin polipirol [100] ve poli(3,4-etilendioksitiyofen)
[354] gibi ¢esitli iletken polimerler kullanilmistir.

Tez calismasindaki elektrokimyasal sinyal, PANI igeren iire biyosensorlerinde
tirenin hidrolizi sirasinda Urs tarafindan salinan NH4" ile PANI'nin birlestirilmesiyle
tiretildi. Bununla birlikte, katyonik NHs"nin PANI ile saptanmasi, “doping/de-
doping” islemi sirasinda bir yiik dengeleyici olarak sonlandirilmis bir siilfonat grubu
saglamak i¢in polimerin Nf ile modifikasyonunu gerektirebilir. Baglangigta, PANI'nin
emeraldin formu, pozitif yiiklii bir yapiya sahiptir ve negatif yiiklii Nf, polimer matris
icinde aktif olmayan bir poli-anyonik yiik dengeleyici gorevi goriir [94]. Ayrica
PANI:Nf elektrodu ile NHs™nin kantitatif tayini igin, NH4" konsantrasyonu arttik¢a
anodik ve katodik akimlarin kademeli olarak artacagi sonucuna varilabilir. Ferrit
nanopartikiilleri, manyetik 6zellikleri, mekanik sertlikleri, kimyasal kararliliklar1 ve
oksidasyon direngleri nedeniyle endiistriyel caligmalardan biyotibba kadar cesitli
uygulama alanlarinda ilgi gormektedir [217, 231]. Ancak heniiz elektrokimyasal {ire

tespiti i¢in bir sistemde kullanilmamuiglardir.
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Sekil 4.20: Ure biyosensériiniin hazirlanma asamalari ve ¢alisma mekanizmast.
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Bu nedenle bu c¢aligmada dort elektro-katalitik ozellik sergileyen ferrit
nanopartikiillerin etkisi arastirtlmistir. Sekil 4.21, farkli konsantrasyonlarda iire
varhigindaki CV voltamogramlarin1 gostermektedir. Ferrit nanopargaciklar igeren tiim
elektrotlarda NHs™nin Kkantitatif tespiti i¢in iire konsantrasyonu arttik¢a pik
akimlarinin kademeli olarak arttigi gozlendi. Tez ¢aligmasi icgin tasarlana iire
biyosensorlerinin TS ve GS degerleri Esitlik 4.2 ve Esitlik 4.3 deki formiilasyona gore
hesaplanmistir. Formiilasyondaki “G* yanitin standart sapmasidir ve S ise kalibrasyon
egrisinin egimidir. CV voltamogramlarindan 2.0-45 uM lineer aralikta elde edilen TS
degerleri CuF-TS@AP, CoF-TS@AP, NiF-TS@AP ve ZnF-TS@AP igeren sistemler
icin sirasiyla 6.4 uM, 7.7 uM, 12.2 uM ve 13.3 uM olarak hesaplanmistir.

TS = ”T" (4.2)
GS = NTG (4.3)

Sentezlenen ferrit nanopartikiillerinin Nf/PANI kompozitine eklenmesiyle elde
edilen DPV grafikleri ise Sekil 4.22°de verilmistir. Dort ferritin tiimii i¢in pik akim
degerleri, Nf/PANI ile kaplanmis GCE'den daha yiiksek oldugu belirlendi. DPV'den
elde edilen TS degerleri CuF-TS@AP, CoF-TS@AP, NiF-TS@AP ve ZnF-TS@AP
igeren sistemler i¢in pik akim degerlerine gore sirasiyla 0.17 uM, 0.23 uM, 0.37 uM
ve 0.42 uM olarak hesaplanmistir. Ayn1 siralama i¢in GS degerleri ise 0.56 pM, 0.76
uM, 1.22 uM ve 1.39 uM olarak belirlendi. Dogrusal 6l¢iim araligi, dort ferrit
nanopartikiiliin tiimii i¢in 0.5-45 uM olarak belirlendi. Daha diisiik TS degeri ve daha
yiiksek hassasiyeti nedeniyle CuF-TS@AP ile ileri analitik ¢aligsmalar yapilmistir.
Voltametrik 6l¢tim sonuglarinin pik akim degerleri biiyiikten kiigiige dogru CuF > CoF
> NiF > ZnF seklinde belirlendi. Elektrokimyasal tepkideki farkliligin, tespit edilen
iyona bagl olarak ferritlerin ylizey yiikiinden veya bant araligi degerlerinden
kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Yani ¢alismada, CuF-TS@AP, elektron
transferini tesvik etmek icin nispeten dar bant araligi, iistiin iletkenlik ve faydal

ozellikler sergiledi [319].
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Sekil 4.21: a, b) Nf/PANI/CuF/Urs (R?*= 0.9888), ¢, d) Nf/PANI/CoF/Urs (R*=
0.9832), e, f) Nf/PANI/NiF/Urs (R?= 0.9843), g, h) Nf/PANI/ZnF/Urs (R?= 0.9887)
iizerindeki farkli iire konsantrasyonlari icin CV yanitlar ve iire konsantrasyonlari ile

pik akimlar1 arasindaki dogrusal iliski.
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CuF-TS@AP, CoF-TS@AP, NIiF-TS@AP ve ZnF-TS@AP bant aralig
degerleri swrasiyla 1.25, 1.56, 2.14 ve 2.40 eV olarak hesaplanmistir. Yeni
elektrokimyasal biyosensor sisteminde ferrit nanopartikiilleri tire duyarlilig1 agisindan
degerlendirildiginde elde edilen bant araligi ile dogrusal bir iliski oldugu
belirlenmigtir. Literatiirde de benzer yaklagimda bulunan caligmalar mevcuttur.
Ormegin, Dhinasekaran ve arkadaslar1 iire sensérii igin bir hibrit CuO/ZnO ve
Fe2,03/Zn0O nanoyapilart modifiye grafit elektrot gelistirdi. Sonuglar, en diisiik bant
aralig1 degerine sahip Fe203/Zn0O kapl grafit elektrodun tlireye digerlerine gére daha
yiiksek tepki verdigini gostermistir [103].

Tasarlanan yeni biyosensore yakin TS degerinin literatiir ¢aligmalarina gore
anlamli derecede diisiikk oldugu belirlenmis olup, yakin g¢alismalar Tablo 4.6’da
listelenmistir. Uzungar ve arkadasglari hem calismanin icerigi hem de nanolifli
polianilin:polistiren-siilfonatin enzim baglantili iire biyosensorleri igin fonksiyonel bir
bilesik olarak tasarlandig1 ve rapor edildigi giincel yapist nedeniyle bu ¢alisma ile
karsilastirilabilir olarak degerlendirilmistir. Bu ¢alismada, dogrusal dl¢iim araligin
0.2-0.9 mM araliginda ve TS degerini 51.8 uM olarak belirlemislerdir. Bu ¢alisma ile
karsilastirildiginda, referans ¢alismanin hem oldukga dar bir ¢alisma araligina hem de
yiiksek bir TS degerine sahip oldugu fark edildi [94]. Singh ve arkadaslari, iire tespiti
icin Fe304/MWCNT-poliyanilin nanokompozit kullanmis ve lineer dl¢im araligim
1.0-25.0 mM ve TS degerini 67.0 uM olarak hesaplamislardir [91]. Elde edilen veriler,
tasarlanan yeni iire biyosensoriiniin alaninda yapilan ¢alismalarla karsilastirilabilir
oldugunu gostermektedir. Bu nedenle, gelistirilen yeni enzimatik elektrokimyasal tire
biyosensoriiniin avantajlar1 diisiik TS, genis lineer 6lgiim araligi, secicilik, nispeten

diisiik maliyet ve kolay hazirlama siirecine sahiptir.
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Sekil 4.22: a, b) Nf/PANI/CuF/Urs (R?*= 0.9927), ¢, d) Nf/PANI/CoF/Urs (R*=
0.9886), e, f) Nf/PANI/NiF/Urs (R?= 0.9936), g, h) Nf/PANI/ZnF/Urs (R?= 0.9941)
tizerindeki farkli iire konsantrasyonlari igcin DPV yanitlar ve iire konsantrasyonlari

ile pik akimlar1 arasindaki dogrusal iligki.
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Tablo 4.6: Elektrokimyasal iire biyosensorlerinin karsilastiriimasi.

Dogrusal

Modifiye e Gercek % Geri
elektrotlar TS ok:m? ornekler  kazamim Kaynak
arahgi
0.8-4.0
nano-PANI:PSS 51.8 0.2-0.9 - B} [94]
mM
FesOJ/MWCNT/P 1.0-25.0 ) 97.26-
ANI-Nafion 67.0 mM St 98.13 [91]
Siit bazli
GND/PANI 5.0 101\/9[’0 yapay ] [355]
W matris
AU/PANI-PSS ) 1074- ] ) [356]
hydrogel/ Urease 7x1072 M
0.1212-3 .
ITO/SG-PANI/Urs 50 vy idrar 96-116  [254]
Nafion®(urease)/
PANI-Nafion® 00  3:30mM - - [357]
NFPANICUF/Urs 017 02490 Toprak, gz 15 43 Mevet
uM stit calisma
NfPANI/COF/Urs 023 0450 i ] Mevcut
uM calisma
NFPANINiF/Urs 037 00450 i ] Mevcut
uM calisma
NfPANIZNF/Urs 042 05450 i ] Mevcut
uM calisma

PGE: Kalem grafit elektrot, PSS: Poli(stiren siilfonat), GND: Grafitize nanoelmas, Au: Altin,
MWCNT: Cok Duvarli Karbon Nanotiip, ITO: indiyum kalay oksit, SG: Siilfonlanmus grafen.

EIS, sensor ylizeyinin elektrokimyasal 6zelliklerini incelemek i¢in yaygin olarak
kullanilan bir elektrokimyasal analiz yontemidir. Bu nedenle, EIS egrisi 6nemlidir ve
elektrotun yiizey ozellikleri degerlendirilmesi i¢in kullanilir. Bir Nyquist grafiginin
sekli, calisma elektrotu bilesimine ve ¢aligma elektrotun yiizeyinde veya ¢ozeltide
[358].
nanoparcaciklarinin iire analitine kars1 verdigi tepkilerin farkliliklarin incelenmesi igin
Nf/PANI/CuF/Urs, Nf/PANI/CoF/Urs, Nf/PANI/NiF/Urs, Nf/PANI/ZnF/Urs kaplh
GCE ve temiz GCE nin EIS spektrumlar1 0.1 M KCl igeren 5.0 mM [Fe(CN)g]>"*

meydana gelen elektrokimyasal tepkilere baghdir Bu nedenle ferrit

¢oOzeltisinde alinmis ve elde edilen sonuglar Sekil 4.23a’da verilmistir. Temiz GCE’nin
ferrit nanopargaciklari ile kapli olan GCE’ye kiyasla ¢ok daha biiyiik bir yiik transfer
direnci (Rct) gosterdigi tespit edildi.
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Sekil 4.23: Temiz GCE ve ferrit nanopargaciklari ile kapli GCE’nin a) genis ve b)
daraltilmis Nyquist empedans grafikleri.

Ferrit nanopargaciklarinin kendi aralarindaki fark: belirleyebilmek icin ise EIS
spektrumunun ilgili bolgesi daraltilarak Sekil 4.23b’de sunulmustur. ZnF/GCE’nin
yilksek Ret degerine sahip oldugu ve onu takiben NiF/GCE’nin geldigi
gozlemlenmektedir. CuF/GCE ve CoF/GCE nin nispeten birbirine yakin oldugu tespit
edilmistir. Ancak bu iki elektrot arasinda da CuF/GCE’nin kismen daha diisiik solvent
direnci gosterdigi belirlenmistir. Elde edilen veriler {ire analitine kars1 biyosensorlerin

elektrokimyasal tepkilerini destekler niteliktedir.
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Sekil 4.24: Ferrit nanoparcaciklari ile kaplt GCE’nin 0.1 M KCl igeren 5.0 mM
[Fe(CN)s]*"* ¢ozeltisinde alman CV voltamogramlari.

Sekil 4.24’te ise ferrit nanopargaciklari ile kaplanmis GCE’nin 0.1 M KCl igeren
50 mM [Fe(CN)s]*’* ¢ozeltisinde alman CV voltamogramlar1 verilmis olup,
aralarinde dnemli farkliliklar tespit edilmistir. Oncelikle CuF/GCE’in indirgenme ve
yiikseltgenme piklerinin belirgin ve diizgiin olusu dikkat cekmektedir. Daha sonra her
dort ferrit i¢inde indirgenme ve ylikseltgenme pikleri onemli Olgiide farklilik
gostermektedir.  Oksidasyon pik potansiyelleri siralamasina  bakildiginda
CuF/GCE’nin piki 0.26 V’da iken CoF/GCE, NiF/GCE ve ZnF/GCE’nin pik
potansiyellerinin sirasiyla 0.44 V, 0.46 V ve 0.64 V degerlerine kaydigi belirlenmistir.

Sonug olarak, modifiye edilmis ferrit nanopartikiiller, iirenin elektrokimyasal
tespiti igin Nf/PANI sistemi ile karsilastirmali olarak degerlendirildi ve 6nemli
sonuglar elde edildi. Bu modifiye edilmis ferrit nanopartikiiller arasinda CuF-
TS@APTin diger ferritlere gore ¢ok daha hassas bir elektrokimyasal biyosensor
performansi gosterdigi belirlendi. Tasarlanan enzimatik elektrokimyasal biyosensoriin
dogrusal c¢alisma aralagi, TS ve GS degerlerleri tespit edildikten sonra amag bu
kompozit sisteme yaygin organik c¢oziiciilerde ¢oziinebilir (jelatin) ve ¢oziinemeyen
(nanokristalin seliiloz) biyopolimerlerinin eklenmesi ile biyosensorlerin iireye karsi
vermis oldugu elektrokimyasal yanitlardaki degisimlerin gozlenmesidir. Caligmanin
bu kismi1 boliim 4.3.3 ve 4.3.4’te incelenmis ve literatiir ile kiyaslanarak detayli olarak

tartisilmistir.
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4.3.3. Jelatin Temelli Ure Biyosensoriiniin Elektrokimyasal
Karakteri

Biyopolimerler, son yillarda malzemelere artan bilimsel ve teknolojik ilgiden de
anlasilacagi gibi biyosensor gelistirme alaninda kesinlikle ¢ok dikkat ¢ekmektedir.
Ozellikle, biyotanima elemaninin aktivitesini korumaya ve biyolojik sinyalden verimli
bir sekilde yararlanmaya yardimci olabilecek cesitli biyosensor malzemelerinin eldesi
icin malzeme bilimi alaninda kapsamli arastirmalar devam etmektedir. Bunlar arasinda
biyopolimerler, dogal kdkenleri ve canli sistemlerle olumlu etkilesimleri nedeniyle
oldukca umut vericidir. Bu polimerlerin rolii ve bunlarin kompozitlerinin fonksiyonel
malzemelerle kullanimi, bu alanda devam eden arastirma faaliyetlerine dayali olarak
kapsamli bir sekilde incelenmektedir [10].

Nf/PANI/CuF/Urs kompozit sistemi ile kapli elektrot yilizeyine suda ¢Oziiniir
ozellikte olan jelatin biyopolimeri ilave edilerek olusturulan yeni biyopolimer temelli
elektrokimyasal tire biyosensorii (Nf/PANI/CuF/Jel/Urs) tasarlanmistir. Jelatin
biyopolimeri kendi molekiil zinciri iizerinde sahip oldugu -NH. gruplar1 sayesinde
gluteraldehit yardimiyla elektrot ylizeyinde kolayca film olusturabilir. Calismanin bu
kisminda amaglanan, iletken bir 6zellie sahip olmayan biyopolimerin elektrot
yiizeyinde olusturdugu film tabakasimnin biyosensoriin iire analitine karsi verdigi
elektrokimyasal cevaptaki degisikliklerin izlenmesidir. Ayrica, Bolim 4.3.5-4.3.7
arasinda tekrarlanabilirlik, kararlilik, yeniden kullanilabilirlik, kullanim o6mrii,

secicilik ve gercek drnek analizleri Nf/PANI/CuF/Urs biyosensorii ile kiyaslanmistir.
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Sekil 4.25: Nf/PANI/CuF/Jel/Urs elektrotunun 0.5-45.0 uM fiire igeren ortamdaki a)
DPV voltamogramlari, b) Nf/PANI/CuF/Urs ve Nf/PANI/CuF/Jel/Urs elektrotlarinin
ayn1 miktarda {ire i¢in hesaplanan pik akim degerleri.
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Sekil 4.25a'da biyopolimer icermeyen biyosensoriin ¢alisma araliginda (0.5-45.0
uM) iire analiti artigina kars1 alinmig DPV voltamogramlarini vermektedir. Elde edilen
elektrokimyasal sonuglara gore Nf/PANI/CuF/Jel/Urs biyosensoriiniin  ¢alisma
araliginin Nf/PANI/CuF/Urs biyosensoriine kiyasla daraldigi ve 5.0 uM iire artisindan
sonra voltamogramdaki pik akim degerinin sabit kaldigi belirlenmistir. Bu durum,
biyopolimerin yiizeyde olmasindan dolayr enzim ve analitin yiizeyde daha diisiik
konsantrasyonlarda yalitkan bir tabaka olusturmasindan kaynaklaniyor olabilir [359].
Sekil 4.25b’de ise Nf/PANI/CuF/Urs ve Nf/PANI/CuF/Jel/Urs elektrotlariin ayni
miktarda iireye icin hesaplanan pik akim degerleri kiyaslanmaktadir.
Nf/PANI/CuF/Jel/Urs biyosensoriiniin ¢aligma araligr daralmis olsa bile 5.0 uM iire
konsantrasyonuna kadar Nf/PANI/CuF/Urs biyosensoriine gore daha yiiksek pik akim

degeri verdigi ve dolayistyla daha hassas bir biyosensor elde edildigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.26: a) Nf/PANI/CuF/Jel/Urs biyosensoriiniin DPV yanitlari, b) Pik akimlari
ve iire konsantrasyonlar: arasindaki dogrusal iliski (R?>= 0.9874)).

Daha diisiik konsantrasyonlarda daha hassas elektrokimyasal cevap veren
Nf/PANI/CuF/Jel/Urs biyosensoriiniin dogrusal ¢alisma araliginin tespiti i¢in 0.2-5.0
uM iire varliginda DPV 6l¢iimleri alind1 ve elde edilen voltamogramlar Sekil 4.26a’da
gosterilmektedir. Sekil 4.26b’de ise {ire konsantrasyonlari ile pik akimlari arasindaki
dogrusal iliski verilmistir. Elde edilen verilere gore Nf/PANI/CuF/Jel/Urs
biyosensoriiniin TS ve GS degerleri Nf/PANI/CuF/Urs biyosensoriine kiyasla daha
diisiik ve sirasiyla 64.0 nM ve 211.2 nM olarak hesaplanmistir. Biyopolimerler, suya
kars1 yliksek gecirgenlige sahiptirler, bdylece elektrolitlerin biyosensor ylizeyi
boyunca verimli bir sekilde ileri geri diflizyonunu saglarlar. Bu durum difiizyon

bariyeri ile ilgili sorunlari ve sinirlamalar1 azaltmaya yardimci olur [10].

101



4.3.4. Nanokristalin ~ Seliilloz Temelli Ure Biyosensoriiniin
Elektrokimyasal Karakteri

Nf/PANI/CuF/Urs kompozit sistemi ile kapli elektrot yiizeyine yaygin organik
solventlerde c¢oziinlirlik 6zelligi gostermeyen NKK biyopolimeri ilave edilerek
olusturulan yeni biyopolimer temelli elektrokimyasal iire biyosensorii
(Nf/PANI/CuF/NKK/Urs) tasarlanmigtir. NKK biyopolimeri kendi molekiil zinciri
tizerinde yogun olarak -OH gruplann icermekte ancak -NH2 gruplan
bulundurmamaktadir. Bu nedenle biyosensor calismalarina baglamadan 6nce NKK
biyopolimeri APTES kullanilarak yiizey modifikasyonu ile fonksiyonlandirilmistir.
Caligmanin bu kisminda amaglanan, iletken bir 6zellige sahip olmayan biyopolimerin
elektrot ylizeyindeki dispersiyonunun biyosensoriin {ire analitine kars1 verdigi
elektrokimyasal cevaptaki degisikliklerin izlenmesidir. Ayrica, Bolim 4.3.5-4.3.7
arasinda tekrarlanabilirlik, kararlhilik, yeniden kullanilabilirlik, kullanim o6mrii,
secicilik ve gercek drnek analizleri Nf/PANI/CuF/Urs biyosensorii ile kiyaslanmistir.

NKK’nin  APTES modifikasyonunu dogrulamak i¢in FTIR ve TGA
karakterizasyonlar1 gerceklestirildi. Sekil 4.27°de modifiye edilmis ve edilmemis
NKK i¢in FTIR spektrumlar1 verilmistir. Sekil 4.28’da ise modifiye edilmis ve
edilmemis NKK i¢cin TGA diyagramlari gosterilmistir.

% Gegirgenlik

——NKK
—— NKK-APTES

' 1 ' I ' I 1 ) 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Dalga sayisi (cm")

Sekil 4.27: NKK ve NKK-APTES e ait FTIR spektrumlari.
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NKK’nin FTIR spektrumunda 3600-3200 cm™'de gozlemlenen pik seliilozun
dogal yapisinda bulunan -OH gerilme titresimine, 2930 cm™'deki alifatik zincirlerin
simetrik ve asimetrik C-H gerilme titresimine ve 1645 cm™'de yiizeye absorbe edilen
suyun -OH biikiilme titresimine aittir [360]. 1313'ten 1395 cm™'e kadar kaydedilen
pikler ise selillozun polisakkarit halkalarindaki C—H ve C-O gruplarimin biikiilme
titresiminden dolay1 olugsmustur. APTES modifikasyonundan sonra ise NKK’ nin FTIR
spektrumunda modifikasyonu dogrulayan bazi degisiklikler tespit edilmistir. NKK-
APTES’in FTIR spektrumunda gozlemlenen 1594 cm™'deki pik APTES yapisinda
bulunan -NH2 gruplariin egilme titresimlerine karsilik gelir. Ayrica, C-O biikiilme
titresimleri, silan tabakasina ait Si-O-Si baglarindan meydana gelen piklerin iist iiste

binmesine neden olmustur [361].
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Sekil 4.28: NKK ve NKK-APTES’e ait TGA diagramlart.

NKK ve NKK-APTES’in TGA diyagramlari incelendiginde farkli sicakliklarda
kiitle kayiplari tespit edilmistir. Bu kiitle kayiplar1 NKK i¢in 321 °C ve NKK-APTES
icin ise 385 °C’de gozlenmistir. Kiitle kaybinin gozlemlendigi sicakliktaki yaklasik 64
°C’lik artisgin organosilan modifikasyonundan kaynaklandigr disiiniilmektedir.
Ayrica, kiitle kayiplarinin gézlemlendikleri sicakliklarda termal olarak bozunmadan
kalan kiitleleri NKK ve NKK-APTES i¢in sirasiyla %48 ve %40 olarak hesaplanmistir.
Yine aradaki kiitle kaybindaki farklilik silan modifikasyonuna atfedilebilmektedir
[362].
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NKK’nin yiizey modifikasyonu tamamlandiktan sonra elde edilen NKK-APTES
nanopargaciklart Nf/PANI/CuF/Urs kompozit sistemine dahil edildi. Bdylece,
Nf/PANI/CuF/NKK/Urs biyosensoriin elektrokimyasal c¢alismalar1 gerceklestirildi.
Sekil 4.29a'da biyopolimer igermeyen biyosensoriin ¢alisma araliginda (0.5-45.0 uM)
ire analiti artisina karsi alinmis DPV voltamogramlarini vermektedir. Elde edilen
elektrokimyasal sonuglara gore Nf/PANI/CuF/NKK/Urs biyosensoriiniin ¢alisma
araliginin  Nf/PANI/CuF/Urs biyosensoriine kiyasla daraldigt ve 10.0 uM iire
artisindan sonra voltamogramdaki pik akim degerinin sabit kaldig1 belirlenmistir. Bu
durum, biyopolimerin yiizeyde olmasindan dolay1 enzim ve analitin yiizeyde daha
diisiik konsantrasyonlarda yalitkan bir tabaka olusturmasindan kaynaklaniyor olabilir
[359]. Sekil 4.29b’de ise Nf/PANI/CuF/Urs ve Nf/PANI/CuF/NKK/Urs

elektrotlarinin aym1 miktarda {ireye i¢in hesaplanan pik akim degerleri

kiyaslanmaktadir.
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Sekil 4.29: Nf/PANI/CuF/NKK/Urs elektortunun 0.5-45.0 uM iire igeren ortamdaki
a) DPV voltamogramlari, b) Nf/PANI/CuF/Urs ve Nf/PANI/CuF/Jel/Urs ve
Nf/PANI/CuF/NKK/Urs elektrotlarinin ayn1 miktarda iire i¢in hesaplanan pik akim
degerleri.

Nf/PANI/CuF/NKK/Urs biyosensoriiniin ¢alisma araligi daralmis olsa bile 10.0
uM iire konsantrasyonuna kadar Nf/PANI/CuF/Urs biyosensoriine gore daha yiiksek
pik akim degeri verdigi ve dolayisiyla daha hassas bir biyosensor elde edildigi tespit
edilmistir. Daha diisiik konsantrasyonlarda daha hassas elektrokimyasal cevap veren
Nf/PANI/CuF/NKK/Urs biyosensoriiniin dogrusal ¢alisma araligimin tespiti i¢in 0.2-
10.0 uM iire varliginda DPV dl¢limleri alind1 ve elde edilen voltamogramlar Sekil
4.30a’da gosterilmektedir. Sekil 4.30b’de ise iire konsantrasyonlar ile pik akimlari

arasindaki  dogrusal  iliski  verilmistir.  Elde  edilen  verilere  gore
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Nf/PANI/CuF/NKK/Urs biyosensoriiniin TS ve GS degerleri Nf/PANI/CuF/Urs
biyosensoriine kiyasla daha diisiik ve sirasiyla 75.0 nM ve 2475 nM olarak

hesaplanmustir.
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Sekil 4.30: Nf/PANI/CuF/NKK/Urs biyosensoriiniin a) DPV yanitlari, b) Pik
akimlari ve iire konsantrasyonlar1 arasindaki dogrusal iliski (R?= 0.9898)).

Nf/PANI/CuF/Urs,  Nf/PANI/CuF/Jel/Urs  ve  Nf/PANI/CuF/NKK/Urs
elektrotlar1 DPV  yontemiyle kiyaslandiktan sonra yiizeydeki farkliliklarin
degerlendirilmesi i¢in 0.1 M KCI igeren 5.0 mM [Fe(CN)e]*"* ¢ozeltisinde EIS
6l¢iimleri alindi. Ayrica bu {i¢ elektrot i¢in elektrot ylizeyinden alinan SEM goriintiileri
degerlendirildi. Boylece ayni kosullarda alinan elektrokimyasal o6l¢timlerdeki

farkliliklarin sebebi tartisildi.

100 pm ) 100 pm <> 100, prm

Sekil 4.31: a) Nf/PANI/CuF/Urs, b) Nf/PANI/CuF/Jel/Urs ve c)
Nf/PANI/CuF/NKK/Urs elektrot yilizeylerine ait SEM goriintiileri (biiylitmeler X
250).

Elektrotlarin yiizey morfolojisini degerlendirmek i¢in ise SEM analizi kullanildi
ve elde edilen goriintiiler Sekil 4.31°de gosterilmistir. Nf/PANI/CuF/Urs elektrotunun
yiizeyine ait SEM goriintiisiinde (Sekil 4.31a) yiizeyin nispeten homojen ve piiriizlii

bir yapiya sahip oldugu gozlemlenmektedir. Sekil 4.31b’de Nf/PANI/CuF/Jel/Urs
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elektrotunun ylizeyinin kompozit sisteme jelatin eklenmesinden sonra bir miktar
degisiklige ugradigi belirlenmistir. Jelatinin de gluteraldehit yardimiyla yiizeyde
capraz baglanmasindan dolay1r daha fazla yigin seklinde piiriizliiliikler meydana
gelmistir. Sekil 4.31c’de ise Nf/PANI/CuF/NKK/Urs elektrotunun yiizey SEM
gorlintlisii  verilmis olup, NKK’nin nanopargacik yapisindan dolayr ylizeyde
Nf/PANI/CuF/Urs ve Nf/PANI/CuF/Jel/Urs elektrotlarma kiyasla daha fazla

puriizliiliik mevcuttur.
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Sekil 4.32: 0.1 M KCl igeren 5.0 mM [Fe(CN)s]*"* ¢ozeltisinde alinan EIS
Spektrumlari.

Sekil 4.32°de 0.1 M KCl igeren 5.0 mM [Fe(CN)s]*”* ¢ozeltisinde alman EIS
spektrumlar1 verilmistir. Her ii¢ elektrot ylizeyinde de zayif iletkenlige sebep olan
enzim yapisi mevcuttur. Ayrica Nf/PANI/CuF/Jel/Urs ve Nf/PANI/CuF/NKK/Urs
elektrotlarin yiizeyinde ek olarak yer alan yalitkan 6zellikteki polimerler elektron
transfer direncini artirmaktadir. Her ne kadar Nf/PANI/CuF/NKK/Urs elektrotunun
yiizey SEM goriintiisii diger elektrotlara kiyasla daha piiriizlii olsa bile mevcut yilizey
alan1 yalnizca morfolojik olarak farkliligi temsil etmekte olup, elektrokimyasal aktif
yiizey alani degildir. Dolayisiyla bu durum redoks transfer direncini artirmistir [363].
Nf/PANI/CuF/Jel/Urs ve Nf/PANI/CuF/NKK/Urs elektrotlart kendi aralarinda
degerlendirildiginde ise DPV sonuclarinda ortak dogrusal ¢alisma araliklar1 olan 0.2-
5.0 uM araliginda iire igeren olgiim ortaminda Nf/PANI/CuF/Jel/Urs elektrotunun
daha yiiksek pik akim degerleri verdigi gozlemlenmistir. EIS sonuglarinda da
N{/PANI/CuF/Jel/Urs elektrotunun daha az direng gosterdigi tespit edilmistir.
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4.35. Ure Biyosensorlerinin Tekrarlanabilirlik, Yeniden
Kullanilabilirlik, Yar1 Omiir Analizleri

Nf/PANI/CuF/Urs,  Nf/PANI/CuF/Jel/Urs  ve  Nf/PANI/CuF/NKK/Urs
elektrotlarmin tekrarlanabilirlik ozellikleri igcin % bagil standart sapma degeri
hesaplandi. Elde edilen voltamogramlar Sekil 4.33” de verilmistir. Her bir elektrot i¢in
PBS ortaminda sirasiyla 15.0 uM, 1.5 uM ve 1.5 uM iire igeren ortamda 10 ardisik
6l¢timiin sonuglar1 alindi. Hesaplamalar sonucunda % bagil standart sapma degerleri
N{/PANI/CuF/Urs elektrotu i¢cin %2.07, Nf/PANI/CuF/Jel/Urs elektrotu i¢in %2.19 ve
Nf/PANI/CuF/NKK/Urs elektrotu i¢in ise %2.87 olarak hesaplandi. Ug elektrot icin
de sensor performansi basarili (<%5) olarak degerlendirilmis olup, gruplar arasinda
anlamli bir farklilik bulunmamastir. Elektrot yiizeyinde farkli ¢oziintirliik 6zelliklerine
sahip biyopolimerlerin yer almasinin biyosensoriin tekrarlanabilirligi iizerinde
olumsuz bir etkisi olmamistir. Literatlirde hemen her biyosensoér caligmasinda
tasarlanan biyosensoriin tekrarlanabilirligi calisilmistir. Xu ve arkadaslari, glukoz
oksidaz immobilize edilmis ¢ok duvarli karbon nano tiip temelli elektrokimyasal bir
glukoz biyosensorii gelistirmislerdir. Biyosensoriin tekrarlanabilirligi, 0.5 mM glukoz
cozeltisine karsilik gelen mevcut yanitlarin sekiz kez ardisik olarak kaydedilmesiyle
incelenmis olup, sekiz tekrarli 6l¢lim i¢in %3.55'lik kabul edilebilir bir bagil standart
sapma tespit etmislerdir [364]. Biyopolimer igeren farkli bir biyosensor ¢alismalarinda
yapilan tekrarlanabilirlik ¢aligmalarinda da oldukga iyi sonuglar elde edilmistir. Balu
ve arkadaglari, grafit iizerinde guar gum biyopolimeri stabilize edilmis bakir oksidin
sonokimyasal sentezini gerceklestirmistir. Bu biyosensorii siit ve farmasdtik
numunelerde H202'nin elektrokimyasal tespitinde uygulamislardir. Bes olgiim igin
hesaplanan bagil standart sapma degeri %3.92 olarak bulunmustur [300]. Li ve
arkadaslari, tarim, balik¢ilik, veterinerlik ilaglar1 ve halk saglig1 gibi bir¢ok alanda
yaygin kullanilan antelmintik bir ilag olan Niklozamidin tayini i¢in kitosan temelli {li¢
boyutlu hiyerarsik gozenekli karbon igeren elektrokimyasal sensor gelistirmistir.
Tekrarlanabilirlik sonuglari, modifiye edilmis tek bir sensoriin karsilik gelen pik akim
degerlerinden analiz edilmis ve %2.12 olarak hesaplanan diisiik bagil standart sapma
degerleri sayesinde Niklozamidin sensoriiniin 1yi tekrarlanabilirlige sahip oldugunu

tespit etmislerdir [365].
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Sekil 4.33: a) Nf/PANI/CuF/Urs, b) Nf/PANI/CuF/Jel/Urs ve c)
Nf/PANI/CuF/NKK/Urs biyosensorlerinin tekrarlanabilirlik analizleri.

Nf/PANI/CuF/Urs,  Nf/PANI/CuF/Jel/Urs  ve  Nf/PANI/CuF/NKK/Urs
biyosensorlerinin tekrar kullanilabilirligini belirlemek i¢in ayni elektrotlar iizerinde
DPV ol¢timleri yapilmig olup, elde edilen voltamogramlar Sekil 4.34’de verilmistir.
N{f/PANI/CuF/Urs biyosensorii i¢in uygulana prosediir su sekildedir; 5.0 uM fire
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varliginda ilk DPV 6l¢limiinden sonra elektrot ytlizeyi distile su ile hafif¢e yikandi ve
oda sicakliginda kurumaya birakildi. Bu islem 4 kez tekrarlanmis ve ilk {i¢ 6l¢iimde
pik akim degerleri i¢in bagil hata %1.57 olarak hesaplanmistir. Ancak dordiincii
Olctimden sonra pik akimindaki diislis %72.2 olarak bulundu. Bu durumun elektrot
yiizeyinin deformasyonundan ve enzim aktivitesinde azalmadan kaynaklandig
sOylenebilir. Nf/PANI/CuF/Urs elektrotunun ilk ti¢ 6l¢iim i¢in elektrokimyasal olarak
dogru  sonu¢ verdigi sonucuna ulasilabilir.  Nf/PANI/CuF/Jel/Urs  ve
N{/PANI/CuF/NKK/Urs biyosensorlerinin tekrar kullanilabilirligi i¢in uygulanan
prosediir ise su sekildedir; sirastyla 1.5 uM ve 1.0 uM iire varliginda ilk DPV
Olciimiinden sonra elektrot yiizeyi distile su ile hafif¢e yikandi ve oda sicakliginda
Kurumaya birakildi. Ancak ikinci 6l¢limden sonra biyopolimer igeren biyosensorler
benzer davranis sergiledi ve dlgiilen pik akimlarinin sirasiyla %56.4 ve %24.7 azaldig
tespit edildi. Pik akim degerlerinde gozlemlenen oOnemli diisiis miktarlar
N{f/PANI/CuF/Jel/Urs ve Nf/PANI/CuF/NKK/Urs biyosensorlerinin sadece ilk 6l¢iim
icin elektrokimyasal olarak dogru sonug verdigini gosterdi. Bu durum 6l¢iim esnasinda
analitin biyopolimer igeren elektrot ylizeyine adsorbe olup, yiizeyi bir sonraki 6l¢iim
icin engellemesinden kaynaklaniyor olabilir. EI-Moghazy ve arkadaslari, insanlarin
piretroid insektisitlere maruz kalmasiin bakim noktasinda izlenmesi i¢in naylon
nanolifler kullanilan elektrokimyasal bir immunosensor gelistirmislerdir. Tim
biyosensorler i¢in yeniden kullanilabilirlik ozelliginin tibbi tarama testlerinin
maliyetini en aza indirmek ve tibbi atiklar1 azaltmak icin yararli olabilecegini
belirtmisler ve bu nedenle kendi gelistirdikleri biyosensér icin de yeniden
kullanilabilirlik analizi yapmislardir. Biyosensoriin ikinci oOl¢limde baslangic
aktivitesinin %90'imdan fazlasini ve {i¢iincii 6l¢iimden sonra ise yaklasik %66'sin1

korudugunu belirtmislerdir [366].
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Sekil 4.34: a) Nf/PANI/CuF/Urs, b )Nf/PANI/CuF/Jel/Urs ve c)
N{/PANI/CuF/NKK/Urs biyosensorlerinin tekrar kullanilabilirlik analizleri.
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Nf/PANI/CuF/Urs,  Nf/PANI/CuF/Jel/Urs  ve  Nf/PANI/CuF/NKK/Urs
biyosensorlerinin kullanim Omriinii belirlemek icin bir ay igerisinde bes farkli
zamanda aym konsantrasyonda DPV dl¢iimleri alinmustir. Olgiim  alman
konsantrasyonlar biyosensorlerin dogrusal ¢aligma araliklar1 goziine alinarak se¢ilmis
ve Nf/PANI/CuF/Urs igin 25.0 puM, Nf/PANI/CuF/Jel/Urs ic¢in 3.0 puM ve
Nf/PANI/CuF/NKK/Urs igin 5.0 pM olarak belirlenmistir. Ure konsantrasyonlari
farklilik gostersede uygulanan prosediir li¢ biyosensor i¢in de aynidir ve dlgiimler en
az ¢ kez tekrarlanmistir. Uygun kompozit sistemler ile kaplanan elektrotlar oda
kosullarinda tutuldu ve yiizeyleri havaya acik olacak sekilde bir stand iizerine
yerlestirildi. Olgiim siireleri 1. giin, 3. giin, 7. giin, 15. giin ve 30. giin olarak belirlendi.
Elde edilen elektrokimyasal verilerin grafigi Sekil 4.35’de verilmistir.
Nf/PANI/CuF/Urs biyosensoriinde 7. giine kadar yapilan elektrokimyasal 6lgiimlerde
biyosensoriin ayni iire konsantrasyonuna verdigi tepkide anlamli bir fark gézlenmedi
ve yaklagik %1.5 olarak hesaplandi. Ancak 15. giinde pik akim degerinde %14.28, 30.
giinde ise ilk giline gore %30.51 oraninda azalma gozlendi. Sonug olarak, tasarlanan
yeni elektrokimyasal {ire biyosensoriiniin ilk 7 giin igerisinde dogru sonuglar verdigi
belirlenmistir. Pik akim degerinde 7. giinden sonra gézlenen diisiis, enzim aktivitesinin
azalmasina baglanabilir [367]. Biyopolimer igeren sistemlerde ise durum farkli olmus
ve Nf/PANI/CuF/Jel/Urs ve Nf/PANI/CuF/NKK/Urs biyosensorleri 30 giin siiresince
alinan Ol¢iimlerde tire analitine kars1 yaklasik ayni elektrokimyasal yaniti1 vermistir.
Pik akim degerlerindeki 30 giinliik fark Nf/PANI/CuF/Jel/Urs icin %2.4 ve
N{f/PANI/CuF/NKK/Urs biyosensorii i¢in ise %3.53 olarak hesaplanmistir. Bu sonug,
literatiiriinde belirttigi gibi biyopolimerlerin enzimler i¢in iyi birer immobilizasyon
matrisi olduklart bilgisini dogrumaktadir [10]. Boylece enzimin biyopolimer matrisi
varliginda daha uzun siire stabilitesini korudugu ve kullanim 6mriiniin biyopolimer
icermeyen sistemle kiyaslandiginda 7 giinden en az 30 giine kadar ¢iktig1 tespit
edilmistir. Huang ve arkadaslari, gelistirdikleri elektrokimyasal sensor ile es zamanh
cift metal iyon tespitini amaglamiglardir. Uzun vadeli stabiliteyi degerlendirmek i¢in,
7 giinliik araliklarla elektrokimyasal sinyali Olcerek karsilik gelen bagil standart
sapmay1 hesaplamislar ve boylece biyosensoriin depolama dmrii arastirmiglardir. Elde
ettikleri sonuca gore ii¢ hafta icinde azalan sinyalin yiizdesi %5'ten az olacak sekilde
sabit olma egilimi gosterdigi yoniinde oldugunu belirttiler. Sinyaller, algilama
malzemeleri deaktivasyonu olarak dort hafta sonra %86.56 Cu(Il) ve %97.82 Zn(II)
ve bes hafta sonra %85.21 ve %84.12'yi korudugu agiklanmistir [368].
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Sekil 4.35: a) Nf/PANI/CuF/Urs, b) Nf/PANI/CuF/Jel/Urs ve c)
Nf/PANI/CuF/NKK/Urs biyosensorlerinin kullanim 6mrii analizleri.
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4.3.6. Ure Biyosensoriiniin Secicilik Analizleri

Bir sensoriin segiciligi, analitin girisim yapabilecek molekiillerden ayirt etme ve
hedefe 6zel bir sensor tepkisi gosterme yetenegi olarak tanimlanabilir. Girisim
yapabilecek tilirler analitin bulunacag1 ortamlara (toprak, su, tiikiiriik, idrar vb.) gore
belirlenmektedir. Segicilik biyosensor galismalarinda oldukga onemli bir parametre
olup, detayli olarak ¢alisilmaktadir. Tez ¢alismasi kapsaminda gelistirilen
Nf/PANI/CuF/Urs, Nf/PANI/CuF/Jel/Urs ve Nf/PANI/CuF/NKK/Urs
biyosensérlerinin segicilik analizleri, iirik asit, glukoz, askorbik asit, laktik asit, Hg?*,
Cd?*, Pb?*, Cu?* gibi cesitli girisim yapabilecek maddelerin etkisini degerlendirmek
icin arastirildi. Tlk olarak, PBS &l¢iim ortamma 50 Kat girisim yapabilecek tiirler
eklendi ve iire yoklugunda DPV ile analiz edildi ve {i¢ elektrot i¢in de higbir pik
olusumu goézlenmedi. Daha sonra ortama iire eklenerek pik akim degeri belirlendi.
Eklenen iire miktarlart Nf/PANI/CuF/Urs i¢in 7.5 uM, Nf/PANI/CuF/Jel/Urs i¢in 6.0
uM ve Nf/PANI/CuF/NKK/Urs i¢in 1.5 uM’dir. Son olarak DPV olgiimii, iire
varhigina girisim yapabilecek gruplarin karisiminin eklenmesiyle takrar alindi. Elde
edilen voltamogramlar Sekil 4.36°da verilmistir. Nf/PANI/CuF/Urs biyosensorii i¢in
bagil hatalar organik gruplar ve iyonlar i¢in sirasiyla %2.26 ve %0.78 olarak
hesaplanmistir. Bagil hatalar Nf/PANI/CuF/Jel/Urs ve Nf/PANI/CuF/NKK/Urs
biyosensdrleri i¢in ise sirasiyla %2.57 ve %0.92, %4.31 ve %1.28 olarak belirlendi.
Ureye kars: segicilik testleri icin literatiirde bircok calisma yapilmistir. Wang ve
arkadaslar1 secicilik testi i¢in secilen iirik asit ve glukoz, enterferans ajanlarinin
varliginda pik akim degerlerinde 6nemli bir degisiklik gostermedigini ve %bagil hata
degerlerinin %0.7-4.36 araliginda oldugunu agiklamislardir [343]. Bao ve arkadaslari
secicilik testinde glukoz ve askorbik asit kullanmislardir. Pik akimindaki degisimin
glukoz i¢in %8.89, askorbik asit i¢in %17.45 oldugu belirtmislerdir [111]. Parsaee ve
arkadaslar1 tire varliginda trik, askorbik asit ve glukozun ana girisim ajanlar1 olarak
degerlendirildigini ve bu nedenle bu gruplarin calisiimasinin 6nemli oldugunu
belirtmistir [369]. Yukarida bahsedilen sonuglar, iire tespiti igin hazirlanan
biyosensorlerin (Nt/PANI/CuF/Urs, N{/PANI/CuF/Jel/Urs ve
N{/PANI/CuF/NKK/Urs) yanitinin tekrar iiretilebilir ve seg¢ici oldugunu dogruladi.
N{/PANI/CuF/Urs biyosensdriiniin ilk {i¢ 6l¢iim icin glivenilir veri sagladig1 yeniden
kullanilabilirlik deneylerinden belirlenmistir. Ancak Nf/PANI/CuF/Jel/Urs ve
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N{/PANI/CuF/NKK/Urs biyosensorlerinin tek kullanim i¢in dogru ve giivenilir sonug

verdigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.36: a, b) Nf/PANI/CuF/Urs, c, d) Nf/PANI/CuF/Jel/Urs ve e, f)
Nf/PANI/CuF/NKK/Urs biyosensorlerinin segicilik analizleri.
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4.3.7. Ure Biyosensorii I¢cin Gercek Ornek Analizleri

Beslenmeye gore, iire konsantrasyonu 3.0 ila 6.0 mM ve tolere edilebilir iire
sinirt ise <11.0 mM olmalidir. Yiiksek iire konsantrasyonunda siit tiilketimi insanlarda
cesitli bobrek fonksiyon bozukluklarina, hazimsizliga ve iilserlere neden olabilir [91].
Ayrica azot iceren giibreler halen yaygin olarak kullanilmaktadir ve bu nedenle
toprakta ve ¢evre suyunda tire varligi artmaktadir [18]. Bu sebeplerden dolayr gida ve
cevre numunelerinde iirenin kolay, kesin ve dogru bir sekilde tespit edilmesi

Onemlidir.

Tablo 4.7: Tez kapsaminda gelistirilen biyosensoérler ile toprak ve siit numunelerinde

iire tayini.
Gercek Ornekler  Eklenen Bulunan Geri Kazanim
(rM) (mM)? (%)°
0 - -
% Toprak 5.00 4.85+0.48 97.00
Lé 7.50 7.65+0.34 102.00
z 0 2.02+0.21 -
% Siit 5.00 7.24+0.27 104.44
7.50 9.82+0.31 104.00
0 - -
§ Toprak 1.0 0.96+0.28 96.50
§ 15 1.47£0.31 98.21
; 0 1.97+0.23 -
8 Siit 1.0 2.88+0.27 96.88
2 15 3.55+0.19 102.40
4 0 i i
S Toprak 1.0 0.97+0.33 97.47
% 2.0 1.91+0.21 95.50
=
O 0 1.95+0.27 -
< Siit 1.0 2.99+0.37 101.32
g 2.0 4.10+0.32 103.70

aGerekli seyreltme faktorii ile garpilarak hesaplanmustir.
®Ortalama + SD (n = 3).
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Tez ¢alismasi kapsaminda gelistirilen Nf/PANI/CuF/Urs, Nf/PANI/CuF/Jel/Urs
ve Nf/PANI/CuF/NKK/Urs biyosensorlerinin gergek numune analizi i¢in numunelerin
hesaplanan hacimleri, PBS'de belirlenen taban ¢izgisinden sonra Olgiim hiicresine
eklendi. Boylece numunelerdeki iire miktar1 belirlenmis ve dogrulugu iki farkh
konsantrasyonda spike ve geri kazanim testi ile belirlenmistir. Eklenen iire
konsantrasyonu Nf/PANI/CuF/Urs i¢in 5.0 and 7.5 uM, Nf/PANI/CuF/Jel/Urs i¢in 1.0
and 1.5 uM, Nf/PANI/CuF/NKK/Urs igin 1.0 and 2.0 uM olarak belirlenmistir. Geri
kazanimlar Tablo 4.7'de verilmistir. % geri kazanim degerleri Nf/PANI/CuF/Urs
%97.0 ve %104.43 olarak hesaplanmigtir. Ayrica, Nf/PANI/CuF/Jel/Urs i¢in %96.5
ve %102.4, Nf/PANI/CuF/NKK/Urs i¢in ise %95.5 ve %103.7 oldugu belirlenmistir.
Yeni tasarlanan elektrokimyasal biyosensorler ger¢ek numunelerde yiiksek dogrulukta

iire tayini i¢in dogru sonuglar vermistir.
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4.4. Tez Kapsaminda Gelistirilen BPA Biyosensorii

4.4.1. PANI-nl Karakterizasyonu

Tez caligmasi kapsaminda tasarlanan BPA biyosensoriinde iletkenligi artirmak
amaciyla iletken bir polimer olarak PANI kullanilmistir. Bu amagla sentezlenen PANI-
nl i¢in elektrokimyasal yontem kullanilmis olup, elde edilen voltamogram Sekil
4.37°de verilmistir. Voltamogram incelendiginde ilk dongiide polianilinin
niikleasyonu nedeniyle yaklasik 1.1 V’da anilinin oksidasyonu meydana gelir. Sonraki
taramalar sirasinda, anilinin oksidasyonu, polianilinin katalitik etkisine bagli olarak
daha diisiik potansiyelde gerceklesir. Tekrarlanan potansiyel taramalarin bir sonucu
olarak redoks piklerinin genliginde gozlenen artis polimerin elektrot yiizeyine

birikmesi ile ilgilidir [370].

11k déngii

02 00 02 04 06 08 10 12 14 16 18

E/V

Sekil 4.37: PANI-nl’in elektrokimyasal sentezinde elde edilen CV voltamogramu.

Monomer olarak kullanilan anilin ve CV yontemiyle elde edilen PANI-nl
yapilara ait FTIR spektrumlari Sekil 4.38’de verilmistir. Aniline ait spektrum
incelendiginde 3530-3230 cm™ arasindaki pikler sirasiyla asimetrik ve simetrik N-H
gerilmelerine, 3030 cm™’de C-H gerilmelerine, 1618 cm™"de ki pik N-H biikiilmesine
ve 1268 cm™°de ise C-N gerilmesine ait titresim pikleridir [371]. PANI-nl yapisina ait
spektrumda; 1287 cm*'deki pik benzenoid halkasinin C-N gerilme titresimine ve 1033
cm'deki pik aromatik C-H diizlem i¢i biikiilmesine aittir. 1426 cm™ ve 1535 cmY'deki
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pikler sirasiyla benzenoid ve kinoid halkalarin C=C ve C=N gerilmesinden
kaynaklanmaktadir. Spektrumdaki bu absorpsiyon pikleri polimerize olmus anilin

varligini dogrulamaktadir [372].
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Sekil 4.38: Anilin ve PANI-nl’in FTIR spektrumlari.

PANTI'nin termal ayrismasi ve stabilitesinin belirlenmesi i¢in TGA ydntemi
kullanildi ve 6l¢timler 25-800°C arasinda inert atmosfer ortaminda alind1 (Sekil 4.39).

Elde edilen sonuglara gore yapida 3 ayr kiitle kayb1 oldugu gézlenmistir.
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Sekil 4.39: PANI-nl’in TGA diyagramu.
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Bunlardan birincisi 50-110°C arasinda gergeklesen kiitle kaybidir (%10.4) ve
numune yiizeyinde adsorbe edilmis nemin uzaklasmasindan kaynaklanir. ikinci kiitle
kayb1 200-250°C arasinda gergeklesmis olup (%13.35), diisiik molekiiler agirliklara
sahip elektrolit ve oligomer kalintisinin uzaklasmasindan kaynaklanmaktadir. Uciincii
kiitle kayb1 ise 460-580°C arasinda gozlenmistir (%28.37). Buradaki kiitle kaybr ise
PANT’nin termo-oksidatif ayrismasindan kaynaklanmaktadir. TGA grafiginden elde
edilen veriler sonucunda sentezlenen PANI'nin oldukca yiiksek termal stabiliteye sahip
oldugunu belirlenmistir [373].

Polimerin morfolojik olarak lifli yap1iy1 tercih etmesinin nedeni olarak; polimer
ve alkol molekiilleri arasindaki Oncelikli hidrojen baginin varhigi ifade edilebilir.
Kisaca, PANI molekiilleri ile etanol arasinda giiclii bir molekiiller aras1 H-bag1 vardir
ve bu etkilesim PANI zincirlerinin etanol molekiilleri tarafindan sarilmasina neden
olur. Bu durum polimer zincirlerini birbirinden ayirarak nanofiberlerin biiylimesini
tesvik eder ve aglomerasyonlarin1 Onler. Ayrica, alkol amfipatik bir molekiil oldugu

icin, yiizey aktif madde molekiilii rolii oynayarak PANI molekiillerini sarar [299].

Sekil 4.40: PANI-nl’in SEM goriintiileri; Biiyiitmeler a) 5000 X, b) 20000 X.

PANI-nl’nin SEM analizi yapilarak morfolojik olarak karakterize edilmis ve elde
edilen goriintiiller Sekil 4.40’da verilmistir. Elde edilen SEM goriintiileri
incelendiginde yapiin beklenildigi gibi nano boyutta, lif yapisinda oldugu ve porlu
bir yiizeye sahip oldugu agikca gdzlenmektedir. Ayrica olusan liflerin kalinliklarinin
homojen bir dagilimda oldugu belirlenmistir. Polianilin nanoliflere ait ortalama lif
kalinligt dagilimi oOlgiimleri i¢cin ImageJ programi kullamildi. SEM goriintiisii
tizerinden rastgele segilen 30 adet lifin kalinlig1 6lgiildii ve elde edilen sonuglara gore

ortalama lif kalinliginin yaklasik 92 nm oldugu hesaplandi.
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4.4.2. Optimizasyon Calismalan

Tasarlanan BPA biyosensorii i¢in deneysel parametrelerin optimizasyonu daha
hassas algilamalar i¢in biiylik 6nem tasimaktadir. Bu nedenle ilk olarak TEOS ve
APTES ile modifiye edilen ferrit nanopagaciklarinin elektrokatalitik aktivitesi
hakkinda bilgi edinmek i¢in CUF-TS@AP miktar1 optimizasyonu gergeklestirildi ve
CV ile elde edilen elektrokimyasal sonuglar (-0.2 ile 1.0 V arasinda) modifiye
edilmemis GCE ile karsilastirild1 (Sekil 4.41a). Optimizasyon i¢in 0.5, 1.0, 2.0, 4.0,
8.0 mg mL? olmak iizere CUF-TS@AP igin 5 farkli konsantrasyon kullanild1 ve en
yiiksek yamit 1.0 mg mL™? CuF-TS@AP varliginda elde edildi. BPA'nin pik akimi
GCE'ye kiyasla 1.62 kat artis gostermistir. Elektrotun duyarliligini ve iletkenligini
artirmak icin kullanilan PANI-nl miktari, 1.0 mg mL? CuF-TS@AP iginde dispers
edilmis PANI-nl (0.5, 2.0, 5.0, 7.5, 10.0 mg mL'l) konsantrasyonlar1 ile optimize
edildi. Optimizasyon sonuglarma gore, en yiiksek pik akimi 2.0 mg mL? olarak
belirlendi ve yalniz GCE’ye gore 1.72, CuF-TS@AP kapli GCE'ye gore ise 2.8 kat
artig gosterdi (Sekil 4.41b).

0.180 0.30
a b
0.1654 i 0.28- ,\
~S—
0.150 0264
<O
< - =
20.1354 =
< 0.244
0.1204
022 T
0.1054
0.204
0.0904+—— . : . : —
0 2 4 6 8 0 2 4 6 , 8 10
[CuF-TS@AP])/mg mL [PANI-nl}/mg mL
0.325 0.38
¢ i d
0.3204 —\i\ 0.374
: .
3154
031 i \
0.3104
< 035
<
20,305 s
= 0.34
0.3004 J
0.33
0.2954
0.290 0.32
0.285 ; . T r - 0.31 T v T T T
0.5 Lo s 20 25 0 2 4 L6 8
[HA)/mg mL™ + [Lak]/2.0 mg mL [Lak]/mg mL

Sekil 4.41: BPA biyosensorii i¢in kullanilan komponentlerin optimizasyonu; a) CuF-
TS@AP, b) PANI-nl, ¢) HA ve d) Lak konsantrasyonlari.
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Elektrot yiizeyindeki ince film hidrofilik bir ortam olusturarak segiciligi
artirabilse de asir1 kullanimda yiizeyi kaplayabilir ve iletken olmayan yiizeyinden
dolayr sensor oOzelliklerini olumsuz etkiler. Bu nedenle HA miktar1 6nemli bir
parametredir ve optimize edilmesi gerekir. Bu amagla, diger parametreler sabit
tutularak farkli miktarlarda HA konsantrasyonlar1 (0.5, 1.0, 1.5, 2.0 ve 2.5 mg mL™)
kullanildi. HA elektrokimyasal a¢idan dogrudan bir etkiye sahip olmadigindan,
olgiimler 2.0 mg mL™ Lak enzimi varliginda alindi. En yiiksek pik akimi, CuF/PANI-
nl/Lak'a kiyasla BPA'nin pik akimimin 1.13 kat artmasi nedeniyle 1.0 mg.mL?* HA
konsantrasyonunda gdzlenmistir (Sekil 4.41c). Ayrica, 1.0, 2.0, 4.0, 6.0, 8.0 mg mL*
konsantrasyonlarinda Lak enzimi i¢in enzim konsantrasyonunun optimizasyonu da
gerceklestirildi (Sekil 4.41d). BPA'nin pik akimi, optimize edilmis CuF/PANI-
nl/HA/Lak konsantrasyonuna kiyasla 1.14 kat artmistir. En yiiksek pik akimi, 4.0 mg
mL? Lak i¢in belirlendi ve immobilizasyon siiresi tiim dlgiimler igin gece boyu olarak
sabit tutuldu. Tiim dlgtimler Gi¢ tekrarda yapilmistir. Son olarak ¢alisma ortaminin pH"
5.0-9.0 araliginda optimize edilmis ve elde edilen en yliksek pik akim degeri nedeniyle
optimum pH 7.0 olarak belirlenmistir. Sekil 4.42a, CuF/PANI-nl/HA/Lak'in BPA'ya
(9.0 uM) kars1 CV yanitlari gosterirken, potansiyel 100 mV s? tarama hizinda
0.57'den 0.77 V'a yiikselmistir. Ayrica, oksidasyon pik potansiyeli pH'daki artisla
negatif bolgeye kaydi ve proton ile elektrot arasindaki reaksiyon nedeniyle pik
potansiyeli (Ep= -0.0523pH + 1.022, R? = 0.9956) arasinda dogrusal iliski sagladig1
gozlemlendi (Sekil 4.42b). Transfer edilen proton sayisi, 5.0-9.0 pH araliginda elektrot
reaksiyonundaki elektron sayisi ile ayn1 ve BPA i¢in oksidasyon potansiyeli degeri
teorik Nernst degerine (59 mV/pH) yakin olan 52 mV civarinda oldugu belirlenmistir
[307].

EN_ pH

Sekil 4.42: BPA biyosensorii i¢in pH optimizasyonu grafikleri.
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pH degerinin elektrokimyasal yontemle tespit i¢in dnemli bir faktér oldugu iyi
bilinen bir gercektir. Literatiirde pH degerinin elektrokimyasal davranig tizerindeki
etkisini arastirmak i¢in farkli pH degerlerine sahip cozeltilerle BPA'nin tespiti
gerceklestirilmistir. Kochana ve arkadaslari, BPA tayini igin tirozinaz temelli
elektrokimyasal bir biyosensor gelistirmislerdir. Olgiim ortami i¢in kullanilan tampon
pH'inin biyosensor tepkisi tizerindeki etkisini incelemek i¢in pH 5.0, 6.0, 7.0 ve 8.0'lik
PBS igerisinde CV ol¢iimleri gergeklestirmislerdir. Elde ettikleri kalibrasyon egrisine
dayanarak, BPA'ya karsi en yiiksek duyarliligin pH 6.0 PBS kullanilarak elde
edildigini tespit etmislerdir [374]. Zhang ve arkadaslari, BPA'nin saptanmasi igin
CdTe kuantum noktalartyla modifiye edilmis ¢ok duvarli karbon nanotiiplere dayanan
molekiiler baskili elektrokimyasal bir BPA sensorii gelistirmislerdir. Optimizasyon
calismalari i¢cin molekiiler baskili polimer konsantrasyonu, pH ve adsorpsiyon siiresi
calisilmigtir. pH'in sensor performansi tizerindeki etkisini analiz etmek i¢in, sirasiyla
4.0-8.0 pH araliginda PBS igerisinde ayni konsantrasyondaki BPA’ya karsi
elektrokimyasal Olgiimleri alinmis ve pH 7.0'ye ulastiginda mevcut tepki degeri
maksimum oldugunu belirlemislerdir [375]. Tian ve arkadaslari, nanog6zenekli PtFe
alasim1 ve grafen modifiye camsi karbon elektroduna dayali elektrokimyasal BPA
sensori gelistirmis ve pH optimizasyonu ile ilgili detayli bir calisma yapmislardir. CV
yontenteminden elde ettikleri oksidasyon pik akimlar1 degerleri 0.1M PBS'de pH 3.0-
7.0 arasinda artig gosterirken pH 7.0-9.0 arasinda diisiis oldugunu tespit etmislerdir.
Boylece, oksidasyon pik akimi ile pH degeri arasindaki iligkiyi degerlendirdiklerinde
ve BPA sensoriiniin hassasiyeti dikkate alindiginda pH 7.0°’nin oksidasyon pik
akimimimn maksimum yanit degeri oldugunu aciklamiglardir. Ayrica, g¢aligmanin
devaminda oksidasyon pik potansiyeli (Epa) ve pH degeri arasindaki karsilik gelen
iliskiyi de incelemislerdir. Elde ettikleri sonuglara gore, oksidasyon pik potansiyeli,
pH degerinin artmasiyla dogrusal olarak negatife gecmis ve regresyon denklemi Epa
(V)=-0.051pH+0.852 (R?=0.995) olarak tanimlanmistir. Burada, 0.051V/pH'lik
egimin teorik degere yaklastirilarak elektrot reaksiyon siirecinde elektron transferi ve
proton sayisinin esit oldugunu yorumuna varilmigtir [376]. Wang ve arkadaglar1 da
MOF-indirgenmis grafen oksit kompozitlerine dayali elektrokimyasal BPA sensorii
gelistirmis olup, pH calismalarindan elde ettikleri veriler ile literatiire gore yakin
sonuglar elde etmislerdir. DPV ile gergeklestirdikleri pH optimizasyonunda optimum
pH degerini 7.0 olarak tespit etmisler ve pik potansiyelinin de pH arttik¢a negatif

olarak kayma gosterdigini gozlemlemislerdir [377].
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4.4.3. BPA Biyosensoriiniin Elektrokimyasal Performansi

Tez ¢aligmasi i¢in tasarlanan enzimatik BPA biyosensoriiniin elektrot yiizeyinin
her modifikasyon adimindan sonra elektrokimyasal karakterizasyonu ig¢in 0.1 M KCl
iceren 5.0 mM [Fe(CN)s]*"* ¢ozeltisi igerisinde alman CV sonuglari degerlendirildi
(Sekil 4.43). GCE yiizeyi optimize edilmis miktarda CuF-TS@AP ile kaplandiktan
sonra, iyi bir elektrokatalitik aktivite nedeniyle pik akiminda 106 pA'dan 146 pA'ya
bir artis oldu ve elektrot yiizeyinde elektron transfer kinetigini 6nemli 6l¢iide artirdi.
Daha sonra, elektrot yiizeyine PANI-nl'in modifikasyonu ile pik akimi 180 pA'ya
yiikseldi. Bununla birlikte, enzim ve HA ile modifiye edilmis elektrot yiizeyin
hesaplanan pik akiminin 6nemli 6l¢iide azaldig1 gézlemlendi ve bu azalmanin enzim
molekiiliiniin biiyiik ve yalitkan yapisindan dolay1 elektrot yiizeyinin difiizyonunun
bloke edilmesi ve yiizeyin iletken olmayan HA filmi ile kaplanmasindan

kaynaklandig1 diisiiniilmektedir [378].

200
150
100
50
<
5 0
=50 -
-100
. — GCE
-150 4 CuF/GCE
| CuF/PANI-nl/GCE
CuF/PANI-nl/HA/Lak/GCE
-200 = T T T T T T T T T T T T
-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
E/V

Sekil 4.43: 0.1 M KCl igeren 5.0 mM [Fe(CN)s]** ¢ozeltisinde alinan CV
voltamogramlart.

Sekil 4.45 ise 9.0 pM BPA varhiginda ve 100 mV s? tarama hizinda GCE,
CuF/GCE, CuF/PANI-nl/GCE, CuF/PANI-nl/HA/Lak/GCE'min CV yanitlarimi

gostermektedir. GCE'nin yiizeyi kaplandiktan sonra BPA analitine kars1 enzimin
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elektrokatalitik aktivitesi nedeniyle CuF/PANI-nl/HA/Lak/GCE elektrotu ile GCE,
CuF ve CuF/PANI-nl'ye gore daha hassas elektrokimyasal sonuglar elde edilmistir.
CuF/PANI-nl/HA/Lak nanokompozit yapisinin 0-kinon elektrokatalizini desteklemek
i¢in lakkaz ile sinerjik bir etki yarattig1 soylenebilir. Lakkazin, sistemde ek bir kofaktor
olmadan elektron transfer reaksiyonunu katalize etme kabiliyetine sahip olmasi
avantajlidir [136]. Enzimatik mekanizmalarda, enzimin spesifik molekiiler
fonksiyonlarina gore farkli kimyasal reaksiyonlar meydana gelir. Bu c¢alismanin
mekanizmasi su sekilde agiklanabilir; ¢oklu bakir polifenol oksidaz olarak bilinen
lakkaz, oksijen varliginda elektrot ylizeyinde fenolik bilesiklerin 0-kinonlara
elektrokimyasal olarak oksidasyonunu katalize eder [379]. Aslinda, lakkaz redoks
aktif merkez sistemi olarak sahip oldugu Cu*/Cu?* ile molekiiler oksijeni suya indirger

ve bununla birlikte fenollerin oksidasyonunu saglar (Sekil 4.44) [126].
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Sekil 4.44: BPA biyosensoriiniin hazirlanma asamalar1 ve ¢alisma mekanizmasi.
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Sekil 4.45: PBS igerisinde 9.0 pM BPA varliginda alinan farkli gruplarinin CV
voltamogramlar1 (pH 7.0).

Calisma elektrotu i¢in her bir modifikasyon basamagindaki degisikler 6nemlidir
ve bu nedenle elektrotlarin yiizey karakterizasyonu SEM analizi ile yapildi ve
kiyaslandi. Sekil 4.46a’da gozlemlenen ignemsi sekilli yapilar PANI-nl ve kiiresel
yapilar ise CuF-TS@AP kaplh elektrot yilizeyini gostermektedir. Sekil 4.46b’de ise
hafif gdzenekli bir tabaka olmasina ragmen yiizeyin neredeyse tamamen bir film ile
kaplandig1 gortilmistiir. Ayrica ylizey genel olarak homojendir. Biyolojik bir katalizor
olarak enzimler, orta sicaklik ve basing, notr pH gibi kosullar altinda reaksiyonlari
katalize etme avantajin1 sunar. Bir biyosensOriin yapimi sirasindaki en kritik
parametrelerden biri biyokatalizériin immobilizasyonudur. Biyokatalizoriin verimli
bir sekilde immobilizasyonu, fonksiyonel verimliliginin artmasina yardime1 olur [10].
Bu calismada HA'nin biyouyumlulugundan dolay1 lakkazin stabilitesinin arttirilmasi
amaclanmigstir. Elektrot yiizeyinin nihai ylizey alani daha diisiik olmasina ragmen,
yiizeye kaplanan malzemelerin analite afinitesi nedeniyle BPA varliginda
voltamogramda pik akimi 6nemli dl¢iide daha yiiksek oldugu tespit edildi.

CuF/PANI-nl/HA/Lak/GCE biyosensoriiniin farkli BPA konsantrasyonlarindaki
analitik performanslar1 CV ve DPV yontemleriyle incelenmistir. Sekil 4.47a’daki CV
voltamogramlarinda gosterildigi gibi, pik akim degerleri BPA konsantrasyonundaki

artisla dogrusal olarak artmistir. Ayrica, BPA konsantrasyonundaki degisiklik ile pik
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akim degerleri arasinda iyi bir dogrusal iliski tespit edildi ve elde edilen sonuglar Sekil
4.47b’de gosterilmistir. Grafige gore dogrusal regresyon denklemi ise I(pA)=0.0365C
(uM) + 0.0702 (R?= 0.9928) olarak belirlendi. Enzimatik elektrokimyasal BPA
biyosensorii i¢in CV’den hesaplanan degerlere gore TS ve GS sirasiyla 15.6 ve 46.8
nmol L olarak tespit edildi.

Sekil 4.46: a) CuF/PANI-nI'nin ve b) CuF/PANI-nl/HA/Lak'in GCE {izerine
kaplanmis SEM goériintiileri.

Sekil 4.48a, CuF/PANI-nl/HA/Lak/GCE elektrotu ile alinan DPV yanitlarini
gostermektedir. DPV yontemine gore biyosensoriin dogrusal ¢aligma araligi 0.01-7.5
umol L olarak belirlenmistir. Grafige gore dogrusal regresyon denklemi ise (Sekil
4.48b) 1(nA)= 0.0218C (uM) + 0.0136 (R? = 0.9910) olarak belirlendi. Enzimatik
elektrokimyasal BPA biyosensorii i¢in DPV’den hesaplanan degerlere gore TS ve GS
sirastyla 5.4 ve 16.2 nmol L™ olarak tespit edildi.
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Sekil 4.47: a) CuF/PANI-nl/HA/Lak/GCE'de farkli BPA konsantrasyonlarinin CV
yanitlari, b) BPA akimlar1 ve konsantrasyonlar1 arasindaki dogrusal iligki.
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DPV yonteminden elde edilen elektrokimyasal sonuglarin daha hassas olmasinin
sebebi, DPV’de kapasitif akimin minimizasyonudur. Tablo 4.8'de listelenen enzimatik
sistemler goz Oniine alindiginda, mevcut calisma daha diisiik tespit degeri limiti ile
daha iyi bir performans gostermistir. Enzimatik olmayan sistemler arasinda
MnP/PANI-PMMA-TiO2/GCE sensorii 0.2-1.2 nM lineer 6l¢iim araligi ile ¢ok dar bir
aralikta calismistir. Mevceut ¢alismanin, 0.01-7.50 uM dogrusal dl¢iim aralig ile bu
calismay1 geride biraktigi aciktir. Bu ¢alismada deniz suyu, konserve su, siit gibi
gercek Ornek ortamlarda biyosensoriin performansi degerlendirilmistir. HPLC
Olgiimleri ile dogrulandiktan sonra oldukca iyi geri kazanimlar elde edildigi

goriilmistiir [380].
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Sekil 4.48: a) CuF/PANI-nl/HA/Lak/GCE'de farkli BPA konsantrasyonlarinin DPV
yanitlari, b) BPA akimlar1 ve konsantrasyonlar1 arasindaki dogrusal iliski.

4.4.4. BPA Biyosensoriiniin Tekrarlanabilirlik, Kararhhk, Yeniden
Kullanilabilirlik Testleri

CuF/PANI-nl/HA/Lak/GCE'nin  tekrarlanabilirligi, kararlilign ve tekrar
kullanilabilirligi DPV ile incelenmis olup sonuglar Sekil 4.49-51'de verilmistir. Tez
kapsaminda gelistirilen kompozit sistem ile modifiye edilen GCE -elektrotunun
tekrarlanabilirligi PBS i¢inde 2.5 uM BPA konsantrasyonunda 9 ardisik tekrar 6l¢timii
kaydedilerek incelendi. Sekil 4.49'da verilen deney voltamogramlari su sekilde
aciklanabilir: Elektrokimyasal 6l¢iim hiicresine pH 7.0'deki PBS ¢6zeltisi eklendi. 2.5
uM BPA eklendikten sonra 9 ardisik 6l¢tim yapildi. Bagil standart sapma 6l¢iimii i¢in
uygulanan bu prosediir farkli ¢alisma elektrotu ile 3 kez tekrarland1 ve sonug olarak

her seferinde yaklasik olarak ayni degerler elde edildi. Calisma icin % bagil standart
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sapma degeri %3.7 olarak hesaplandi. Bu sonug, CuF/PANI-nl/HA/Lak/GCE'nin iyi

bir tekrarlanabilirlige sahip oldugunu gosterdi.

0z 0.3 04 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0

Sekil 4.49: pH 7.0 PBS'de ayn1 ¢alisma kosullar1 altinda alinan 9 ardisik 6l¢iim i¢in
DPV voltamogramlari.

CuF/PANI-nl/HA/Lak/GCE'nin kararliligi, 2.5 uM BPA'nin farkli donemlerde
(1-15 giin) 6l¢tim ortamina ilavesi yapilarak elektrokimyasal tepkilerinin 6lglilmesi
yontemiyle yapildi. 7 giin sonra 6l¢iilen pik akim degerinin ilk 6l¢iime gore yaklasik
%35 daha diistik oldugu, mevcut pik akim degerlerinin 10 giin sonra yaklasik %20, 15
giin sonra ise %40 oraninda azaldig: tespit edildi. Sonuglar, modifiye elektrotun bir
hafta icinde daha iyi stabiliteye sahip oldugunu gosterdi. Elde edilen voltamogramlar
Sekil 4.50°de verilmistir.

T T — T T T
0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
EV

Sekil 4.50: pH 7.0 PBS ortaminda dort farkli zamanda tekrarlanan CuF/PANI-
nl/HA/Lak/GCE elektrotlarinin DPV voltamogramlart.
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CuF/PANI-nl/HA/Lak/GCE'nin yeniden kullanilabilirligini incelemek igin ilk
olarak 2.5 uM BPA igeren PBS ortaminda DPV ile 6lgiim alindi (Sekil 4.51). Olgiim
sonrasi elektrot yiizeyi PBS ile yikandi ve tekrar kullanilmak iizere laboratuvar
ortaminda tekrar kurutuldu. Bu islem ii¢ kez tekrarlandi ve her seferinde ilk Olgiimle

ayn1 konsantrasyonda BPA i¢in elektrokimyasal 6l¢iim alindi.

0.8

0.74
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— 2. kullanim
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Sekil 4.51: CuF/PANI-nl/HA/Lak/GCE elektrotunun pH 7.0 PBS'de yeniden
kullanilabilirlik testlerinde elde edilen DPV voltamogramlari.

Pik akiminda ikinci kullanimda yaklasik %4.6 oraninda degisiklik oldu ve
ticlincii 6l¢tim sonunda %40 gibi 6nemli bir diisiis gozlendi. Yeniden kullanilabilirlik
testinde, calisma ayni elektrot iizerinde gergeklestirilmistir. BPA varliginda DPV
Ol¢iimii alindiktan sonra elektrot oda sicakliginda yikanip kurutuldu ve tekrar
kullanildi. Amag ayni elektrodun kag kez kullanilabilecegini test etmektir. Yikama ve
kurutma asamasinda yiizey deforme olabilir ve BPA modifiye elektrot yiizeyi
gozeneklerden tam olarak temizlenemeyebilir. Bu nedenle 3. 6lgtimde pik akim degeri
%40 azalmistir. Stabilite testinde tespit edilen tepe akimindaki %40'lik azalma, oda
kosullarinda bekletme siiresinden kaynaklaniyor olabilir. Yani elektrot yilizeyindeki
filmin zamanla kademeli olarak bozulmasi olarak kabul edilir. Literatiir ¢aligsmalari
incelendiginde BPA biyosensorleri igin ileri analitik parametre 6zellikleri inceleyen
calismalar mevcuttur. Razavipanah ve arkadaglar1 tespiti i¢in ¢ok duvarli karbon
nanotlip-SiO2@Au ¢ekirdek-kabuk nanokompozitine dayali elektrokimyasal bir
aptasensor gelistirmislerdir. Aptasensoriin stabilitesini 10 nM BPA analitine karsi iki
haftalik siire boyunca elektrokimyasal cevaplarina gore incelemislerdir. Sensoriin

kullanilmadiginda 4°C'de buzdolabinda saklandigi ve daha sonra diizenli araliklarla
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BPA 0l¢iimii igin kullanildigi belirtilmistir. Deneysel sonuglar, pik akim degerinin iKi
hafta sonunda baslangi¢ degerinden yaklasik %5 diistise sahip oldugunu gdstermistir
[378]. He ve arkadaslari, BPA tespiti igin enzim immobilize edilmis iletken manyetik
biyokomiir nanoparcaciklari kullanmislar ve bu sensor icin tekrarlanabilirlik,
depolama stabilite 6zelliklerini incelemislerdir. Tekrarlanabilirlik ¢alismasint pH 7.0
PBS igerisinde 200 nM BPA'nin sekiz tekrarli 6l¢iimii ile gergeklestirmislerdir. Bagil
standart sapmanin %4.2 oldugunu ve mevcut degerde 6nemli bir degisiklik olmadigi
icin  Onerdikleri biyosensoriin 1yl tekrarlanabilirlik  6zelligi  sergiledigini
belirtmislerdir. Sensoriin depolama stabilitesi i¢in 4°C'de PBS ¢ozeltisinde inkiibe
ettikleri ve 200 nM BPA'ya karsi aldiklart amperometrik yanitlar ile c¢alisma
yapmiglardir. Sekiz haftalik depolamadan sonrasinda sensoriin BPA'ya karst oldukca
reaktif oldugunu ve mevcut sinyalde 6nemli bir degisiklik olmadigin1 gostermislerdir
[381]. Yu ve arkadaslari da, BPA tespiti i¢in bir sinyal amplifikasyon platformu olarak
tek sarmalli DNA-metilen mavisi kompleksi kullandiklart tek kullanimlik bir
elektrokimyasal aptasensdr gelistirmislerdir. Immobilize edilmis aptamerin yalnizca
bir biyotanima elemani olarak hareket etmekle kalmayip ayn1 zamanda segiciligi ve
hassasiyeti sagladigin1 ayrica, tek kullanimlik bir sinyal amplifikasyon platformu

olarak davrandigini belirtmislerdir [382].

4.4.5. BPA Biyosensoriiniin Secicilik Analizleri

CuF/PANI-nl/HA/Lak/GCE'in seg¢iciligini incelemek igin analiz matrisinde
bulunan metal iyonlarmm (Na*, K*, Ca?*, Mg?*, AIF*, Pb%*, Cd*, Hg*, Cr®)
elektrokimyasal sinyal degisimi 1.5 uM BPA varliginda degerlendirildi (Sekil 4.52a,
b). BPA'nin elektrokimyasal tepkisinin test edilen metal iyonlarmm 100 kati
eklendikten sonra %5'ten daha az degistigi tespit edildi. Ikinci ve {iciincii secicilik
deneyleri i¢in gallik asit (GA), rutin (Ru), katesin (Ct), flovanon (Fv), kafeik asit (CA)
(Sekil 4.31¢, d) ve organik gruplar; glukoz, iire, sitrik asit ve toluen (Sekil 4.52¢, f)
kullanildi. DPV 6l¢ilimleri, antioksidanlar i¢in 10 kat daha yiiksek ve diger organik
bilesikler i¢cin 100 kat daha yliksek konsantrasyonlarin varliginda alinmis ve

gelistirilen biyosensoriin bu gruplarin varliginda <%35 degeri ile kabul edilebilir bir

secicilige sahip oldugu tespit edilmistir.

130



0.40 0.06
a Kor analiz b
035 Na’ .
3 0.05
0.30 C“;
—— Mg 0.04
—Ar
3 0.25 ' r
2 4 3. 0.03
0.20 —Cd =
—ug"
0.15 » 0.02
0.10 0.01
0.0 0.2 0.4 0.6 08 1.0
E/V 0.00
0.60 0.05 4
Kor analiz
C
0.55 4 —GA
Ru 0.04 -
0.50 - Kt
—Fl
= — KA
< 0.45 4 0.03
= <
0.40 - 2
0.02 4
0.35 4
030 0.01 4
0.25 T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
E/V 0.00 -
0.80 0.06
e — Kor analiz
0.75 + Glukoz f
Ore 0.05
070 Sitrik asit
0.65 Toluen
<
=.0.60
0.55
0.50
0.45 -
0.40 -
T T T -
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
L/V

Sekil 4.52: CuF/PANI-nl/HA/Lak/GCE biyosensoriiniin BPA'ya karsi segicilik
testleri; a, b) Katyonlar, c, d) Antioksidanlar, e, f) Organik gruplar.

Lakkaz enziminin fenolik bilesiklere karsi afinitesinin oldugu bilinmesine
ragmen tez caligmasinda kullanilan biyosensoriin segicilik analizi i¢in incelenen
fenolik antioksidanlara kars1 herhangi bir girisime neden olmadig: belirlendi. Bunun
nedeni yapilan optimizasyon g¢aligmalarinin BPA analiti i¢in tasarlanmis olmasinin
yaninda bu sistemdeki bilesenler ve ortam pH", antioksidanlarin yeterli pik akimi
gbstermesi i¢in uygun olmadigindan kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu
antioksidanlar, uygun bilesenleri igeren kompozit sistemlerde ndtr pH'ta optimum pik
akim degerleri vermesine ragmen, agirlikli olarak asidik ortamlarda ¢alisilmistir [383].
Mevcut ¢alismanin bilesenleri ise asidik ortam i¢in uygun degildir ve notr pH'ta BPA,

diger molekiillerin girisimini onleyerek yiliksek bir pik akim degeri vermistir.
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Secicilik o6zelligi sensdrler i¢in olduk¢a Onemlidir. Bu nedenle literatiir
caligmalariin hemen hepsi bu 6zellik ile ilgili analizlere yer vermektedirler. Jemmeli
ve arkadaslari, kobalt ftalosiyanin ile modifiye edilmis bir karbon pasta elektroduna
dayali secici BPA sensorii gelistirmislerdir. Elektrokimyasal sensoriin BPA'ya karsi
seciciligini BPA'ninkinden 100 kat daha yiiksek konsantrasyonlarda olan ¢esitli
girisim yapabilecek maddelerin varliginda incelemiglerdir. Boylece, bazi yaygin
fenolik kompleksler ve inorganik iyonlar, BPA tayini ile etkilesim diizeylerini kontrol
etmek i¢in test edilmis olup, sonuglarin 100 kat yiiksek konsantrasyondaki hidrokinon,
fenol, 4-oktilfenol pirokatekol, dopamin ve askorbik asit konsantrasyonunun BPA pik
akimlari izerinde 6nemli bir etkisinin olmadigini gostermislerdir. Benzer sekilde, 100
kat yiiksek konsantrasyondaki K*, Zn?*, Ca?', Na* gibi baz1 iyonlarin da BPA
sinyalinde 6nemli bir degisiklige yol agmadigini tespit etmislerdir [384]. Gelistirilen
sensdr icin olas1 girisim yapan agir metal iyonlart ve organik kirleticilerin 5.0 uM BPA
iceren ortama eklenmesiyle ve DPV ydntemiyle test etmislerdir. 500 pM Mn?*, Ag*,
Cd?", Cu?* ve Pt?* eklendikten sonra 5.0 pM BPA'nin tiim elektrokimyasal sinyal
degisikliklerinin <%5'ten daha az oldugunu goézlemlemislerdir. Ayrica, 100 uM
nitrobenzen, p-klorotoluen, metanol veya p-nitroanilin varliginda da BPA’nin
elektrokimyasal sinyali {izerinde dikkate deger bir etki olmadig belirtilmistir [385].
Tez ¢aligmasi kapsaminda gelistirilen enzimatik elektrokimyasal BPA biyosensoriiniin
secicilik ¢aligmlart sonucunda elde edilen veriler gelistirilen elektrokimyasal yontemin
yiiksek konsantrasyonlu girisim yapabilecek tiirlerin varliginda BPA analizi i¢in

literatiir ile kiyaslanabilir iy1 se¢icilige sahip oldugunu gostermektedir.

4.4.6. BPA Biyosensorii icin Gercek Ornek ve HPLC Analizleri

BPA, polikarbonat ve epoksi reginelerin iiretiminde kullanildigi i¢in igme suyu
siseleri, konserve kaplari, gida ambalaj malzemeleri ve igcme suyu gibi giinliik
kullanima yonelik c¢esitli tirtinlerde bulunabilmekte ve tiiketicilerin gida yoluyla
BPA'ya maruz kalmasina neden olmaktadir. Bu nedenle bu ¢alisma igin deniz suyu,
konserve suyu ve siit gercek ornekleri tercih edilmis ve elde edilen voltamogramlar
Sekil 4.53’de verilmistir. Tablo 4.9'da sunulan sonuglar, tiim durumlarda geri
kazanimlarin %96.0 ile %100.7 arasinda degistigini gostermistir. Deniz suyu,

konserve su ve siit i¢in %BSS degerleri ise %1.81 ile %3.38 araliginda belirlendi.
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Tablo 4.8: Elektrokimyasal BPA sensorlerinin karsilastiriimasi.

Dogrusal )
. Gercek %Geri
Modifiye elektrotlar TS olciim Kaynaklar
ornekler kazanim
arahigi
MWCNT/CuFe,0.4/ 0.01-120 Su ve
3.2nM ) 95.8-103.1 [386]
GCE UM biberonlar
Musluk suyu
0.05-10
CoFe;04/GCE 3.6 nM ve siit 95.5-102.0 [387]
uM .
ornekleri
. 0.02-12.5  Siyah ve yesil
NiFe,04/SPCE 6 nM 96.0-101.0 [388]
M cay
GCE/rGO- 18.10 2.5x10°5- )
. Siselenmis su 107.0-124.0 [389]
Fes04NP/Chit95/TvL nM 0.025 uM
Maden suyu
sisesi, plastik
Lacc/Gr-Au- 0.023 0.05-12
) bardak, mama = 98.31-102.92 [390]
Chit/SPCE uM uM
kab1 ve
biberon
Metalik
o kutularda
Laccase-thionine-
02uM  0.5-50 uM bulunan 92.0-120.0 [126]
carbon black
domates suyu
ornekleri
GNPs-MWCNTSs- 0.05 0.1-100
Siit 6rnekleri 85.0-113.8 [391]
CS/GCE nM UM
Tyrs- 10.0 0.01-100
- - [392]
rGO/Mn3;04/1ITO nM uM
MnP/PANI-PMMA.- 0.17
) 0.2-1.2nM - - [380]
TiO2/GCE nM
Lac/Ag-
0.5-2.99
ZnO/MWCNTSs/C- 6.0 nM M Plastik siseler 89.3-111.1 [134]
SPE "
Deniz suyu,
CuF/PANI- 5.4 nM 0.01-7.5 Mevcut
konserve su, 96.0-100.7
nf/HA/Lacc/GCE uM ¢alisma

siit

Cok Duvarli Karbon Nanotiip (MWCNT), Bakir ferrit (CuFe,0,4), Camsi karbon elektrot (GCE), Kobalt ferrit (CoFe,O,),
Nikel ferrit (NiFe,Q,), Ekran baskili karbon elektrot (SPCE), indirgenmis grafen oksit/demir-ferrik oksit nanopargaciklari
(rGO-Fe30,), Kitosan DD= 95% (Chit95), Trametes versicolor'dan elde edilen lakkaz (TvL), Lakkaz (Lacc), Grafenle
stislenmis altin nanopartikiiller (Gr-Au), Kitosan (Chit), Grafen nanoplateletler (GNPs), Kitosan (CS), Tirozinaz (Tyrs),
Trimangan tetraoksit (MnsO,), Indiyum kalay oksit (ITO), Mangan peroksidaz (MnP), Polianilin (PANI), Polimetil
metakrilat (PMMA), Titanyum dioksit (TiO,).
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Sekil 4.53: CuF/PANI-nl/HA/Lak/GCE biyosensor elektrotu ile DPV yontemi

kullanilarak a) Deniz suyu, b) Konserve suyu ve c) Siit numunelerinde BPA tayini.
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Sekil 4.54: HPLC analizi i¢in BPA kalibrasyon egrisi.

Elektrokimyasal tayin sonuglarindan da goriildiigii gibi gelistirilen yontem BPA
tespiti i¢in kabul edilebilir bir kesinlige sahiptir. Ek olarak, mevcut elektrokimyasal
yontemin dogrulugunun daha fazla degerlendirilmesi i¢in BPA analizleri i¢in referans
yontem olarak secilen ger¢cek numunelerin HPLC analizleri kullanilmistir. BPA'nin
farkli konsantrasyonlardaki HPLC kromatogramlari, Sekil 4.55'de gdsterilmektedir.
BPA konsantrasyonu, deniz suyu, konserve suyu ve siit 6rneklerinde tespit limitinin
altinda oldugu ve ekleme/geri kazanim sonugclari, gelistirilen elektrokimyasal yontem
ile HPLC sonuglari arasinda 6nemli farkliliklar olmadigini gosterdi (Tablo 4.9).
Mevcut enzimatik elektrokimyasal biyosensoriin  (CuF/PANI-nl/HA/Lak/GCE)
gercek numunelerde BPA tayini icin basarili, hassas ve kolay bir sekilde uygulandigi

sonucuna varilabilir.

2000 a Deniz suyu 1400 ——1MBPA
17501 Konservesuyn| 12004 10\ ppa
1500 Siit 1000 {——350 pM BPA
250 YMBPA
1250 8007 1000 v BPA
2 1000 2 6001
g 250l & 400+
500. 200 1
0 =200 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14 16
dk. dk.

Sekil 4.55: a) Analit icermeyen Ve b) Farkli BPA konsantrasyonlari igeren HPLC
kromatogramlari.
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Liu ve arkadaslar analitik uygulamalarda BPA tespiti icin CoFe2O4 modifiye
edilmis cams1 karbon elektrotunu gelistirmisler ve su ve siit gercek 6rneklerindeki
performansin1 degerlendirmek DPV yontemini uygulamislardir. Sonuglara gore, ilk
asamada tim Orneklerde mevcut BPA icin elektrokimyasal bir yanit
saptayamamiglardir. Bu nedenle numuneleri optimize edilmis kosullar altinda dnerilen
standart ekleme yontemiyle analiz etmis ve geri kazanim degerlerini %95.5-102.0
arasinda tespit etmislerdir [393]. Baska bir literatiir ¢alismasinda ise Zou ve
arkadaglari, BPA’nin siit numunelerinde tespiti i¢in grafen-cok duvarli karbon
nanotiip-kitosan nanoyapisina dayali bir elektrokimyasal sensor tasarlamiglardir. Bu
sensoriin BPA'y1 gercek numuneleri iyi dogruluk ve hassasiyetle tespit ettigi ve geri

kazanim degerlerinin ise %85-113.8 oldugu bildirilmistir [391].

Tablo 4.9: Deniz suyu, konserve su ve siit numunelerinde DPV ve HPLC'ye dayali
CuF/PANI-nl/HA/Lak/GCE biyosensorii ile BPA tayini.

Onerilen voltametrik yontem HPLC
Gerg¢ek Eklenen Bulunan Gerl RSD Bulunan cert RSD
il M) (M)y* kazanim (%) (M)* kazanim (%)
(%) (%)

0 TE - - TE - -
Deniz suyu 1.50 1.51+0.03 100.7 1.99 1.49+0.05 99.33 3.36
5.00 4.91£0.11 98.2 2.24 4.97+0.14 99.40 2.82

0 TE - - TE - -
Konserve 1.50 1.4840.05 98.7 3.38 1.434+0.05 95.33 3.50
suyu 5.00 4.96+0.09 99.2 1.81 4.84+0.16 96.80 3.31

0 TE - - TE - -
Siit 1.50 1.51+0.04 100.7 2.65 1.49+0.03 99.33 2.01
5.00 4.80+0.12 96.0 2.50 4.90+0.10 98.00 2.04

a: Ug bagimsiz dl¢iimiin standart sapmasi, TE: Tespit edilmedi.

Ferritler genellikle ¢ok yonlii gaz algilama malzemeleri olarak kullanilir ve
yiiksek hassasiyet, segicilik ve uzun vadeli kararlilik sunar [394]. Ferrit yapilar, son
yillarda ¢esitli analitlerin tespiti i¢in ¢esitli kompozit sistemlerin bilesenlerinden biri
olarak kullanilmasina ragmen, BPA sensor tasarimlarinda ¢ok az ferrit yapisi ile

karsilasilmaktadir [395]. Tablo 4.6'da goriildiigii gibi bu yapilar genel olarak enzimatik
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olmayan sistemlerdir [386-388]. Kunene ve arkadaslarimin gelistirdigi enzimatik bir
sistem olan BPA biyosensorii ise ¢ok dar bir lineer 6lgiim araligina ve genis bir geri
kazanim yiizdesine sahiptir [134]. Bu calismadaki biyosensor ise toksik olmayan
bilesenlerle biyouyumlu 6zellikler gostermistir. Ayrica daha diisiik TS, daha yiiksek
tekrarlanabilirlik ve daha iyi secicilik gibi 6zelliklerle daha 6nce bildirilen BPA
sensdrlerinin cogundan daha iyi 6zellikler gosterdi.

Sonug olarak, bu calismada, BPA tespiti i¢in yeni bir bakis agisi olarak
CuF/PANI-nl/HA/Lak/GCE tabanli enzimatik ve biyopolimer temelli bir biyosensor
sistemi gelistirilmistir. Biyosensor deniz suyu, konserve su ve siit numunelerinde
BPA'nin oldukga segici, hassas, kolay ve hizli tayini i¢in hassas bir etki saglamis ve
%96.0'dan %100.7'ye kadar analitik geri kazanimlar elde edildigini gostermistir.

Ayrica, mevcut ¢alisma i¢in sonuglarin dogrulugu HPLC ile dogrulanmustir.
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5. SONUCLAR

Biyosensor alanindaki hizli ilerlemelere ragmen elde edilen ¢iktilarin ¢ok kiigiik
bir kismi ticari olarak karsilik bulmaktadir. Son yillarda enzim ve malzeme
kombinasyonlarini inceleyen ¢ok sayida yayinlanmis ¢alisma bulunmasina ragmen
¢ok az biyocihazin ticari olarak uygulanabilir oldugu literatiirde belirtilmistir. Ticari
olarak en yaygin bilinen tiriin glukoz oksidaz veya glukoz dehidrojenaz enzimlerini
iceren glukoz biyosensoriidiir. Bu {irliniin kiiresel biyosensor pazarinin %75'inden
fazlasina hakim oldugu ve 2027 yilina kadar 38 milyar dolarlik bir pazara sahip
olmasiin bekledigi tahmin edilmektedir [396].

Mevcut sorunlarin asilmasi ve biyosensor alaninda daha fazla ticari iriin
cikabilmesi i¢in pek ¢ok yaklasim yapilmis olup, bunlar agirlikli olarak; enzimlerin
aktif bolgelerindeki mekanizmalarin degerlendirilmesi i¢in yerinde/operando
tekniklerinin kesfi/gelistirilmesi, spesifik olmayan etkilesim sorunlarini ele almak i¢in
islevsellestirme yoluyla daha etkili araylizlerin tasarlanmasi, biyolojik tanima
elemaninin, 6zellikle enzimlerin kararliliginin artirilmasi, karmasik matrise sahip
viicut sivilart olan kan, idrar ve tikiirik gibi ortamlarda biyosensdrlerin
performansinin gelistirilmesi olarak agiklanmaktadir [396]. Enzimatik biyosensorler
ele alindiginda, hizli aktivite kayb1 ve gercek numunelerdeki biyolojik kirlenme iki
yaygin sorunu temsil etmektedir. Bunun i¢in immobilize edilmis enzimlerin inhibitor
molekiillerden nasil etkilenebilecegini ve immobilizasyon yontemlerinin algilama
performansini nasil etkiledigi hakkinda detayli arastirmalar yapilmaktadir [397].
Ayrica, enzimlerin ve destek malzemelerinin nasil etkilesime girdigi ve dolayisiyla
bunun immobilize enzimlerin 6zelliklerini nasil etkileyebilecegi konusunda bir¢ok
tema hala tam olarak anlagilamamistir. Aslinda, baz1 durumlarda, belirli kosullar
altinda bir enzim i¢in pozitif olan bir etkilesim baska kosullar altinda negatif 6zellikler
sergileyebilir [50]. Yeni immobilizasyon protokolleri tasarlama zorunlulugunun yani
sira, gliniimiizde arastirilmasi gereken oneme sahip birka¢ yeni bilimsel konu da
vardir. Karbon temelli nanomalzemelerin, nanopargaciklarin ve hidrojellerin
kullaniminin tam olarak olmasa da bu bu sorunlarin iistesinden gelmek i¢in iyilestirici
ozellikler sergiledigi gozlemlenmistir. Ayrica, arastirmacilar, enzimlerin diisiik

kararliligina kars1 avantajli yapilar tizerine odaklanmakta ve gelecekteki ¢aligmalarin
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tasariminda molekiiler baskili polimerler, mikro/nanokanallar ve nanozimlerin avantaj
saglayacagl yoniinde umut vadettiklerini vurgulamaktadirlar [396].

Son yillarda, biyosensor sistemlerine nanomalzemelerin entegre edilmesi
biyoalgilama {izerinde biiyiik bir gelismeye sebep olmustur. Islevsellestirilmis
nanomalzemeler, yeni nesil biyoelektronik cihazlarin tasariminda biyolojik tanima
proseslerini gelistirmek amaciyla iyi arayiiz 6zelligi sergilemek icin beklentileri
nispeten karsilamaktadir [398]. Elektrotlar veya elektrokatalizorler olarak
nanomalzemelerin kullanildig: elektriksel tekniklerin daha yiiksek hassasiyet ve daha
diistik algilama limitleri gosterdigi iyi bilinmektedir. Nanomalzemelerin c¢esitli
biyoalgilama sistemleri ve iletisim teknolojileri ile sinerjisi, teshis alanindaki
uygulamalar igin Diinya Saglik Orgiitii tarafindan belirtlenen kriterleri (uygun fiyatls,
hassas, spesifik, kullanic1 dostu, hizli ve saglam, ekipmansiz ve son kullanicilara
teslim edilebilir) yerine getirmek tizere arastirma laboratuvarlarindan gelistirilebilen
yenilik¢i bakim noktasi (point-0f-care, POC) sistemlerini ortaya ¢ikarmak igin dnemli
oldugu belirtilmistir [399].

Biyosensor tasariminda diger bir énemli husus, biyotanima iinitesi ile analit
arasindaki etkilesimin verimli bir sekilde kullanilmasidir. Bu durum, biyotanima
elemaninin sensor ara yiiziine etkili bir sekilde immobilizasyonunu gerektirir.
Biyosensorlerde kullanilan fonksiyonel materyallerin ¢ogu, biyotanima elemanin
korumak i¢in gerekli biyouyumluluktan yoksundur. Biyopolimerler ise
biyouyumluluk saglamak i¢in bu fonksiyonel malzemelerle kolayca kompozit
olusturabilir. Biyopolimerler, son yillarda bu malzemelerdeki artan bilimsel ve
teknolojik 1ilgiden dolayr biyosensor gelisimi alaninda dikkat ¢ekmektedir.
Biyopolimer temelli biyoanalitik cihazlarin gelisimi, biyopolimer temelli malzeme
sentezindeki ilerlemenin ve g¢esitli biyosensor konfiglirasyonlarinin iiretimindeki
teknolojik 1ilerlemeden kaynaklanmaktadir. Ayrica, biyosensér materyalinin,
biyotanima iinitesinin aktivitesini korumak i¢in iyi biyouyumluluga sahip olmasi
gerekir. Biyopolimerler dogal kokenleri ve canli sistemler ile olumlu etkilesimleri
nedeniyle oldukc¢a {imit vericidir. Biyopolimerler, yukarida belirtilen 6n kosullarin
cogunu karsilayan ve bu nedenle biyosensorlerin gelistirilmesinde genis bir uygulama
alan1 bulabilen bir malzeme sinifidir [10].

Tez ¢alismasinda, biyosensor calisma alanindaki zorluklar ve bu zorluklarin
listesinden gelme Onerileri goz Onilinde bulundurularak nanoparcacik igeren

biyopolimer temelli elektrokimyasal enzimatik biyosensorler gelistirilmistir. Burada
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hedef analit olarak iire ve BPA tercih edilmis olup, asil amag farkli gecis metallerine
sahip ferrit nanopargaciklarmin ve ¢oziinebilirlik agisindan farklilik gosteren
biyopolimerlerin biyosensor sistemine olan katkilarinin ve kisitlamalarinin
incelenmesidir. Tez c¢alismasi dort basamaktan olusmaktadir. Bunlar; (i) ferrit
nanopargaciklarinin sentezlenmesi ve organosilanlar ile ylizey modifikasyonu, (ii) lire
biyosensorii icin dort farkli ferrit nanopargaciklarinin elektrokimyasal katkisinin
incelenmesi, (iii) optimize edilen iire biyosensorii kompozit sistemine jelatin ve
nanokristalin biyopolimerlerinin eklenmesi ile iire analitine karsi biyosensor
performansinin incelenmesi ve (iv) tire biyosensoriinde en iyi performansi gosteren
bakir ferritin BPA analitine kars1 lakkaz immobilize edilmis PANI-nl ve hyaluronik
asit iceren kompozit sistem ile elektrokimyasal 6zelliklerinin incelenmesi
basamaklarini icermektedir.

flk olarak CuFe;Q4, CoFe;0s, NiFe20s ve ZnFe;Os nanoparcaciklari birlikte
¢oktiirme yontemi ile sentezlendi. Her biri i¢in ii¢ farkli kalsinasyon sicakligi (500 °C,
750 °C, 1000 °C) uygulanarak kalsinasyon sicakliginin nanopargaciklar iizerine olan
etkisi FTIR, XRD, TGA, SEM karakterizasyonlar1 ile incelendi. Tiim
karakterizasyonlar degerlendirildiginde 750 °C optimum kalsinasyon sicaklig1 olarak
tespit edildi. Bu asamadan sonraki organo silanlar ile modifikasyon ¢aligmalarina dort
adet ferrit nanopargacigin 750 °C’de kalsine edilmis gruplar1 (CuF-750, CoF-750,
NiF-750, ZnF-750) ile devam edildi. Boylece nanopartikiillerin yiizeyleri -NH2
fonksiyonlandirilmasi ile enzim immobilizasyonuna hazir hale getirildi. Yiizeyleri
TEOS ve APTES ile modifiye edilen gruplar FTIR, UV-Vis absorpsiyonu, SEM,
TEM, pargacik boyutu ve BET analizleri ile karakterize edildi.

Caligmanin ikinci basamaginda modifikasyonun sonunda elde edilen CuF-
TS@AP, CoF-TS@AP, NiF-TS@AP, ZnF-TS@AP gruplarimin her biri {ire analitinin
tespiti igin PANI/Nf kompozitine ilave edildi ve elektrot yiizeyine Urs enzimi
immobilizasyonu gergeklestirildi. Elde edilen Nf/PANI/CuF/Urs, Nf/PANI/CoF/Urs,
Nf/PANI/NiF/Urs, Nf/PANI/ZnF/Urs elektrotlar: elektrokimyasal yontemler olan CV
ve DPV ile incelendi. Sentezlenen dort ferrit grubundan elde edilen sonuglarin
beklenildigi gibi elektrokimyasal yontemle iire tespiti i¢in umut verici oldugunu
gosterdi. Ayrica, pik akim degerlerinin ferrit nanopargaciklarini igermeyen PANI/Nf
sistemine kiyasla dnemli 6l¢iide iyilestigi tespit edildi. Bu degerler PANI/Nf sistemine
gore CuF, CoF, NiF ve ZnF iceren elektrot yiizeylerinde sirasiyla, 7 kat, 6 kat, 3 kat

ve 2 kat olarak hesaplanmistir. Urenin elektrokimyasal tespiti igin en iyi performansi
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en diisiik bant aralig1 degerine sahip olan bakir ferrit nanopartikiilleri iceren kompozit
sistemin (Nf/PANI/CuF/Urs) gosterdigi ve biyosensor performansini 6nemli dlgiide
arttirdig1 belirlendi. Yapilan tekrarlanabilirlik, yeniden kullanilabilirlik, segicilik ve
gercek numune (toprak ve siit) analizlerinin sonuglarindan elde edilen verilere gore tez
calismasi kapsaminda tasarlanan biyosensdriin hassas, kararli, segici ve gercek drnek
ortamlarinda dogru sonug verdigi tespit edildi. DPV yontemiyle iire tespiti i¢in 0.17
uM'lik bir TS ve 0.5-45.0 uM'lik genis bir dogrusal 6l¢iim aralig1 belirlendi. Ayrica
gercek Ornek analizlerinde % geri kazanim degerleri %97.0 ve %104.43 olarak
hesaplanmistir. Yeni tasarlanan elektrokimyasal biyosensoriin (Nf/PANI/CuF/Urs)
gercek numunelerde yiiksek dogrulukta iire tayini i¢in gegerli oldugu soylenebilir.
Sonu¢ olarak, ferrit nanopargaciklarini iceren biyosensoriin iyi elektrokimyasal
ozellikleri sayesinde, enzimatik tayin i¢in yeni tasarimlarin perspektifine katkida
bulunabilecegi diisiniilmektedir.

Calismanin tiglincii basamaginda TS, GS, dogrusal dlglim aralig1 ve diger ileri
sensOr parametreleri belirlenmis olan Nf/PANI/CuF/Urs sistemine jelatin ve
nanokristalin seliiloz biyopolimerleri ilave edilmistir. Genel olarak bakildiginda
sisteme biyopolimer ilave edilmesinin dogrusal ¢alisma araligin1 daralttigi sonucuna
ulagilmistir. Bu aralik jelatin igeren biyopolimer sistemi i¢in 0.2-5.0 uM ve
nanokristalin seliiloz i¢in ise 0.2-10.0 puM olarak hesaplandi. Ancak, diisiik analit
konsantrasyonu olan ortamda her iki biyopolimerde daha hassas elektrokimyasal
sonu¢ vermis olup, TS degerleri jelatin ve nanokristalin seliiloz iceren sistem i¢in
sirastyla 64.0 nM ve 75.0 nM olarak belirlenmistir. Ayrica biyopolimer ilavesi
biyosensoriin kullanim émriinii artirmistir. Bu durumun biyopolimer kullanimu ile
enzimin stabilitesinin daha uzun silire korunabildiginden kaynaklandig
diistiniilmektedir. Yapilan tekrarlanabilirlik, yeniden kullanilabilirlik, segicilik ve
gercek Ornek analizlerinin sonuglarindan elde edilen verilere gore biyopolimer
icermeyen sisteme gore onemli bir farklilik olmadig1 ve iyi bir performansa sahip
oldugu tespit edilmistir. Ger¢ek 6rnek analizlerinde % geri kazanim degerleri jelatin
igeren sistem i¢in %96.5 ve %102.4 nanokristalin seliiloz igeren sistem igin ise olarak
%95.5 ve %103.7 olarak hesaplanmustir.

Calismanin son kismi olan dordiincii basamaginda BPA tayini i¢in yeni bir
enzimatik elektrokimyasal biyosensér (CuF/PANI-nl/HA/Lak/GCE) tasarlanmistir.
Bu biyosensoriin elektrokimyasal performanslarini degerlendirmek i¢in CV ve DPV

voltametrileri kullanildi ve 0.01-7.50 uM dogrusal ¢alisma araliginda TS degeri 5.40
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nM ve GS degeri ise 16.20 nM olarak tespit edildi. Sunulan yeni biyosensor sistemi,
diistik tespit limiti, yiiksek hassasiyet ve segicilik agisindan iyi bir performansa sahip
oldugu gozlemlendi. Yapilan tekrarlanabilirlik, kararlilik, yeniden kullanilabilirlik ve
secicilik analizlerinin sonuglarindan elde edilen verilere gore tez calismasi kapsaminda
tasarlanan biyosensoriin hassas, kararli, secici Ozellikler sergiledigi tespit edildi.
Biyosensoriin ger¢ek ornek analizleri ise %96.0 ile %100.7 arasinda degisen geri
kazanimlarla deniz suyu, konserve su ve silit numunelerinde BPA tayini i¢in basariyla
uygulandi. Ayrica voltametrik belirleme yonteminin ger¢cek numunelerdeki dogrulugu
HPLC ve spike/geri kazanim testi ile ¢alisildi. Tasarlanan CuF/PANI-nl/HA/Lak/GCE
biyosensoriinii hem BPA tayini hem de enzimatik elektrokimyasal biyosensdrlerin
yapisinda biyopolimer kullanimi konusunda yeni bir bakis agis1 sagladig
diistiniilmektedir.

Sonug olarak, tez c¢aligmasi kapsaminda yapilan tiim biyosensor analizleri
degerlendirildiginde elektrot yiizeyinde yer alan kompozit sistemde nanopargaciklarin
yer almasmimn analitik performansi arttirdigi belirlenmistir.  Yalnizca ferrit
nanoparcaciklar arasinda yapilan kiyaslamaya gore bant araligi daha diisiik olan bakir
ferrit daha yliksek biyosensor performansi sergilemistir. Elbette farkli morfoloji ve
boyutlardaki nanopargaciklar farkli davramiglar sergileyebilir. Ayrica, kompozit
sisteme biyopolimer ilavesinin elektrot yiizeyinin analite karsi afinitesini artirdigi
tespit edilmistir. Farkli biyopolimerlerin kopiik, jel, lif vb. gibi farkli formlarda pek
cok analitin elektrokimyasal tespitine ve kullanim Omriine katki saglayabilecegi
diisiiniilmektedir. Daha farkli nanoparcaciklarin ve biyopolimerin biyosensor
platformunda incelenmesi ile elde edilen bilgiler 15181nda ticari alanda yer bulabilecek

biyosensorlerin tasarlanmasi daha miimkiin olacaktir.
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