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OZET

Konjuge yapilara sahip iletken polimerler genis uygulama alanlarindan dolay: biiyiik ilgi
cekmektedir. Sentezlenen konjuge polimerler OLED’ler, fotovoltaik hiicreler,
biyosensorler, metal sensorleri ve elektrokromik cihazlar gibi birgok endiistriyel uygulama
alaninda kullanilmaktadir. Bu tez c¢alismasimin birinci boliimiinde dondr ve akseptor
fonksiyonel gruplar1 ayni molekiil i¢inde bulunduran 5-floro-4,7-bis(4-hekziltiyofen-2
il)benzo[c] [1,2,5] tiyadiazol (DTFBT) monomeri elektrokimyasal olarak
polimerlestirilmistir. ~ Sentezlenen elektrokromik  polimerin  elektrokimyasal ve
spektroelektrokimyasal ¢aligsmalar1 yapilmistir. iletken polimerin diisiik bant araligi ve
diisiik tepki zamanina sahip oldugu ve multikromik 6zellik gosterdigi belirlenmistir. Tez
caligsmasinin ikinci boliimiinde toksik fenolik bilesiklerin tespiti i¢in iletken polimer tabanh
ucuz, taginabilir ve kullanimi kolay yeni bir amperometrik biyosensor gelistirilmistir.
Iletken polimer, poli(5-floro-4,7-bis(4-hekziltiyofen-2 il)benzo[c][1,2,5] tiyadiazol
(poli(DTFBT)), grafit elektrot iizerine doniisiimlii voltametri teknigi ile biriktirilmistir.
Lakkaz enzimi immobilize edilmis modifiye grafit elektrotlarin optimum pH, film kalinlig
ve enzim miktar1 optimizasyonlar1 yapilmis ve iletken polimer temelli biyosensoriin kinetik
parametreleri incelenmistir. Amperometrik biyosensoriin iy1 bir tespit simirt (LOD) ve
duyarlilik gosterdigi belirlenmistir.

Bilim Kodu : 20115

Anahtar Kelimeler  : Tletken polimer, elektrokimyasal polimerizasyon, elektrokromik
polimer, biyosensor, lakkaz, katekol
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ABSTRACT

Conductive polymers with conjugated structures are of great interest due to their wide range
of applications. The synthesized conjugated polymers are used in many industrial
applications such as OLEDs, photovoltaic cells, biosensors, metal sensors and
electrochromic devices. In the first part of this thesis, monomer, 5-fluoro-4,7-bis (4-
hexylthiophen-2 yl) benzo [c] [1,2,5] thiadiazole (DTFBT), containing donor and acceptor
functional groups in the same structure was electrochemically polymerized. Electrochemical
and spectroelectrochemical properties of the synthesized electrochromic polymer have been
investigated. It was determined that the conductive polymer has low band gap and low
response time and showed multichromic properties. In the second part of the thesis, a new,
amperometric biosensor is developed which is cheap, portable and easy to use based on
conductive polymer for the detection of toxic phenolic compounds. The conductive polymer,
poly (5-fluoro-4,7-bis (4-hexylthiophen-2 yl) benzo [c] [1,2,5] thiadiazole (poly (DTFBT)),
was deposited onto the graphite electrode by cyclic voltammetry technique. The laccase was
immobilized on a modified graphite electrode. Optimum pH, film thickness and enzyme
amount of the electrodes were optimized and kinetic parameters of conjugated polymer
based biosensor were investigated. The amperometric biosensor showed good sensitivity and
low limit of detection (LOD)

ScienceCode : 20115
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XV

SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar
m?3 metrekiip

db Desibel

hz Hertz

m? Metrekare

pL Mikrolitre

mL Mililitre

°C Derece Celcius
M Molar derisim
g Gram

% Yiizde

Km Michaelis-Menten sabiti
Imaks Maksimum hiz
mg Miligram

S Saniye

mV Milivolt

nA Mikroamper
Ag Gilimiis

Pt Platin

A Dalga boyu

\ Potansiyel

II Molekiiller aras1 pi bagi
T Kontrast

Eg Bant aralig1



Kisaltmalar

ACN

CB
13C-NMR
CcVv
DCM
DMF
ECD

Eg
'H-NMR
GA
HOMO
ITO
L,a, b
Lac
LUMO
OLED
PA

PPy
UV-Vis
VB

XVi
Aciklamalar

Asetonitril

Iletim bandi

Karbon-13 Niikleer Manyetik Rezonans Spektrumu
Dontigiimlii Voltamogram

Diklorometan

N,N'-Dimetilformamid

Elektrokromik cihaz

Bant aralig1

Proton Niikleer Manyetik Rezonans Spektrumu
Gluteraldehit

En yiiksek dolu molekiiler orbital

Indiyum kalay oksit

Parlaklik, renk tonu, doygunluk

Lakkaz

En diisiik bos molekiiler orbital

Organik 151k sacan diyot
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1. GIRIS

Monomer olarak adlandirilan ¢ok sayida basit molekiillerin kimyasal baglarla baglanarak
olusturdugu uzun zincirli makromolekiillere polimer denir. Polimerler ilk kesiflerinden
itibaren elektriksel yalitkanligi iyi malzemeler olarak bilinmekteydi. Alan Mac Diarmid,
Alan Heeger ve Hideki Shirakawa tarafindan poliasetilenin yiiksek elektriksel iletkenlik
gosterdigi kesfedildiginde bu goriis ortadan kalkmistir. Bu kesif ile iletken polimerlerle
ilgili calismalar yogunlasmig ve polianilin, polipirol, politiyofen gibi birgok iletken

polimer sentezlenmistir.

fletken polimerler elektriksel, elektronik ve optik &zellikleri agisindan metalik &zellik;
sahip olduklar1 esneklik, dayaniklilik, islenebilirlik ve mekanik 6zellikleri agisindan ise
polimerik ozellik gosterdiginden son yillarda tiim dikkatleri {izerine ¢ekmis ve ¢ok genis
uygulama alani bulmustur. Metallerin ve polimerlerin 6zelliklerinin tek malzemede

toplandig iletken polimerler “sentetik metaller* olarak da adlandirilir.

Konjuge m sistemlere sahip iletken polimerler, heterohalkali organik monomerlerin
elektrokimyasal yiikseltgenmesi ile elde edilmektedir. Kimyasal ve elektrokimyasal olarak
yiikseltgenebilen ve indirgenebilen iletken polimerlerin elektriksel ve optik 6zellikleri
degisebilmektedir. Son yillarda yeni 6zelliklere ve islenebilirlige sahip ¢ok cesitli konjuge
polimerler sentezlenmistir. Sentezlenen konjuge polimerler sahip olduklar1 6zelliklerden
dolay1 OLED, fotovoltaik hiicreler, biyosensorler, metal sensorleri ve elektrokromik

cihazlar gibi bir¢ok endiistriyel uygulama alaninda kullanilmaktadir.

Iletken polimerlerin dnemli uygulama alanlarindan biri olan elektrokromik cihazlarda
tercih edilmesinin en 6nemli sebebi, inorganik malzemelerle karsilastirildiginda daha iistiin
ozelliklere sahip olmalaridir. Elektrokromik cihazlar, uygulanan gerilime baglh olarak
tersinir bir renk degisimi gozlenen cihazlardir. Bu tersinir degisim “elektrokromizm”
olarak adlandirilir. Iletken polimerlerin elektrokromizm o6zelliklerinin kesfinden sonra
elektrokromik cihazlar, dikiz aynalari, optik filtreler gibi bir¢ok alanda kullanilmaya

baslanmistir.

Elektrokromik o&zelliklere sahip iletken polimerlerin endiistriyel uygulamalarda
kullanilabilmesi i¢in yiiksek kararlilik, hizli yanit verme siiresi, optik konstrat, yilizde

gecirgenlik, renk c¢esitliligi saglamasi, ¢ozliniir olmalar1, ucuza imal edilmeleri ve kimyasal
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yapmin kolayca modifiye edilebilmesi gibi ozelliklere sahip olmasi gerekir. Istenilen
fiziksel, mekanik ve elektrokromik 6zelliklere sahip iletken polimerlerin elde edilebilmesi

biiyiik 6nem tasimaktadir.

Iletken polimerlerin énemli uygulama alanlarindan biri de biyosensérlerdir. Biyosensorler
ITUPAC tarafindan, “ kimyasal bir bilesige karsi verilen biyolojik yanit1 optik, termal ya da
elektriksel sinyallere doniistiiren cihazlar olarak tanimlanmistir. Bir biyosensor i¢ ige
gecmis biri biyokimyasal (reseptor) digeri ise elektrokimyasal ozellikteki ¢evirici
(dontstiirticli) olmak iizere iki ana boliimden olusur: Biyomolekiillerin (biyoajan) kati bir
yiizey iizerinde immobilize edildigi bir taninma parcasi(biyoreseptdr) ve biyoreseptorde
meydana gelen degisikligi Olciilebilen bir sinyale doniistiiren transduser (gevirici).
Biyokimyasal kismin gorevi analizlenecek maddeyle etkileserek onu tanimaktir. Analit ile
biyoreseptdr arasinda gergeklesen kimyasal reaksiyon sonucundaki degisimleri Ol¢iilebilir
bir sinyale doniistiiren cihazlara sinyal g¢evirici (transduser) denir. Biyomolekiil olarak

enzimlerin kullanilmasi ile hazirlanan sensorlere enzim biyosensorleri denir.

Cevre kirliligin nedenlerinden biri olan fenolik bilesikler meyve sulari, bira ve saraplarda
kararmaya ve bulanikliga yol agar. Bu bilesiklerin tayininde kullanilan spektrofotometri ve
kromotografi gibi geleneksel algilama yontemleri zaman alict ve pahali oldugundan
fenolik bilesiklerin tespitinde alternatif yollar arastirilmaktadir. Bu alternatif yollarn en

onemlisini de enzim biyosensorlerdir.

Bu tez ¢alismasinin birinci bdliimiinde, dondr (elektron verici) ve akseptor (elektron alict )
fonksiyonel gruplari aynm1 molekiil iginde bulunduran 5-floro-4,7-bis(4-hekziltiyofen-2
il)benzo[c] [1,2,5] tiyadiazol (DTFBT) monomerinin doniisiimlii voltametri yontemi ile
elektrokimyasal ~ polimerizasyonu gerceklestirilmistir. Sentezlenen  polimerin
spektroelektrokimyasal ¢aligmalari yapilmis ve elektrokromik cihaz uygulamalarinda

kullanabilirligi incelenmistir.

Calismanin ikinci boliimiinde elektrokimyasal olarak sentezlenen polimerin biyosensor
uygulamasi gergeklestirilmistir. Fenolik bilesiklerin tayini i¢in yeni bir amperometrik
biyosensor gelistirilmis ve optimizasyonlar1 yapilmistir. Polimerin optimize edilen

sartlarda lakkaz sensdriinde ¢evirici eleman olarak uygulanabilirligi arastirilmistir.



2. KURAMSAL BILGILER

2.1. iletken Polimerler

Polimerler en kiigiik yap1 birimi monomer olarak adlandirilan biiyiikk mol kiitleli uzun
zincirli yapilardir. Yapi bakimindan birbirinin ayni olan ¢ok sayida monomer kendi

aralarinda kovalent baglarla baglanarak yiiksek molekiil agirlikli polimerleri olusturur.

Kiictik mol kiitleli monomer birimlerinden baslayarak polimer molekiillerin olusmasina yol
acan tepkimelere polimerizasyon tepkimesi, bu olaya da polimerlesme denir. Polimerler
dogal ve yapay polimerler olarak siniflandirilabilir. Dogal polimerlere seliiloz, nisasta,

dogal kauguk; yapay polimerlere 66- Nylon 6rnek verilebilir.

1950'lerin basina kadar organik polimerler iyi bir yalitkan olarak kabul edilmekteydi.
Polimerlerin kolay islenebilen, hafif, ucuz, esnek ve kimyasal ag¢idan nétr oldugu ancak
iletken olmadiklar1 biliniyordu. Bu nedenle elektronik endiistrisinde yaygin olarak
kullanilmistir. Polimerlerin aksine metallerin yiiksek iletkenlik ve genlesme Ozelligi
gostermeleri tstiinliikleri arasinda sayilabilirken agir ve pahali olmalari, zor islenebilmeleri
ve korozyona ugramalar1 dezavantajlarindandir. Plastiklerin yalitkan olarak kabul edilmesi
goriisii yar1 iletkenlere yakin iletkenlik 6zelligi gosteren polimerlerin kesfi ile yikilmaya

baglamistir.

1958 yilinda Natta ve arkadaslar1 tarafindan siyah toz halinde sentezlenen Poliasetilen
(PA) yar iletken ozellik gostermekteydi [1]. Polimerlerin ve metallerin avantajlarint bir
araya getiren iletken polimerler 1970'lerin sonlarina dogru ¢alisilmaya baslanmistir.
1980’ler de poliheterosiklik yapilar sentezlenmeye baslanmistir. Iletkenliklerinin az
olmasina ragmen kararli olduklar1 ve diger polimer zincirlerine gore renk cesitliligi ve
aktifliklerinin daha iyi oldugu tespit edilmistir [2]. 1977 yilinda Alan Mac Diarmid,

Shirakawa ve Doktor Alan Heeger poliasetileni (Sekil 2.1) sentezlemistir.



Sekil 2.1. Konjuge yapiya sahip poliasetilen

Shirakawa, MacDiarmid ve Heeger ile isbirligi yapmis ve poliasetileni iyot buharina maruz
birakilmigtir. Amaglari, polimere katki maddesi ekleyerek yariiletkenleri iletken
materyaller gibi kullanabilmekti. Poliasetilenin yiikseltgen ile katkilanmasi (dop edilmesi)
sonucunda iletkenliginin on milyon kat arttigi tespit edilmistir [3]. Katkilanmig
poliasetilenin iletkenligi 10°> S/cm’e kadar ¢ikmustir. Iyi bir iletken olan giimiis ve bakirin
iletkenligi ise yaklastk 10° S/cm dir. Tokyo Universitesi ogrencisi Shirakawa’nin
caligmalar1 2000 yilinda beraber calisan ii¢ bilim adamina Nobel 6diilii kazandirmistir. Bu
kesifle uygun maliyetli, hafif ve esnek oOzellikleri olan iletken polimerler tiim diinya
tarafindan ilgiyle karsilanmistir. Bu siiregten sonra bilim diinyasinda “Plastik Elektronik

Devri” baglamistir.

Sentetik metaller olarak da bilinen iletken polimerleri diger polimerlerden ayiran en 6nemli
ozellik tek ve ¢ift baglardan olusan konjuge zincir yapisina sahip olmalaridir (Sekil 2.2).
Sirasiyla degisen tek ve cift bag yapisina konjugasyon denir. Bu baglar “sigma” (o) ve “pi”

() baglaridir.

Konjuge yapiya sahip iletken polimerlere ‘“konjuge polimerler” de denmektedir.
Konjugasyon, polimeri iletken yapmak igin yeterli degildir. Konjiige polimerler normal
hallerinde yalitkanlik diizeyine yakin iletkenlik gdsterirler ancak yiikseltgen ya da indirgen
maddeler ile muamele edilerek tuzlar1 hazirlandiginda, metallerle kiyaslanacak diizeyde

iletken polimerler elde edilebilir (Sekil 2.3).
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Poliasetilen Polipirol Politiyofen PEDOT

Or 40, 0¥

Poli(p-fenilen) Poli(p-fenilen vinilen) Polianilin

e

Polifloren Polikarbazol

Sekil 2.2. Bilinen bazi iletken polimerlerin kimyasal yapilari: poliasetilen(Shirakawa ve
ark., 1977), polipirol (Diaz ve ark., 1980) ,politiyofen(Tourillon ve Garnier,
1981),, poli(3,4-etilendioksitiyofen) (PEDOT), poli(p-fenilen) ) (lvory ve ark.,
1979), poli(p-fenilen vinilen(Wnek ve ark., 1979)), polianilin( Diaz ve Logan,
1980), polifluoren, polikarbazol) [4].

Iletken polimerlerin kararliliklar1 ve islenebilmeleri konusundaki ilerlemeler, akademik

cevrelerin ve ticari firmalarin bu konuya olan ilgilerini arttirmistir. Bugiin iletken

polimerlerin degisik ozelliklerinden yararlanilarak birgok ticari triinde kullanildig:

bilinmektedir.

Iletken polimerler elektrokromik camlar, data depolama cihazlarin, ince-film transistorler,
151k yayan diyotlar, yapay kaslar, siiperkapasitorler, OLED’ler, biyosensor uygulamalar,
fotovoltaikler ve elektrokromik cihazlar gibi birgok uygulamada kullanilmaktadir. Son
yillarda, iletken polimerlerin elektrokromik cihazlardaki uygulamalari bilim diinyasinin ve
ticari firmalarin oldukga ilgisini ¢cekmektedir. Bunun nedeni iletken polimerlerin inorganik
elektrokromik malzemelere gore islenebilirliginin daha iyi olmasi ve daha genis renk

cesitliligine sahip olmasidir [5,6].
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2.2. iletken Polimerlerde iletkenlik
2.2.1. Polimerlerde iyonik iletkenlik

Camsi gecis sicakligi ve kristalinitesi diisitk amorf polimerler tuzlar i¢in kati ¢oziiciidiirler.
Kullanilan tuzun yeteri kadar iyonlarina ayrilmasi gerekir. Aksi takdirde polimer igerisinde
¢dziinmez. Tuzun anyon ve Katyonu yiik tasiyicisi olarak gorev yaparlar. Iyonlarin her iKisi
veya biri elektron verici koordinasyon yerleri olan polimerlere zayif¢a baglanir. Bu iyonlar
polimerin 1s1 etkisi ile egilip biikiilme hareketi sonucu zincirler arasinda taginir. Polimere

1s1 degil de elektriksel potansiyel uygulanirsa iyon hareketi tek yonde olur [7].
2.2.2. Polimerlerde elektronik iletkenlik

Elektriksel iletkenligine gore maddeler: iletken, yari iletken ve yalitkan olarak
siiflandirilir. Poliasetilen, polianilin, polipirol gibi polimerler elektrigi elektronik yolla
iletirler. Yar1 iletkenlerin, metallerin ve delokalize elektron i¢eren polimerlerin elektriksel

davranislar1 “band teorisi”’ne dayanarak agiklanir.
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Sekil 2.3. Baz1 iletken polimerlerin iletkenliklerinin metal, yar1 iletken ve yalitkan
malzemelerle karsilastirilmasi [8].

2.2.3. Band teorisi

Bant teorisi, maddelerin elektronik yapisini ve iletkenlik mekanizmasini agiklamaktadir.
Elektriksel iletkenlikten eslesmemis elektronlar sorumludur. Sisteme uygulanan

potansiyele bagli olarak hareket eden bu elektronlar iletkenlik bandinda bulunurlar.

Iletkenlerde degerlik bandu ile iletkenlik bandi cakismaktadir ya da degerlik bandi kismen
doludur. Yani en yiiksek dolu molekiiler orbital (HOMO) (Valans Bandi-VB) ve en diisiik
bos molekiiller orbitalleri (LUMO) (iletim Bandi-CB) arasinda dénemli bir enerji araligs
yoktur. Bu yiizden elektron gegisi kolaylikta gergeklesir. Valans bandi ve iletkenlik bandi
arast “Enerji Bant Araligi”(Eg) (Bosluk Bandi) olarak adlandirilir. Enerji band araliginin
gecilmesi igin gerekli enerjiye “Band Esik Enerjisi” denir. Maddelerin elektriksel
iletkenligine gore siniflandirilmasinda band esik enerjisinin  biyiikligi onemlidir.
Yalitkanlarda degerlik bandi ve iletkenlik bandi arasinda dnemli bir enerji aralifi vardir.

Enerji bant aralig1 biiyiikk oldugundan elektronlar serbest olarak hareket edebilecekleri bu



bos banda gegemez. Ayrica yalitkanlarda degerlik bandi doludur. Bu da elektron gegisini
miimkiin kilmaz (Sekil 2.4).

Yari iletkenlerde iletkenlik band1 ve degerlik band1 arasindaki enerji seviyesi farki, 1s1 veya
151k etkisi ile verilecek enerji ile asilabilecek kadar kiigiiktiir. Bu ylizden serbest elektronlar
iletkenlik bandimin en diisiik enerji diizeyine gegebilirler. iletkenlik bandina gecen serbest
elektronlar yiik tasirlar. Degerlik bandi igerisinde olusan pozitif yiikk boslugu zincirin

iizerinde elektrona ters yonde hareket eder.

E E
(Tletken) (Tletken)
E E
Bos Bos
| — (Tletkenlik bandi) — (fletkenlik bandi)

Kiiglik enerji

boslugu — As1 bandi
=2.5eV D
Dolu Dolu
(Degerlik bandi) (Degerlik bandi)
(Gergek yaniletlken) (Asili yariiletlkcen)
E
Bos
I (Iletkenlik bandi)

Biiviik enerji
boslugu
=2.5eV

Dolu
(Degerlik band1)

(Yalitkan)

Sekil 2.4. Yalitkan, yar1 iletken ve iletken maddelerin band seviyeleri ve elektron
dagilimlar

Konjuge polimerlerin iletkenligi elektron verilmesi veya uzaklastirilmasi ile arttirilabilir.

Bu isleme “doplama (dop etme)“ denir. Bu is i¢in kullanilan atom ya da molekiile ise

dopant ad1 verilir.



Konjuge polimerin yiikseltgenmesi ile olusan eslesmemis elektronlar iletkenlik bandinin en
diisiik seviyesine (LUMO) gecerek akim tasiyicist gorevini yaparlar. Yiikseltgenme
isleminde degerlik bandinin (HOMO) en dis seviyesindeki elektronlar uzaklasarak pozitif
yiikler olusturur. Geride kalan elektronlar tasiyici gorevi yaparlar. Ornegin PA’nim
yiikseltgenmesinde HOMO’dan bir elektron uzaklagsarak pozitif polaron olusur.
Yiikseltgenme islemine devam edilirse bipolaron olusur (Sekil 2.5). Iletkenlige katkida
bulunan bu yapilardir. Konjuge polimerlerin elektriksel iletkenligi, polaron ve bipolaron

yapilarda  polimer  zinciri  boyunca  gerceklesen  elektron  hareketliliginden

kaynaklanmaktadir.
Eczulmamis
el TR TR ST S konjugasyon

MNetr soliton 7 Swe” TR 7 N T~ Serbest radikal

+
Pozitif soliton T Ry T T Karbokatyon

(Karbonyum)

Megatif soliton 7 " T = N Karbanyan

+
Fozitif polaron - T X - T . Radikal katyon
Negatif polaron .~ S TR -7 " " Radikal anyon

+
Pozitif bisoliton NN TN TN Dikatyon
+

(Bipaolaron)

MNegatif bisoliton %M_/“‘\/\\/f\\ Dianyon

(Bipolaron)

Sekil 2.5. Poliasetilenin katkilanmasi sonucu olusan yapilar

2.2.4. Dondr —akseptor teorisi

Iletken polimerlerin ¢ogu, goriiniir 151k ve yakin kizildtesi bolge araliginda olan 1,0 ve 4,0
eV arasinda bant bosluklarina sahiptir. Fotovoltaik malzemeler diisiik bant bosluguna sahip

olmalidir (Eg) (<1,8eV) [9]. Son yirmi yilda, diisiik bant araliklarina sahip olan yeni
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organik iletken polimerlerin sentezi artmistir. Bant araligini etkileyen faktorlerden biri de
donor-akseptor etkilesimidir. Bu parametrenin etkisi goz oniinde bulundurularak istenilen
band araligina sahip ¢esitli polimerler sentezlemistir. Donor-akseptor teorisine gore donor
ve akseptor grubun ayni molekiil yapisinda bulunmasi polimerin bant araliginin azalmasina
sebep olmaktadir. Son yillarda, dondr-akseptor (DA) konjuge polimerleri diisiikk maliyeti,
esnekligi ve biiyiik 6l¢ekli uygulamalar agisindan gelecek nesil elektronikler i¢in umut vaat
etmektedir. Coziilebilirligi ve iyi mekanik 6zellikleri nedeniyle D-A konjuge polimerler
genellikle dondr tiniteleri ve akseptor tiniteler olmak tlizere iki kisimdan olusur [10]. Donér
grubun HOMO enerji seviyesinin yiiksek olmasi istenirken, akseptor grubun LUMO enerji
seviyesinin diisiik olmasi istenir. Boylece sentezlenen D-A tipi polimerler diisiik bant
araligma sahip olmaktadir. Kisacast giiclii bir dondr momomer ile gii¢lii bir akseptor
monomer kombine edilerek diisiik bant aralikli polimerler sentezlemek olasidir (Sekil 2.6).

25T c8

=20 +

-1.5 + E, E,

-1.0 T+ Eg| |E1

Enerji

-05 +

+0.5 +

+1.0 ~

o o
Donor grup et Akseptor

Sekil 2.6. Donor-Akseptor teorisine gore diigiik bant aralikli polimerlerin elde edilmesi
[11].

2.2.5. iletken polimerlerde doping islemi

Doplama isleminin amaci konjuge polimerlerin bant araligin1 degistirmektir. Bu islem
valans bandindan (HOMO) elektron alarak (p-doping) ya da iletim bandina(LUMO)
elektron ekleyerek (n-doping) yapilir. Doplama sirasinda doping molekiilleri (dopant)
sadece elektronlarin enerji kabuklarindan gegislerinde yardimci olur [12]. Doplama islemi
konjuge polimerlerin uygun bir reaktif ile indirgenmesi ya da yiikseltgenmesi ile

gergeklesir. Bunun igin kullanilan dopantlar konjuge polimerler igerisinde hollerin
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(elektron eksikligi, bosluk) sayisinin artirilmasini saglar. Elektronlar hollere atlayarak yeni
hollerin olugsmasini saglar. Bu durumun devam etmesi ile yiikk uzun mesafelere tasinir
boylece iletkenlik olusur. Kullanilan dopantlar elektronlarin sadece enerji kabuklarina

gegislerine yardimci olur. Bu iletken polimerlerin kararliliklarinda 6nemli bir faktordiir.

Doping sonucu iletken hale getirilen polimere dop edilmis polimer denir. Poliasetilen,
halojen dopanti ile yiikseltgenme sonucu (p-tipi doping) iyi bir elektriksel iletkene
doniistiiriilmiistiir. Indirgenme ile doping de miimkiindiir. Buna n-tipi doping ad1 verilir ve

genelde alkali metaller i¢in kullanilir.
Kimyasal Doping

[CH]n + 3x/2 12 — [CH]n ™ + xl3 p-tipi doping
[CH]n + xNa — [CH]n ™ + xNa* n-tipi doping

Elektrokimyasal Doping

[CH]n + X (E)— [[CH]n ™ (E") *] p-tipi doping

[CH]n +y (E")— [[CH]n Y (EY) ¥] n-tipi doping

Polimerler asagidaki tekniklerle katkilanabilir [13].

e Gaz fazinda doping

e (ozelti ortaminda doping

e Elektrokimyasal doping

e Radyasyon kaynakli doping
e lIyon degisimi doping

2.3. iletken Polimerlerin Sentez Yontemleri

Iletken polimer sentezinde cogunlukla elektrokimyasal ve kimyasal polimerizasyon
kullanilir. Kullanilan diger yontemler piroliz katalitik polimerizasyon, fotokimyasal

polimerizasyon, meta tezi polimerizasyon ve plazma polimerizasyon teknikleridir.
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2.3.1. Kimyasal polimerizasyon

Kimyasal polimerizasyon iki basamakta gergeklestirilir. Ilk basamakta monomer uygun bir
¢oziiciide ¢ozilir ikinci basamakta ise katalizor esliginde, bir yiikseltgeme veya indirgeme
aract (genellikle bir asit, baz veya tuz) kullanilarak polimerlestirilir. Kimyasal
polimerizasyonda ¢ok miktarda ve diisiik maliyetli iirin elde edilir. Elde edilen iiriiniin
safsizlik icermesi, yiikseltgenme basamagmin kontrol edilememesi ve asir1 yiikseltgenme

nedeniyle polimerin parg¢alanmasi yontemin dezavantajidir.
2.3.2. Elektrokimyasal polimerizasyon

Elektrokimyasal polimerizasyon yonteminde monomer ve elektrolit igeren ¢ozelti li¢
elektrotlu elektrokimyasal hiicre konularak doniisiimlii voltametri (CV) teknigi ile istenilen
potansiyel aralifinda ¢alisma elektrodu iizerinde polimer filmi olusturulur. Ug elektrotlu
elektrokimyasal hiicre ¢alisma elektrodu ( Pt, Au, ITO kapli cam elektrot...), karsit elektrot

ve referans elektrottan olugmaktadir (Sekil 2.7).

> Karsit Elektrot

Pt tel
—————————> Referans Elektrot
r Ag tel
— N

) SN Calisma Elektrotu
ITO kaph cam

> UV Kkiivet

Sekil 2.7. Uclii elektrot sistemi

Elektrokimyasal polimerizasyon diger polimerizasyon ¢esitlerine gore daha ¢ok avantaja
sahiptir. Diger polimerizasyon yontemlerine gore maliyeti disiiktiir. Uygulanan
potansiyelin kontrolii ile yan reaksiyonlar 6nlenebilir. Polimerlesmede baslangi¢ ve bitis
basamaklar1 kontrol edilebilir. Kimyasal yonteme gore daha saf tirlinlerin eldesi miimkiin
olur [14]. Kisa zamanda bile az miktarlarda alinan monomer polimerlestirilebilir.
Kontrollii uygulanan potansiyelin tarama hizinin ve zamaninin degistirilmesi ile polimer

filminin kalinlig1 ayarlanabilir [15].
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Elektropolimerizasyon, ECE (elektrokimyasal-kimyasal-elektrokimyasal reaksiyon)
mekanizmasma gore yiiriir. Ik basamakta monomer yiikseltgenerck radikal katyon
olusturur. Monomer yiikseltgenmeye devam ederek ortamdaki radikal katyon derisimi
artar. Ikinci basamakta iki radikal katyonun eslesme reaksiyonu gerseklesebilir ya da
monomer ile radikal katyonun siibstitiisyon reaksiyonu gergeklesebilir. Eger ¢alisilan
yiikseltgenme potansiyelinde, anot iizerindeki monomer ve oligomerlere ait radikal
katyonlar1 konsantrasyonu yiiksek, nétral tiirlerinki diisiikse, radikal katyonlar1 dimerlesir.
Olusan dimer protonunu kaybettiginde, aromatik dimeri iiretecek olan dihidromer
dikatyonunu olusturur. Monomer ile radikal katyonun siibstitiisyon reaksiyonu
gerceklestiginde radikalik katyon, monomer ile reaksiyona girer, daha sonra elektron ve
proton kaybederek nétral dimer olusturur. Yikseltgenerck radikalik hale gelen bu dimer
ortamdaki monomere baglanarak trimer yapiyr meydana getirir. Baglanmanin bu sekilde
devam etmesi ile polimer zinciri uzar. Zincir uzandik¢a polimer, elektrolit ¢ozeltisinde

¢oziinmez ve elektrot yiizeyine kaplanir (Sekil 2.8).

Bu teknikte yiikseltgenme ve indirgenme sirasinda akim olusmaktadir yiikseltgenme
sirasinda olusan akima anodik akim, indirgenme sirasinda olusan akima ise katodik akim

denilmektedir.

0 —0 -~

g 5

e — N .

(HY =L+
i : _— - )
." + ————— li + W

Sekil 2.8. Tiyofenin elektrokimyasal olarak polimerlesmesine ait reaksiyon mekanizmast
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Bu yontemde olusan iletken polimerlerin 6zellikleri ¢o6ziicli, kullanilan elektrolit,
monomerin derisimi ve kullanilan elektrotlarin cinsine bagli olarak degisir. Polimer
filminin  kalinliginin ~ kontrol  edilmesi, kisa siirede ve oda sicakliginda
gerceklestirilebilmesi, polimer filminin dogrudan dogruya elektrot yiizeyinde birikmesi bu

yontemin daha ¢ok tercih edilmesine neden olmaktadir [16].

Elektrokimyasal olarak polimerlestirilmis filmlerin yiizey kaplamasi veya film kalinligi
kolayca polimerizasyon siiresi degistirilerek kontrol edilebilir. Elektrokimyasal olarak
sentezlenmis filmler stabil ve elektrokimyasal olarak etkindir. Bu ozelliklerden dolayi,
elektropolimerizasyon, cesitli optoelektronik uygulamalarda onemli bir yontem haline

gelmistir [17].
2.4. iletken Polimerlerin Kullamm Alanlari

Yiiksek teknolojik malzemeler olarak literatiirde yerini alan iletken polimerler ile ilgili
calismalar ¢ok hizli bir sekilde artmistir. Optiksel, elektrokimyasal ozellikleri, tersinir
uyarilara cevap verebilme ve iletkenlikleri iletken polimerlere olan ilgiyi arttirmustir.
Dolayisiyla sanayinin ve elektronik diinyasinin ihtiya¢ duydugu malzemeler olarak 6ne

¢ikmis ve genis bir ¢alisma alani olusturmustur (Sekil 2.9).

Korezyon Elektrokromik
inhibitérleri

Polimerlerin
Kullamm
Alanlan

Yapay kaslar

Sekil 2.9. letken polimerlerin kullanim alanlar.
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Elektrokimyasal olarak indirgenip yiikseltgenirken optik oOzelliklerindeki, dolayisiyla
renklerindeki degisim (elektrokromizm) sebebiyle iletken polimerlerin kullanim alanlari
arasinda eclektrokromik cihaz temelinde gelistirilen akilli camlar ve goriintii cihazlari,
kasklar, giines gozliikleri, reklam panolari, araba dikiz aynalari, hesap makineleri, ucak
camlan buytik ilgi ¢ekmektedir. Polimerlerin diisilk maliyet, hafif agirlik, biiyiik 6lgekte
imalat kolayligi ve esneklik gibi cesitli avantajlarindan dolay1 polimerik elektrokromik
polimerler ile ilgili calismalar yogunlagmistir [18-19].

Iletken polimerlerde, polimere uygulanan gerilime gdére malzeme renk degistirebilmekte;
dolayistyla camin 151k gegirgenligi ayarlanabilmektedir. Yani cama gerilim uygulandiginda
saydam olabildigi gibi, siyahlagsmakta veya renklenmektedir. Boylece bazi iletken
polimerlerin elektrokromik 6zellikleri, bu polimerlerin giines 15181 altinda kararan akill

pencerelerde kullanimina olanak saglamaktadir (Sekil 2.10).

Alall
pencere
camlar1

Askeri
kamuflaj
giysilerin
de

fleri
teknoloji
gozlikle
rde

Elektrokro
mik
Cihazlarm
Kullanim
Yerleri

Araba
Aynalar Caln?ar]ﬂ
da da

Sekil 2.10. Elektrokromik cihazlarin kullanim yerleri

lletken polimerlerin &nemli uygulama alanlarmdan bir digeri de biyosensorlerdir.
Elektrokimyasal olarak sentezlenen polimerler, hem biyosensorlerin hizini, duyarligini ve
seciciligini gelistirdikleri hem de enzimlerin immobilizasyonu i¢in uygun matriks ortami

olusturduklart i¢in siklikla kullanilmaktadirlar [20,21].
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2.4.1. Elektrokromizm uygulamalari

Dis etkilerden kaynaklanan absorbans ve yansima sonucunda malzeme renginin tersinir
olarak degismesine kromizm denir. Kromizme sebep olan etkiler sicaklik degisimini
(termokromizm), ¢oziicii  etkisi  (solvatokromizm), elektromanyetik  radyasyon
(fotokromizm), pH degisimi (halokromizm), mekanik (piezokromizm)ve elektrokimyasal

(elektrokromizm) olabilir.

Elektrokromizm, elektroaktif malzemenin elektrokimyasal yontem ile yiikseltgendiginde
ya da indirgendiginde tersinir olarak optik Ozelliklerinde degisim gostermesi olarak

tanimlanabilir [22-23].

Elektrokromik malzemeler, uygulanan potansiyele yanit olarak geri donisiimli
absorpsiyon spektral degisiklikler gosterir. Birden fazla redoks hali olan malzemelerde
birden fazla renk ge¢isi gozlemlenebilir. Bunlara multikromik malzemeler denir. Yaygin
elektrokromik malzemeler arasinda inorganik metal oksitler, organik polimerler, metal
kompleksleri ve koordinasyon metalopolimerler bulunmaktadir.  Elektrokromik
malzemelerle ilgili ilk c¢alismalarin inorganik yari iletkenlerle (6rnegin metal oksit
malzemeler) baglamigtir. Ancak son zamanlarda organik yari iletkenler, bazi iistiin
ozellikleri nedeniyle inorganik olanlardan daha popiiler olmustur [24]. iletken polimerler
kullanilarak iiretilen elektrokromik malzemelerin islenebilirligi daha yiliksek, maliyeti ise
daha diisiiktiir. Iletken polimerlerde elde edilen renkler katkilama yiizdesine, segilen
monomere, uygulanan potansiyele gore degisir. Bu yiizden iletken polimerler kullanilarak

cok daha fazla sayida renk ¢esitliligi ve daha yiiksek kontrast elde etmek miimkiindiir.

Polimerlerin elektrokromik Ozellikleri molekiiler yapilarima ve bant araligi degerlerine
baglidir. Donér — Akseptor tipi bir polimerde bant araligi, elektron verici(donor)
tinitesindeki en yiiksek dolu molekiiler orbital (HOMO) enerji seviyesi ile elektron alici
(akseptor) tinite tizerindeki bos kalan en diisiik molekiiler orbital (LUMO) enerji arasindaki
enerji farkini ifade eder. Elektrokromizim HOMO ve LUMO enerji seviyeleri arasindaki
farktan ortaya ¢ikar fakat bu fark goriiniir bolgede olmalidir. Katkilama ile malzemelerin
optik ozellikleri kontrol edilebilir. Katkilama ile yasak bant araliginin i¢ine yeni enerji
seviyeleri yerlestirilerek yeni elektronik seviyelerin olugsmasi saglanir. Bu n-n*gecislerinde
azalmaya sebep olurken daha diisiik enerji gegislerinin olusmasi renk degisimine neden

olur. Elektron verici kissm HOMO enerji seviyesini yiikselttir ve elektron alici kisim
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LUMO enerji seviyesini distiriir. Polimer omurgasi ig¢inde gergeklesen donor-akseptor
kisim arasindaki etkilesimler ve yiik transferleri elektrokromik malzemelerin

gelistirilmesine imkan saglamistir.

Iletken polimerler elektrokimyasal olarak indirgenip yiikseltgenirken polimer zincirleri
iizerinde polaron ve bipolaron yapilar olusur. Iletken polimerlerin nétral, polaron ve
bipolaron yapilariin 1sik absorpsiyonlar: farkli oldugundan bu yapilarin renkleri de farkli
olmaktadir. Bu malzemelerde, uygulanan potansiyel ile farkli renklerin gézlemlenmesi
dolayisiyla iletken polimerlerden elektrokromik cihazlarin iiretimini miimkiin hale
getirmektedir. Organik elektrokromik maddeler arasinda, konjuge polimerler, miikemmel
renk verimi, hizli renk degisim kapasitesi, ayn1 malzeme ile birgok rengin gozlemlenmesi
ve kimyasal yapiy1 degistirerek bant boslugu degerlerini ayarlama kabiliyeti nedeniyle
iistiin 6zelliklere sahiptir. Her ne kadar elektrokromik polimerler ile ilgili birgok ¢alisma
gerceklestirilmis olsa da, bunlarin ticari bir iiriine doniismesi miimkiin olamamistir. Uzun
vadeli stabilite, bu tiir uygulamalarda kullanilan diger polimerler gibi polimerik

elektrokromik malzemelerin ana problemidir [17,23].
2.5. Biyosensor uygulamalari
2.5.1. Biyosensorler ve calisma prensibi

Biyosensorler IUPAC tarafindan, “ kimyasal bir bilesige karsi verilen biyolojik yaniti
optik, termal ya da elektriksel sinyallere doniistiiren cihazlar* olarak tanimlanmigtir [25].
Biyosensorler biyolojik olaylardaki biyokimyasal degisimleri algilayarak biyolojik ve
sentetik siireclerin izlenebilmesi ve anlagilabilmesini saglamistir. Biyosensorlerin tarihi
1962'de Clark ve Lyson tarafindan gelistirilen biyosensoriin iire ve kandaki glikoz
miktarin1 belirlemesi ile baglamistir. Bu sensérde pH ve oksijen elektrodunda enzimatik
membran kullanilmistir. 1960'larin sonunda dogru Updike ve Hick glikoz oksidaz igeren
bir jeli oksijen elektrot tlizerinde polimerlestirerek bir enzim elektrot hazirlamistir.
Hazirlanan bu elektrot glikoz ve oksijen iceren ¢ozeltiye daldirildiginda ortamdaki oksijeni

kullanarak glikozu, glukonik aside oksitlemektedir.
Glukoz + O2 —Glukonikasit + H2O2

Ticari olarak ilk tretilen glikoz oksidaz elektrodundan yola ¢ikarak yeni bir sensor sinifi

olan biyosensorler gelistirilmistir [26].



18

Biyosensorler biyoorganik analitlerin taninmasini kolaylastirir. Biyolojik bir olay1 elektrik
sinyaline doniistiiren biyosensor farkli ortamlara uyarlanabilmeli ve ¢ok cesitli fizyolojik

kosullara dayanikli olmalidir.

Bir biyosensor birbiri igine gegmis iki ana bolimden olusur.  Bu boliimler,
biyomolekiillerin (biyoajan) kati bir yiizey iizerinde immobilize edildigi bir taninma
parcasi (biyoreseptdr) ve biyoreseptorde meydana gelen degisikligi dlgiilebilen bir sinyale
donitistiiren transduser (¢evirici) dir (Sekil 2.11) [27]. Biyokimyasal kismin gorevi

analizlenecek maddeyle etkileserek onu tanimaktir.

¢
e
¢

Okuma Sistemi

Sinyal Cevirici

eJ_
~ ¢
F ¢

Analit J,

Biyotamma Elemani

Sekil 2.11. Tipik bir biyosensoriin ¢alismasi [28].

Biyosensorlerin, klinik teshis, tibbi uygulamalar, siire¢ denetleme, biyoreaktorler,
gidalarda kalite kontrol, tarim ve veterinerlikte tan1 ve kalite kontrolii, bakteriyel ve viral
teshis kitlerinin hazirlanmasi, ilag iiretimi, endiistriyel atik su denetimi, madencilik, askeri

savunma sanayi gibi alanlarda yaygin olarak kullanimi1 s6z konusudur.

Biyosensorlerin en yogun olarak kullanildiklar1 alan bugiin i¢in medikal tani ve teshis
alanidir. Hi¢ kuskusuz biyomedikal sektdr biyosensorler i¢in en iyi pazardir. Yayginlagan
tibbi biyosensorlere ornekler ise iire ve kolesterol elektrotlaridir. Bu sensorler sayesinde
cok onemli hastaliklarin teshisi saglanabilir. Ornegin iire seviyesi bobrek islevini takip
etmekte, kolestrol seviyesinin gdzetimde tutulmasi arteriyosklerozlarinin engellenmesinde,
degerlendirilmesinde kullanilir. Diyabet hastaligini teshis etmekte kullanilan glikoz

oksidaz enzim sensorii ¢ok az miktar kanda ve idrarda glikoz tayinini ¢ok hizli yapar.
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Protezlere yerlestirilen biyosensorler enfeksiyon kaynagini tespit eder ve enfeksiyon
tiremesinin Oniine gegilir [29]. Cevre takibinde biyosensorler gerek sularin gerekse
havanin ¢evresel atiklar, mikroorganizmalar ve toksinler yoniinden takibi amaciyla
kullanilmaktadir [30,31]. Gida sektoriinde biyosensorlerin kullanimi gerek gidalarin
iretimi gerekse paketlenmesi ile markete sunulmasi asamalarinda gidalarin kalite ve
kontaminasyon kontrolleri i¢in tercih edilmektedir. Biyoteknoloji ve gida endiistrisinde
basta glikoz olmak {izere bir ¢ok monosakkarit, amino asitler, organik asitler (laktik asit)

tire ve alkol tayinlerinde enzim sensorleri kullanilmaktadir [29, 27, 32, 33] .

2.5.2. Biyoreseptorler( Biyoajanlar)

Biyosensorlerde hedef analit ile secici bir sekilde etkilesime giren maddeler biyoresoptor
(biyoajan) olarak adlandirilir. Biyosensoriin hassasiyetinde ve segiciliginde etkin olan
biyoajanlar tek bir substrat ile etkilesmelidir ve diger substratlara karsi hassasiyet
gostermemelidir. Biyoreseptorler analizi yapilacak olan hedef maddeye 6zgii olmalidir ve
verilen biyolojik sistemde hedef maddeyi kolaylikla tanimalidir. Biyosensorlerin reseptor
kisimlarinda algilayici olarak en ¢ok kullanilan maddelerden biri de yiiksek spesifik 6zellik

gosteren enzimlerdir [3].

Biyoresoptorler biyokatalistler (biyoafinite) ve biyoligandlar (biyokatalitik) olarak ikiye
ayrilir. Enzimler, mikroorganizmalar ve doku malzemeleri biyokatalistlere; antikor,
niikleik asit, lektin ve DNA ise biyoligandlara 6rnek verilebilir ( Sekil 2.12 ) [34].

‘ enzimler elektrik
8 ’ molekiiller elektrokimya
irdi 0 ik
Girdi reseptarler optil | n
s antikarlar termal Yiikseltici Cikti
niikleikasit akustik
‘ ° ‘ :| vb. piezoelekirik
vh.
Analit Biyoreseptdr Arayiiz Diniigtiriciiler Kullamc: Arayiizii

Molekiilleri

Sekil 2.12. Biyosensor bilesenleri (sematik gosterimi) [35].



20

2.5.3. Sinyal ¢evirici (transduser)

Analit ile biyoreseptor arasinda gerg¢eklesen kimyasal reaksiyon sonucunda renk degisimi,
1s1ma, 151 degisimi, pH degisimi, sicaklik degisimi, iletkenlik degisimi meydana gelebilir.
Bu degisimleri odlgiilebilir bir sinyale doniistiiren cihazlara sinyal g¢evirici (transduser)
denir. Hedef analiz ile biyoreseptdr arasindaki etkilesim sonucu olusan fiziksel cevap,
transduser tarafindan potansiyometri, amperometri, termometri veya fotometri gibi fiziksel
biiyiiklerin degisimine bagli olarak elektrik sinyaline doniistiiriiliir. Sinyal c¢eviricilerde
algilama fiziksel ya da kimyasal algilama seklinde olabilir [34]. Transduserler sistemde

kullanilan teknige gore siniflandirilirlar.
2.5.4. Biyosensor dizayninda dikkat edilmesi gerekenler

Biyosensorler tip, tarim, gida, eczacilik, cevre kirliligi, savunma sanayi ve birgok
endiistriyel alanda 6nemli bir rol oynamaktadir. Yiiksek duyarlilik, secicilik, hizlilik
dogruluk, tasinabilirlik, kompaktlik, tutarlilik gibi parametreler biyosensorlerin geleneksel
analit uygulamalariin 6niine gegmesinin en 6nemli nedenleri arasinda sayilabilir ( Sekil
2.13 ). lideal bir biyosensor tasarlanirken ilk olarak biyosensdriin hangi analite
uygulanacagi ve analite uygun ajanin ne olacagina karar verilmelidir. Daha sonra biyoajan
dogru bir immobilizasyon metodu ile doniistiiriicliye sabitlenmelidir. Son olarak biyoajanin
analiti tanimasiyla olusan sinyali anlagilabilir bir hale getirebilmesi i¢in uygun bir
doniistiiriicii  segilmelidir. Ayrica ol¢iim araligi, duyarliligt ve olciimleri etkileyecek

etkenler goz oniinde bulundurularak biyosensdr biitiin olarak diistiniilmelidir.
2.5.5. Ideal bir biyosensorde bulunmasi gereken ozellikler

Nitelikli ve pratikte kullanilabilir bir biyosensorii nitelendiren performans parametreler

asagidaki gibi siralanabilir.

Calisma omri ve kararlilik

Kararlilik biyosensoriin kullanim siiresi hakkinda bilgi verir. Ayn1 biyosensorle ¢cok sayida
analiz yapilabiliyorsa biyosensoriin kullanim siiresi uzundur ve sensor kararlidir. Bir
sensOriin  kararliligr isgiici ve maliyet acisindan Onemli avantajlar saglar. Kararlilik
biyosensoriin kullanilabilirliginin en 6nemli parametrelerindendir. Biyosensoriin kararlilig

sensOriin depolama ve ¢alisma kosullarina baglidir. Enzim sensorlerlerinde enzimin saflik
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diizeyi, kaynagi ve immobilizasyon yontemi enzim sensdrlerinin kararliligint 6nemli

oOlciide etkiler [36].

Tayin aralig1 ve tayin siniri

Substrat derisimi ile sensor cevabi arasindaki iliski kalibrasyon grafiginde agik bir sekilde
gorilebilir. Kalibrasyon grafiginde bu iliskinin dogrusal oldugu bolgeye “dogrusal aralik*
denir. Bu dogrusal araligin en alt sinir1 olarak tanimlanan tayin sinir1 kesinlik ve dogruluk
hakkinda bilgi verir [3, 36] . Enzim sensorleri incelendiginde pH, sicaklik ve girisim yapici
tiirler tayin araligini degistirebilir. Ornegin ¢alisma igin belirlenen sicaklik kosullari
saglanamadiginda enzim sensoriiniin cevabi olumsuz yonde etkilenir. Amperometrik
sensorlerinde substrat derisimi ile sensor yaniti arasinda dogrusal grafikler elde edilir.
Tayin smur1 cihazin tespit edebilecek en diisiik madde derisimini ifade eder. Segicilik
biyosensor parametrelerinin en 6nemli 6zelliklerinden biridir. Biyolojik bilesenler etkindir
ancak bazen ceviricilerde se¢icilige katkida bulunur. Sensor sadece analite 6zgiidiir baska
reaktiflere duyarl degildir [37].

Cevap stiresi

Ideal bir biyosensdr kisa siirede cevap verebilmelidir. Bu siireyi etkileyen baslica unsurlar
substrat derigimi, karistirma hizi, enzim derisimi ve sicaklik, sensor yiizeyinde kullanilan
membran Ozellikleri sayilabilir. Enzim miktarinin arttirnllmasi, karistirma  hizinin
arttirilmast, ideal pH araliginda 6l¢iim alinmasi sensoriin cevap siiresini kisaltir. Substrat
derisimindeki artis ve enzimin ideal ¢alisma sicakligindan uzaklagsmasi cevap suresinde
artisa neden olur. Bir biyosensoriin cevap siiresi biyosensor analite temas ettigi andan

itibaren baglar ve cevabin okundugu zaman biter.

Tekrarlanabilirlik

Ideal bir biyosensdr ayni drnekle ardi ardina yapilan dlgiimlerde birbirine yakin sonuglar
vermelidir. Tekrarlanabilirlik yapilan ardigik 6lgiimlerden elde edilen verilerin standart

sapma ve korelasyon katsayisinin hesaplanmasi ile ifade edilir.
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Basit ve ucuzluk

Biyosensoriin maliyetinin diisiik olmasi ticarilesmesinin hizlanmasinda ve biyosensoriin

kullaniminin yayginlasmasinda 6nemli bir faktordiir [3, 38].

Kararhlik Secicilik Kullanilabilirlik
Hizh Tepki Ideal Sensor Uretilebilirlik

/N

Yiiksek Hassasiyet

Uretim Kolayhg
Ve Diigiik Maliyet

Sekil 2.13. Ideal bir biyosensorde olmasi gereken parametreler.
2.6. Biyosensor Cesitleri

Biyosensorler, sensor cihazina ve biyolojik maddeye dayanarak siniflandirilir (Sekil 2.14).

Biyosensdrler
Biyo-elementler Transdiiser Operasyon prensibi

e g
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| |

: 11— |Amperometrik |
; |
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Sekil 2.14. Biyonsensor ¢esitleri
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2.6.1. Elektrokimyasal esash biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensor temel olarak iki par¢adan olusur: biyomelekiilii taniyan
tanima Sistemi ve doniistiiriicii olan doniisiim sistemi. Sensoriin ana islevi, test edilecek
analitlerle secici olarak etkilesime girmek ve sistemdeki kimyasal parametrelerin
degisimlerini tepkime sinyalleriyle doniistiiriiciiye iletmek iken, doniistliriiciiniin temel
islevi yanit sinyalini tanimaktir. Bir elektrokimyasal biyosensor, biyomolekiiler tanima ve
hedefe oldukg¢a spesifik cevap veren ve araclarla analitik bilgi saglayan, enzimler,
antikorlar, niikleik asitler, mikroorganizmalar ve hiicreler gibi biyolojik element sinifi
iceren entegre bir cihazdir [39]. Glinlimiizde, kanser biyobelirteglerinin tespiti siklikla gen
mutasyonu ve protein biyobelirteglerini tarayan elektrokimyasal biyosensorler kullanilarak

gergeklestirilmektedir [40].

Elektrokimyasal biyosensorler amperometrik, potansiyometrik biyosensorler ve yari

iletkenleri esas alan biyosensorler olmak iizere ii¢ grupta siniflandirilir [38] .

2.6.2. Amperometri esash biyosensorler

Sabit gerilim altinda elektrokimyasal hiicreden gecen akim yogunlugunun olgiilmesine
dayanan olglime amperometrik 6l¢iim denir. Calisma elektrodu, referans elektrot ve karsit
elektrot olmak iizere li¢ elektrot kullanilir. Elektrotlar deneysel sonuglarin belirlenmesi i¢in
cok onemlidir. Elektrokimyasal reaksiyonlar ¢alisma elektrodu olarak bilinen elektrot
yizeyinde meydana gelir. Amperometrik biyosensorler, ¢alisma elektrodundaki
elektroaktif tiiriin yiikseltgenmesi veya indirgenmesi ile ilgili akimi izlemeye dayanir.
Amperometrik biyosensorler diger tip elektrokimyasal biyosensorlere gore daha hassastir,
kullanim1 kolay, hizli ve saha analizi i¢in uygun, ucuz ve daha genis dogrusal araliga
sahiptir. Bu nedenle, en popiiler biyosensor ¢esitlerinden biridir. Diger yandan, aktiviteleri

substratin redoks potansiyeli ile sinirlidir [41,36].

Biyosensorlerin  gelisimi  Oncelikle amperometrik transdiiserlere  dayandigindan,
amperometrik biyosensorler en c¢ok kullanilan cihazlardir. Amperometrik biyosensor,
cesitli kimyasallarin konsantrasyonunu 6l¢mek igin gercekten iyi bir cihaz olarak tercih

edilmektedir. Redoks enzimlerinin kullanim1 nedeniyle oldukg¢a secicidir [41].
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substrat iiriin

substrat iriin

substrat tiriin

0, H,0, v

Sekil 2.15. Biyosensorlerde elektron transferinin sematik gosterimi [42] .

2.6.3. Potansiyometri esash biyosensorler

Elektrokimyasal bir hiicrede elektrot potansiyelini dogrudan analit konsantrasyonunun
belirledigi, uygun bir ¢alisma elektrodu ve referans elektrot arasindaki potansiyel farkinin
olglimiinii temel alan nicel analize potansiyometri denir. Bu tiir biyosensorlerde, iyonik
konsantrasyonlardaki degisiklikler iyon sec¢ici elektrotlar kullanilarak belirlenir.
Potansiyometrik biyosensordeki transdiiser soliisyondaki iyonlara duyarlidir Bunlar pH,
amonyum, iyot, siyaniir, amonyak ve karbondioksit duyarli enzim sensérlerdir. Iyonlarmn
iiretilmesi amaciyla enzimler biyoreseptdrler olarak kullamilmaktadir. Olgiilen sinyal,

logaritmik fonksiyon araciligiyla analit konsantrasyonuyla iligkilidir [40].
2.6.4. Yarn iletkenler esash biyosensorler

Temel sensor olarak metal oksit yar1 iletken alan etki transistorlerini (MOSFET) ya da iyon
duyar alan etki transistorlerini (ISFET) esas alan bu tiir enzim sensorleri, enzim ile alan
etki transistorlerinin  birlestirilmesini  ifade edecek sekilde enzim alan etki

transistorleridirler (ENFET).
2.6.5. Optik biyosensorler

Biyokimyasal reaksiyonlarin sonucunda yayilan veya emilen 15181n 6l¢iimiinii temel alarak
calisir. Optik biyosensorler, bir biyo-tanima elemanindan ve bir optik transdiiserden olusur.
Optik biyosensorlerin uygulama alanlar1 genellikle mikroelektronik, mikro/nano sistemler,

biyoteknoloji ve mikroelektromekanik sistemlerdir.
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2.6.6. Kalorimetri esash biyosensorler

Kalorimetri esasli biyosensorler, enzim ve 1s1 sensorlerinin kombinasyonundan olusur.
Analit biyoelement ile reaksiyona girdiginde, ortam sicakligindaki degisiklik, 1s1 salimi
veya emilimi nedeniyle olusur ve daha sonra termostatlar bunu 6lgebilir. Kisacasi termal
biyosensorler olarakta bilinen kalorimetri esasli biyosensorler temeli enzimatik
reaksiyondaki entalpi degisiminden yararlanarak substrat konsantrasyonunu belirlemeye
dayanir. Enzimatik reaksiyon sonucu meydana gelen sicaklik degisimi ile substrat
konsantrasyonu arasindaki dogrusal iliskiden sonuca varilir. Bununla birlikte, termal
biyosensorler diisiik hassasiyete sahiptir ¢ilinkii reaksiyon sirasinda 1s1 kayb1 meydana gelir

[38].

2.6.7. Piezoelektrik sensorler

Kiitle hassasiyeti algilama prensibine dayali bu tip biyosensorlere kiitle bazl
biyosensorleri de denilmektedir. Analit ile piezoelektrik kristal iizerinde bulunan
biyoreseptdriin reaksiyonu sonucu kiitlede bir degisim meydana gelir. Kristal yiizeyinde
biriken kiitle, titresim frekansinda degisime neden olur. Piezoelektrik biyosensorler

kristalin rezonans frekansindaki degisimin 6l¢giilmesi temeline dayanir.

2.6.8. Enzim Biyosensorleri

Tanima eleman1 (biyobilesen) olarak enzimlerin kullanan enzim sensérlerinin birgok
alanda kullanim1 yayginlagsmistir. Enzimler protein yapili karakteristik katalizorlerdir. Cok
diisiik derisimlerde bile katalizor gorevi yapar. Katalizledikleri reaksiyonlar i¢in ¢ok
duyarhdirlar. Yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliigli nedeniyle biyoanaliz i¢in arastirmacilarin
ilgisini lizerine ¢ekmistir. Enzim sensorleri biyokatalizorler veya immobilize edilmis
malzemelerden olusur. Enzim sensorleri genel olarak, biyoaktif tabaka, doniistiiriicii

(transduser) ve 6lglim sisteminden olugsmaktadir [37].

Bir enzim elektrodunda doniistiiriicii, aktif tabakada gerceklesen enzimin katalizledigi
tepkime sonucu olusan iirlinlin miktarindaki artig1 tespit eder. Doniistiiriicli, biyoaktif
tabakada meydana gelen enzimatik reaksiyon sonucu substrat konsantrasyonundaki azalis
veya artig miktarina uygun olarak secilir. Biyoaktif tabakadaki ve biyoaktif tabaka iletici
ara ylizeyindeki derisimin hizli bir sekilde denge ulasmasi gerekir. Hizli bir sekilde denge

ulasabilmesi icin biyoaktif tabaka kalinligi miimkiin oldugunca ince olmalidir.
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Doniistiiriicliniin 6lgme sistemine gdnderdigi sinyal 6lgme ¢dzeltisinin derisimine baglidir.
Biyoaktif tabakada substrat derisiminin sabit olmas1 i¢in 0lgme ¢dzeltisinin yeterli bir

sekilde karistirilmasi gerekir [43].

Enzim elektrotlarinin tercih edilmelerindeki en 6nemli faktdr canli sistemler sayesinde
analiz isleminde kullanilacak bol miktarda enzimin bulunmasidir [43]. Biyosensor
hazirlamada enzimleri kullanmak spesifiklik bakimindan avantajli ancak saf enzimin
pahali olusu da dezavantajdir. Enzimler hastalifin teshisi, hastaligin seyri ve

degerlendirilmesine dair bilgi verir. Enzim sensorleri yaygin hastaliklarin teshisinde
kullanilabilir [44] .

2.7. Biyobilesen immobilizasyonu

Biyoteknolojik islemlerde enzimlerin kullanimin1 daha uygun hale getirmek i¢in farkl
yontemler uygulanmaktadir ve immobilizasyon bunlardan biridir. Biyosensor iiretiminde
uygun matrisin belirlenmesi ve immobilizasyon yontemi en 6nemli faktorlerdir.

Biyosensor performansi biiyiik dl¢lide yiizey ozelliklerine, enzim molekiilii ve elektrot
yiizeyi arasindaki etkilesime ve enzim molekiiliiniin ii¢ boyutlu yapisinin korunmasina
baglidir. Enzim immobilizasyonu sensor yiizeyinde biyomolekiillerin faaliyetlerini
kaybetmeden ¢6ziinmeyen bir destek malzemesine baglanmasi olarak tanimlanmaktadir.
Enzim immobilizasyonu, enzimin hareketini engelleyen bir yontemdir. Bir ylizeye
tutundurularak, tlizerinden gegen substratlarin iirlinlere donligmesini saglayan enzimlere
immobilize enzimler denir. Enzimin immobilizasyonu, katalitik etkinligini artirabilir,
depolama ve ¢aligma stabilitesini artirabilir. Ayrica enzim geri kazanimina ve yeniden
kullanilabilirlige izin verir [42]. Yiiksek enzim maliyeti, diisik kararlilik, ¢oziiciiler
tarafindan etkisiz hale getirme ve geri doniistiiriilebilirlik eksikligi gibi baz1 dezavantajlar,
enzimlerin orijinal formlarda kullanilmasini siklikla engellemektedir. Enzimlerin farkl kati
destekler lizerine immobilizasyonu ile bu dezavantajlarin iistesinden gelinebilir. Son on
yilda arastirmacilar, aktivite, secicilik, 6zgiil olma ve inhibitorlere diren¢ gibi bir dizi
endiistriyel enzimi gelistirmek i¢cin miithendislik teknolojisi olarak immobilizasyonu yogun
bir sekilde siirdiirdiiler. Iimmobilize edilmis biyokatalizérler, asir1 pH, sicaklik ve organik
¢oziicli kosullarinda daha c¢ok kararlilik sergilemistir. Gelismis iirlin kalitesi ve diisiik
isletme maliyeti, gida ve ilag endiistrisi i¢in 6nemli olan immobilize edilmis enzimlerin
diger faydalaridir [45]. Bununla birlikte, serbest enzimlerin pratik uygulamalar1 sinirhidir,

clinkii kararsizdirlar, toksik reaksiyonlara neden olurlar ve sistemik dolasimda kisa
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omirliidiirler. Bu nedenle, enzim immobilizasyonu, iyi kararlilik, yiiksek hassasiyet,
yiiksek secicilik, kisa tepki siiresi ve tekrarlanabilirlik gibi uygun performansa sahip

verimli biyosensorleri gelistirmek i¢in anahtar faktor olarak gortilmektedir [46].

Enzimlerin biyosensor ylizeyine immobilizasyonu icin fiziksel adsorpsiyon, c¢apraz
baglama, kovalent baglama ve tutunma olmak tizere dort temel teknik vardir (Sekil 2.16).
Uygun destek matrisinin eslik ettigi immobilizasyon tekniginin se¢imi, enzimin aktivitesini
ve stabilitesini korumak i¢in Onemlidir. Enzimatik olarak aktif malzemelerin
hareketsizlestirme teknolojisi ile imal edilmesi, hem biyokatalizoriin hem de destek olarak

kullanilan biyomateryalin uygulama perspektifini biiyiitiir.

Bir¢ok immobilizasyon tekniginde, ¢apraz baglama maddesi olarak glutaraldehid kullanir.
Cinki glutaraldehid gibi gapraz baglayicilar sulu ¢oziiciiler i¢inde ¢oziinlir ve kovalent
baglar olusturabilirler. Ayni1 zamanda, immobilizasyon sirasinda enzimlerin yapisal ve
fonksiyonel o6zelliklerinin korunmasina yardimci olur ve biyokatalizoriin kararlhiligini

arttirir [45].
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Capraz baglama

Sekil 2.16. Immobilizasyon teknikleri [37].
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Cizelge 2.1. Cesitli immobilizasyon yontemlerinin avantajlar1 ve dezavantajlari

Cesitli immobilizasyon yintemlerinin avantajlan ve dezavantajlan

Ydntem

Avantajlan

Drezavantajlar

Emme

Kovalent Baglama

Tuzak

Capraz Baglama

Kapsiilleme

® Yiritidlmesi kolay

* Diilisiik maliyet

* Gorenekagihim simrlamas: yoktur
* Yiiksek katalitik verimlilik

* Yiiksek stabilite

* Sdrekli reaksiyon icinuygun

* Enzim kacag yok

* Yiiriitilmesi kolay

* Diisik maliyet

* Diisiik enzim miktar gerekliligi

* Yiiksek stabilite

* Qlaganistl pH ve sicakhk kogullarina karg: direng
* Dayarmkhhk

* Biiyiik enzim miktarlar hareketsiz hale getirilebilir
* Kolay hazirhk
* Diiligiik maliyet

2.7.1. Kovalent baglama

Enzimin doniistiirlicli  ylizeyine kimyasal bir

* Enzimlerin desomsiyonu

* Diisiik stabilite

* Daha az verimlilik

* Yiiksek isleme maliyeti

* Enzim fonksiyonel yapisinda kayip

* Siirekli enzim kagag
* Gozenek dif uzyon kisitdanmas:
* Biiyiik Glgekli veya endiistriyel islemlericin uygun degildir

* Yiksek fiyat

* Tor reaksiyon kontrolid

* Biiyiik enzim miktan gerekliligi

* Katalitik dzelliklerin kay

* Kiitle transferi sinirlamas:

* Enzim kagag

* Yiiksek enzim konsantrasyonu gerekli

reaksiyon sonucu kovalent baglarla

baglanmasidir. Kovalent baglanma saglamak icin yiizey veya biyolojik element kimyasal
veya fiziksel islemle etkinlestirilmelidir.Kovalent baglar, biyoelement (amino asitlerdeki

fonksiyonel gruplar) ve immobilizasyon yiizeyi arasinda olusur.

Enzim ve tasiyicinin kovalent olarak baglanmasiyla gergeklestirilen immobilizasyon
sonucu biyosensor, iyi bir stabilite ve yeniden kullanilabilirlik gésterir. Bu yontem en ¢ok
kullanilan enzim immobilizasyon yontemidir. Arastirmacilar tarafindan bu yontemin daha
fazla tercih edilmesinin nedeni yonteminin kontrol edilebilirligi ve sonucun ongoriilmesi
enzimi

olmustur. Kovalent baglanmanin molekiiler modifikasyonla birlestirilmesi,

hareketsizlestirilirken aktivite kaybini 6nleyebilir [47].

Jiabao Lyu ve arkadaslari, aldehit etiketli BsSLA 8M, FezOs monodispersed magnetit
mikrokiireleri {izerine kovalent baglama yontemini kullanarak immobilize etmislerdir.
Immobilizasyon verimliligi, % 90'n iizerinde oldugu ve nanopartikiiller iizerine iyi enzim

yiiklemesini oldugunu belirtmislerdir. Ayrica, immobilize edilmis lipazin yeniden

kullanilabilirligi, serbest lipazinkinden daha yiiksek oldugu goriilmistir. Bu

immobilizasyon stratejisi lipazin yart Omriinii  artirmistir.  Bu  sonuglar kovalent

immobilizasyonun bir biyokatalizoriin termostabilitesini artirmak i¢in temel oldugunu

gostermektedir [47].
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Enzim immobilizasyonu, enzim termal stabilitesini, kimyasal maddelere Kkarsi
dayanikliligini ve reaksiyon karisimindan basit bir geri kazanimi iyilestirerek siirekli
islemlerde kullamimimi kolaylastirir. Enzimlerin kovalent immobilizasyonu, enzimlerin
yavas salinmasi ve daha iyi depolama kabiliyeti / raf 6mrii ile sonuglanir. Bu nedenle, uzun
omiirli, gercek olgekli ve siirekli uygulamalar igin enzimlerin kovalent immobilizasyonu
tercih edilir. Saeed Kashefi ve arkadaslari, Lakkazi grafen oksit nanosheets iizerine
kovalent baglama yontemi ile immobilize etmistir. Kullanilan immobilizasyon tekniginin,
pH ve sicakliktaki ciddi degisikliklere karst enzimin stabiliteSini arttirdigini rapor
etmiglerdir [48]. Bir enzimin immobilizasyon yoluyla konformasyonel stabilitesinin
arttirllmasi, enzimatik teknolojinin uygulanmasi i¢in en énemli adimlardan biridir. Mitra
Naghdi ve arkadasglar1 c¢aligmalarinda ¢am agacindan elde edilen biochar
nanopargaciklarina lakkazi kovalent baglanma yoluyla immobilize etmislerdir. Immobilize
lakkazin 1s1l ve pH stabiliteleri, serbest lakkazla karsilastirildiginda iyilestigini, immobilize
edilmis lakkazin tekrar kullanilabilirliginin iyi oldugunu arka arkaya 4 dongiiden sonra

baslangi¢ aktivitesinin % 70'ini korudugunu rapor etmislerdir [49].
2.7.2. Capraz baglama

Kovalent baglanma yontemi ile tutuklama yonteminin kombinasyonu seklinde uygulanir.
Genellikle gluteraldehit, diflorodnitrobenzen, bismaleimidoheksen gibi bilesikler gapraz
baglayici reaktif olarak ¢ok tercih edilmektedir. Kullanilan enzime, protein/reaktif derigim
oranina ve ortam pH’sina, ortam sicakligina bagli olarak enzim molekiilleri arasindaki

capraz baglanma derecesi degisebilir.

Zahra Fathali ve arkadaslar1 c¢alismalarinda, lakkazi mesoporoz silika iginde ¢apraz
baglama ve bilesik tutturma stratejisi kullanarak haretketsizlestirmislerdir. Immobilize
edilmis biyokatalizér 20 ardisik Ol¢iimden sonra baslangic aktivitesinin %79 kadar
muhafaza edilerek serbest enzime gore daha iyi pH ve sicaklik kararliligit ve yeniden

kullanilabilirlik géstermistir [50].

Fatiha Lassouane ve arkadaglari T. pubescens'ten elde edilen ham lakkaz, aljinat
taneciklerine tutunmadan 6nce hapsolma ve g¢apraz baglanma ile basariyla immobilize
etmistir. Tutma isleminden 6nce ¢apraz baglanma ile immobilize edilmis lakkaz, sadece
tutma ile immobilize edilmis lakkazdan daha yiiksek bir immobilizasyon verimi (>% 72)

gostermis ve enzim sizintisinin 7 kat azaldig goriilmiustiir [51].
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2.7.3. Tutuklama

Enzimin bir membran ya da tabaka igerisinde hapsedilmesidir. Poliakrilamid, polivnilalkol
gibi bazi sentetik polimerler ve nisasta gibi dogal polimerler bu yontem ile enzim
immobilizasyonunda kullanilmaktadirlar. Enzim ve matriks arasinda herhangi bir bag

olusmadigindan enzimin islevselliginde bozulma olmaz.
2.7.4. Fiziksel adsorpsiyon

Enzim immobilizasyonunda kullanilan en hizli ve basit yontem olan adsoprsiyonda
biyobilesenin film veya tabakaya adsorbe olmasi saglanir. Biyobilesen elektrostatik,
hidrofobik, van der Waals etkilesimleri gibi kuvvetlerle tasiyiciya tutunur. Bu yontemle,
enzimler aktivitelerini yitirmez, ancak fiziksel adsorpsiyon ile hazirlanan hareketsiz
enzimler gevsek bir sekilde baglanir ve yeniden kullanildiktan sonra kati maddelerin
yiizeyinden ¢oziilme egilimindedir. Bu nedenle, biyosensdr operasyonel stabilitesini
kaybedebilir.

2.8. Enzimler

Enzimler, hiicrelerde biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen protein yapisinda
molekiillerdir [52]. 1897'de Eduard Buchner maya Oziitlerinin sekeri alkole
dontstiirdiigiinii kesfetmistir. Daha sonra Frederick W. Kuhne bu molekiillere enzim adini

verdi.

Organizmadaki organik molekiillerin yapimi, yikimi, sindirim ve solunum gibi fizyolojik
olaylar enzimler yardimiyla yiirtitiilmektedir. Hiicrelerin canliligr i¢in gerekli reaksiyonlar
icin vazgecilmez olan enzimler g¢esitli amagclarla kullanilmak iizere giinliik ve ekonomik

hayata girmistir.

Baz1 enzimler proteinlerin yaninda protein olmayan bir kisim igeriler. Bu enzimlerin
protein kismina “Apoenzim* diger kisma kofaktdér ya da koenzim denir. Apoenzim ve
koenzim birlikte holoenzim olarak adlandirilr. Enzimin hangi substrat ile calisacagini
belirleyen kisim apoenzimdir. Enzimlerle katalize edilen kimyasal molekiillere substrat ad
verilir. Enzimler 6zgiil molekiillerdir. Bir enzim sadece kendi aktif bolgesinin ii¢ boyutlu

yapisina uygun substrat ile tepkimeye girebilir. Enzimler yapilarinda bir veya daha fazla
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aktif bolgeye sahiptirler. Bu bolgeler belirli substratlar i¢in spesifiktirler. Reaksiyonu
katalizleyerek belirli bir tiriine doniistiirtirler (Sekil 2.17) .

Enzimle katalizlenmis bir tepkimenin ayirt edici Ozelligi tepkimenin enzim iizerinde
bulunan ve aktif bolge olarak adlandirilan kismin igerisinde ger¢eklesmesidir. Basit bir

enzimatik reaksiyon su sekilde yazilabilir:

E+S==ES==FEP==E+P

Burada E enzimi, S substrati, P iirlinii temsil etmektedir; ES enzim-substrat kompleksi, EP enzim-

iirin kompleksidir. Enzim-substrat kompleksi, enzim etkisi i¢in temeldir.

enzim substrati
uriine doniigtirar

serbest kalan
irlinler substrat aktif
bolge ile
eslesmez
enzim tekrar
reaksiyona
girmek igin hazir

cevredeki
degisim

denature enzim sekil degistirme

Sekil 2.17. Enzimin substrat ile etkilesimi

Hiicrelerde ¢ok onemli metabolik gorevleri olan enzimler cesitli amaglarla kullanilmak
tizere giinliik ve ekonomik hayata girmistir. Enzimlerle katalize edilen ve tepkimeye
katilan kimyasal molekiillere substrat ad1 verilir. Bir enzim sadece kendi aktif bolgesinin
tic boyutlu yapisina uygun substrat ile tepkimeye girebilir. Bu yiizden her enzim sadece

belirli tip substrata etki eder.

Enzimler Kkolaylikla denatiirasyona ugrar. Denatiirasyon, proteinlerin dogal yapilarinin
bozulmasi sonucunda aktivitelerinin kaybolmasidir. Enzim denatiire oldugunda aktif
bolgesi de denatiirasyona ugrayarak substratini baglayamaz, bundan dolayr da etkili
olamaz. Enzimler protein yapisinda biyolojik katalizérlerdir. Reaksiyon hizini arttirirlar.
Enzimlerin kimyasal reaksiyon hizini arttirma nedenleri substratlarina spesifik olarak

baglanarak, substratin iirline doniigsmesi i¢in gerekli reaksiyonda aktivasyon enerjisini (Ea)
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diisiirmesinden kaynaklanir. BOylece enzim ve substrati, tranzisyon enerjisi daha diisiik

olan yeni bir reaksiyon yolu olusturur (Sekil 2.18). Diger katalizorlerle kiyaslandiginda

reaksiyon hizin1 103-10% kat, katalizlenmemis reaksiyonlara oranla ise 108-10%° kat arttirir.

Serbest enerji

E, = Aktivasyon enerjisi
E,; = Enzimle katalizlenmemis reaksiyonun aktivasyon enerjisi

Ep = Enzimle katalizlenmis reaksiyonun aktivasyon enerjisi

T*

Baslangi¢
durumu H AG

" Ortama salnan
______________ serbest enerji

Bitis durumn
(iiriinler)

Reaksiyon akis yonii —»

Sekil 2.18. Serbest enerji-reaksiyon akis yonii grafigi

Enzimle katalizlenen reaksiyonlarda substrat konsantrasyonu yiiksek miktarlarda ise, reaksiyonun

baslangic hizi (VI),enzim konsantrasyonu ile dogru orantili olarak artmaktadir. Enzimle

katalizlenen bir reaksiyonun hizi (V), ortamda enzim konsantrasyonunun sabit olmasi kosuluyla,

substrat konsantrasyonu ile [S] birlikte hizla artar ve maksimum hiz (Vmax) degerine ulaincaya

kadar artis devam eder. Vmax degerine ulastiktan sonra substrat konsantrasyonu ne kadar artarsa

artsin, reaksiyon hizi artmaz (Sekil 2.19.

Reaksiyon Hizi

0.354

Vmax

2V max

0 1000 2000 3000 4000
Substrat Konsantrasyonu

Sekil 2.19. Reaksiyon hizi-substrat derisimi grafigi
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Enzim Aktivitesini Etkileyen Faktorler

Enzim konsantrasyonu,

Substrat konsantrasyonu,

Sicaklik,

pH,

Inhibitor etkisi

Reaksiyon iiriinii seklinde siralanir.

AN NN NN

Michaelis-Menten Denklemi

Michaelis-Menten denklemi reaksiyon hizinin substrat konsantrasyonu ile nasil degistigini
gosterir. Km; her enzim ve substrata 6zeldir ve o enzimin substrata ilgisini gosterir.
Reaksiyon hizinin 1/2Vmax’a esit oldugu substrat konsantrasyonu degerine esittir. Km

kiiciik ise enzimin ilgisi fazla, Km biiytik ise ilgi azdir.

K1 k3 _ s

Lineweaver-Burke grafigi

s 7571
v = K~

1/Vo ,1/[S] ye kars1 reaksiyon hizi grafigidir ve michaelis- menten grafigindeki hiperbolik
egri yerine diiz bir egri elde edilir ( Sekil 2.20) .
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o

Vol

m

\ e [s]

Sekil 2.20. Lineweaver-Burke grafigi
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2.8.1. Lakkaz enzimi

Lakkaz(benzenediol: oksijenoksidorediiktaz; EC 1.10.3.2); polifenol oksidaz (PPO)
smifina dahil bir enzim olup aktif merkezinde birden fazla bakir iceren mavi proteinlerdir.
Lakkaz enzimi seftali, tiitiin, kavak gibi bitkilerde, mantarlarda ve bazi bakteri tiirlerinde
yaygin olarak bulunmaktadir. Bu mavi enzimler dort bakir atom ¢ekirdegine sahiptir (Sekil

2.21). Bu bakir atom ¢ekirdekleri redoks reaksiyonuna yardimer1 olur.

Sekil 2.21. Lakkaz enziminin yapisi

[lk olarak Yoshida tarafindan 1883 yilinda Japonya’daki Rhus vericifera vernik agacinda
kesfedilen polifenol oksidazlar grubuna ait 3 enzim simifi bulunmaktadir: 1- Katekol
oksidaz (E.C 1.10.3.1; o-difenol oksijen rediiktaz), 2- Kresolaz (E.C 1.14.18.1; monofenol
monooksijenaz) ve 3- Lakkaz (E.C 1.10.3.2; p-difenol: oksijen oksidorediiktaz).Coklu
bakir igeren enzimler arasinda yer alan lakkaz, substratlar1 okside ederken molekiiler
oksijenden faydalanmaktadir. Lakkaz enzimleri, hem fenolik hem de fenolik-olmayan
ligninle iligkili bilesikleri okside edebildigi gibi biyolojik yikima direngli olan ¢evre
kirleticilerini de oksitleyebilmektedirler. Lakkazlar onlarca biyoteknolojik uygulamalarin
cekiciliginin temel nedeni olan olaganiistii bir dogal substrat araligi sergilerler [53].
Lakkazlar, yapilarinda bulundurduklart kofaktdr bakirlar yardimiyla para-, meta- ve or-
difenolleri, aromatik aminler gibi aromatik bilesikleri, tiyolleri ve iyot gibi inorganik
bilesikleri oksitleyebilirler. Aromatik veya aromatik olmayan substratlardan koparmis
oldugu elektronlar1 molekiiler oksijene aktarir ve oksijen molekiiliinii indirgeyererek suya

doniismesini saglar (Sekil 2.22), (Sekil 2.23) [38, 54].
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Katekol Lakkaz

Sekil 2.22. Lakkaz enziminin katekol ile iliskisi

{Substrat i

cMonomer veya Araci { (_:>:>'—>:>

Tip1 Cu Tip2 Cu Tip3 Cu
ox—red—= ox—»red—= Ox-—»red

Lakkaz (Indirgenmis)

.r ---------------------- -
=. Radlkz:lle-r- 0, 2¢
2¢
v & 2H,0 <«
Diffazyon E

Tip1 Cu
ox -ered

Tip2 Cu
- (X -=red

Tip3 Cu
(X -—red

R ) 3 R H Lakkaz (Yukseltgenmis)
s Oksidatif eglegme 1 sPargalamas

Sekil 2.23. Lakkazin kataliz semas1 [55].

Lakkazin yapisinda bulunan bakir atomlart Tip 1, Tip 2 ve Tip 3 olmak iizere
gruplanmiglardir (Sekil 2.24). Tip 1 bolgesine bagli olan bakir mavi bakir olarak
adlandirilmaktadir. Tip 1 bakir atomunun 7 bulundugu bolge monontikleer bolge, Tip 2 ve
Tip 3 bakir atomlarinin bulundugu bodlge ise triniikleer kiime olarak adlandirilir.
Mononiikleer bolgede substratin oksidasyonu gergeklesirken, triniikleer bolgede molekiiler

oksijenin suya indirgenmesi gerceklesir. Ortamda bulunan molekiiler oksijen suyla birlikte

O;+4H*

2H,0
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enzime triniikleer bolgedeki bakirlardan baglanir. Tip 1 bolgesindeki bakir ise substrattan

koparmis oldugu elektronla indirgenir ve substrati oksitler. Ortamdaki bir proton koparilan
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elektrona birlikte indirgenme bolgesinde bagli halde bulunan OH grubuna aktarilir.
Enzimin farkli bir substrattan tekrar elektron almasiyla tekrarlanan islem sonucunda

molekiiler oksijen su olarak ayrilir [54].

His i‘lli
, N N
Cu*~ L
His
‘ His
HO (! OH T 3 ; "’/
u == Type . 24
“. Cu == Type 1
U
His e His
I B S -
AN N {
Type 2 NS N 3
His ;Iis
1A 124

Sekil 2.24. Aktif lakkaz merkezinin sematik diyagrami [56].

Lakkaz enzimlerinin 6nemli bir 6zelligi ise protein kisma kovalent olarak baglanmig olan
ve proteinin toplam kiitlesinin %10-45’ini olusturan bir karbonhidrat kisminin da
bulunmasidir. Karbonhidrat kisim enzimin yiiksek kararlilik gostermesine katkida bulunur.
Lakkaz enzimlerinin aktiviteleri pH bagimhidir ve yiiksek sicakliklarda dahi etkinlik

gosterirler.
2.8.2. Lakkaz enziminin uygulama alanlar

Lakkaz enzimi oldukca genis cesitlilikteki substratlar1 oksitleyebilme ozelliginden ve
aktivitesini gostermedeki basitligi sebebiyle biyoteknolojik ve endiistriyel uygulamalarda

tercih sebebi haline getirmistir.
Lakkaz enziminin biyoteknolojik ve endiistriyel uygulamalardaki kullanimi;

e Kagit endiistrisinde agartma,
e Tekstil boyalarinin renk giderimleri,
e Tekstil ve petrokimya endiistrisindeki uygulamalardan ileri gelen atik sularin

detoksifikasyonu,
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Meyve sularinda, biralarda ve saraplarda kararmaya, puslanmaya ve bulanikliga yol
acan istenmeyen fenolik bilesiklerin giderilmesi,

Hamurun karisma o6zelliklerini ve hamur {iriinliniin yapisal 6zelliklerini iyilestirmek
amaciyla firincilikta,

Cesitli fenolik bilesiklerin oksijenin veya azidlerin belirlenmesi amaciyla ¢esitli
biyosensorlerin yapilmasinda,

Anti kanser ilaglarinin etken maddelerinin sentezlerini katalizlemede,

Kozmetik iirtinlerde katki maddesi olarak kullanilmasi, seklinde siralanabilir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Boliim A - Deneysel

Bu ¢alismada donor ve akseptor fonksiyonel gruplart ayni molekiil i¢inde bulunduran 5-
floro-4,7-bis(4-hekziltiyofen-2  il)benzo[c][1,2,5]triyadirazol (DTFBT) monomerinin
donligimlii  voltametri yontemi ile sentezlenen polimerin elektrokimyasal ve
spektroelektrokimyasal ¢alismalari yapilmistir. Sekil 3.1’de DTFBT monomerinin yapisi

verilmistir.

Dondrgrup Akseptorgrup Dondr grup

Sekil 3.1. DTFBT monomeri
3.1.1. Kullanilan malzemeler

Indiyumkalayoksit elektrot (ITO) (Delta Technologies), platin tel elektrot (Pt) (Aldrich),
giimiis tel elektrot (Ag) (Aldrich), sodyum perklorat (NaClO4) (Aldrich), lityum perklorat
(LiClO4) (Aldrich), diklorometan (DCM) (Aldrich),aseton (pure) (Aldrich), acetonitrile
(ACN) fromMerck (Darmstadt, Germany).

Yukarida adlar1 verilen tiim kimyasallar ticari kaynaklardan satin alinmig ve temin

edildikleri sekilde dogrudan kullanilmistir.
3.1.2. Kullanilan cihazlar

Elektrokimyasal ¢alismalar {li¢  elektrotlu  sistemde Gamry Reference 600
Potentiostat/Galvanostat ve Solartron 1285 potensiyostati kullanilarak gergeklestirilmistir.

Bu sistemde ITO kapli cam c¢alisma elektrodu olarak, platin (Pt) tel karsit elektrot olarak ve



40

giimiis (Ag) tel ise referans elektrot olarak kullanilmigtir. Varian Cary 5000 UV-Vis-NIR
spektrofotometresi kullanilarak polimerin spektroelektrokimyasal ¢alismalar1 yapilmistir.

Kolorimetrik analizler Conica Minolta CS-100 kolorimetresi kullanilarak yapilmstir.
3.1.3. Kullanmilan Yontemler

Doniistimlii voltametri (CV)

Dontigimlii  voltametri (CV), monomerlerin elektroaktivitesinin analizi, polimerlerin
yiikseltgenme-indirgenme pik potansiyelleri ve polimerizasyon ortaminda bulunan diger
elektroaktif tiirlerin elektrokimyasal davraniglarini incelemede kullanilan bir yontemdir.
Bu yontemde elektrota uygulanan potansiyel dogrusal sekilde arttirilir ve potansiyel tarama
sliresince potansiyostat, uygulanan potansiyel sonucu olusan akimi olger. Elde edilen
potansiyel-akim egrisi voltamogram olarak adlandirilir. Potansiyel, ¢alisma ve referans

elektrotlar arasina uygulanir, caligma ve karsit elektrotlar arasindan gegen akim olgiiliir.

Bu metot tarama hizi, ¢6zelti bilesimi, pH, sicaklik gibi degisen deney sartlarinda elektrot
yiizeyine kaplanan filmin elektrokimyasal davranislarinin anlagilmasini saglar. Doniistimlii
voltamogramlarin incelenmesiyle; sistemin elektrokimyasal agidan tersinir olup olmadigy,
polimerin yiizeye tutunup tutunmadigi, redoks tepkimesi sonucu olusan {iriiniin kararli olup
olmadig1, uygulanan gerilime bagli olarak sistemin ka¢ adimda indirgenip yiikseltgendigini

anlamak mimkindiir.

Doniigtimlii ~ voltametri teknigi lic elektrotlu elektrokimyasal hiicrede
gerceklestirilmektedir. Potansiyeli zamanla degisen ¢alisma elektrodu olarak, civa, platin,
altin, ITO, karbon elektrot yaygin olarak kullanilmaktadir. Potansiyeli deney siiresince
sabit kalan referans elektrot genellikle Ag/AgCl veya doymus kalomel elektrot
kullamilmaktadir. Elektrot sistemindeki tigiincii elektrot ise karsit elektrottur. Karsit elektrot
olarak ise genellikle Pt tel kullanilir (Sekil 3.2).
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5 Karsit Elektrot

2 Pt tel
—_— Referans Elektrot
F > Ag tel

> Calisma Elektrotu
ITO kaphi cam

> UV Kkiivet

Sekil 3.2. Ug elektrotlu elektrokimyasal hiicre

CV teknigi, sekil 3.3’de verildigi gibi liggen dalga bicimi kullanarak sabit bir ¢aligma

elektrodunun potansiyelini dogrusal olarak tarar ve ayni tarama hiziyla baslangic noktasina

kadar tarama yapilir.

Potansiyel

t ty t: t L

Faman
Sekil 3.3. Doniistimlii voltametri yonteminde uygulanan potansiyelin zamanla degisimi

Doniigtimlii voltametri yonteminde, potansiyel taramasi bir baslangi¢ potansiyeli (E ve
farkli bir diger potansiyel arasinda yapilir ve diger potansiyeline ulastiktan sonra ayni
tarama hiziyla ilk tarama yoOniine ters yonde tarama yapilir. Potansiyel baslangig

potansiyelinde sonuglanabilecegi gibi farkli bir potansiyele de gidebilir (Sekil 3.4).
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Polimer
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—
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+

Monomer
viikseltgenmesi
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indirgenmesi

Potansiyel (V)

\

Sekil 3.4. Elektropolimerizasyon sirasinda alinan doniisiimlii voltamogram

18 4

10

Akim

11 0.9 0.7 05 0.3
Potansiyel (V vs Ag/AgCl)

Sekil 3.5. Tekli potansiyel dongiisii sirasinda tersinir redoks iglemi igin elde edilen
dontistimli voltamogram

Calisma elektrodu iizerinde maddelerin ylikseltgenmeden dolay1 olusan akima anodik akim

(Ipa), indirgenmeden dolay1 olusan akima ise katodik akim (Ipk) denir (Sekil 3.5). Tersinir

bir elektrot reaksiyonunun pik akimi 25°C sicaklikta Randles-Sevcik esitligi ile gosterilir.
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Ipik = (2,69.105) n*? A C DYy
Bu esitlikteki terimlerin anlamlar1 agagidaki gibidir;
Ipik = Pik akimi1 (A)
n = Reaksiyonda transfer edilen elektron sayis1
A = Elektrot alan1 (cm?)
C = Cozelti konstantrasyonu (mol/cm?)
D = Difiizyon katsayis1 (cm?/s)
V = Tarama hizi (mV/s)

Potansiyel taramasi sirasinda ¢ozelti igindeki monomer Once radikal katyonlara
yiikseltgenir. Sonra bu radikal katyonlar kimyasal birlesme yoluyla sirasiyla dimer ve
oligomerler olusturur. Zincir uzandik¢a polimer, elektrolit ¢zeltisinde ¢oziinmeyen bir
film seklinde elektrot yilizeyine kaplanir. Doniisimlii voltametride deneyler bir destek
elektrolit-¢oziicti sisteminde yapilir. Coziiciiniin ve destek elektrolitin safsizlik igermemesi
onemlidir. Monomer segilecek olan ¢oziiciide iyi ¢oziinmelidir. Coziicii elekrokimyasal ve

kimyasal olarak inert olmalidir.

Cozici olarak genellikle asetonitril, diklorometan, dimetilformamid ve dimetilsiilfoksit
kullanilir. Destek elektrolit olarak ise genellikle tetrabutilamonyum tetrafloroborat,

tetrabutilamonyum perklorat, lityum kloriir, sodyum kloriir kullanilmaktadar.

Spektroelektrokimya

Spektroskopi, bir o6rnekteki atom, iyon, molekillerin bir enerji diizeyinden digerine
gecisleri sirasinda absorplanan veya yayilan elektromanyetik isimanin 6lgiilmesi ve
degerlendirilmesidir. Spektroelektrokimya es zamanl olarak yapilan elektrokimyasal ve
spektroskopik tekniklerin birlesmesidir. Iletken polimerlerde elektronik gecisleri
gbzlemlemek igin UV-Vis-NIR spektroskopisi kullamilir. iletken polimerlerin redoks
gecisleri sirasinda, absorbansda meydana gelen degisiklikler konjuge polimerleri birgok

uygulama alanlarinda (akilli camlar, dikiz aynalari) 6nemli hale getirmektedir.

Spektroelektrokimyasal ¢alismalar sirasinda calisma elektrodu olarak ITO elektrot tizerine

kaplanmis polimer filmi, referans elektrot olarak Ag tel ve karsit elektrot olarak Pt tel
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kullanilmigir (Sekil 3.6). Sabit potansiyeller uygulanarak 1TO kapli cam yiizeyine kaplanan
polimer filmin optik o6zelliklerindeki degisim incelenmistir. Bdylece konjuge polimerin
bant aralig1 (Eg), Amax, polaron ve bipolaron bantlarinda potansiyele bagl olarak meydana

gelen degisimler belirlenmistir.

Potentiostat

Uv

Sekil 3.6. Spektroelektrokimyasal deney diizenegi

Optik kontrast ve tepki zamam

Elektrokromik polimerlerin en 6nemli 6zelliklerden biri de optik gegirkenlik ve keskin
renk degisimidir. Ayrica hizli tepki zamamida elektrokromik bir polimer i¢in ¢ok
onemlidir. Optik zitlik, UV-Vis spektrumundan belirlenen dalga boyunda elektrokromik
malzemeye yiikseltgenme ve indirgenme potansiyeli uygulandiginda sahip oldugu renkler
arasindaki kontrast farkidir ve %AT olarak ifade edilir (Sekil 3.7). Polimerin iki renk
arasindaki dontislim siiresi(tepki zamani) elektrodun iyon iletkenligi, uygulanan potansiyel,

filmin kalinlig1 ve morfolojisine bagl olarak degisir.
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Sekil 3.7. Optik kontrast ve tepki zamaninin belirlenmesi i¢in kullanilan deney diizenegi
Kolorimetri

Farkli renklere ve renk tonlarma sahip olan elektrokromik malzemelerin renklerini dogru
sekilde ifade edebilmek icin renkleri sayisal degerlerle nitelendiren bir renk sistemi
kullanilmaktadir. Bu amag¢ i¢in renkler, ti¢ boyutlu uzayda koordinatlar verilerek
tanimlayan kolorimetre cihazi kullanilmaktadir. Bu cihaz ile her renk &lgiilen degerlere
gore CIE 1931 Lab renk uzayinda konumlandirilir (Sekil 3.8).

White
LQ

Black

Sekil 3.8. CIE Lab renk uzay1

CIE Lab renk uzayinda x, y ve z eksenleri sirasiyla renk biiyiikligii (a), yogunluk (b) ve
parlakliga (L) karsilik gelen Y, x, y degerlerini kaydediyor. Parlaklik rengin 1sikliligini,
renk tonu dalga boyunun maksimum oldugu yeri, doygunluk ise rengin yogunlugunu ifade

eder. Y, x, y degerleri bilgisayar programinda L, a, b degerlerine ¢evrilerek verilebilir.
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3.1.4. Elektrokimyasal polimerizasyon

Elektrokimyasal ¢alismalarda ti¢ elektrotlu sistem kullanilmistir. Calisma elektrotu olarak
ITO kapli cam elektrot, karsit elektrot olarak platin (Pt) tel ve referans elektrot olarak
giimiis (Ag) tel kullamlmistir. Monomerin elektrokimyasal polimerizasyonu 1x10° M
monomer iceren 0,1 mL DCM/ 1,9 mL LiClO4/NaClIO4/ACN destek elektrolit-¢coziici
karisiminda polimerlestirilmistir. Doniisiimlii voltametri teknigi ile polimerizasyon 0,0 V

ile 1,3 V arasinda 100 mV/s tarama hizinda gerceklestirilmistir.

elektrokimyasal

CeH L
R polimerizasyon

Sekil 3.9. DTFBT monomerinin elektrokimyasal polimerizasyonu
3.2. Boliim B - Deneysel
3.2.1. Kullanilan malzemeler

Lakkaz (oksijen oksidorediiktaz; EC 1.10.3.2, Trametes versicolor (21,8 U/mg kati),
pyrokatekol(1,2-benzendiol), glutearaldehit (GA), NaClO4, LiClIOs Sigma-Aldrich
firmasindan satin alinarak saflasgtirllmadan kullanilmistir.  Asetonitril  (ACN) ve
diklorometan (DCM) Merck ( Darmstadt, Germany) firmasindan satin alinmistir. Enzim
immobilizasyonu i¢in 0,025 M sodyumbifosfat (NaHPO4) (Fisher Scientific Company),
sodyum fosfat (NaH2POa) (Fisher Scientific Company) kullanilarak fosfat tampon ¢ozeltisi
(pH 7,0) hazirlanmistir. pH 5,5 tampon ¢ozeltisi hazirlamak igin ise sodyum asetat
(NaOAc) (Fisher Scientific Company) kullanilmistir. Lakkaz ¢6zeltisi 0,3 mg lakkazin 15

puL 50 mM pH 7,0 fosfat tampon ¢ozeltisinde ¢oziinmesiyle hazirlanmistir.
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3.2.2. Kullanilan cihazlar

Amperometrik 6l¢iimler i¢in, Palmsens potansiyostat ( EmStat 3,Hollanda) kullanilmistir.
Elektrokimyasal ¢alismalar {i¢  elektrotlu sistemde Gamry Reference 600
Potentiostat/Galvanostat ve Solartron 1285 potensiyostati kullanilarak gerceklestirilmistir.
Polimer filminin immobilizasyon oncesi ve sonrasi ylizey morfolojisi taralamali elektron

mikroskobu ( SEM ) (JEOL JSM-6400 model) teknigi ile incelenmistir. pH-metre (Jenco,

model:6173, Cin), distile su cihazlar: (Fistream, ingiltere ve Milli-Q Milipore, ABD)'dur.

3.2.3. Biyosensorlerinin hazirlanmasi

Lakkaz enzimiyle biyosensér hazirlanmasinda asagidaki prosediir izlenmistir. Oncelikle
grafit elektrot yiizeyi ii¢ farkli yapidaki zimpara kagidi ile piiriizsiizlestirilmis ve
parlatilmistir. 1x10° M monomer igeren 0,1 M LiClO4/ NaClO4/ DCM/ACN (5:95, v/v)
destek elektrolit ¢ozeltisi elektropolimerizasyon sirasinda kullanilmustir. Grafit elektrot
hazirlanan ¢6zeltide doniisiimlii voltametri teknigi ile 0,0 V ile 1,3 V arasinda 100 mV/s
tarama hizinda 40 dongii ile polimer filmi ile kaplanmistir. immobilizasyon 6ncesinde
elektrot saf su yikanmistir. Lakkaz enzimi gluteraldehit kullanilarak iletken polimer
tizerine immobilize edildi. 5 pL lakkaz ¢ozeltisi (0,3 mg lakkaz,15 uL. 50 mM pH 7,0 PBS
tampon ¢ozeltisi) polimer kapli grafit elektrot yiizeyine eklenmis ve 2 dakika sonra 5 pL
%]1°lik glutearaldehit ¢ozeltisi elektrot yiizeyine ilave edilmistir. Daha sonra elektrot, oda
sicakliginda 2 saat kurumaya birakilmigtir (Sekil 3.10). Kullanilmadan 6nce baglanmayan
enzim molekiillerini yiizeyden uzaklagtirmak i¢in elektrot saf su ile yikanmigtir. Substrat

cozeltisi 6l¢lim yapilacagi giin taze olarak hazirlanmistir.
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Ag Elektrot

DTFBT nin
Elektropolimerizasyonu

Lakkaz immobilizasyonu

G A —

GCiplak grafit elektrot Grafit / poli (DTFBT) Grafit / poli (DTFBT)/lakkaz

2dk
sonra
GA

AP

Grafit / poli (DTFBT) / lakkaz / glutearaldehit

Sekil 3.10. Lakkaz biyosensoriin hazirlanmast
3.2.4. Amperometrik ol¢iimler

Amperometrik Ol¢iimler i¢in, 10 ml sodyum asetat(NaOAc) (50 mM pH 5,5) tampon
cozeltisi reaksiyon hiicresine alinarak tiim elektrotlar (¢aligma/referans/karsit elektrotlar)
yerlestirilmistir ve manyetik karigtirici ile karigtirilarak oda sicakliginda 2 dk boyunca
bekletildi. -0,3 V sabit potansiyelde izlenen ¢alismada substrat ilavesi Oncesinde sistemin
dengeye gelmesiyle belirlenen akim degeri kaydedilmis ve ardindan substrat olarak katekol
ilavesi yapilmistir. Olusan enzimatik reaksiyon tamamlandiktan sonra ve yeni bir denge
durumuna ulagilmistir (Sekil 3.11). Her iki denge durumunda okunan akim degerinin farki
alinmistir. S6z konusu farklanma, substrat konsantrasyonu ile orantilidir. Her 6l¢iimden
sonra, reaksiyon hiicresindeki tampon ¢ozelti yenilenmis ve elektrotlar saf su ile
yikanmistir. Her amperometrik 6l¢lim en az ii¢ kez tekrarlanmis ve 6lglimlerin sonuglari bu

Ol¢timlerin ortalamasi alinarak kaydedilmistir.
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Sekil 3.11. Lakkaz biyosensorleri ile 6l¢iim ilkesi
3.2.5. Lakkaz biyosensoriiniin optimizasyonu

Kararli, hassas, tekrar iiretilebilir ve uzun Omiirlii bir biyosensoriin gelistirilmesi igin
optimizasyon ¢alismalar1 ¢ok onemlidir. Biyosensoriin optimum kosullarinin belirlenmesi
amaciyla, pH, enzim miktari, dongii sayis1 gibi gesitli parametreler incelenmistir. Optimize
edilecek parametre miktar1 degistirilmis ve diger parametreler sabit tutulmustur. Bu
yontem uygulanarak farkli elektrotlar hazirlanmis ve sinyal degerleri Ol¢tilmistiir.
Biyosensoriin en kararli ve en yliksek tepkisi optimum deger olarak secilmistir. Tiim

parametreler optimize edildikten sonra, biyosensdriin en iyi kombinasyonu elde edilmistir.

3.2.6. Elektroaktif yiizey alamimin karakterizasyonu

Etkin elektroaktif ylizey alanini karakterize etmek icin, dongiisel voltammetri (CV) teknigi
kullanilmistir. Bu yontemde, gerceklestirilen deneyler, 100 mV tarama hizi ile -0,4 ile 0,8
V arasindaki potansiyelde 5,0 mM Fe (CN)63'/4' - 0,1 M KCI ve 50,0 mM pH 5,5 NaOAc
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tampon c¢ozeltisi iceren bir c¢ozeltide gergeklestirilmistir. Randles-Sevcik denklemi

kullanilarak, her yiizey modifikasyonunun elektroaktif yiizey alanlar1 hesaplanmistir.

3.2.7. Biyosensoriin analitik ve kinetik karakterizasyonu

Tim optimizasyon c¢alismalarindan sonra biyosensoriin  analitik — parametreleri
hesaplanmistir. Substrat katekol i¢in bir kalibrasyon egrisi ¢izilmis ve S/ N (sinyal-giiriiltii
orani) kriteri kullanilarak esit olarak egrinin lineer araliinin sifira sabitlenmesiyle tespit
limiti (LOD) ve hassasiyet degerleri belirlendi. Kinetik karakterizasyonlar i¢in Michaelis-
Menten enzim kinetigi modeli kullanilmistir. Bu model, enzimatik reaksiyon hizi ile

substrat konsantrasyonu arasindaki iligkiyi tanimlayan bir denklem sunar.

Bu denklem soyledir: v = Vmax [s] / Km + [S]

Vmax, maksimum reaksiyon hizidir ve Kwm, substratina enzim afinitesidir ve bunlar
biyokimyasal reaksiyon kinetigini karakterize etmek i¢in kullanilan parametrelerdir. Imax
ve Kmapp degerlerini elde etmek icin, Michaelis-Menten grafiginin dogrusal formu olan

Lineweaver-Burk grafigi (1 /1- 1/ [S]) kullanilmistr.

3.2.8. Girisimlerin arastirilmasi

Baz1 degiskenler, katekol tespit testlerinin dogrulugunu etkileyebilir. Bu nedenle, 6nerilen
biyosensoriin sadece katekole olan segiciligi, 0,5 mM konsantrasyonlarina sahip iire, glikoz
ve etil alkol c¢ozeltileri ile amperometrik olgimler yapilarak dogrulanmistir. Hafif
karistirma altinda -0,3 V sabit potansiyelde reaksiyon ortamina iire, glikoz ve etil alkol
cozeltileri eklenerek dlglimler yapilmis ve biyosensoriin tepkisi kaydedilmistir. Elde edilen

sonuclar ayn1 Biyosensoriin katekole verdigi sinyal ile karsilagtirilmigtir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Polimerinin Karakterizasyonu
4.1.1. Monomerinin doniisiimlii voltamogram

Monomerinin déniisiimlii voltamogrami 0,1 M LiClO4/NaClO4 destek elektrolit ve 1x107
M monomer igeren ¢ozeltide 100 mV/sn tarama hiziyla 0,0 V ile 1,3 V potansiyel
araliginda alinmistir. Coziicii olarak DCM/ACN (5:95, v/v) kullanilmistir. Elde edilen
dontigimlii voltamogram Sekil 4.1°de gosterilmistir. Elektrokimyasal polimerizasyon
sirasinda calisma elektrodu olarak ITO, karsit elektrodu olarak Pt tel ve referans elektrot
olarak Ag tel kullanilmistir. ITO elektrot yiizeyinde polimer filminin sentezi sirasinda, ilk

dongii sonrasi elde edilen doniisiimlii voltamogram monomere ait olan voltamogramdir.

Elde edilen doniistimlii voltamogramdan, monomerin yiikseltgenme potansiyeli +1,1 V
olarak tespit edilmistir. Uygulanan potansiyel araliginda, her dongiide akim yogunlugunda
gozlenen artis, monomerin elektroaktif oldugunu ve elektrot yiizeyinde iletken polimer
filminin olustugunu gostermektedir. Elde edilen polimerin yiikseltgenme potansiyeli 1,04
V ve indirgenme potansiyeli 0,98 V olarak belirlenmistir (Sekil 4.1). Alinan doniisiimli
voltamogramlar sirasinda sentezlenen polimer filminin elektrokromik 6zellige sahip
oldugu goézlenmistir. Polimer filmi indirgenmis halde mor, yiikseltgenmis halde mavi

renktedir.
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Sekil 4.1. Monomerin 0,1 M LiClO4/NaClO4 igeren DCM/ACN (5:95) ¢6zeltisiden elde
edilen doniistimlii voltamogrami

4.1.2. Polimer filminin akim yogunluguna tarama hizimin etkisi

Monomer elektrokimyasal olarak polimerlestirilmis ve elde edilen polimer filminin anodik
ve Katodik pik akimlart monomerin olmadig elektrolit ¢ozeltisinde farkli tarama hizlarinda
dontlistimli voltamogram alinarak incelenmistir (Sekil 4.2). Modifiye edilmis Randless —
Sevcik esitligine gore, akim degerlerinin tarama hizlariyla dogru orantili olmasi elektrot
yizeyinde elektroaktif ve tersinir oOzellik gosteren polimer filminin oldugunu ve
gostermektedir. Sekil 4.2 ve Sekil 4.3 de anodik ve katodik pik akimlari tarama hizinin bir
fonksiyonu olarak dogrusallik gostermektedir. Bu sonug elektrokimyasal siirecin

diflizyonun kontrollii olmadigini ve tersinir bir reaksiyon oldugu kanitlamaktadir.
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Sekil 4.2. Elektrokimyasal olarak sentezlenen polimer filminin 50, 100, 150, 200, 250,
300 mV/s tarama hizlarinda alinan doniisiimlii voltamogramlari
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Sekil 4.3. Polimer filminin tarama hizi-akim dogrusu
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4.1.3. Polimer filminin spektroelektrokimyasal analizi

Iletken polimerlerin potansiyel degisimi ile optik ozelliklerini incelemenin en iyi yolu
spektroelektrokimyadir. Ayrica bant araligi (Eg) polimerin elektronik yapisi hakkinda bilgi
verir. Bu ¢alismada 1x10° M monomer 0,1 M LiCIO4/NaClOs / DCM/ACN (5:95, v/v)
destek elektrolit c¢ozeltisinden dontigiimlii  voltametri yontemi ile polimer filmi
sentezlenmistir. Bu polimer filmi daha sonra monomer igermeyen destek elektrolit
¢ozeltisine alinmig, 0,0 V ile 1,3 V araliginda potansiyeller uygulanarak es zamanli UV-
Vis-NIR spektrumlari elde edilmistir. 7-n* gegislerine ait maksimum dalga boylar1 (Amax)
Olgtilmiistiir. Elde edilen spektrumdan, polimer filminin indirgenmis haline ait 7-n* gegisi
550 nm olarak belirlenmistir. 850 nm’ de polaron ve 1040 nm’de bipolaron bantlarina ait
pikler gézlenmistir. Polimer filminin 7-* gegisine ait olan 550 nm’deki pikten filmin bant

araligi enerjisi 1,3 eV olarak hesaplanmustir.

1,0 -

Absorbans (a.u.)

0,2

0,0

| L S AL S AL S A S A B A
400 500 600 700 800 900 1000 1100
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Sekil 4.4. Polimer filminin 0,1 M LiCIO4/NaClOs destek elektrolit igeren ACN
¢ozeltisinde 0,0 V ve 1,3 V arasinda sabit potansiyeller uygulanarak elde edilen
UV-Vis-NIR spektrumu
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4.1.4. Polimer filminin kinetik analizi

Kinetik ¢alismalar elektrokromik polimerin hem goriiniir, hem de NIR bolgesindeki optik
kontrast (%T) ve donilisiim zamanini incelemek i¢in gerceklestirilir. Renk doniisiim zamani
ve optik kontrast elektrokromik polimerler i¢in 6nemli 6zelliklerdir. Bu amagla ITO kapli
cam elektrot iizerine kaplanmis polimer filminin spektroelektrokimyasal ¢alismalardan
belirlenen maksimum dalga boylarinda uygulanan potansiyellerde %T degerleri elde edilir.
Polimerin bu 6zelliklerin belirlenebilmesi i¢in kare dalga yontemi uygulanarak, UV-Vis-
NIR spektrofotometresi ve potansiyostat cihazi birlikte kullanilmigtir. Polimere maksimum
dalga boylarinda indirgenme ve yiikseltgenme potansiyelleri 5 saniye araliklarla
uygulanarak elde edilen %T degerleri Sekil 4.5°de verilmistir. Polimer filmi 550 nm’de %
18 ve 1040 nm’de % 25 optik kontrast gostermistir. Polimerin doniisiim zamani bu dalga

boylarinda sirasiyla 1,5 sn ve 1,0 sn olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.2).
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Sekil 4.5. Polimer filminin 0,1 M LiCIO4/NaClOs destek elektrolit igeren ACN
cozeltisinde, 550 ve 1040 nm’de elde edilen % gecirkenlik—zaman grafigi
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4.1.5. Polimer filminin kolorimetrik analizi

Conica Minolta CS-100 kolorometresi kullanilarak polimer filminin renk karakterizasyonu
yapilmis ve L, a, b degerleri belirlenmistir. Cizelge 4.1°de polimerin renk degistirdigi
potansiyeller ve bu potansiyellerde tespit edilen L, a, b degerleri verilmistir. Polimer

filminin 0,2 V’da mor; 1,3 V’da mavi renge sahip oldugu gézlenmistir.

Cizelge 4.1. Polimer filminin kolorimetrik analiz sonuglar1

0,0V

>13V

L:40,67
a:6,46

b:-12,74

L:44,02
a:9,18
b:-5,83

L:52,39
a:6,93
b:-1,62

L:66,47
a:-9,62
b:-1,03

Cizelge 4.2. Polimer filminin spektroelektrokimya ve kinetik sonuglari

E)ikult;enme 1,04V

Esndirgenme 0,98V

HOMO (eV) -5,50

LUMO (eV) -4,20

Eg,,(eV) 1,3

Amax (nm) 550 nm / 1040 hm
Optik Kontrast (% T) %18 / %25

Tepki Zamam 1,5s/1,0s
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4.2. Biyosensor Parametrelerinin Optimizasyonu
4.2.1. iletken polimer kalinhginin optimizasyonu

Elektrokimyasal olarak iiretilen polimerler, enzim molekiillerinin ii¢ boyutlu yapisini
korumak ve enzim immobilizasyonu igin iyi bir ortam saglamak i¢in kullanilir. Polimer
filminin optimum kalinlig1 biyosensor iiretimi i¢in daha iyi bir morfoloji ve film kalitesi
saglar. Polimer film kalinlig1, enzimin elektrot ylizeyindeki oryantasyonunu ve baglanma
etkinligini etkiler ayrica enzim ve elektrot arasindaki elektron transferini de etkiler.
Elektropolimerizasyon sirasindaki dongii sayisi degistirilerek optimum polimer film
kalinlig1 belirlenmistir. Bu nedenle, doniisiimlii voltametri teknigi ile farkli dongi
sayisindaki filmler ( 5, 20, 40, 50, 60 ) grafit elektrot ylizeyine kaplanmistir. Farkli film
kalinliklarina sahip bu elektrotlar ile amperometrik 6l¢iimler alinmistir. 40 dongii sayisi ile
kaplanan elektrot ile en dengeli ve en yiiksek biyosensor tepkisi elde edilmistir ve sonraki
deneyler igin kullanilmistir (Sekil 4.6). Elektrot yiizeyi ince ya da kalin polimer filmi ile
kaplandiginda okunan akim degeri farkinin diisik oldugu goézlenmistir. Elektrot
yiizeyindeki polimer filmin ¢ok kalin veya ince olmasi durumunda enzim immobilizasyonu

tam anlamiyla ger¢eklesmediginden, biyosensor sinyalleri diisiik ¢ikmaktadir.
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Sekil 4.6. Dongii sayisinin biyosensor cevabi tizerine etkisi (asetat tamponunda 50 mM,
pH 5,5; 25-C, -0,3 V, katekol: 0,05 M) Hata c¢ubuklar ii¢ 6l¢limiin standart
sapmasini gosterir.
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4.2.2. Enzim miktariin optimizasyonu

Lakkaz miktarmin amperometrik cevap tiizerindeki etkisi aragtirllmistir. Farkli enzim
miktarlari ile hazirlanan elektrotlar optimize edilmistir: 0,1mg (2,18 U), 0,3 mg (6,54 U),
0,4 mg (8,72 U), 0,5 mg (10,9 U) ve 0,6 mg (13,08 U) lakkaz. Amperometrik dlgiimlerden
sonra elde edilen biyosensor cevaplari karsilastinlmis ve 0,3 mg lakkaz igeren

biyosensoriin en dengeli ve en yiiksek yaniti verdigi tespit edilmistir (Sekil 4.7).

Akim(pA)

’\_ P

0 T T T T T T T L I b !
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Enzim miktar: (mg)

Sekil 4.7. Enzim miktarinin biyosensor cevabi iizerine etkisi ( asetat tamponunda 50 mM,
pH 5,5/ 25.C / -0,3 V, katekol: 0,05 M) Hata ¢ubuklar1 ii¢ 6lglimiin standart
sapmasini gosterir.

4.2.3. pH optimizasyonu

Enzimlerin biyoaktivitelerinin, ¢ozeltinin pH degerinden etkilendigi ve pH degerinin
enzimlerin dogal yapilarini bozabildikleri bilinmektedir. Literatiir incelendiginde optimum
bir pH ortaminda deneylerin gerceklestirilmesin 6nem tasidigr goriilmektedir. Uygun
olmayan pH degerlerinde yapilan biyosensor enzim molekiillerinin denatiirasyonuna neden
olabilir. Bu nedenle, pH 5,0-6,5 araliginda 50 mM tampon ¢dzeltileri, (pH 4,0-5,5'te
sodyum asetat tamponu, pH 6,0-7,5'te sodyum fosfat tamponu, 25°C) hazirlanmistir. Bu
tampon ¢ozeltilerle amperometrik 6l¢iimler diger parametreler degistirilmeden pH 5,0 ; 5,5

; 6,0 ; 6,5 yapilmistir. Lakkaz ile immobilize edilmis grafit modifiye elektrot i¢cin en uygun



59

ortam pH degerinin belirlenmesi i¢in 0,05 mM Katekol kullanildi. Olgiimlerden sonra,

biyosensoriin en dengeli ve en yiiksek tepkisi pH 5,5 ile elde edilmistir (Sekil 4.8).

4,5
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Sekil 4.8. pH’1n biyosensor cevabi tizerindeki etkisi (sodyum asetat tamponunda, 50 mM,
pH 5,0 ve 5,5; sodyum fosfat tamponunda, 50 mM, pH 6,0 ve 6,5; 25°C, -0,3 V,
katekol: 0,05 M ). Hata gubuklari ii¢ 6l¢iimiin standart sapmasini gosterir.

Literatiir kaynaklarinda lakkaz enzimin optimum pH c¢alisma arahigi 4,0 -7,5 arasinda
oldugu belirtilmistir. Sodyum asetat ve sodyum fosfat ile pH'lari 4,5 ve 55 arasinda

farklanan tampon ¢ozeltilerle daha ¢ok ¢alisma yapildig: belirlenmistir.
4.3. Biyosensor Tasariminin Yiizey Karakterizasyonu
4.3.1. Farkh elektrotlarin elektrokimyasal karakterizasyonu

Ciplak grafit elektrot (a) - polimer/lakkaz enzim modifiye grafit elektrodun (b) - polimer
modifiye elektrot () 0,1 M KCI iceren 5,0 mM Fe(CN)e>™* icerisinde doniisiimlii
voltagramlar1 alinmistir. Doniisiimlii voltagramlarin tepe akimlari (Sekil 4.9) sirasiyla 140
HA, 239 pA, 205 pA olarak tespit edilmistir. Ciplak grafit elektrot polimer ile
kaplandiginda akimdaki artisin nedeni elektroaktif yiizey alaninin artmasidir. Polimer

modifiye grafit elektrodun enzim immobilizasyonundan sonra akimindaki diisme enzimin
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elektrot ylizeyine etkili tutundugunu gosterir. Yiizeye tutunan enzim yalitkan ozellik

gosterdigi i¢cin akimda azalma gdzlenmistir.
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Sekil 4.9. 0,1 M KCI igeren 5,0 mM Fe (CN)¢*"* iginde a) (giplak grafit elektrot), b)
(polimer/lakkaz enzim modifiye grafit elektrot) c) (polimer modifiye grafit
elektrot), elektrotlarinin doniisiimlii voltagramlari

4.3.2. Taramal elektron mikroskobu (SEM)

Lakkaz immobilizasyonundan dnce ve sonra polimer filmin ylizey morfolojisi SEM teknigi
ile gortintiilenmistir. Sekil 4.10 da grafit elektrot tizerine 40 dongii ile polimerizasyondan
sonra goriintiilenme yapilmistir. Polimerin morfolojisi karnabahar goriintiisiine sahiptir.
(Sekil 4.10 sol) Sekil 4.10 sagda polimer filminin biyomolekiil immobilizasyonundan
sonra yiizey morfolojisinin tamamen degistigi gozlenmistir. Bu degisim enzim
molekiiliiniin polimer yiizeyi ile iyi bir sekilde etkilesiminden kaynaklanabilmektedir.
Polimer ve enzim molekiiliinlin uygun bilesimi ve iyi etkilesimi sonucu enzim molekiilleri
elektrot yiizeyini diizgiin bir sekilde kaplamaktadir. Morfolojideki bu degisim basarili
biyomolekiill immobilizasyonun oldugunu gostermektedir. Elektrot yilizeyini homojen
olarak kaplayan iletken polimerlerin, enzim immobilizasyonu i¢in ideal malzemeler

olduklar1 SEM goriintiilerinden de anlagilmaktadir.
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Sekil 4.10. iletken polimer filmin (sol) ve iletken polimer film yiizeyine biyomolekiil
immobilizasyonundan sonra (sag) alinan SEM goriintiileri

4.4. Girisimlerin Arastirilmasi

Optimizasyonu yapilan biyosensoriin giivenilir, gecerli ve secici oldugunu gostermek
amaci ile farkli biyolojik molekiillerle biyosensor cevabi test edilmistir. Konsantrasyonlari
0,05 M olan glikoz, iire ve ethanol ¢ozeltileri hazirlanmistir. Etkilesimleri gérmek igin,
amperometrik olglimler sirasinda katekol yerine bu maddeler enjekte edilmistir.
Biyosensoriin cevabi kaydedilmis ve Sekil 4.11'de gosterildigi gibi, biyosensoriin, bu
maddelerden higbirisine yanit vermedigi gozlenmistir. Bununla birlikte, katekol
eklenmesiyle net bir sinyal gozlemlenmistir. Bu durum, biyosensoriin boyle etkilesim
verme ihtimali olan maddelerin varliginda bile secici davranip sadece katekole tepki

verdigini géstermektedir.
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Sekil 4.11. Biyosensoriin katekol ve olasi girisim tiirlerine tepkisi (pH 5,5; 50 mM sodyum
asetat tamponu, 25 °C, -0,3 V)

4.5. Biyosensoriin Analitik ve Kinetik Karakterizasyonu

Lakkaz biyosensoriiniin analitik karakterizasyonu katekol igin bir kalibrasyon egrisinin
hazirlanmas1 ile yapilmigtir. Belirlenen ¢alisma kosullarinda, farkli  substrat
konsantrasyonlarinda elde edilen biyosensor cevaplari kaydedilmis ve bir dogrusal dizi ile
kalibrasyon egrisi elde edilmistir (Sekil 4.12). Substrat konsantrasyonu ve akim degisimi
arasindaki iliski ile edilen kalibrasyon egrisi kullanilarak 0,025-0,4 mM konsantrasyon
araliginda mitkemmel bir dogrusallik elde edilmistir. Genis bir dogrusallik araligi her

biyosensor i¢in aranan bir ozelliktir.
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Sekil 4.12. Katekol i¢in kalibrasyon egrisi (pH 5,5; 50 mM sodyum asetat tamponu 25 °C,
-0,3V)
Olgiim almabilen en kiigiik derisim smir1 (tayin smirinin) (LOD), sinyal /giiriiltii oran1 3
olarak diisiintildiigiinde, LOD degeri 0,014 mM olarak hesaplanmistir. Michaelis-Menten
sabiti (Kwm) reaksiyon kinetiginin anlagilmasi i¢in kullanilir ve enzimin substrata olan
ilgisinin bir dl¢iisiidiir. Immobilizasyondan sonra enzim aktivitesini ya da biyokararliligimni
anlamak i¢in kullanilabilir. Tasarlanan biyosensoriin kinetik parametreleri, Km® ve Imax
degerleri Lineweaver-Burk grafigi kullanilarak sirasiyla 0,11 mM ve 3,42 pA olarak
hesaplandi. Duyarlilik degeri 166,74 pA/mM.cm? olarak hesaplanmistir. Modifiye edilmis
polimer matrisinin yardimiyla mmobilize enzim molekiilleri, katekole kars1 yiiksek afinite

sergilemektedir.

Cizelge 4.3. Elde edilen biyosensdr cevaplari

Km?P (mM) Imax(uA) | LOD (mM) @ Duyarhhk (nA/mM) Standart sapma

0,11 3,42 0,014 166,74 1,717
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Cizelge 4.4. Literatiir karsilastirmast

Biyosensor | Duyarhhk
| (mAmM'em-?)

Ppy/Lac/AuNPs/SPCE ' 1-250 | 0,83 - 10,008 | [36]
GCE/Lac/PANI 32-196 2,07 70 0,989 | [37]
Cu-OMC/chitosan (CS) 0,67-1575 | 0,67 - RN T
SPEs/Lac - 10 3.02-0.216 0,984 | [39]
NTC/Lac/GA 0,5-130 0.3 2,81 [60]
TVL bazh sensér 02-1 1743 0.991 | [63]
Graphite electrode/ LACC 1-10 0.6 B 0,999 | [64]
Lac/Fe;0NPs/cMWCNT/PANIAu | 0,1-500 0,03 - 0,995 | [61]
Lac/MnO:NP/cMWCNT/PANVAu | 10-500 0,04 - 0,995 | [62]
LACC/AuNPs/GNPIs/SPCE 2-120 0.6 - 0.998 | [63]
P(DTFET) / GCE / Lac 25-400 14 166,742 0992 | Bucaligma
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5. SONUC VE ONERILER

Konjuge n sistemlere sahip iletken polimerler genis uygulama alanlarindan dolay: biiyiik
ilgi gébrmektedir. Son yillarda yeni 6zelliklere ve islenebilirlige sahip ¢ok cesitli konjuge
polimerler sentezlenmistir. Sentezlenen konjuge polimerler sahip olduklar1 6zelliklerden
dolayr OLED, fotovoltaik hiicreler, biyosensorler, metal sensorleri ve elektrokromik

cihazlar gibi bir¢ok endiistriyel uygulama alaninda kullanilmaktadir.

Yiiksek optik kontrast, kararlilik, islenebilirlik ve hizli doniisiim zamani Elektrokromik
polimerlerin en onemli 6zellikleridir. Bu calismada flor igeren monomerin (5-floro-4,7-
bis(4-hekziltiyofen-2 il)benzo[c][1,2,5] tiyadiazol )elektrokimyasal polimerizasyonu ile
elde edilen polimerin elektrokimyasal ve spektroelektrokimyasal ¢aligmalar1 yapilmustir.
Monomerin elektrokimyasal yiikseltgenmesi ile elde edilen polimerin diisiik bant araligina

ve diisiik tepki zamanina sahip oldugu ve multikromik 6zellik gosterdigi belirlenmistir.

Polimer diisiik tepki zamanlarina ve ozellikle NIR bolgesinde yiiksek optik kontrasta
sahiptir. Bu oOzellikler sayesinde sentezlenen polimerler elektrokromik cihazlarda

uygulama alani1 bulabilecektir.

Son yillarda hizla artan endiistriyel faaliyetler, tarimda kullanilan suni giibre ve ilaclar ile
kentsel atiklar nedeniyle agir metallerin asir1 birikimi ¢evre ve insan sagligini tehdit
etmekdedir. Bu kirliligin nedenlerinden biri de fenolik bilesiklerdir. Meyve sularinda
biralarda ve saraplarda kararmaya uslanmayan ve bulanikla yol acan fenolik bilesiklerdir.
Bilesiklerin tayininde kullanilan spektrofotometri ve kromotografi gibi geleneksel algilama
yontemleri zaman alic1 ve pahalidir. Fenolik bilesiklerin tespitinde alternatif yollarin en
onemlisini de enzim biyosensorlerdir. Dondr ve akseptor fonksiyonel gruplart ayni
molekiil i¢inde bulunduran (5-floro-4,7-bis(4-hekziltiyofen-2 il)benzo[c][1,2,5] tiyadiazol
monomerinin polimerleri lakkaz tutuklamalari i¢in kullanilmistir. Immobilizasyon sartlari
bir seri sistematik deney sonucu optimize edilmistir. Biyosensor yiizey morfolojisi, 6l¢iim

arali8i, tespit sinir1, kararlilik ve afinite agilarindan karakterize edilmistir.

Biyosensoriin  Km®Pdegeri, 0,11 mM olarak bulunmustur. Literatiirdeki diger lakkaz
biyosensorlerine ait Km®*P degerleri ile kiyaslandiginda tez caligmasi kapsaminda
tasarlanan biyosensore ait degerin diisiik oldugu goriildii (Cizelge 4.4). Km®P degerinin

kiiciik olmasi enzimin immobilize edildigi yiizeyin substrata karsi ilgisinin fazla oldugunu



66

gostermektedir. Biyosensoriin katekole karst duyarlilik ve afinite gosterdigi belirlenmistir.
Calisilan biyosensoriin, duyarlilik ve LOD degerine bakildiginda performansinin yeterlilik

gbstermesi biyosensor matrisine ve biyosensoriin hazirlanma teknigine baglanabilir.

Literatiir ile karsilagtirildiginda hazirlanan biyosensoriin ¢aligma araligi sensoriin fenolik
bilesiklere kars1 hassas oldugu gostermektedir. Bu calismada toksik fenolik bilesiklerin
tespit edilmesinde geleneksel yollara alternatif, lakkaz enzimini kullanarak ucuz, taginabilir

ve kullanimi kolay bir biyosensor insa edilmistir.
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