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OZET

ALTIN NANOPARTIKULLERE DAYALI ENZIM ICERMEYEN

GLIKOZ SENSOR GELISTIRILMESI

CELIK, Filiz
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusu
Kimya Anabilim Dali, Yuksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Hakan CIFTCI

Kasim 2015, 65 Sayfa

Bu calismada enzim igcermeyen yeni bir glikoz sensor geligtirilmigtir.
Tez calismalari kapsaminda altin nanopartikiller indirgeyici 6zellikte olan
kitosan polimeri yardimiyla sentezlenmis ve sentezlenen nanopartikillerin
karakterizasyon c¢alismalari  yapilmistir.  Karakterize  edilen  altin
nanopartikuller kullanilarak potansiyometrik glikoz Olcumleri
gerceklestirilmistir.

Altin nanopartikuller ylGzeyleri glikoza duyarli degisik molekuler
ajanlarla (4-merkaptofenil boronik asit ve 1-dekantiol) modifiye edilmistir.
Modifiye edilmis altin nanopartiklller glikoz dlgiumunin yapilacagi elektrot
yuzeyine immobilize edilmis ve modifiye edilmis elektrot potansiyometrik
yontemle glikoz oOlgimlerinde kullaniimigtir.  Glikoz olgumleri igin en iyi

calisma kosullari belirlenmisgtir.



Hazirlanan enzimsiz sensorin glikoz 6lgimu igin dogrusal ¢alisma
araligi 5-30 mM, en dusuk tayin siniri ise 0.5 mM olarak bulunmustur.
Hazirlanan sensoériin en az 6 defa kullanilabilecegi ve 30 gin beklenildiginde
glikoz cevabinda yaklasik % 10.97 azalma oldugu belirlenmistir. Glikoz
Olgcumlerine girisim etkisi yapabilecek molekullerin etkisi arastiriimis ve kan

serumunda kullanilabilirligi test edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Glikoz sensor, altin nanopartiktl, modifiye elektrot,

potansiyometrik yontem



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF NON-ENZYMATIC GLUCOSE SENSOR

BASED ON GOLD NANOPARTICLES

CELIK, Filiz
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry, M.Sc.Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hakan CIFTCI

November 2015, 65 pages

In this study, a new non-enzymatic glucose sensor was developed
based on gold nanoparticles were synthesized by using chitosan.
Synthesized gold nanoparticles were characterized and carried out glucose
measurement by potentiometric method.

Gold nanopatrticle surface was modified by 4-mercaptophenylboronic
acid and 1-decanethiole. Modified nanoparticles were immobilized on
electrode surface. The modified electrode was used on glucose
determination by potentiometric methods and optimum conditions were
determined for glucose measurement.

The linear calibration graphs were obtained in the concentration
range of 5-30 mM glucose and the detection limit was found to be 0.5 mM.

The reusability of the sensor was found to be as 6 and the stability of the



sensor was investigated. After 30 days, 10.97% of initial glucose response of
the modified electrode was decreased. The effect of possible interfereneces
to the glucose respond of the sensor in biological and real (blood) samples

were also investigated.

Key Words: Glucose sensor, gold nanoparticle, modified electrode,

potentiometric method
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1. GIRIS

Glikoz; yuksek polar yapili, suda kolayca ¢oOzunebilen, tek zincirli
veya halkal yapida bulunabilen 6 karbonlu bir monosakkarittir [1].

Glikoz, gelismis canli organizmalarin yasami igin en Onemli
karbonhidratlardan biridir. Hucrelerin enerji kaynagdi olmasinin yani sira
proteinlerin Uretiminde ve lipit metabolizmasinda kullanilan bir sekerdir.
Saglikli bir insanin kanindaki glikoz derigimi 4.4-6.6 mM olmalidir [2].

Seker hastaligi, vicudun kendisi igin gerekli olan insulini yeteri kadar
uretememesi veya var olan insulini gerektigi gibi kullanamamasi sonucu
ortaya c¢ikan ilerleyici bir metabolizma hastaligidir. Bu hastalikta kandaki
seker miktari normalden oldukga fazladir. Yemeklerden sonra kandaki glikoz
miktari artar. Saglikli kisilerde artan glikoz ¢ok hizli bir sekilde normal
seviyelerine iner. Seker hastalarinda ise insulin yoklugu veya azligi nedeni ile
bu islev gerceklesemez. Glikoz hicre igine tasinamaz ve seker kanda
birikmeye baslar [3-7].

Glikoz, Ozellikle beyin ve kirmizi kan hacreleri icin ana enerji
kaynagidir. Onemli hiicresel fonksiyonlarin gergeklesmesi igin gerekli olan
enerjiyi saglamak icin hucreler tarafindan kullanilir. Eger kan glikoz duzeyi
¢cok dusuk olursa (hipoglisemi) hucreler fonksiyonlarini yerine getiremez ve
bu durum bas agdrisi, zihin karisikhgi, sinirlilik, havale ve daha ileri dizeylerde
koma ile sonuglanabilir. Kandaki glikoz seviyesinin ¢ok fazla artmasi
(hiperglisemi) ise gobzlerin, bdbreklerin, sinirlerin ve kan damarlarinin

tahribatina sebep olur [8-10].



Glikozun kandaki derisiminin yUksek olmasi glnimuzde sik¢a
karsilasilan bir hastalik olan diyabete yol agar [11].

Seker hastaligi (diabetes mellitus), dinyada yaklasik 200 milyon
insanin etkilendigi bir hastaliktir. Bu hastaligin komplikasyonlari, kandaki
glikozun siki bir takibi ile buylUk oranda azaltilabilmektedir. Bu nedenle,
milyonlarca diyabet hastasi, kandaki glikoz miktarini gunlik olarak
Olgmektedir. Bu durum glikozu, klinik teshiste en yaygin test edilen analit
yapmistir [12].

Deri alti dokularinda glikoz derisimini surekli bir degerlendirmeye tabi
tutabilmek ve kandaki glikoz seviyesini belirleyebilmek amaciyla duyarli,
segcici, guvenilir ve dusuk maliyetli glikoz sensoru Uretimi giderek artmaktadir
[13].

Gunumuzde kandaki glikozun kantitatif tayini halen aktif arastirma
konularindan biridir ve genis ilgi gérmektedir [14]. Glikoz miktarinin tespitinde
spektroskopik [15,16] ve elektrokimyasal [17] yOntemler kullaniimaktadir.
Elektrokimyasal yontemlerin basitligi glikozun tayini icin ¢ok avantajh
yaklagimlar saglamaktadir.

Glikoz tayini, HPLC ve gaz-sivi kromatografisi gibi cihazlarla
yapilmasina ragmen glikoz sensorleri daha ucuz, hizli ve kolay tayin imkani
sunar. Ozellikle diyabetli hastalarin kan sekeri seviyesinin hizli ve guvenilir
bir sekilde dl¢ulmesi icin glikoz sensorlerinden faydalanilir [18].

GUnumuze kadar glikozun tayini igin bircok yontem gelistiriimigstir.
Bunlardan ilki Clark ve Lyons tarafindan gelistiriien amperometrik glikoz
biyosensorudur ve literatirde tanimlanan ilk enzim elektrot olma o6zelligini

tasir. Bu sensor, glikozun oksijen (O;) varhiginda glikoz oksidaz (GOy)



tarafindan glikonik asite yukseltgenmesi ile elektrokimyasal hicre iginde

derisimi azalan O’nin tayini esasina dayanir [19].

1.1. Sensorler

Teknolojinin gelismesi sonucu artan ihtiyaglarin karsilanabilmesi igin
sensor bilimine olan ilgi surekli artmaktadir. Sensorlerin gelistiriimesi ve
uretimi konusunda aragtirma ve c¢aligmalarin yapilip yeni teknolojilerle
birlegtirilerek istenilen 6zelliklerde yeni sensorlerin Uretimi hem ihtiyaclarin
karsilanmasi hem de Ulkenin diga bagimlihiginin azaltilmasi1 konusunda g¢ok
onemlidir.

Sensorler, fizik, kimya, biyoloji, muhendislik, tip gibi bilim dallar
araciglyla, maddelerin segicilik 6zellikleri ve elektronik tekniklerin
birlestiriimesiyle geligtirilen aygitlardir. Sensoérler batin bir yapi igerisinden
belirli bir bilesen, bilesenlerin tespiti ve miktarlarinin belirlenebilmesi igin
kullanilirlar. Sensorler, algilayici madde (analit) ve geviriciden (transducer)
olusan bir sistemdir. Olgimii yapilacak nicelikler secimli bir sekilde analit
(algilayici madde) ile fiziksel veya kimyasal olarak etkilesime girerler.
Genellikle ince bir film tabakasi seklinde olan analitin fiziksel, kimyasal veya
yapisal parametrelerinde bu etkilesim sonucu bir degisim meydana gelir.
Analitte meydana gelen bu degisim cevirici araciligiyla genellikle elektriksel
sinyale donustaraldr.

ideal bir sensérde aranilan Kkarakteristik 6zellikler; sensoérin
hassasiyeti, segiciligi yani sadece algilanmak istenen maddeye duyarli olup

diger maddelerden etkilenmemesi, dinamik cevap yani algilanmak istenen



maddenin derisimindeki degisiklige hizli cevap vermesi, c¢ok dusuk
derisimdeki maddelerin algilanmasi, sensoérin uzun slre kullanilabilmesi,
tekrar kullanilabilirliginin fazla olmasi, dlisuk maliyetli ve kuiglk boyutlarda
olmasi gibi 6zellikleri sayilabilir [20].

Sensor sistemlerinde ideal Ozelliklerin  saglanabilmesi algilayici
sensor maddesine bagl oldugu igin c¢aligsmalar bu konu Uzerinde
yogunlasmistir. Gelisen yari iletken teknolojisi ile sensorlerde istenilen Ustin
Ozelliklerin saglanabilecegi dusunulmus bu nedenle son zamanlarda yari
iletken malzemelerin algilayici sensor maddesi olarak kullanimi artmis ve
sensorlerin gelisiminde olumlu katkilar saglanmistir [21]. Bir sensér grubu
olan yari iletken sensorlerin ¢alisma prensipleri algilayici yari iletken oksit
maddelerin analit ile etkilesmesiyle elektriksel 6zelliklerindeki degisim
esasina goredir. Bu algilama bicimi yari iletken maddedeki serbest
elektronlar ile analitin etkilesimi seklindedir. Bu etkilesmenin sonucunda yari
iletken maddenin direnci ve elektriksel iletkenligindeki degisim analit ile ilgili
sonuglari verir. Seciciliginin ¢ok iyi olmamasi ise dezavantajidir. Yari
iletkenlerin sensor uygulamalarindaki kullanimlari sadece yari iletken sensor
tipi ile sinirh kalmayip diger ¢cogu sensor cgesitlerinin uygulamalarinda da
¢cokga kullaniimaktadir. GUnumuzde analit olarak metal oksit yari iletken
yapilarin ilgi cekmektedir [22]. Sensorlerin sematik gosterimi sekil 1.1." de

gOsterilmigtir [23].
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Sekil 1. 1. Sensorlerin sematik gésterimi

1.2. Elektrokimyasal Sensorler

Elektrokimyasal sensoérler yaygin  olarak  potansiyometrik,

amperometrik, voltametrik ve alan etkili sensorlerdir.

1.2.1. Potansiyometrik Sensorler

Bir karsilastirma elektrodu ve uygun bir c¢alisma elektrodu ile
olusturulan bir elektrokimyasal hiucrede Olculen gerilim degerleri yardimi ile
hicre ¢Ozeltisindeki turlerin nicel analizine potansiyometri denir. Calisma
elektrodu, ¢ozeltideki tlrlerden bazilarina segimlilik gosteren ve i¢ kisimda bir
bagka karsilastirma elektrodu ile nicel analizi yapilacak tartn belli derisimdeki
¢ozeltisi bulunan ve bir membran ile analizi yapilacak ¢ozeltiden ayrilmig bir
elektrottur.

Analizi yapilacak ¢ozeltiye daldirilan bu elektrot ile ayni ¢ozeltiyle
temasta olan bir karsilastirma elektrodu arasinda olusan gerilim degeri ile

analizi yapilan tiriin derigimi arasinda logaritmik iliski vardir. icte ve dista



bulunan ¢ozeltilerde analizi yapilacak turtn derisimi agisindan bir fark varsa
membranin i¢ ylzeyi ve dis ylzeyi arasinda bir gerilim farki olusur. Bu gerilim
farkinin degeri analizi yapilan tire ve derisimine bagli oldugu gibi,
membranin cinsine ve c¢ozeltideki diger bilesenlerin cins ve miktarlarina
baghdir.

Potansiyometrik sensorlerde kullanilan temel sensorler pH ya da tek
degerlikli iyonlara duyarli cam elektrotlar, anyon ya da katyonlara duyarli iyon
secimli elektrotlar ve karbondioksit ya da amonyaga duyarli gaz elektrotlardir.
Potansiyometrik sensorlerin duyarli, dayanikli, karali olmasi ve hizli cevap

uretmesi istenir [24].

1.2.2. Amperometrik Sensorler

Amperometrik sensorler genel anlamda akim siddetinin AlgUmunu
temel almaktadir. Akim siddeti, ¢alisma elektrotunda yukseltgenen veya
indirgenen elektroaktif tlrlerin derisiminin bir fonksiyonudur. Referans elektrot
olarak gorev yapan ikinci bir elektrot vasitasiyla akim siddetinden analiz
edilecek turlerin derigimlerinin belirlenmesinde yararlanilir. Bu sistem ile
dolayli 6lgim alinmasi bir dezavantaj olsa da ylksek hassasiyet gdstermeleri

buyuk bir avantajdir.



1.2.3. Voltametrik Sensorler

Mikrobiyolojik reaksiyonlar, genellikle iletkenlik ve kapasitansta
artma, empedansta azalmaya sebep olmaktadir. Buna dayanarak rezistans,
kapasitans, iletkenlik ya da empedanstaki degisimin Olgciminu esas alan

sensorler bu grupta yer almaktadir.

1.2.4. Alan Etkili Sensorler

Alan etkili transistorler (FET) gerilim kontrolli yari iletken devre
elemanidir. FET ile elektriksel iletim; ylzey voltaji, yuku ve performansindan
etkilenir. Bu ozellikleri dolayisiyla 6lgim ortamindan surekli alinan sinyalin
takibine izin veren FET, elektrokimyasal tabanli sensorlerin olusumunda
kullanilir. Metal oksit yari iletken alan etki transistorlerini (MOSFET) ya da
iyon duyar alan etki transistorlerini (ISFET) esas alan enzim sensorleri, enzim
ile alan etki transistorlerinin birlestiriimesini ifade edecek sekilde enzim alan

etki transistorleri (ENFET) olarak adlandirilirlar [25].

1.3. Sensorlerin Temel Bilesenleri

Sensorler, taniyici (algilayici) tabaka, gevirici ve elektronik bolim

olmak Uzere U¢ kisimdan olugsmaktadir.



1.3.1. Tanuyici (Algilayici) Tabaka

Tayin edilecek analit ile segici ve tersinir olarak reaksiyona giren ve
analit derigimi ile orantili sinyaller Ureten ajanlar taniyici tabakayi
olusturmaktadir. Taniyici ajan kendi spesifik oldugu ajani taniyip onunla
etkilesime girmektedir. Bu etkilesim sonucunda c¢evirici sistemin
algilayabilecegi sinyali Uretmektedir. Sensorin yapilandiriilmasinda en énemli

nokta, tanima isleminin hassasligi ve hedef kimyasala spesifik olmasidir.

1.3.2. Cevirici

Ceviriciler, analit ile ajan etkilesmesi sonucu olusan biyokimyasal
sinyali fiziksel sinyale dénustirmektedir. Bir sensérde en 6nemli bilesen
taniyici tabakadir. Diger taraftan olusan sinyal seviyesi veya sinyal gurulta
orani bir 6nem tasiyorsa, bu durumda kritik bilesen elektronik ya da fiziksel
cevirici olmaktadir [26,27]. Ajan ve geviricinin birgok kombinasyonu mimkin
olmasina karsin minimum sitre ve minimum maliyette maksimum fiziksel

sinyal olusturabilecek kombinasyonu segmek amaclanmaktadir.

1.3.3. Elektronik Bolim

Cevirici tarafindan olusturulan sinyallerin gorintilenmesi veya
depolanmasi amaciyla kullanilan bélimdur. Olusan fiziksel sinyal herhangi
bir islem yapilmaksizin uygun bir ekranda goruntulenebildigi gibi sinyaller veri

aktarim kartlari ile bilgisayar ortamina aktarilarak istenilen g¢evrimler,



hesaplamalar ve goruntulemeler vyapilabilmektedir [28]. Ceviriciler
(transduserler), reseptorlerin biyolojik reaksiyonunu Olgulebilir fiziksel bir
sinyale donuastururler [29]. Cesitli cevirici kombinasyonlari gizelge 1.1.” de

verilmistir [30].

Cizelge 1.1. Cesitli gevirici kombinasyonlari

Cevirici (transduser)

Sistem Olgiim Modu Tipik Uygulamalari

Biyolojik ortamdaki

iyon Secici Elektrot | Potansiyometrik iyonlar,
Enzim elektrot

Gazlar, enzimler,
Organeller
Hucre ya da doku
elektrotlari

Gaz Algilayici Elektrot | Potansiyometrik

Alan Etkili Transistorler | Potansiyometrik | Iyonlar, Gazlar, Analitler

Isinsal Elektronik ve

Fiber-Optik Aygitlar Optiksel pH, Enzimler

Enzim, Organel, Gazlar,

Isildirencler Kalorimetrik Antibiyotikler, Vitaminler




1.4. Sensorlerin Performansini Etkileyen Faktorler

Sensor cevabinin karakterize edilmesi herhangi bir analitik yontemde
oldugu gibi 6nemlidir. Kullanilan yontemin amacina bagli olarak gereken

performans kriterleri degerlendirilmelidir [31].

1.4.1. GCahsma Arahgi

Bir sensorin dogrusal ¢alisma araligi analit derisimine kargl cevap
degisiminin grafige geciriimesi ile elde edilir ve belirli bir analit derisimine
kadar dogrusaldir. Bu ¢alisma araligi tayin edilebilen en dusuk derigsimden
(tayin sinir1), kalibrasyon egrisinin dogrusalliktan sapma gosterdigi

(dogrusallik siniri) derisimine kadar olan araligi kapsar.

1.4.2. Duyarhk

Duyarlik sensorun kalibrasyon egrisindeki dogrusal c¢alisma
araliginda tanimlanir. Sensorin buyudkligad, élcim ortamina dogru kimyasal
tirin katle aktarim hizi gibi faktérler duyarliga etki etmektedir. Sensérlerin
kullanilan substratlar disinda potansiyel girisim yapan maddelerden

etkilenmemesi istenir.
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1.4.3. Tekrarlanabilirlik

Herhangi bir analitik yontemde oldugu gibi sensoérlerle yapilan
Olcumlerde de tekrarlanabilirlik dnemlidir. Tekrarlanabilirlik belirli bir zaman
dilimi iginde gergeklestirilen bir seri deney verisinin kendi aralarindaki uyum
derecesini gostermektedir [32]. Tekrarlanabilirlik, ayni zamanda rastgele
veya belirsiz hatalarin bir Olgusudir [33]. Sensor sistemlerinde yapilan

tayinlerde beklenen tekrarlanabilirlik %5-10’dur [34].

1.4.4. Cevap Zamani

Sensorlerin - buyuk bir hizla yayginlasmasinin  en 6nemli
nedenlerinden biri, pratik bir islemle kisa surede sonug¢ alinabilmesidir. Cevap
zamani ile kastedilen, sensorun, analizlenecek maddenin reaksiyon ortamina
giris yaptidi andan itibaren 6lgum dizeneginden sonucun okundugu ana
kadar gegcen zamandir. Sensorin cevap zamanini etkileyen baglica unsurlar,
¢Ozeltinin karistirma hizi, substrat konsantrasyonu, enzim konsantrasyonu,
optimum pH ve sicakliktir [35].

Sensorler icin cevap zamani genel olarak birka¢ saniye ile birkag
dakika arasinda degisir. 10 dakika gibi bir sure, olduk¢a uzun kabul edilebilir

[34].
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1.4.5. Secicilik

Bir analitik yontemin segiciligi, numune matriksinde bulunan diger
turlerden etkilenmeden tayin edebilme 6zelligidir. Sensorlerdeki aktif bilegen
spesifik, kararli, sadece analit derisimine duyarli olmali ve diger kimyasal
turlerden etkilenmemelidir. Aktif bilesenin spesifik olmasi girisim yapabilecek
turleri iceren karmagsik icerikli olgim ortamlarinda detayli 6n islem
yapilmaksizin analize imkan verir. Segicilik ayrica analitle ayni derisime sahip

girisim yapan turtn cevap akimlarinin orani olarak da ifade edilmektedir [36].

1.4.6. Kararhlhk

Sensor ile yapilan bir dizi 6lgim sonucunda molekulin aktivitesindeki
degisim sonucu c¢ikis sinyalindeki degisimin toplam oOlgim sayisi ile ya da
gun sayisi ile ifade edilmesiyle sensorun kararlilik dmru belirlenmektedir. Bir
sensorin gun iginde ardi sira yapilan olgimlerde baslangi¢ aktivitesini ne
kadar korudugunun o&lgusu kullanim kararlihigini, belirli gun araliklarinda
Olcumu ile de depolama kararlihd: bulunur. Elektrot kararhliginin yuksek
olmasi ideal sensorler igin gereklidir. Aktif bilesenin kararli olmasi ise ¢gok
saylda analize imkan verecegi igin sensoriun ekonomik olmasina zemin
hazirlar. Kararlilik, kullanilan biyolojik materyalin fiziksel dayanikhligina,
elektrodun geometrisine, sensor hazirlama yontemine ve donusturtcliye
baglidir. Ayrica; pH, sicaklik, tampon ¢ozelti bilesimi, O, derigimi gibi ¢alisma

ortami sartlari da kararlhhgi etkileyen faktorlerdir [32].
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1.4.7. Sensoér Omrii

Sensorlerin 6mrl, saklama ve calisma kosullari acisindan baslica iki
durumda incelenir. Dogal olarak kullanilmadan ideal kosullarda
saklandigindaki 6mra ile surekli calisma kosullarindaki émru farkh olacaktir.
Bu nedenle, hazirlanan bir sensor ile rutin uygulamalara gegmeden Once,
operasyonel ve depolama kararliliklarinin spesifik olarak belirlenmesi gerekir.
Sensor omrinlU etkileyen en 6nemli faktor, aktif bilesenin aktivitesindeki

azalmadir.

1.5. Nanomateryaller ve Sensorlerde Kullanim Olanaklar

Nanoteknoloji; guinumuzde bilim ve teknoloji alanindaki onemli bir
disiplindir [37]. Nanoteknoloji 100 nm‘den daha klguk boyutlardaki sistem ve
cihazlarin olusturulmasi, calismasi ve kullanimini amagclar [38]. Sensoérlerin
gelistiriimesinde  nanoteknolojinin  6nemi gun gectikge artmaktadir.
Sensorlerin - duyarlihklart  ve  diger  ozellikleri,  nanomateryallerin
kullaniimasiyla iyilestirilebilmektedir [39]. Gelistirilen nanomateryaller biyolojik
sistemlerdeki yapilarin boyutlarina benzer buyukliktedir. Namomateryaller;
bazi Ozelliklerinden dolayr sensor uygulamalarinda ilgi ¢ekici molekuller
olmuslardir. Ozellikler:

1) Kuiguk boyut (1-100 nm) ve buna bagh olarak yuzey/hacim
oraninin buyuk olmasi,

2) Boyut, kompozisyon ve sekille iliskilendirilen fiziksel 6zelliklerin

kimyasal olarak modifiye edilebilmesi,
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3) Hedef moleklleri baglama 6zelliklerinin farkli olmasi,

4) Yapisal saglamlik.

Nanoteknoloji, nano boyuttaki malzemelerin, aletlerin ve sistemlerin
metrenin milyarda biri buyudkligunde tarif edildigi, Uretildigi, uygulamaya
sokuldugu bir bilim dalidir [40]. Bu bilim dali sadece minyaturlesme demek
degil, ayni zamanda atom ve molekullerle oynanarak nanomalzeme ve
nanosistemlerin 6zelliklerinin kontrol edilmesidir [41]. 100 nm’nin altindaki
(6zellikle 10 nm’nin altindaki) bir sistemde, ylksek esneklik, termal ve optik
Ozelliklerinde dikkate deger degisiklikler, yiksek reaktivite ve katalitik aktivite,
daha hizli elektron/iyon transferi gibi 6zellikler gézlenir [42].

Nanomateryaller, biyomolekullerle birlikte birgok biyoanalitik
uygulamada kullaniimaktadir. Nanomateryallerin elektroanalizlerde
kullaniimalarinin  sagladigi bazi avantajlar sunlardir: Elektrot yuzeyine
immobilize edilmeleri blUyluk ylzey alani ve dizgun iletkenlik saglar,
molekuler ve biyomolekiler analitlerin duyarl elektrokimyasal tayinine imkan
tanir. Ayrica, nanopartikuller analitlerin elektrokimyasal tayininde sinyali
artiran etkili isaretleyicilerdir. Metal nanopartikullerin iletkenlik 6zellikleri,
kontrolli  elektrokimyasal fonksiyonlari ile biyomateryal yapilarinin
tasarlanmasina olanak saglar [43].

Altin nanopartikuller (AuNp) ise diger metal nanopartikuller arasinda
en sikhkla kullanilan nanopartikillerdir [44]. Altin nanopartikiller 6zellikle
nanobiyoteknoloji alaninda uzun yillardir kullaniimaktadir. DNA analizlerinde
ise son yillarda 6nem kazanmistir [45].

Son yillardaki ¢alismalarda yesil kimya konusuna artan bir ilgi oldugu

goOrulmektedir. Bunu gercgeklestirmek igin toksik olmayan cevreyle dost ve
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yenilenebilir  kimyasallar kullaniimaktadir. Atik eliminasyonu ya da
minimizasyonu yolunda c¢alismalar yapiimaktadir. Bu strateji Altin
nanopartikul sentezi amaciyla da kullanilmaya baslanmistir. Bu amag
dogrultusunda kitosan ve slkroz gibi karbohidratlar indirgeyici/stabilize edici
ajan olarak kullanilmigtir. Altin nanopartiklll sentezi igin kullanilan ajanlarin
bir diger grubu ise polimerlerdir. CuUnkli homopolimerin ya da blok
kopolimerin az bir derisimi ile sitrat gibi bilinen ajanlarla hazirlananlara gore
¢ok daha kararli nanopartikuller sentezlemek mumkundur.

Altin  nanopartiktller iyi bir biyouyumluluga sahip olmalarn ve
kendilerine 6zgu yapisal, elektronik, optik ve katalitik 6zelliklerinden dolayi
biyosensorler, kimyasal sensorler ve elektrokatalizorler icin ilgi ¢ekici
materyaller olmustur. Son yillarda biyosensor, kimyasal sensér hazirlanmasi
gibi calismalarda kullanimlari yayginlasmistir [46]. Ayrica AuNp’ler
molekullerin aktivitelerini kaybetmeden immobilizasyonlarinin kararli bir
sekilde gergeklestiriimesinde onemlidir.

Elektrokimyasal enzimatik sensoérlerde redoks enzim ile elektrot
arasindaki direkt elektron transferini saglarlar. Bir diger dnemli 6zellikleri de
biyokimyasal reaksiyonlar icin anlami bliyuk olan H,O,, O, ve nikotinamid
adenin dinukleotit (NADH) gibi molekdullerin elektrokatalizini
zenginlestirmeleridir  [47].  Biyolojik  sistemlerle  ayni  boyutlardaki

nanomateryaller Sekil 1.2.” de verilmigtir [48].
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1.6. Calismanin Amaci

Bu calismada glikoza duyarli enzim igermeyen yeni bir
potansiyometrik sensor gelistiriimigtir. Tez c¢alismalari kapsaminda altin
nanopartikiller indirgeyici 6zellikte olan bir polimer yardimiyla termal
yontemle sentezlenmistir ve bu nanopartikillerin ylzeyleri farkli molekuler
ajanlarla modifiye edilmigtir. Modifiye edilmis altin nanopartikiller kullanilarak
yeni bir modifiye edilmis camsi karbon elektrot hazirlanmistir ve bu elektrotlar
potansiyometrik yontemle glikoz belirlenmesinde kullaniimigtir. Bu amagla
Au* iyonlari kitosan ile indirgenerek altin nanopartikiiller elde edilmistir ve
nanopartikillerin yizeyleri 1-dekantiyol (DT) ve 4-merkaptofenil boronik asit
(MFB) ile modifiye edilerek camsi karbon elektrot Uzerine immobilize
edilmistir. Hazirlanan bu modifiye elektrotun glikoz tayininde kullanilabilmesi
icin en 1yi calisma kosullari arastiriimistir. Biyolojik sivilarda olabilecek
muhtemel girisimlerin etkileri incelenmis ve hazirlanan bu modifiye elektrotla
biyolojik sivida (kanda) glikoz tayini yapilmistir.

Enzimatik sensorlerin en ciddi problemi; pH sicaklik, substrat derigimi
vb. etkenler tarafindan kolayca etkilenerek enzim aktivitesinin yok olmasidir.
Ayrica yuksek maliyette olmalari da enzimler igin bir dezavantajdir.
Endustriyel ve klinik uygulamalar igin daha ideal sensorler gelistirmek igin
arastirmalarin ¢cogu enzim igermeyen sensorler Uzerine yogunlagsmistir. Bu
sensorler ¢ok kararli ve enzimatik biyoaktivite icermez. Bu nedenle bu
calismada glikoz sensorun enzimsiz hazirlanmasi ve potansiyometrik tayini

agisindan diger calismalardan farklidir.
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Literatlirde enzim icermeyen potansiyometrik glikoz sensorler ile ilgili
az sayida calisma mevcuttur. Yapilan ¢alismada altin nanopartikil destekli
yeni bir enzimsiz glikoz sensoér gelistirilmistir ve glikoza karsi olan cevabi
incelenmigtir. Ayrica calismanin literatirde az sayida olan enzimsiz glikoz

sensorler igin bir alternatif olusturacagdi disunulmektedir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve temin edildikleri firmalar
asagida verilmigtir.

e Altin (111) klortr = %99.99, Sigma Aldrich

e 1- Dekantiyol = %95, Fluka

¢ 4- Merkaptofenil boronik asit = %90, Sigma Aldrich

e Asetik asit = %100, Sigma Aldrich

e Etil Alkol = %100, Sigma Aldrich

e Askorbik asit = Sigma Aldrich

¢ Glikoz monohidrat = Sigma Aldrich

e Fruktoz, Galaktoz = Sigma Aldrich

« Borik asit, Urik asit, Dopamin = Merck

e Kitosan = Dusuk molekul agirhkh, Sigma Aldrich

e Sodyum hidroksit = Sigma Aldrich

2.2. Cihazlar

2.2.1. Elektrokimyasal Analiz Cihazi

Potansiyometrik dlgme islemlerinde Gamry Instruments Reference

Potentiostat/Galvanostat/ZRA elektrokimyasal analiz cihazi kullaniimistir.
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2.2.2. Hicre ve elektrotlar

Potansiyometrik d6lgme igslemlerinde iki elektrotlu 6lgme sistemi
kullaniimistir.

e Referans elektrot olarak CHI111 Ag/AgCI elektrot.

e Calisma elektrodu olarak altin nanopartikil ile kaplanmig CH104
camsi karbon elektrot kullaniimigtir.

Potentiostat analiz cihazinin kalibrasyonu Gamry Instruments

Universal Dummy Cell Il marka entegre ile yapildi.

2.2.3. pH metre

Cozelti pH’larinin dlglilimesinde Hanna Instruments HI 2211 pH metre

kullaniimistir.

2.2.4. Mikropipet

Cozeltilerin hazirlanmasinda 0.5 — 10 pyL, 10 — 100 pL, 100 — 1000 pL
arahginda £ 0.05 pL hassasiyeti olan Thermo Scientific marka mikropipetler

kullaniimistir.

2.2.5. Ultra Saf su

Cozeltilerin  hazirlanmasinda kullanilan ultra saf su MILLIPORE

Simplicity System marka saf su cihazindan saglanmistir.
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2.2.6. Santrifiij

Karisimlari ayirmak igcin Hettich Zentrifugen santrifij cihazi

kullaniimistir.

2.2.7. Ultrasonik banyo

Elektrot temizligi ve partikullerin homojen dagilmasini saglamak icin

kullanilan ultrasonik banyo Bandelin Sonorex markadir.

2.2.8. UV- Gorunur Bolge Spektrofotometresi

Altin nanopartikillerin karakterizayonu icin Perkin Elmer Lambda 25

marka UV-Gorinur bolge spektrofotometresi kullaniimistir.

2.2.9. Zeta Potansiyel Ol¢iimleri

Hazirlanan altin nanopartikullerin zeta potansiyel degerleri ve

hidrodinamik ¢aplari Malvern Zeta Sizer kullanilarak belirlenmisgtir.
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2.3. Kullanilan Cozeltiler

2.3.1. Borik asit/borat tampon ¢ozeltis

Kati borik asitten belli bir miktar tartilip saf suda ¢6zuldu, hazirlanan
¢Ozeltinin pH’st 0.1 M NaOH ile 9 degerine ayarlandi. Tampon c¢ozelti
buzdolabinda +4°C’ta saklandi.

2.3.2. Glikoz ¢ozeltisi

Kati glikoz monohidrattan belli bir miktar tartilarak derigimi 0.5 M

olacak sekilde 5 mL ¢ozeltisi hazirlandi.

2.3.3. Kitosan ¢ozeltisi

Kati kitosandan 1 g tartilmis ve %2’ lik 100 mL asetik asit ¢ozeltisi

icinde ¢ozulerek %1 lik kitosan ¢ozeltisi hazirlanmistir.

2.3.4. Altn (lll) kloriir ¢ozeltisi

%30’luk altin (ll) klorirden 35 uL alinip 5 mL saf su ile seyreltilerek

10 M stok altin ¢dzeltisi hazirlanmistir.

2.3.5. Altin nanopartikiil eldesi

Vial igerisine %1’lik 2 mL kitosan ¢dzeltisi, 7 mL saf su konularak su

banyosunda kaynama sicakligina kadar bekletilmistir. Kaynama sicakliginda 1
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mL stok altin ¢ozeltisinden eklenmis ve 15 dk bekleme slresi sonunda sarap
kirmizisi  bir renk gozlenmistir. Daha sonra c¢oken altin nanopartikuller

santrifijlenerek 2 defa su ile yilkanmigtir.

2.3.6. 4-Merkaptofenil boronik asit (MFB) ¢ozeltisi

Kati 4-merkaptofenil boronik asitten belirli bir miktar tartiimis ve 2 mL

etanolde ¢ozulerek 20 mM derisimde ¢ozelti hazirlanmistir.

2.3.7. 4-Merkaptofenil boronik asit ve 1-Dekantiyol ¢ozeltisi (MFB/DT)

Kati 4-merkaptofenil boronik asitten belirli bir miktar tartildi ve 10 mM
olacak sekilde 2 mL etanolde ¢ozulmustir. Daha sonra Uzerine 10 mM olacak
sekilde 1-dekantiyolden ilave edilmis ve homojen ¢ozelti olusmasi icin 1-2
dakika karistiricida bekletiimistir ve ayni yol izlenerek farkli derigsimlerde

merkaptofenil boronik asit ve dekantiyol (MFB/DT) ¢ozeltileri hazirlandi.

2.3.8. Altin nanopartikiill modifikasyonu:

Sentezlenen altin nanopartikiller 8000 devir/dakikada santrifijlenerek
ayrilmis 2’ser defa su ve etanol ile yikanmistir. Bu AuNp’ler 10 mM DT ve 10
mM MFB iceren 2 mL etanol ¢ozeltisine ilave edilmis ve 24 saat sureyle 100
devir/dak. hizinda galkalanmistir. 24 saat sonunda modifiye edilmis partikiller

santrifljlenerek ayriimis ve ayni yikama islemlerine tabi tutulmustur.
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2.4. Modifiye Elektrot Hazirlanmasi

Camsi karbon elektrot Gzerine modifiye edilmis altin nanopartikil
cOzeltisinden 3 pL damlatiip kurutulmustur ve bu islem 5 defa
tekrarlanmigtir. Merkaptofenil boronik asit ve dekantiyol karisimi ile modifiye
edilmis altin nanopartikiller elektrot yizeyine immobilize edilmistir. Modifiye

edilen elektrot potansiyometrik yontemle glikoz dlgimlerinde kullaniimistir.

2.5. Potansiyometrik Olgiimler

Potansiyometrik  Olcimler iki elektrotlu sistem kullanilarak
gerceklestirilmistir. Modifiye elektrot c¢alisma elektrot ve Ag/AgCl elektrot
referans elektrot olarak kullaniimistir. ikili elektrot sistemi 5 mL borik asit
tamponu igeren elektroliz hicresine daldiriimig ve ¢ozelti sabit karistirma
hizinda karistinimistir. Olglimler agik devre potansiyelinde (open circuit
potential) gerceklestiriimigtir. Cozeltiye glikoz eklenmeden dnce iki elektrot
arasindaki potansiyel degeri sabitleninceye kadar beklenmis ve glikoz
eklenmeden ve eklendikten sonraki potansiyel farklari takip edilerek dlgimler

gerceklestiriimistir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

3.1. Altin Nanopartikiil Sentezi

Vial igerisine %1’ lik 2 mL kitosan ¢ozeltisi konumus ve Uzerine 7 mL
saf su eklenerek su banyosunda kaynama sicakligina gelinceye kadar
bekletilmistir. Kaynama sicakliginda 1 mL stok altin ¢ozeltisinden eklenerek
15 dk bekletiimis sari renkli altin-kitosan g¢ozeltisinin rengi bekleme suresi
sonunda kirmiziya donasmustur (Sekil 3.1). Daha sonra bu ¢ozelti 8000
devir/dak. devirde 10 dakika slreyle 2 kez santrifijlenerek dipte toplanan
kirmizi renkli partiktller ¢ozeltiden ayrilimis ve karakterizasyon c¢alismalari

gerceklestirilmistir.

Sekil 3.1.Sentezlenen altin nanopartikil (Ch/AuNp) ¢dzeltisi

25



3.2. Altin Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Sentezlenen altin nanopartikll-kitosan kompozit (Ch/AuNp) UV-Vis
spektrumu, FTIR, TEM, zeta potansiyel ve SEM yontemleriyle karakterize
edilmistir.

Hazirlanan altin nanopartikil-kitosan kompozitin UV-vis
spektrumunda yaklasik 520 nm’de gorulen pik nanoboyutta altina ait
karakteristik piktir (Sekil 3.2). Ayrica spektrumda tek absorpsiyon bandinin
gorilmesi yapinin kiresel bir geometride olabilecegini gdéstermektedir

[49,50].

0.4

0.35 4

0.3 1

0.25 1

Absorbans

0.2 1

0.15 4
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Sekil 3.2. Ch/AuNp ait UV-vis spektrumu
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Hazirlanan  altin  nanopartikil-kitosan  kompozit  (Ch/AuNp)
santrifijlenerek 2 defa su ile yikanmistir. Sentez ortamindan ayrilan ve
yikanan kompozitin FTIR spektrumu alinmistir. FTIR spektrumunda kitosana
ait gecislerin gorulmesi AuNp etrafinin kitosan ile kapli olabilecegini
desteklemektedir.

Hazirlanan altin  nanopartikiller ylGzeyinde kitosan polimerinin
bulunup bulunmadigini belirlemek igin kitosanin ve kitosan kapli oldugu
dUsundlen altin nanopartiklllerin FTIR spektrumlari ¢ekilmistir (Sekil 3.3).
Kitosanin FTIR spektrumunda 3200-3400 cm™ arasinda goriilen pikler
kitosanin yapisinda bulunan —OH ve —NH fonksiyonel gruplarina ait piklerdir.
2921 ve 2856 cm™ de goriilen pikler -CH, gruplarina ait piklerdir. Kitosan,
kitinin deasetilasyonu sonucu elde edilmektedir ve bundan dolayl 1652’ de
go6rilen pik amit gruplarinda bulunan -C=0 fonksiyonel gruplarina ait
piklerdir. 1375 ve 1258 cm™ de gériilen pikler ise -CN ve —C-O-C- gruplarina
ait gerilme pikleridir. Kitosana ait temel piklerin altin nanopartikillerin FTIR
spektrumunda da var oldugu goérulmektedir. Fakat bazi piklerin yerlerinde
kaymalarin oldugu gorulmektedir. Bu kaymalarin altin iyonlarinin
indirgenmesinde rol oynayan ve nanopartikil olusumundan sorumlu kitosana
ait -OH ve -NH; gruplarindan kaynaklandigi dustnulmektedir. Bu sonuglar
olusan nanopartikillerin ylGzeylerinin kitosan ile kaplandigini gostermistir

(Ch/AuNp).
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Sekil 3.3. FTIR spektrumu a) Kitosan, b) Kitosan kapli altin nanopartikul

(Ch/AuNp)

Ch/AuNp geometrik sekli ve boyut dagiliminin belirlenmesi amaciyla
TEM gorantileri de alinmistir. Sekil 3.4’ de goéruldagu gibi Ch/AuNp’nin
kiresel bir yapida oldugu ve boyutlarinin 25 nm’nin altinda oldugu

belirlenmistir.
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Sekil 3.4. Ch/AuNp ait TEM goéruntusu

Nanopartikullerin en ¢ok karsilasilan sikintilar kararliliklaridir. Zeta
potansiyelinin dlgilmesi, kolloidal dispersiyonun saklama stabilitesi hakkinda
tahminde bulunmaya olanak vermektedir. Genel olarak, yukllu partikillerde
(yUksek zeta potansiyeli), elektriksel itme nedeniyle, partikil agregasyonunun
meydana gelme ihtimali daha azdir. Nanopartikullerin zeta potansiyellerine
bakilarak kararliliklari ve topaklasma egilimleri elde edilebilir. Zeta potansiyeli

20-30 mV arasinda kararli, 60 mV uzerinde ise iyi bir kararlihga sahip oldugu
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sdylenebilir. Sentezlenen nanopartikiller bu degerler araliginda degilse
kararsizdir ve topaklasarak ¢okelme egilimindedirler.

Sentezledigimiz altin nanopartikullerin zeta potansiyelleri (+) 42.5 mV
seviyesindedir. Partikullerin zeta potansiyeli ¢ozelti icinde kararl bir yapida
olduklari ve bir araya gelerek topaklasmasinin (agregasyon) muimkin
oldugunca az olabilecegini gostermektedir. Potansiyelin + olmasi nedeniyle
katyonik bir polimer olan kitosan ile altin partiklllerin gevrelendigi ve bu
pozitif yuklerin birbirini itmesi sonucu agragasyonun olmadigi partikillerin
¢ozeltide kararl bir sekilde kalabildigi dusunulmektedir.

Ch/AuNp hidrodinamik capi ise 46.3 nm olarak ol¢iimustir (Sekil

3.5).

% Gecirgenlik

Hidrodinamik cap, nm

Sekil 3.5. Ch/AuNp ait partikul bayuklGgu dagilimi
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3.3. Altin Nanopartikul Kitosan Kompozit Yuzeyinin Modifikasyonu

Sentezlenen ve karakterizasyonu yapilan Ch/AuNp kompozitinin
potansiyometrik ydntemle glikoz tayininde kullanilabilmesi i¢in nanopartikil
yuzeyinin glikoza kargi duyarlh olan boronik asit gurubunu iceren
kimyasallarla modifikasyonu gergeklestiriimistir. Bu amagla Ch/AuNp
kompoziti 20 mM 4-merkaptofenil boronik asit iceren etanol icerisinde 24 saat
sabit calkalama hizinda c¢alkalanmistir. Daha sonra altin nanopartikdl
ylzeyine baglanmamis 4-merkaptofenil boronik asit santrifljlenerek atiimig
ve nanopartikiller 2 defa 5 mL etanol ile yikanmistir. Altin nanopartikillerin
yuzey modifikasyonunun gergceklesmesi UV-Vis spektrumlari alinarak

karakterize edilmigtir.

04
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0.3 4 S
0.25 H
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Sekil 3.6. Ch/AuNp ile modifiye edilmis Ch/AuNp-MFB UV-vis spektrumu

31



Ch/AuNp ile modifiye edilmis Ch/AuNp-MFB UV-vis spektrumlari
alindiginda altin nanopartiklllere spesifik absorbsiyona ait 520 nm dalga
boyunda meydana gelen kayma Ch/AuNp yuzeyinde modifikasyonlarin
gerceklestiginin bir gostergesidir (Sekil 3.6.).

Ch/AuNp vyuzeylerinin diger bir modifikasyonu ise 10 mM 4-
merkaptofenil boronik asit (MFB) ve 10 mM 1-dekantiyolun (DT) 2 mL etanol
cOzeltisi ile gerceklestiriimistir. YUzey modifikasyonu UV-vis ile karakterize
edilmistir (Sekil 3.7). Altin nanopartikile ait pikte gézlenen kayma yulzey

modifikasyonunun gergeklestigini géstermektedir.
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Sekil 3.7. Ch/AuNp ile modifiye edilmig Ch/AuNp-MFB-DT UV- vis spektrumu
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3.4. Elektrot Modifikasyonu

Elektrokimyasal yontemle glikoz o&lgumleri yapilabilmesi igin
Ch/AuNp-MFB-DT camsi karbon elektrot ylzeyine damlatilip kurutulmus ve

camsi karbon elektrot ylzeyi modifiye edilmistir (Sekil 3.8.).

Sekil 3.8. Ch/AuNp-MFB-DT ile modifiye elektrot hazirlanmasi

Modifiye elektrot ylzeyi taramali elektron mikroskop (SEM) ile

karakterize edilmigtir.
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Sekil 3.9. a) Camsi karbon, b) Ch/AuNp-MFB-DT ile modifiye edilmis elektrot

ylzeyine ait SEM gorintisi

SEM goruntulerinden nanopartikullerin elektrot ylzeyine dagildigi

ancak bazi bolgelerde yigiimalarin oldugu gorilmektedir.
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3.5. Ch/AuNp Nanokompozitin Enzimsiz Glikoz Sensor Olarak

Kullanilabilirliginin Belirlenmesi

Camsi karbon elektrot yluzeyine Ch/AuNp nanokompozitin damlatilip
kurutularak elde edilen modifiye elektrot enzimsiz potansiyometrik glikoz
Olcimlerinde calisma elektrodu olarak kullaniimistir. Karsilastirma elektrodu
olarak Ag/AgCl elektrotun kullanildigi 2 elektrotlu sistem Olgumlerde
kullaniimisgtir. pH=9 borik asit/borat tamponu igine yapilan 5 mM glikoz
artiglarinda Sekil 3.10° daki gibi potansiyogram elde edilmistir. Bu veriler
Isiginda hazirlanan enzimsiz elektrotun glikoz dlgimlerinde kullanilabilecegi

sonucuna ulagiimigtir.

-12.00
-10.00 \L
Z 90 mM glikoz
W 800
«&.00 1
—= 5 mM glikoz
E T
200 400 800 800

t s

Sekil 3.10. Modifiye elektrotun enzimsiz potansiyometrik glikoz

Olcumlerinden elde edilen potansiyogram
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Glikoz eklendiginde potansiyelde meydana gelen bu artiglar glikoz ile
boronik asit gruplarinin etkilesmesi sonucunda Sekil 3.11’ deki gibi H*
iyonlarinin aciga cikmasindan kaynaklandigi duasuntlmektedir. 1,2-diol
gruplari ile boronik asit gruplarinin etkilesme reaksiyonu literatirde de

calisilan arastirma konularindan biridir [51].

OH HQ.  OH / \

HO o 0
) TN e
N _ N HO  OH
‘ L ‘ —_— ‘ + H +H,0
J 7 Yy

Sekil 3.11. Boronik asit ile glikoz etkilesim reaksiyonu

Glikoz olgimlerine etki eden farkli parametrelerin etkisi arastiriimistir.
Bu amacla potansiyometrik élgtimler farkh boyutlarda oldugu distnulen altin
nanopartikuller kullanilarak denenmigtir. Termal olarak altin naopartikuller
kitosan varliginda kaynama sicakliginda 10 dakika ve 25 dakika bekleme
surelerinde elde edilmistir. Farkh surelerde elde edilen Ch/AuNp
kompositlerin  farkh sekil ve boyutlarda olabilecegi gorintilerinden

anlasilmaktadir [52] (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. a) 10 dak.,, b) 20 dak. bekleme surelerinde elde edilen

nanopartikullere ait goruntu

Her iki bekleme stresinde elde edilen Ch/AuNp ylzeyleri daha 6nce
belirtildigi sekilde MFB ve DT karisimi ile modifiye edilmis ve modifiye
elektrot hazirlanmasinda kullaniimiglardir. Hazirlanan modifiye elektrotlar ile
yapilan potansiyometrik glikoz 6lcim sonuglari  Sekil 3.13° de

gOsterilmektedir.
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Sekil 3.13. Farkli bekleme surelerinde elde edilen Ch/AuNp kullanimi ile

potansiyometrik glikoz dlgumleri

10 dakika bekleme suresi ile elde edilen ve TEM fotograflarinda
kiresel yapida oldugu belirlenen Ch/AuNp kompositin MFB ve DT ile
modifikasyonu sonucunda glikoz dlgumlerinin daha iyi oldugu gozlemlenmis
ve calismalara bu sekilde hazirlanmis Ch/AuNp kullanimi ile devam
edilmesine karar verilmistir.

Ch/AuNp yuzeyinin modifikasyonu 20 mM MFB ve 10 mM MFB - 10
mM DT ile modifiye edilerek kullaniimistir. Glikoz 6lgim sonuglart MFB ve DT
karisimi ile modifikasyonunda sadece MFB modifikasyonuna gore daha iyi

sonuglar elde edildigini gostermistir (Sekil 3.14).
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2Sekil 3.14. Ch/AuNp yuzeyinin MFB ve MFB-DT ile modifikasyonuna iligkin

glikoz 6l¢gim sonuglari

Modifikasyonda DT gruplarinin kullaniimasi boronik asit gruplarina
baglanan glikoz molekillerinin  tutuklanmasina ve zayif olabilecek
etkilesimlerle ¢ekilen glikoz molekullerinin yuzeyden ayrilmalarini zorlagtirdigi
seklinde etkisinin oldugu dustnulmektedir. Calismalara MFB-DT karisiminin
kullaniimasiyla devam edilmistir. Hazirlanan modifiye edilmis Ch/AuNp
(Ch/AuNp-MFB-DT) kompozitin sematik diyagrami  Sekil 3.15° de

gOsterilmigtir.
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HO, _OH

Sekil 3.15. MFB ve DT ile modifiye edilmis Ch/AuNp (Ch/AuNp-MFB-DT)

sematik gosterimi
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3.6. Glikoz Tayini igin Hazirlanan Enzimsiz Sensérde Optimum

Calisma Kosullarinin Belirlenmesi

3.6.1. Altin nanopartikillerin elektrot yiizeyindeki optimum film

kalinhginin belirlenmesi

Elektrot modifikasyonunda elektrotun yudzeyinin film tabakasiyla
kaplanmasinda film kalinhdinin elektrokimyasal cevap Uzerinde oldukga fazla
etkisinin oldugu bilinmektedir. Bu nedenle elektrot yuzeyine damlatilacak
Ch/AuNp-MFB-DT’nin optimum damla sayisi belirlenmeye ¢alisiimigtir.
Glikoza verilen en iyi cevap 5 damla (15 pL) ile optimize edilmistir (Sekil
3.16). Sonraki asamalarda elektrot modifikasyonu igin 15 yL Ch/AuNp-MFB-

DT damlatilarak devam edilmigtir.
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Sekil 3.16. Elektrot ylizeyindeki nanopartikil miktarinin glikoz cevabina etkisi

( pH=9, MFB/DT=1/1)
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3.6.2. Optimum pH Degerinin Belirlenmesi

Sensorun performansini etkileyen en 6nemli faktérlerden biri de
calisma ortaminin pH’ sidir. Boronik asit gruplari ile diol etkilesimlerinin pH=
6.0-10.0 arasinda en iyi oldugu literatirde yapilan ¢alismalardan ve daha
once laboratuvarimizda yapilan galismalardan bilinmektedir [53]. Bu bilgiler
iIsiginda ortam pH’sinin etkisini arastirmak amaciyla pH 8.0 ile pH 11.0
arasinda 0.5 M borik asit/borat tampon ¢ozeltilerinde glikoz ilavesinden sonra
maksimum potansiyel degerleri dlgulmus ve pH degerine kargi eklenen glikoz
derisimiyle potansiyeldeki degisim degerleri grafige gecirilmistir (Sekil 3.17).
Sekil 3.17° de goéruldugu gibi pH 9.0’ da potansiyeldeki degisme caligilan pH
araliginda en yuksek degerde bulunmus ve sonraki asamalarda galismalar

pH 9.0’ da gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.17. Farkh pH degerlerinde yapilan potansiyometrik glikoz dlgiimleri

(Ch/AuNp-MFB-DT= 15 pL, MFB/DT= 1/1)

3.6.3. Ch/AuNp Modifikasyonunda (MFB/DT) Molar Oraninin

Belirlenmesi

Ch/AuNp yuzeyinin MFB/DT ile modifikasyonunda glikoz icin en iyi
sonuglarin alindig1 molar oranlar belirlenmistir. Bunun igin kompozit ylzeyi 2
mL etanol iginde farkl molar oranlarinda hazirlanan MFB/DT iginde 1 gece
bekletilerek modifiye edilmigtir. Sonuglar en iyi glikoz cevabinin MFB/DT

oraninin 1/1 oldugunu gostermistir (Sekil 3.18).
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Sekil 3.18. MFB/DT molar oraninin glikoz cevabina etkisi

3.6.4. Modifiye Ch/AuNp Hazirlanmasinda Etkilesim Siiresinin

Belirlenmesi

Ch/AuNp ile 1/1 oraninda optimizasyonu yapilan MFB/DT’nin 2 mL
etanolde etkilesimi farkli surelerde denenmis ve glikoz cevabi icin en iyi
etkilesim suresi 1 gun olarak belirlenmistir (Sekil 3.19). Etkilesim suresi 1
glnun uUstinde yapildiginda glikoz cevabinin azaldi§i goértlmektedir. Bu
sonuglar etkilesim suresi 1 gunun Ustunde yapildiginda Ch/AuNp yuzeyine
baglanan MFB veya DT’ nin yuzeyi terk ettigi ve glikozla etkilesimin dusik

oldugunu dusundurmustdr.
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Sekil 3.19. Ch/AuNp ile MFB/DT etkilesim suresinin glikoz dlcimine etkisi

Hazirlanan enzim icermeyen glikoz sensorun glikoza kargi cevabinin
optimum kosgullari belirlendikten sonra sensorun dogrusal calisma araligi
belirlenmistir. Sagdlanan sartlarda glikoz derisimiyle acik devre potansiyel
degisimi takip edilmis ve sensorun 5-90 mM glikoz derigimlerinde davranigi
incelenmigtir. Enzimsiz sensor 5-30 mM glikoz derisimlerinde dogrusal bir
degisim gostermis ve dogrusal bolge sensorun c¢alistigi glikoz derisim araligi

olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.20. Optimum sartlarda glikoz derigimiyle potansiyel degisimi
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Sekil 3.21. Optimum g¢alisma kosullarina ait kalibrasyon grafigi
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Daha dusuk glikoz derigimlerinde de denemeler yapilmistir. Bu
amagla 0.5-15 mM dglikoz derisim araliginda c¢aligsmalar yapilmig ve
hazirlanan sensorun 0.5-10 mM derigim araliginda glikoza kargi dogrusal bir
degisim gosterdigi belirlenmis ve dogru denklemi:

E (mV) =0.2805 C (mM) + 0.0013 olarak hesaplanmistir (Sekil 3.21).

E, mvw
[ ]
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+
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Sekil 3. 22. Distik glikoz derisiminde sensortn glikoz cevabi
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Sekil 3.23. Disuk glikoz derisimine ait kalibrasyon grafigi

3.7. Sensériin Tekrarlanabilirliginin incelenmesi

Tekrarlanabilirlik c¢alismasinda ayni elektrot kullanilarak 5 mM
derisimde glikoz icin 8 ayri potansiyometrik élgim alinmistir. 6 dlcime kadar
alinan sonuglarin birbirine yakin degerler oldugu ancak 6l¢im sayisi daha da
artinldiginda potansiyel degerlerinde sapmalar oldugu gozlemlenmigtir.
Sensorun tekrarlanabilirlik denemelerine iliskin sonuglar Cizelge 3.1'de

gOsterilmigtir.
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Cizelge 3.1. Tekrarlanabilirlik denemelerine iliskin sonuglar.

Ol¢iim Olgiilen potansiyel degerleri (mV)
Sayisi

1 2.18

2 2.42

3 2.36

4 2.53

5 2.29

6 2.59

7 458

8 4.85

Tekrarlanabilirlik galismalari sonucunda birbirine yakin bulunan 6
Olcim sonucu elde edilen degerlerin bagil standart sapmasi (%RSD) %6.34

olarak hesaplanmistir.

3.8. Sensoriin Raf Omriiniin Belirlenmesi

Sensorlerde aranan en 6nemli 6zelliklerden biri de elektrodun uzun
Omurli olmasidir. Bu amagla sensérun raf dmrindn belirlenmesi 6nemlidir.
Hazirlanan sensorin raf dmrindn belirlenebilmesi icin +4°C’da buzdolabinda

pH=9 borik asit/borat tamponu i¢inde farkli sirelerde bekletilmistir.
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Sekil 3.24. Sensorun bekleme suresiyle glikoz cevabinin degisimi

Hazirlanan enzimsiz elektrotlar buzdolabinda 30 gune kadar
saklanmig ve belirli gunlerin sonunda ayri elektrotlarda 15 mM glikozun
eklenmesiyle potansiyometrik cevaplari alinmistir. 20 giin sonunda 15 mM
glikoz eklenmesiyle test edilen elektrotun glikoz cevabinda % 5.9 azalma
gorulirken 30 gln sonunda ise % 10.97 lik bir azalma goértulmustir (Sekil

3.24).

3.9. Girisim Etkisinin incelenmesi

Hazirlanan  Ch/AuNp-MFB-DT  sensoérin  glikoz  dlgimlerinde
Olcumlere girisim etkisi yapabilecek askorbik asit, urik asit, dopamin gibi

molekullerin etkisi arastiriimigtir.
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Biyolojik sivilarda bulunan askorbik asidin girisim yaptigi ve bunu
onlemenin kolay olmadigi belirtiimektedir. Askorbik asidin ciddi girigsimlere
sebep oldugu ve bu girisim etkisinin buyuk oranlarda seyreltme, dogrudan
askorbik asidi yuUkseltgeyen askorbat oksidaz ilavesi yontemleri ile
gideriimeye caligildigi literatiirde belirtilmistir [54,55]. Urik asidin girisim
etkisinin az da olsa goéruldiglu ve bunun seyreltme yapilarak giderildigi
belirtiimektedir [54,56].

Kanda normal olarak 0.1 mM askorbik asit, 0.2 mM dopamin, 0.4 mM
urik asit, vardir.

Bu potansiyel girisim etkisi yapabilecek molekullerin etkisini
gorebilmek icin hazirlanan sensére 5 mM glikoz eklenmesiyle
potansiyometrik cevap alinmis daha sonra ¢ozelti ortamina 0.1 mM askorbik
asit ilave edilmistir ve askorbik asit eklenmesiyle potansiyelde bir degisiklik
g6zlenmemigtir. Sekil 3.23'de goruldigu gibi ayni islemler 0.2 mM dopamin
ve 0.4 mM Urik asit ilaveleri icinde denenmis ve bu molekdillerin eklenmesiyle

de glikoz cevabina bir etkilerinin olmadigi gértulmastur (Sekil 3.25).
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Sekil 3.25. Glikoz dlgimlerine girisim yapabilecek molekillerin etkisi

Glikoz belirlenmesi galismalari sulu ¢ozeltide girisim yapabilecek
askorbik asit, dopamin ve durik asit iceren ve igcermeyen c¢ozeltilerde
gerceklestiriimistir. Sekil 3.25’e gore bu 3 molekulin girisim etkilerinin
olmadidi bulunsa da glikoz oOlgumlerinde glikoz cevabinin bir miktar
dismesine neden olmustur (Sekil 3.26). Bu sonug¢ hazirlanan sensorun bu
molekullere karsi glikoz belirlenmesinde secici oldugu ancak glikozun elektrot

yuzeyine ulagsmasina engel olduklarini gostermistir (Sekil3.26).
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Sekil 3.26. interferans molekdlleri iceren ve igermeyen ortamda glikoz

Olcumleri

3.10. Biyolojik Sivida (Kanda) Glikoz Tayini

Biyolojik sivi olarak kullanilan kandaki glikoz tayini icin tg¢ saglikli
bireyin kan serumu 6rnegi Kirikkale Universitesi Tip Fakdltesi Hastanesinden
alinmistir. Bu 6rnekler steril kaplara alinarak -18°C de muhafaza edilmistir.

Olgumlerin yapildigi hiicreye 250 uL kan serumu konulmus ve hacim
2500 uL ye pH’ si1 9 olan borik asit tamponu ¢ozeltisi ile tamamlanmigtir.
Serum c¢ozeltisi icine glikoz eklenerek kalibrasyon grafigi olusturulmus ve
serum igindeki glikoz miktari hesaplanmigtir (Cizelge 3.2). Ayni islemler
alinan U¢ kan serumu numunesi iginde gercgeklestirildi ve her serum

numunesi igin 3 deney yapilmigtir. Standart sapma degerleri hesaplanarak
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Olcim sonuglari hastane de yapilan 6lgim sonuglari ile karsilastiriimistir

(Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Serum o6rneklerindeki glikoz sonuglarinin karsilastiriimasi

Hastane Sonuglari
Serum Sonuglar (Modifiye
(Spektrofotometrik yontem ile)
numunesi | Elektrotile) (mg/dL)

(mg/dL)
1 74.5+0.845 84
2 90.09+1.096 98
3 99.82+0.655 102

Bulunan sonuglar, enzimatik kit kullanilarak spektrofotometrik olarak

Olculen hastane sonuglari ile yakin bir fark oldugu gozlendi.
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4. SONUCLAR

Sensor teknolojileri, gesitli alanlarda pek ¢ok bilim alanindaki bilgi

birikimini gelismeler paralelinde ve gereksinimler dogrultusunda kullanarak

cok hizli bir sekilde ilerlemektedir. Sensorlerin klasik tayin yontemlerine gore

¢ogu zaman spesifik ve duyarli sonuglarin pratik ve kisa surede alinmasini

saglamalari, tekrar kullanilabilir ya da dusuk maliyetle tek kullanimlik sekilde

seri olarak duretilebilmeleri ve bu tirlerin gogu zaman kullanirken o6zel

deneyim gerektirmemeleri sensorleri gelecek vaat eden analitik sistemler

olarak 6n planda tutmaktadir.

Calismamizda enzim igermeyen yeni bir potansiyometrik glikoz

sensor tasarlanmistir. Bu amacla;

>

Dogal bir polimer olan kitosan kullanilarak altin nanopartikuller
hazirlanmistir.  Katyonik  bir  polimer  olan  kitosan
nanopartikillerin  ¢ozeltide kararli kalmalarini  saglamistir.
Optimum sartlarda hazirlanan altin nanopartikillerin boyutlari
25 nm den daha kiguk oldugu bulunmustur. Ayrica partikuller
FTIR, UV-vis gibi ydontemlerle karakterize edilmigtir.

Ch/AuNp glikoz sensoér olarak kullanilabilmesi igin yuzeyleri
MFB ve DT ile modifiye edilmistir.

Modifiye edilmis nanopartikuller (Ch/AuNp-MFB-DT) camsi
karbon elektrot yuzeyine alinarak yeni bir modifiye elektrot
hazirlanmistir.

Modifiye edilmis elektrot potansiyometrik enzim icermeyen

glikoz sensor olarak kullaniimigtir.

55



»  Glikoz dlcumleri icin optimum kosullar belirlenmistir. Sensorin
calistigi en iyi pH 9 olarak bulunmustur.

»  Enzimsiz sensorun sulu ¢ozeltide ve optimum sartlardaki glikoz
derisimine kargl dogrusal galisma araligi 5-30 mM’ dir. En
dusuk tayin siniri ise 0.5 mM olarak bulunmustur.

»  Tekrarlanabilirlik ¢alisma sonuglarina gore hazirlanan sensor
en az 6 kere kullanilabilmektedir.

»  Sensorun  kullaniimadan bekleme slresi (raf  omrl)
calismalarinda ise 30 gun beklenildiginde glikoz cevabinda
yaklasik % 10.97 azalma gorulmustar.

»  Glikoza girisim etkisi yapabilecek dopamin, urik asit ve askorbik
asitin kayda deger girigsimlerinin olmadigi goralmagtar.

»  Gergek ornek calismalarinda insan kan serumu kullaniimigtir.
Sonuglar  sensdériin  kan serumunda kullanilabilecegini
gOstermisgtir.

Literatirde potansiyometrik enzimsiz glikoz sensorleri ile ilgili az

sayida olan c¢alhsmalar dikkate alindiginda, gelistirilen potansiyometrik
enzimsiz glikoz sensoérin bu alandaki ¢galismalara dnemli katkilar saglayacagi

dusunulmektedir.
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