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Piezoelektrik Kuartz Kristal Mikrobalans Sistemine Dayah Glikonik Asit Biyosensoriiniin
Geligtirilmesi

OZET

Bu c¢aligma, glikoz oksidaz (GOx) tarafindan glikozun oksidasyon {irtinii olan glikonik
asidin belirlenmesi amaciyla gelistirilen bir piezoelektrik (PZ) glikoz biyosensoriinii
tanimlamaktadir. GOXx, inkiibasyon sonras: katalitik reaksiyon ¢ozeltisi igerisinden kolay
ayrilabilecegi, kitosan kiireler igerisine immobilize edildi ve olugan glikonik asit, enzim
molekiillerinin girisim etkisi olmadan belirlendi. PZ kuartz kristaller, fulleren C60/PVC
membran ile kaplandy; fulleren C60°m, giiclii niikleofilik 6zelligi sayesinde elektronca
zengin glikonik asit molekiilleri ile etkilegime girmesi beklendi. Bu etkilesim kaplanan PZ
kristalin titregim frekansindaki degigim ile izlendi. C60-kaph PZ kuartz kristal
sensOriiniin, frekans cevab: {izerine; kaplama kalinhigi, glikoz konsantrasyonu, girisim
etkisi, pH ve sicakhigm etkileri incelendi. Sonug¢ olarak, sensSr tizerine glikonik asidin
adsorpsiyonundan dolay: titregim frekans: azaldi. Frekans cevabindaki dogrusallik, 2-13
pg C60 arasinda Sl¢iildii; deneyler boyunca 5 pg C60/kristal kaplama miktar1 kullanildi.
Atomik kuvvet mikroskobu goriintiileri, sensdr kaplamalarinin tamamen aym sekil ve
boyutlardaki C60 kiimelerinden olugtugunu gosterdi. 37°C sicaklik ve pH 7.4tin, glikonik
asidin, PZ sensor ile analizi i¢in uygun oldugu bulundu. Frekans degigimi ve glikoz
konsantrasyonu arasindaki iligkinin, dlgtlebilir insan kan glikoz seviyesini de kapsayan
50-300 mg/dL glikoz araliginda, (1.5x103-6.0x10° M) dogrusal oldugu bulundu. PZ
sensOr ayrica lire, askorbik asit, sistein, aseton, etanol ve amonyak gibi bazi maddeler
varhigmda glikonik aside, oldukga iyi segicilik gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Piezoelektrik biyosensér, Glikonik asit sensorii, Piezoelektrik kuartz
kristal, Kuartz kristal mikrobalans, Fulleren, Nanobiyomalzemeler, Nanobiyoteknoloji.



Development of a Gluconic Acid Biosensor Based on Piezoelectric Quartz Crystal
Microbalance System

ABSTRACT

This work describes a piezoelectric (PZ) glucose biosensor which is developed for the
detection of gluconic acid, an oxidation product of glucose by glucose oxidase (GOx) in
aqueous solutions. GOx was immobilized within chitosan spheres to permit its easy
removal from the catalytic reaction solution after incubation, and monitoring of the formed
gluconic acid, devoid of the interfering effects of the enzyme molecules with the sensor.
PZ quartz crystals were coated with fullerene C60/PVC membrane; fullerene C60 was
expected to interact with the electron-withdrawing gluconic acid molecules through a
strong nucleophilic attack. The interaction was followed by the change in the oscillating
frequency of the coated PZ crystals. The effects of coating load, glucose concentration,
interfering species, pH, and temperature on the frequency response of the C60—coated PZ
quartz crystal sensor were investigated. As the result, the oscillating frequency decreased
owing to the adsorption of gluconic acid on the sensor. While a good linearity in frequency
response was measured between 2-13 pug C60, a coating load of 5 pg C60/crystal was used
during the experiments. Atomic force microscopy demonstrated that the sensor coatings
were composed of spherical C60 aggregates with quite uniform shape and size. A pH of
7.4 and a temperature of 37°C were found to be optimal for the analysis of gluconic acid
with the PZ sensor, in correlation with the physiological conditions. Importantly, the
relationship between glucose concentration and frequency shift was found to be quite
linear between 1.5-6.0 x 10° M range, corresponding to ca. 50-300 mg/dL of glucose,
which is within measurable human blood glucose values. The PZ sensor also exhibited
comparatively good selectivity for gluconic acid with respect to some other species, e.g.
urea, ascorbic acid, cysteine, acetone, ethanol and ammonia.

Key Words: Piezoelectric biosensor, Gluconic acid sensor, Piezoelectric quartz crystal,

Quartz crystal microbalance, Fullerene, Nanobiomaterials, Nanobiotechnology.
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1.GIRIS

1.1 Caliymanin Kapsami

Biyosensorler, bir transdiiser ve igerdigi biyolojik aktif materyal ile biyokimyasal
sinyalleri elektrik sinyallerine d6niistiirebilen analitik cihazlardir. Basit ve diigiik maliyetli
olmalar, hizh cevap verme siiresine sahip olmalar, ¢ok az aktif materyale ihtiyag
gbstermeleri ve yilkksck hassasiyetli cihazlar olmalan gibi avantajlarindan dolays,
biyosensorler, bagta biyotip olmak {izere farkli bir ¢ok alanda kullanilmaktadir.
Giintimiizde biyosens6r ¢aligmalari, ziraatte, hayvan hastaliklarmin analizinde, hava
kirliliginde, su ve mikrobiyal igeriklerinin tayininde, klinik teshistc ve biyomedikal
uygulamalarda, fermentasyon analizi ve kontroliinde, endiistriyel gazlarin ve sivilarin
kontroliinde, patlayici ve askeri alanlarda, vd. olmak {izere ¢ok genis bir calisma sahasinda
devam etmektedir.

Biyosensor sistemlerinde, optik, elektrokimyasal, termometrik, manyetik veya
piezoelektrik gibi farkl transdiiser sistemleri kullamimaktadir (Cooper ve Cass 2004).
Piezoelektrik (PZ) biyosensorlerde transdiiser sistemi olarak piczoelcktrik kuartz kristaller
kullanilmaktadir. PZ biyosensorler, DNA, protein, antikor, mikroorganizma gibi gesitli
biyokimyasal materyallerin belirlenmesinde; oldukga hassas ve segici olmasi, herhangi bir
isaretleyiciyc gerek duyulmamasi gibi avantajlara sahip olmasmmdan dolayr sikca
kullanilmaktadir (King Jr 1964, Gizeli vd. 1997, Rickert vd. 1997).

Piczoelektrik kristallerin titresim frekanslan, ylizeylerinde meydana gelen kiitle artis:
sonucunda bir azalma gostermektedir. Meydana gelen frekans degisimi, kristalin temel
frekansina (Fg), kristal tizerinde biriken maddenin miktarma (M), kristalin elektrot
ylizeyinin alanina (A) baghdir ve Sauerbrey esitligi ile hesaplanmaktadir (Sauerbrey
1959): AF= -2.3x10°Fx(M/A). Kuartz kristal iizerine biriken maddeler igin teorik
belirleme limiti 1072 g olarak belirlenmigtir (Tomita ve Guilbault 1980). PZ kristallerin
sahip oldugu bu kiitle hassasiyeti neticesinde, ¢6zelti ortaminda veya gaz halinde bulunan
analitin oldukg¢a hassas bir gekilde belirlenebilmesini saflayan PZ sensor sistemleri
geligtirilmigtir.

Piczoelektrik senstr ¢aligmalarinda kristal 6ncelikle, tayini yapilmak istenen gruba duyarh
bir materyal ile kaplanir. Kaplamadan dolay: kristalin yiizeyindeki kiitle artis1 nedeniyle
kristalin titresim frekans: diiger. Kristalin bu yeni frekansi, temel titregim frekans: olarak



olgiiliir ve kaydedilir. Ardindan kristal, tayin edilmek istenen analiti bulunduran ortama
konulur. Tayin edilmek istenen maddenin kristal iizerine adsorpsiyonu nedeniyle, kristal
yiizeyinde birikir. Meydana gelen kiitle artigi kristalin titresim frekansimi tekrar diigiirtir.
Kristalin sabit potansiyeldeki bu yeni titresim frekansi, osilatér tarafindan yiikseltilerek
frekans sayiciya gbnderilir. Frekans sayicida okunan deger ile kristalin sahip oldugu temel
frekans degeri arasindaki fark alinir ve yukarida verilen egitlik yardimiyla kristal yiizeyine
adsorplanan madde miktar1 hesaplanir. Bu basit uygulama, QCM c¢aligmalarinda en ¢ok
tercih edilen yontemdir. Ote yandan, tayin edilmek istenen grubu bulunduran ortam da
Onemlidir.

Fulleren C60 yapisinda bulunan 60 n-elektronu sebebiyle niikleofilik 6zellife sahiptir ve
glikonik asit, gibi elektron yogunlugu bulunduran gesitli organik maddeler ile reaksiyona
girebilmektedir (Chao ve Shih 1998). Bu ¢aligmalarda fulleren C60’1n sahip oldugu 60 =-
clektronu da dikkate alinarak piezoelektrik 6zellik gosteren kristallerde kaplama
malzemesi olarak kullanilmigtir.

Kan glikoz seviyesinin belirlenmesi diyabetin (Diabetes mellitus) teshisinde biiyiik bir
O6neme sahiptir. Glikoz seviyesinin belirlenmesinde elektrokimyasal, spektrofotometrik,
ampcrometrik, polarimetrik gibi farkli ySntemler kullanilmaktadir. Bu yontemlerin gogu,
zaman alici vc maliyctlidir. Geligtirilen piczoclcktrik glikonik asit biyoscnsoriiniin,
konvansiyonel immiinteshislerc gdre bazi avantajlari bulunmaktadir. Herhangi bir
isaretleyici (fliioresans, kemilliminesans gibi) kullamlmadan vc numunenin g¢esitli
reaktiflerlc muamclesine gerck duyulmadan, glikozun hizh bir gekilde belirlenmesi
miimkiindiir. Analiz i¢in numuncnin ¢ok az miktar: ycterli olabilmcktcdir.

Bu c¢aligmada, kitosan kiircler igerisinc immobilize cdilen glikoz oksidaz tarafindan
glikozun cnzimatik oksidasyonu sonucu olugan glikonik asitin; kristal kaplama matcryali
olarak scgilen fullcren C60 ilc kapli PZ kristaller tizcrine adsorpsiyonu daldirma ve
kurutma Slgiim tcknidi kullamilarak incclendi. Bu ¢alisma igin gergcklestirilen iglemler
sirasiyla, piczoclcktrik kuartz kristallerin fullcren membranla kaplanmasi, glikozun glikoz
oksidaz ilc cnzimatik rcaksiyonunun gergcklestirilmesi, kaph kristallerin rcaksiyon
¢ozcltisi ilc muamcle cdildikten sonra mcmbran {izerine baglanmanin gergeklesme
diizcyinin belirlenmesi iglemleridir. Tayin islemleri, kaplanmamig kristalin kullanmildi kor
denemge paralelinde yliriitiildii ve ¢alismanin her basamaginin aninda kontrol cdilcbilmesi
miimkiin oldu. Sonuglar, her dency basamafinin ardindan bagka ck bir igleme gerek
duyulmadan gok kisa bir siircdc clde cdildi.



1.2. Kaynak Ozetleri

Piezoelektrik kuartz kristaller kullamlarak gelistirilen biyosensorler ilk kez 1964 yilinda
W. H. King tarafindan, kimyasal 6rneklerin analizinde kullanilmigtir. Son yillarda, ‘Kuartz
Kristal Mikrobalans’ sistemine dayali immiin- ve DNA sensdrlerinin klinik analizlerde
bagarih bir sekilde kullamilabilecedini gosteren ¢aligmalar yapilmaktadir. Mannelli vd.
(2003) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, genetik olarak modifiye edilmig
mikroorganizmalarinin  belirlenmesi hedeflenmigtir. Bu ¢aligmada, tek zincirli DNA
problari, sensdr ylizeyine immobilize edilmislerdir. Prob dizileri, organizmanin
genomunda, transfer cdilen genin ekspresyonunun diizenlendifi Nos tcrminatdr ve 35S
promotdr gen bolgelerine spesifik dizilerdir. pBI121 plazmidinden izole edilen bu béige
PCR ilc g¢ogaltildiktan sonra, tck zincir halinc getirilip, piczoclcktrik kuartz kristal
izcrindcki mcmbrana immobilize cdilen komplementer problar ile ctkilegtirilmigtir,
Hibridizasyon rcaksiyonundan Sncc vc sonra okunan frckanslarin degerlendirilmesiyle,
kristal ylizcyindc hibridizasyon rcaksiyonunun gergeklesip gergeklesmedii belirlenmigtir,

Bir bagka ¢aligmada, Akdcniz popiilasyonunda B-Thalcsscmia hastalifina ncden olan, p-
globin geninin, kodon 39 bolgesinde, C-T dcgisimi sonucu olusan nokta mutasyonunun,
DNA piczoclcktrik biyoscnsdrii kullanilarak bclirflenmesi ¢aligiimigtir. (Minunni vd.
2003). Bu c¢ahgmada, 39. kodon c¢cvresindcki bolgeye spesifik 25 merli, 5° ucu
biyotinlcnmis oligoniiklcotit problar, streptavidin ilc kaplanmug altin clcktrotlu 10 MHz
AT-kesim kuartz kristalin ylizeyine immobilize cdilmistir. Bu problar, mutasyonlu 39.
kodon bdlgesinc komplementer (Prob 2) ve normal 39. kodon bélgesinc komplementer
(prob 1) olan oligoniiklcotitlcrdir. Bu ¢aligma igin, Thalasscmia hastalarinin (%100 TAG),
tagiyicilarm (%50 CAG + %50 TAG) ve normal bireylerin kanlanindan izole edilen
DNA’nin 39. kodon ve gevresindeki gen bdlgesi PCR teknigi kullanilarak amplifiye
edilmigtir. Problarm immobilize edildigi 10 MHz’lik AT-kesim kristaller, ¢ogaltilan
dizileri igeren ¢ozeltiler ile ayn ayr1 muamele edilerck, hibridizasyondan dnce ve sonraki
frekanslann  kargilagtirilmasiyla kristaller iizerinde hibridizasyonun olup olmadig:
belirlenmigtir.

Duman vd. (2003), plazma-yiikk bosaltma reaktSr sistemi (glow-discharge reaktori)
kullanarak kaplanan kristallerin kullamldi: piezoclektrik biyosenstr geligtirmistir. Bu
¢aligmada, giimiis clektrotlu 10 MHz AT-kesim kristallerin yiizeyi, plazma yiik bosaltma
reaktdr sisteminde, ctilen diamin monomeri kullamilarak gergeklestirilen plazma



polimerizasyonu sonucunda ince bir EDA-plazma filmi ile kaplanmigtir. Kristal yiizeyi
izerinde olugturulan bu membran, yap: geregi serbest amino gruplar icermektedir. Amino
guruplan igeren bu yiizey daha sonra gluteraldehit ile modifiye edilerek, ylizey {izerinde,
probun 5° ucundaki amino grubundan ylizeye kimyasal olarak baglanabilecegi aldehit
guruplan olugturulmugtur.

5’-G TGT TTG CCT GTT CTC AGA C-3° (prob 1)
5’-GTC TGA GAA CAG GCA AACA-3° (prob 2)

Prob 1 ve prob 2 oligoniikleotitlerin olusturdugu ¢ift zincirin sonunda, prob 1’in 5’ ucunda
bulunan fazla bazdan kaynaklanan amino grubu bulunmaktadir. Prob 1’in (ligandin)
immobilizasyonu, ¢ift zincirdcki scrbest amino grubu ile ylizey tizerindeki aldehit grubu
arasinda gergeklesen rcaksiyon sonucu mcydana gelmigtir. Immobilizasyon reaksiyonu
tamamlandiktan sonra sicaklik dcgistirilerck immobilize ¢ift zincirin denatiirasyonu
gergeklestirilmis  ve  ligandin  (prob  1’in)  kristal lizerine immobilizasyonu
gergeklestirilmigtir,

Chou vd. (2002) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, kendiliginden diizenlenen tek tabaka
tcknigi (sclf-asscmbled monolayer, SAM) ve polictilenimin (PEI) polimeri kullanilarak
hazirlanan PZ kristal {izerine, insan a-fetoproteinine (AFP) 6zgii antikorlarin, gluteraldehit
ile gapraz baglama yontemi kullamlarak immobilizasyonu sonucunda, insan AFP’inin
belirlenmesine ydnelik piezoelekirik immiinosenstr gelistirilmigtir,. Cahigmada, PEI
membran lizerine immobilize edilen antikorlarin, SAM teknifi kullanilarak hazirlanan
kristal {izerine immobilize edilen antikorlardan daha fazla aktivite gdsterdigi belirlenmigtir.
Aym kaplama teknigi kullanilarak gelistirilen bir bagka ¢aligma, insan serum albiimininin
(Human Serum Albumin, HSA) belirlenmesine yoneliktir (Saber vd. 2002). Bu ¢ahigmada,
kuartz kristaller, plazma yiik bogaltma reaktdr sisteminde, EDA monomerinin plazma
polimerizasyonu ile kaplanmiglardir. Anti-HSA antikorlar, ylizey iizerinde gluteraldehit
ile modifiye edilerek olugturulan amino guruplari aracihifiyla immobilize edilmigtir.
Kuartz kristal {izerine antikorun immobilizasyonu, pH, antikor konsantrasyonu ve zaman
parametrelerinin dedigtirilmesiyle optimize edilmigtir. Caligmada ¢6zelti igindeki HSA’ nin
belirlenmesi igin iki yontem gelistirilmistir: Daldirma-kurutma (dip and dry) yontemi
olarak adlandirilan birinci yOntemde, frekans degigimi, HSA ¢ozeltisi ile anti-HSA



immobilize edilmis kristallerin etkilegiminden bir saat sonra belirlenmigtir. Direkt
yontemde ise, kristalin frekans degigimi, bir saat boyunca siirekli olarak takip edilmistir.

Plazma-yiik bosaltma sistemi ile kaplanmis kuartz kristal ile olugturulmug bagka bir QCM
scnsOriinde, mctallotiyoncinin  (MT) kadmiyum ve ¢inko iyonlanyla yaptifit
komplckslcsme rcaksiyonu incclenmigtir (Saber ve Pigkin 2003). Mctallotiyoncinler,
diigiik molckil kiitlcli, sisteince zengin ve afir metal iyonlanm (Szcllikle Cd'™2 ve Zn*?)
baglayabilcn protcinlerdir. Fizyolojik rolleri, agir mctal iyonlarmin depolanmasi ve agur
mctallcrin dctoksifikasyonunu saflamaktir. MT ler, aromatik amino asitleri igermemcleri
ve mctal iyonlanm baglayabilmc ozcllikleri ilc tanmmaktadirlar. Afir metal iyonlar:
MT’lcrin sistcin kalintilarina, tiyol baglari ilc baglanirlar. MT lcrin agir mctal iyonlariyla
etkilcgiminin incclendidi galigmada, modcl olarak gogunlukla, farc karacifcr MT pargasi
olan ‘Lys-Cys-Thr-Cys-Cys-Ala’ oligopeptidi kullaniimustur.

Calismada, MT modcli olarak kabul cdilcn oligopeptit, (Lys-Cys-Thr-Cys-Cys-Ala), glow-
discharge rcakttriinde, ctilen diamin plazma ile muamcle cdilerck kaplanmig ve
glutcraldchit (GA) ilc modifiyc cdilmis 10 MHz AT-kcsim kuartz kristallerin Gizerine
kovalcnt olarak immobilize cdilmigtir. Cd ve Zn iyonlarim belirli miktarlarda igeren
¢ozcltilerle ctkilestirilerck, QCM sisteminde frckans degisimleri belirlenmistir. Calismanin
sonucunda, immobilizc MT molckiilleri ilc ctkilegen Zn'? iyonlarinin miktarinin, cd?
iyonlarinin miktarindan daha fazla oldugu belirlenmigtir.

Dort farkli immobilizasyon ydnteminin ¢alisildifs bir bagka QCM DNA senstriinde,
hibridizasyon rcaksiyonu incelenmigtir (Tombelli vd. 2002). Bu dért farkh
immobilizasyon yOntcminde, hibridizasyon reaksiyonunun derecesi ve belirlenmesi
calistlmstir. Caligmanin  sonucunda, karboksillenmis dckstran tabakasina bagh
streptavidin {izerine, biyotinlenmis problarin immobilizasyonu ile olusturulmus DNA
sensOril Gzerinde, hibridizasyon reaksiyonunun daha hassas bir gekilde belirlendigi
gOzlenmistir. Deneyler sirasinda, kuartz kristal yiizey flizerinde, spesifik olmayan
adsorpsiyonlarin gergeklesmedifinin  gdsterilmesi amaciyla, komplementer olmayan
oligoniikleotitler ile deneyler tekrarlanmigtir.

Zhou vd. (2002) tarafindan gergeklestirilen bagka bir ¢caligmada, QCM sistemi ile hepatit B
viriisiiniin (HBV) belirlenmesi amaglanmigtir. Hepatit B, 6zellikle Cin’de yaygin olarak
goriilen, bulagici bir hastaliktir. Insan kamndaki viriis niikleik asidi konsantrasyonunun
belirlenmesi, hastalifin teghis ve tedavisinde biiylik 6nem tagimaktadir. Bu ¢alismada,



HBYV niikleik asit problari, altin elektrotlu 9 MHz AT-kesim piezoelektrik kuartz kristaller
fizerine immobilize edilmistir. Kuartz kristaller, polictilenimin-gluteraldehit ySntemi ve
fiziksel adsorpsiyon yontemleri kullanilarak bazirlanmigtir. Calismamin sonucunda, HBV
niikleik asit problarmin immobilizasyonunda PEI-Glu yOnteminin, fiziksel adsorpsiyon
yontemine gore daha etkili oldugu belirlenmigtir.

Piezoelektrik immiinsensdr uygulamalarindan birinde, Salmonella  typhimurium
mikroorganizmasinin belirlenmesi hedeflenmigtir (Babacan vd. 2000). Kristal ylizeyinin
kaplanmasi igin, iki farkli yontem kullanilmigtir. Bu ySntemlerden ilki, polictilcnimin ile
kaplanan kristalin glutcraldchit ilc modifiyc cdilerck, yiizeyde scrbest aldchit gruplarmin
olusturuldugu, PEI-GA yontemidir. Dier yontemde ise, hiicre duvari proteini olan protcin
A kaplama materyali olarak kullamlmistir. Protein A, IgG molckiiliiniin Fc bolgesi ile
ctkilesmesini saglayan baglanma bélgleri igermcktedir. Caligmada, altin elektrodlu
piezoelektrik kuartz kristallerin yiizeyi her iki yontem kullanilarak kaplannmus ve yiizeye
anti-Salmonella antikorlant immobilize edilmistir. Caligmanin sonucunda, altin elektrotlu
piezoelcktrik immiinsens6r uygulamalarinda, protein A yontemi ile kaplanan kristallerin,
PEI-GA yontemi ile kaplanan kristallerden daha kullanigh ve hassas oldugu belirlenmistir.

Vaughan vd (2001) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise, Listeria monocytogenes
mikroorganizmasmin altin elektrodlu, tiyosiyalikasit ile kaplanmug kuartz kristal
kullamlarak belirlenmesi ¢aligilmigtir. Calismada anti-Listeria monocytogenes antikorlar
kaplanmg kristal {izerine immobilize edilmigtir. Antikorun immobilize edildii kuartz
kristalin, aktivitesini kaybetmeden on kez kullamldigi ve kuru olarak yirmibes giin
saklanabildigi belirlenmigtir.

Son yillarda yapilan bir bagka ¢alismada, HSA analizleri i¢in piczoelektrik immiinsensor
gelistiritmistir (Navratilova vd. 2001). Klinik 6rncklerde HSA miktannin belirlenmesi,
ileri agsama bobrek hastaliklarmin (end stage renal discase) erken doénemde teshisi igin
O6nemlidir. Hastalifin  erken donemde teshisi ile nefropatik komplikasyonlar
onlenebilmektedir. Bu sebeple, idrardaki HSA konsantrasyonunun artmasi anlamina gelen
albiiminiiri seviyesinin tesbiti dnem kazanmustr. Calismada, albiimindiri seviyesinin
piezoelektrik immiinsensorler kullanilarak belirlenmesi, maliyetin diisiik olusu ve sonucun
daha kisa zamanda belirlenebilmesi sebebiyle, analiz sonuglarinin Srtligtiigii standart
reflektometrik teshise gore daha avantajli oldugu belirtilmistir.



Chuang ve Shih (2001) tarafindan yapilan caligmada ise, kuartz kristalin kaplama
materyali olarak, karbon allotrobu olan fullecren C60 kullanilmigtir. Fulleren C60, yap:
geregi 60 m-clcktronu icermektedir. Bu 6zcllik fullcrene, amino grubu gibi elcktronegatif
gruplara baglanabilme yetenegi kazandirmigtir. Bu ¢aligmada, C60 ile kaph piczoclektrik
kristal, glikozun glikoz oksidaz tarafindan yiikscltgenmesi sonucu olusan glikonik asidi
belirlemek amaciyla kullanilmigtir. Glikoz oksidaz enzimi fulleren C60 ile kapli silika
{izerine immobilize cdilmistir. Coézeltiye daldirilan fulleren kapl kuartz kristal, fulleren
kapli silika {izerine immobilize edilen glikoz oksidaz enzimi tarafindan olugturulan
glikonik asiti, frekansinda meydana gelen degisim ile belirlemistir.

Bir bagka glikoz senstrii ¢aligmasinda ise, piezoelektrik kristaller fullerenin kriptandh
tirevi olan fullcren-kriptand 22 maddcsi ilc kaplanmigtir (Chang vc Shih 2000). Kriptand
22 yapay makrosiklik bir cterdir. Kriptand 22 ve 18-tag-cter gibi makrosiklik policterler su
ve organik ¢oziiciilerde kolaylikla ¢oziiniirler, fakat fulleren ilc verdikleri tiircvier
hidrofobik maddcler olduklanndan suda ¢6ziinmezler ve kaplama materyali olarak
kullanilabilmektedirler.

Fulleren-kriptand-22 kaph sensor, glikozun glikoz oksidaz tarafindan yiikseltgenmesi
sonucu olugan glikonik asidi belirlemeye yoneliktir. Glikonik asidin fulleren-kriptand 22
kaph piczoelektrik sensor lizerine adsorpsiyonu sonucunda kristalin frekansinda meydana
gelen azalma kristal ylizeyinde adsorplanan glikonik asit miktariyla orantilidir. Caligmada,
glikoz iceren ¢ozelti igine belli miktarda glikoz oksidaz enzimi ilave edilerek reaksiyon
baglatilmis ve rcaksiyon sonucu olusan glikonik asit miktan frekans degisimi ile
belirlenmigtir. Olusan glikonik asit miktarindan ¢8zelti i¢inde meveut glikoz miktarina
gecilmigtir. Calismada ayrica, insan kaninda belirli miktarlarda bulunan, askorbik asit,
sistein, galaktoz, tirozin, lirik asit ve bazi metal iyonlarinin, analiz sonucuna ctkileri
incelenmis ve bu maddelerin girisim etkilerinin bulunmadidi belirlenmigtir. Cahigmada
ayrica, fulleren-kriptand 22 kapli piezoelektrik glikoz sensSriiniin pH, kaplama kalinhif,
glikoz konsantrasyonu gibi parametrelere kargi frekans degisimleri incelenmigtir.

Aym kaplama materyali kullanilarak yapilan bir bagka ¢aligmada ise, immobilize ve
¢Oziinmiis {reaza dayali olarak geligtirilen iire senstriinde, {ircaz enziminin iire ile
enzimatik reaksiyonu sonucunda olugan amonyum iyonunun belirlenmesi hedeflenmistir
(Wei ve Shih 2000). Caligmada iireaz, fulleren ve polivinil kloriir ile olugturulan membran
iizerine immobilize edilmigtir. Kanda bulunmasi muhtemcl olan bazi metal iyonlan,
glikoz, askorbik asit gibi maddelerin frekans degisimine ctkileri incelenerek, sensdriin



spesifiklii arastinlmugtir. Ayrica, kaplama miktan, Gireaz aktivitesi, tire konsantrasyonu,
¢Oziicli ve pH parametrelerinin frekans degigimine etkileri incelenmisgtir.

Shih vd (2001) tarafindan yapilan bir bagka ¢alismada ise, fulleren-kriptand 22 ve fulleren-
dibenzo-16-tag-5 kapli piezoelektrik kristal sensorler, organik ve inorganik maddelerin
analizi i¢in gelistirilmistir. Caligmada ilk olarak, fulleren ile organik maddeler arasindaki
ctkilegimler, fulleren kapli sensorler kullamlarak incelenmigtir. Caligmanm sonucunda,
alkoller, aldehitler, karboksilik asitler gibi organik maddelerin fulleren {zerine fiziksel
olarak, 1,3-dienler, alkinler, ditiyoller ve aminlerin fulleren yiizeyine kimyasal olarak
adsorbe oldugu belirlenmigtir. Caligmada, fulleren C60-kriptand 22 kaph piezoclektrik
sensoriin, olefinler, aminler, karboksilik asitler ve aldchitler gibi baz1 organik molekiilleri
hassas bir gckilde tesbit ettigi belirlenmigtir. Sens6r, polar ve polar olmayan organik
gazlann analizi i¢in kullanilmigtir. Elde edilen analiz sonucunun, gaz kromatografisinde
termal iletkenlik dedektSriintin verdigi sonuglar ile Ortiigtiigii belirlenmigtir. Ayrica,
fulleren C60-kriptand 22 ve fulleren C60-dibenzo-16-tag-5 kapl: sensorler ile bazi polar ve
polar olmayan organik molckiillcrin, mctal iyonlarinin analiz sonuglarinin, ticari sivi
kromatografisi dedektdrlerinin verdikleri sonuglar ile Srtigtiigii belirlenmigtir.

Bir bagka c¢aliymada isc, fulleren C60 kapli piczoclcktrik gaz scnsrler kullamlarak
fulleren C60 ilc bazi organik molckiiller ile ctkilegimler incclenmistir (Chao ve Shih
1998). Caliymanin sonucunda incclencn organik molckiillerin fulleren C60a olan ilgileri
strastyla, karboksilik asitler > aldehitler > aminler > alkoller > ketonlar oldugu
belirlenmigtir. Ayrica polar organik molekiiller arasinda aminler ve ditiyollerin fullerene
kimyasal olarak adsorbe olduklari, difcrlerinin isc fizikscl olarak adsorbe olduklar
belirlenmigtir.

Pan ve Shih (2004) tarafindan yapilan ¢alismada isc, 10 MHz AT-kesim kuartz kristaller
C60-anti-insan IgG vc C60-anti-hcmoglobin ilc kaplanarak, insan IgG ve hemoglobin
analizine dayali antikor sensérleri gelistirilmigtir. Caligmada oncelikle, kuartz kristaller
fulleren C60/PVC ilc spin kaplama ydntcmi ile kaplamip, ayn ayn, anti-IgG ve anti-
hemoglobin antikorlarimin belirli miktardaki ¢8zcltileriyle etkilegtirerek, antikorlarin
kristallerin yiizeyine adsorpsiyonu saglanmugtir. Kristal yiizeyindcki fulleren {izerine
adsorpsiyonun olup olmadifi, FTIR spcktroskopisi ile incclenmigtir. Immiinscnsérler {ire,
tirik asit, sistcin, tirozin, askorbik asit vc mctal iyonlarmi iceren gézcltilerle ctkilestirilip,
kristallcrin frckans degigimlceri belirlencerck, immiin sensorierin spesifikligi incclenmistir.



Baska bir ¢aligmada ise, giimiis elektrotlu 9 MHz AT-kesim kuartz kristaller, poli(2-
hidroksictil mctakrilat) (PHEMA), poli(2-mctoksictilakrilat) (PMEA) vc polipropilen (PP)
ilc kaplanip, bu polimcrler {izerine insan fibrinojeni ve siir scrum albiimini (bovince scrum
albumin, BSA) protcinlcrinin adsorpsiyonlart karsilagtinlmugtir (Tanaka vd. 2001).
Caligmanin sonucunda, biyouyumlu bir polimcr olan PMEA iizcrinc proteinlerin
adsorpsiyonunun diger polimerlcrc oranla daha giiglii oldufu ve adsorpsiyonun kantitatif
analizinin daha kolay yapilabildigi belirlenmigtir.

Bagka bir ¢aligmada isc, dank (dengue) viriislinlin tcghisinc yonclik bir immiinscnsor
geligtirilmigtir (Su vd. 2003). Caligmada, dank viriis zar protcini olan protcin E ve, virlisiin
enfekte ettifi hiicreler tarafindan eksprese edilen NS-1 proteinine (non-structural 1 protein)
O0zgli olan monoklonal antikorlar ile kaplanan 9 MHz AT-kesim QCM sistemi
gelistirilmigtir. Ug farkli immobilizasyon yontemi kullamlmigtir. Bu yontemler,
gluteraldehit y6ntemi, protein A yontemi ve karbodiimid (1-etil-3-(3-dimetil-amino propil)
karbodiimid, EDC) yOntemidir. Yapilan arastirmalar sonucunda, bu immobilizasyon
yontemlerinden protein A yOnteminin, difer yOntemlerc oranla daha uygun oldugu
belirlenmigtir. Ayrica, immiin sensoriin hassasiyetinin, ELISA yOntemine oranla 100 kat
daha fazla oldugu ve bu sebeple hastalifin erken sathalarinda kanda az miktarda bulunan
virlisiin QCM sistemi ile kolaylikla belirlenebilecegi ve hastaligin daha fazla yayilmadan
erken donemde teshisinin miimkiin oldugu belirtilmigtir.

Marx vd. (2001) QCM sisteminin farkli bir uygulamas: olan hiicre biyosensorii ¢alismmgtir,
Bu c¢ahymada Nocodazole adi  verilen ve  hiicrelerdeki  mikrotiibiillerin
depolimerizasyonuna neden olan bir ilacin farkli dozlarinda; endotel hiicrelerin kristal
ylizeyi fizerinc baglanmalan incelenmigtir. Caligmada, altin elektrotlu PZ kristal, serum
iceren biiylime ortamina yerlegtirildikten sonra, ortama endotel hiicreler ilave edilip,
meydana gelen frekans degisimleri es zamanh olarak belirlenmigtir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Biyosensdrler

Biyosensdrler, biyokimyasal sinyalleri ol¢iilebilir elektrik sinyallerine doniistiirebilen bir
transdiiser ile, spesifik ve biyolojik olarak aktif bilesenlerden olugturulmus analitik
cihazlardir. Biyosensorler, biyoloji, fizik, kimya, biyokimya, miihendislik gibi pek gok
bilim alanimin bilgi birikiminden yararlamilarak ve biyolojik molekiillerin veya sistemlerin
segicilik 6zellikleri ile modern elektronik tekniklerin islem yeteneginin birlestirilmesiyle
gelistirilen biyoanalitik cihazlar olarak tamimlanabilirler.

Bir biyosensdr reseptor ve dedektdr olmak {izere iki temel bilesenden olugmaktadr.
Reseptor, enzim, antikor, lipid, vd. olabilen segici kisimdir. Dedektdr, transdiiserden gelen
elektrik sinyallerini tayin eden kisimdir. Transdiiser ise, kimyasal veya fiziksel
etkilesmeleri elektrik sinyallerine doniistiirebilen kisimdir. Piezoelektrik biyosensérlerde
transdiiser olarak kuartz kristaller kullaniimaktadir.

Biyosensorlerde temel amag, analizi yapilacak madde (analit) ile biyoaktif bir bilesenin
spesifik olarak ctkilesimi sonucu ortaya ¢ikan elcktrik sinyallerinin bir transdiiser
sistemiyle belirlenmesidir. Sistemin 5zelligine bagl olarak yiikseltici, mikroiglemci, dijital
goriintiileyici gibi kisumlar sistem iginde yer alabilmektedir. Sekil 2.1°de genel olarak bir
biyosensoriin temel yapisi goriilmektedir.

Sekil 2-1, Biyosensoriin yapis
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Cizelge 2.1. Biyosensorlerde kullamilan transdiiser sistemleri, dlgim modlart ve tipik uygulamalar

Transduser Sistem Olgiim Modu Tipik uygulamalar
Iyon segici elektrot Potansiyometrik | Biyolojik ortamdaki iyonlar,
enzim elektrotlan
Gaz-algilayici elektrot Potansiyometrik | Gazlar, enzimler, organeller,
hiicre ve doku elektrotlar

Alan Exkili (field effect) elektrot | Potansiyometrik Iyonlar, gazlar, enzim
substratlar, immiinolojik

analitler
Optoelektronik ve fiberoptik | Optik pH, enzimler, immiinolojik
cihazlar analitler
Termistorler Kalorimetrik Enzimler, organeller, gazlar,
antibiyotikler ve vitaminler
Enzim elektrotlan Amperometrik Enzimler, immiinolojk
sistemler
Kondiiktometre Kondiiktans Enzim substratlan
Piezoelektrik kristaller Akustik (kiitle) Enzimler, ugucu gazlar ve
sivilar

Biyosensorlerde kullanilan biyoaktif bilegenler amaca gore iyonoforlar, antikorlar,
enzimler, niikkleik asitler, lipozomlar, biyomembranlar (6rnegin, membran reseptdrleri),
hiicre organelleri (6rnefin; mitokondri), hiicreler, doku kesitleri ve homojenatlart
olabilmektedir. Biyosenstrlerde, biyoaktif bilegenin, tayin edilecek madde ile
etkilestifinde olusan sinyalin iletim ve Slgiimiinde, genel olarak, gizelge 2.1.de belirtilen
transdiiser sistemleri kullamlmaktadir (Kumar 2000).

2.1.1. Biyosensorlerin genel kullanim alanlan

Uretilen biyosensorlerin ¢ogunun tip alaminda kullamldif ve bunun da agirhkh olarak
glikoz tayinine yonelik enzim esash biyosenstrlerden olustugu goriilmektedir. Dogal
olarak, son yillardaki bilimsel ve teknolojik gelismeler diger bazi biyosensér tiirlerinin de
bu pazarda paylarimin hizhi bir gekilde artmasina yol agmigtir. Ancak enzimlerin ¢ok
yiksek say1 ve ¢esitliligi ve gok farkli kullamm alan ve amaglarindan yararlamilabilir
olmalan, bu pazarda egemenliin enzim esash biyosensérlerde olmasi sonucunu
dogurmaktadir. Genel kullamm alanlar incelendiginde biyosensorlerin,
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¢ Klinik teghisler ve tibbi analizler,

o Tarim ve veterinerlik analizleri,

s Proses kontrolleri (fermentasyon kontrolleri ve analizi),
o Gida analizleri,

e Mikrobiyoloji (bakteriyal ve viral analizler),

o Farmasdtik ve ilag analizleri,

s Cevresel analizler (kirlilik kontrolleri),

» Endiistrivel ve toksik gazlarin analizi,

e Askeri ve savunma faliyetleri, gibi pek ¢ok alanda uygulama buldugu gériilmektedir.

Cizelge 2.2.”de biyosensor sistemleri kullanilarak analizi yapilabilen analitler 6rnekleri ile
verilmigtir (Kumar 2000).

Cizelge 2.2. Biyosensorler kullamlarak analizi yapilan bazi maddeler

Analit Ornekler

Solunum gazlan 0,, CO,

Anestezik gazlar N0, Halotan

Toksik gazlar H,S, Cl, CO, NH;

Tutugabilir gazlar CH,

Tyonlar H',Li",Na', K", Ca’, fosfatlar, afir metal
iyonlan

Metabolitler Glikoz, iire

Iz metabolitler Hormonlar, steroidler, ilaglar

Toksik gazlar Benzen, toluen

Proteinler ve niikleik asitler DNA, RNA

Antijenler ve antikorlar Insan Ig, anti-insan Ig

Mikroorganizmalar Viriisler, bakteriler, parazitler
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2.1.2. Biyosensorierin dzellikleri

Biyosensorleri esas alan analiz sistemlerinin avantaj ve dezavantajlarim belirleyen temel
ozellikler agagidaki gekilde 6zetlenebilir;

Biyosensorlerdeki biyoaktif bilesen spesifik ve kararli olmahdir. Biyoaktif bilesenin
spesifik olmas: girisim yapabilecek maddeleri igeren karigimlarm detaylh 6n islem
yapilmaksizin analizine imkan verir. Biyoaktif bilesenin kararh olmasi ¢ok sayida analize
imkan verecefi i¢in biyosensOriin ckonomik olmasina zemin hazirlamaktadir.
Biyosensorlerdeki temel reaksiyonun fiziksel kogullardan olabildigince az etkilenmesi
istenir. Bu 6zellik fiziksel kosullarin degisebildidi laboratuvar dis1 kosul ve ortamlarda da
glivenilir analizlerin yapilabilmesine imkan verir. Biyosensdr cevaplaninim dogru, duyark
ve tekrarlanabilir olmasi biiyilk Onem tagir. Cevap zamammn kisa olmasi genclde
biyosensorlerin tercihli olarak kullanimlarina yol acan en Onemli faktSrlerden biridir.
Biyosensdrlerde biyoaktif bilesenin in vive olgiimler igin biyouyumlu olmasi beklenir.
Olgiim {initesinin ucuz ve taginabilir olmas: degisik alanlarda yaygm kullammina imkan
verir.

Biyosensérler diigiik maliyette seri olarak bliylik miktarlarda {iretilebilirler. Ozellikle tek
kullanimbik sekilde standardize edilebilen biyoscnsdr tirleri, kullamm kolayligim
arttirabildigi gibi kullanacak kigilerin de detaylt bir tecritbbeye sahip olmasimi gerektirmez.
Bu nedenle yaygin kullanim olanaklar: ortaya ¢ikar.

Biyosensdr teknolojileri ¢esitli alanlarda pek ¢ok bilim alanindaki bilgi birikimini
gelismeler paralelinde ve gereksinimler dogrultusunda kullanarak gok hizhi bir gekilde
ilerlemecktedir. Biyosensorlerin klasik tayin ySntemlerine gére ¢ofu zaman. spesifik ve
duyarh sonuglarin pratik ve kisa siirede alinmasini saglamalari, tekrar kullanilabilir ya da
disikk maaliyetle tek kullammbk olarak dretilebilmeleri bu sistemlerin en Gnemli

avantajlaridir.
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2.2, Piezoelektrisite ve Kuartz Kristaller

2.2.1. Piezoeclektrik kavramm

Piezoelekirisite kavramu, ilk kez 1880 yilinda Paul Jacques ve Pierre Curie tarafindan
tanumlanmigtir. Piezoclektrik olguyu bulan Pierre Curie ve Paul Jacques Curie, bazt kristal
tiirlerinin, tzerine bir afirlik kondugunda ya da eksenleri boyunca sikigtirildiklarinda,
kristalin ylizeyleri arasinda bir gerilimin olugtufunu gozlemlemiglerdir. ‘Piezoclektrik
ctki’ adim verdikleri bu olaymn kesfini bir yil sonra da ters piczoelektrik etkinin
agiklanmasi izlemistir.

Yunancada ‘bastirmak’ anlamina gelen “piezein” 6n ekinden tliretilen ‘piczoelektrik’
kavrami basitge, lizerine mekanik bir basing uygulanan bazi kristal ve scramik
malzemelerde bir elektriksel gerilimin olugmas: olarak tanimlanabildigi gibi; bu ifadenin
tam tersi olarak, ylizeyine gerilim uygulandifinda kristalin scklini hafifce degistirmesi
olarak da tammlanmaktadir. Bu gekil de@isikligi kalici degildir. Uygulanan gerilim
boyunca kristal, orijinal gekli etrafinda titregsmektedir.

2.2.2. Kuartz kristaller

Piezoelektrik 6zellige sahip kuartz, Si0, monokristalidir. Herbir birim hiicresi {i¢ tane Si0,
molekiiliinden olusan kuartz kristali, gogu kimyasal ¢oziiciilerden etkilenmediBi gibi,
kristal yapisim gok yiiksek sicakliklara kadar koruyabilmektedir. Kuartz kristalin dogada
o-kuartz ve P-kuartz olmak {izere iki farkh formu bulunmaktadir. 573°C inversiyon
sicaklifinda a-kuartz, B-kuartza tersinir olarak déniigmektedir (Faccio vd 1995). B-kuartz,
sadece inversiyon noktasmn fizerindeki sicakliklarda olustugu igin gdrebildigimiz tim
kuartz kristaller a-kuartz formdadir. Kristalin bu formu, 573°C sicakligina kadar
piczoclekirik dzelligini kaybetmeden kararl: olabilmektedir.

Piezoclektrik sensdr uygulamalarda yiiksek sicakliklara kargi dayanikhi olmasi ve suda
¢oziinmemesinden dolay, kristalin o~kuartz formu kullanilmaktadr.
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o-kuartz polarize igik diizlemini saga veya sola cevirmesine gore, birbirlerinin ayna
goriintiisii olan ‘sag ve sol kuartz’ olmak {izere iki enantiyomorfik formda bulunmaktadur.
Sekil 2.2.”de kuartz kristalin iki enantiyomorfik formu goriilmektedir.

Sekil 2.2. Saf a-kuartz (solda) ve sol a-kuartz (sagda) kristal formlar:
2.2.2.1. Kuartz kristal kesim tipleri

Kuartz kristalin farkh agilardan kesimi sonucunda farkli 6zelliklere ve titresim modlarina
sahip kristal tiirleri olugmaktadir. Sekil 2.3.°de kuartz kristal lizerinde farkh acilarda
gergeklestirilen kesimler sonucu olugan kristal tiirleri gériilmektedir.

o oo
Tou LT
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-
-

.

Sekil 2.3. Kristal kesim tipleri
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Si0; kristaline enerji verilecek olursa, kristal belli frekansta ve belli modlarda titresmeye
baglamaktadir (Sekil 2.4.). Kuartz kristallerin titresim modlari, a) e§ilme (bending), b)
uzama (extension), ¢) face shear, d) thickness shear’dir (Faccio vd 1995).

Fungementa ipde
Thickness Shear

Sekil 2.4, Kuartz kristalin titregim modlart

Thickness shear modunda (TSM) titresim hareketi kristal yiizeyine paraleldir. Kristalin
titresim frekansi, boyutuna, yogunluduna, kesim tiiriine ve titresim moduna baghdir.
Titregimin thickness shear modu, kiitle degigimlerine en hassas moddur. AT ve BT kesim
kristaller thickness shear modunda titregen kristal tiirleridir. PZ biyosensdr ¢alismalarinda
sicakhlk degisimlerinden en az etkilenen kristal tiirii olan AT kesim kristaller
kullanilmaktadir.

2.2.2.2. Kristal kesim tipi ile sicakhk iligkisi

Bir kuartz kristalin titregim frekansi, kristalin yogunluguna, kesimine, titregim moduna ve
geometrik boyutuna bagh oldugu gibi, sicaklik, basing ve nem gibi ¢evresel kosullardan da
etkilenmektedir. Bazi piezoelektrik galigmalarda kristalin frekansimin stabil olmasi son
derece Onemlidir. Sicaklik degisimleri kuartz plakanmin boyutunu ve elastiklik sabitini
degistirmektedir. Sekil 2.5°de farkli tiir kristallerin, sicaklik karsisindaki frekans
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degisimleri gorilmektedir. Piezoelektrik uygulamalarda kullamlacak kristalin tiirli bu
ozellikler gz Sniine alinarak segilmektedir.
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Sekil 2.5, Farkh kristal kesim tipine sahip kristallerin titregim frekanslarimmn sicaklik ile
iligkisi

Kristalin titresim frekansimin sicaklikla 6nemli Slglide degistigi H, BT, GT veya CT kesim
kristaller, sicaklik sensorleri gibi uygulamalarda tercih edilmektedir. Piezoclektrik sensor
uygulamalarinda, kuartz kristallerin mevcut kesim tipleri iginde, sicaklik degisimlerinden
en az etkilenen, oda sicakliginda en kararl kristal tipi olan AT-kesim kuartz kristalleri
tercih edilmektedir.

Sckil 2.6.’da AT-kesim kristallerin titresim frekanslannin sicakhik degisimleri ile iligkisi
goriilmektedir.
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Sekil 2.6. AT-kesim kristallerin titregim frekansimn sicaklikla degigimi

2.3. Kuartz Kristal Mikrobalans Sistemi

Piezoelektrik biyosensorler, kimyasal ve biyolojik sivilarda bulunan maddelerin analizleri
igin geligtirilen ve Kuartz Kristal Mikrobalans (Quartz Crystal Microbalance, QCM)
olarak tanimlanan sistemlerdir. Piezoelektrik biosensdr uygulamalarinda genellikle analizi
yapilacak madde ile spesifik olarak etkilegsen materyal PZ kristal yiizeyine immobilize
edilir. Kristal fizerine immobilizasyondan dolay: kristalin yiizeyindeki kiitle artiss
nedeniyle kristalin titresim frekans: diiger. Kristalin titresim frekans: 8lgiiliir ve kaydedilir.
Kristal, analizi yapilacak maddeyi bulunduran ortama yerlestirilir. Analizi yapilacak
madde affinite ve adsorpsiyon nedeniyle, kristal yiizeyinde birikir. Meydana gelen kiitle
artigi kristalin titresim frekansim tckrar diigiiriir. Frekans sayicida okunan deger ile
kristalin sahip oldufu temel frekans degeri arasindaki fark alinarak kristal ylizeyine
adsorplanan madde miktar: hesaplanr.

QCM sensdr sistemi genel olarak, piezoelektrik kuartz kristaller, kristal yiizeyleri arasina
belirli voltta gerilim uygulayan bir gii¢ kaynag, uygulanan bu gerilim karsisinda kristalin
titregmesini saglayan geri doniigimlii (feedback) bir osilatér ve frekans Slglimiind
gergeklestirecek bir frekansmetreden olugmaktadir. Frekansmetre diginda, frekans: elektrik
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sinyaline doniistiirerek frekans Olglimlerinin bilgisayar ortaminda alinmasimi saglayacak
F/V donistlirtictiler de QCM sisteminde kullanilabilmektedir.

e
@ OC gig; kaynad
l HEEEA I
—
devre
Frekensmetre
ositoskop (sinyal
takiki temel cihazn)
Y
kontrolis ~ kordrofili; frekansmetre ve
] RS-232 seri ara birimi
bulunan devre

Sekil 2.7, Piezoelektrik kuartz kristal mikrobalans sistemi deney diizenegi

QCM sisteminde kuartz kristal, iki metal elektrot arasina yerlestirilmistir. Bu elektrotiar
arasma uygulanan gerilim karsisinda kuartz kristal belirli bir frekansta titregmektedir.
Kristal yiizeyinde sadece bu elektrotlar arasinda kalan bolge piezoelektrik olarak aktiftir.
Bu sebeple titresim elektrot tabakasinin oldugu yerde maksimumdur. Kristal fizerinde o
bolgeden uzaklagtikga titregim hizli bir sekilde azalmaktadir.

Piczoelektrik kuartz kristallerin yiizeylerinde meydana gelen kiitle artisi sonucu, belirli
siddette uygulanan gerilim karsisinda sahip olduklan titresim frekanslarinda meydana
gelen degisim, kristal yiizeyine adsorplanan analitin kiitlesine baglidir. Analit ¢6zeltisiyle
muamele edilen kristalin titresim frekansindaki degigimin belirlenmesiyle kalitatif
analizler yapilabilirken; aym sartlarda, belirli konsantrasyonlarda hazirlanan analit
¢ozeltileri ile muamele edilen kristalin frekans degigimleri belirlencrek, elde edilen
verilerden gizilen, “frekans defisimi-analit konsantrasyonu” grafifinden yararlamiarak,
konsantrasyonu bilinmeyen analitin kantitatif analizi yapilabilmekiedir.
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Sekil 2.8. Piezoelektrik sensorler icin deney diizenegi ve piezoelektrik kuartz kristal

Bu basit uygulama, QCM ¢alismalarinda en gok tercih edilen yéntemdir. Ote yandan, tayin
cdilmek istenen grubu bulunduran ortam da Snemlidir. Ortamin gaz, sivi ve akigkan sivi
olmasi hallerine gére QCM sisteminin tasarim farkhilik gésterir.

2.3.1. Gaz fazindaki analizler igin geligtirilen QCM sistemi

QCM, gaz fazinda veya siv1 ortamlarda bulunan biyolojik veya kimyasal maddelerin eg
zamanli analizlerinde sik¢a kullaniimaktadir. QCM sisteminin deney diizeneginde bir
takim degisiklikler yapilarak, gaz veya sivi ortamlarda bulunan maddelerin e zamanh
analizlerinin yapilabilmesine olanak saglanmistir. Sekil 2.9°da gaz sensbrleri igin
gelistirilen QCM sisteminin tipik semas: goriilmektedir.

frekans
PZ kristal 1
oslatdr 1 dengtiracs 1 T
O— Biigisayar
PZ kristal 2 osilater 2 || frekans
dbnligtirticd 2

Sekil 2.9. Gaz sensorleri igin deney diizenegi
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Sistemde sicaklik ve basing degisimlerinden kaynaklanan istenmeyen sinyallerin frekans
degisimine etkisini azaltmak igin, membran ile kaplanmamig ikinci bir kuartz kristal

osilator sistemi ile tamamlanmgtir.

2.3.2. Cozelti ortamindaki analizler i¢in geligtirilen QCM sistemi

Siv1 sistemlerdeki analizler igin ise, iki tip Slctim sistemi geligtiritmigtir. Sekil 2.10°da
goriilen QCM sisteminde, PZ kuartz kristal analizi yapilacak maddenin bulundugu ¢ozelti
ortamina daldirilarak, frekans degigimleri dlgtilmektedir.

[ 1

Bilgizayar

frelans
diniigtirici

| asiatir

O

Sekil 2.10. Srve sistemler icin geligtirilen ¢aliyma diizenegi

Bu sistemde kristalin tamami iletken ¢ozelti iginc daldurildifinda, kristalin her iki
clektrodu sivi ile temas ettifi i¢in meydana gelen kisa devre sonucunda kristal titregmeyi
. Cozelti ortaminda bulunan analitin gaz fazina
doniistiiriilmesi veya daldirma ve kurutma (dip and dry) ydntemi gibi uzun ve zaman alicy
yontemlerle ¢ozelti iginde bulunan maddenin analizi gergeklestirilmektedir (Saber vd
2002). Cozelti igindeki analizlerde kargilasilan bu problemleri ¢6zmek i¢in, ¢dzelti igine
daldinddiginda kristalin titregmesini engellemeyen osilatér akiminin gelistirilmesiyle veya
kristalin sadece tek yiizeyinin ¢ozelti ile temas etmesini saglayacak diizenein (gekil 2.11)
geligtirilmesiyle bu sorunlara ¢6ziim bulunmugtur. Sekil 2.11°de goriilen ikinci QCM
sisteminde, kristalin sadece bir yiizeyi sivi ile temas ederken difer ylizeyi isc, hava ile
temas etmektedir.
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Sekil 2.11. Siv1 sistemler igin geligtirilen ¢caliyma diizenegi

Bu sistemde, tamamen ¢ozelti i¢ine daldirilan kristalin bir yiizeyi maske ile kaplanarak
yiizeyin ¢bzelti ilc temas1 engellenir. Béylelikle sistem ile eg zamanl Slgiimlerin alinmasi
miimkiin olmaktadir. Bu sistemlerde, kristal yiizeyi {izerinde zamanla meydana gelen
degisimlerin, kristalin frekans degigimleri incelenerck aninda belirlenmesi miimkiin
olmaktadir.

Daldirma ve kurutma yéntemi:

Cozelti iginde bulunan maddelerin analizinde kullamlan bir ySntemdir. Bu yontemde,
kristal iizerine immobilize edilen biyolojik olarak aktif materyal ile ¢ozelti igerisinde
bulunan analit arasindaki reaksiyon ¢Ozelti ortaminda gerceklesirken; kristalin son
frekansinin  Slgtimii, kristal ¢6zelti i¢inden ¢ikanlip kurutulduktan sonra havada
gerceklestirilmektedir. Kristalin frekansim Slgmeden Once iizerinde spesifik olmayan
baglanmalarin uzaklagtirilmas igin birkag kez yikanmalidur.

Yoéntemde, kristal {izerine immobilizasyon igleminden sonra kristalin frekans: kaydedilir.
Ardindan PZ kristal, immobilize edilen madde ile ¢6zelti iginde bulunan analitin
etkilesmesine olanak saglayan zaman periyodu boyunca ¢6zelti igine daldinlir. Bu
etkilesim fiziksel veya kimyasal adsorpsiyon geklinde olabilir. PZ kristal ¢6zelti icinden
¢ikarildiktan sonra, spesifik olmayan baglanmalarin uzaklagtirilmasi igin yikanir. Yikama
isleminden sonra kurutulan kristalin titresim frekansi Olgiilerek frekans deisimi

hesaplanir.

Cozelti igindeki maddelerin analizleri i¢in geligtirilen daldirma ve kurutma ydntemi zaman
alic1 oldugundan ve deney sonuglarinin ey zamanli olarak belirlenememesinden dolay1 pek
tercih edilmemcktedir. Bu ySntem yerine, osilatér akiminin gelistirildigi veya kristalin
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sadece tek yiizeyinin sivi ile temas ettifi sistemlerle, frekans degisimlerinin e zamanh
olarak belirlenebilmesi miimkiin olmaktadur.

2.4. Sauerbrey Esitligi

Piezoelektrik biyosensdrlerde, QCM sisteminin kalbi olarak adlandirilan piezoelektrik
kuartz kristallerin her iki yiizeyinde bulunan metal (Au, Ag, Al, Ni, vb.) elektrotlar, uygun
bir membran ile kaplanarak analizi yapilacak olan madde ile spesifik olarak etkilegen
ligand bu membran iizerine immobilize edilmektedir. Elektrot ylizeyindeki membrana
immobilize edilen ligand ile spesifik olarak ctkilesen analitin konsantrasyonu ile kristalin
titresim frekansi birbirleriyle iligkilidir. Kristalin iizerine binen yikk ne kadar fazla ise,
titregim frekanst o kadar azalmaktadir. Elektrot yiizeyleri arasindaki kiitle artigi ile,
thickness shear modunda titregen AT-kesim kuartz kristalin frekans degigimi arasindaki
baginty, itk kez 1959 yilinda, Sauerbrey tarafindan tanimlanmigtir (Sauerbrey 1959):

=-2.26 x 10° x Fy? x (AM/A)

Bagintida,

AF, frekans farki, Hz

AM, kristal yiizeyine kaplanan ve kristal ylizeyinde adsorblanan kiitle, g
A, kristal ylizey alany, cm?

Fy, kristalin temel titregim frekans:, MHz’dir.

2.5. Akustik Dalga (Acoustic Wave) Sensorler

Hemen hemen tiim akustik dalga cihazlarida ve sensorlerinde akustik dalga tiretmek igin
piczoelektrik materyaller kullanilir. Akustik dalga sensorleri ve cihazlarinda kullanilan
piczoelektrik materyaller, kuartz (SiO,), lityum tantalat (LiTaO;) ve lityum niyobat

23



(LiNbOs)’tir. Genel olarak piezoelektrik cihazlar hacim akustik dalga (bulk acoustic wave,
BAW) ve yiizey akustik dalga (surface acoustic wave, SAW) olmak iizere iki sinifa ayrihr
(Bunde vd 1998).

Hacim akustik dalga sensorler

BAW sensorler, thickness shear moduna sahip rezonatdrlerdir. Bu sebeple TSM olarak.
adlandinldiklar gibi, sistemde piezoelektrik kuartz kristaller kullanildigs i¢in kuartz kristal
mikrobalans olarak da adlandirimaktadirlar. TSM sistemlerinde kullanilan kristallerin
elektrotlar arasina uygulanan gerilim, kristalin gekil deformasyonu ile sonuglanmaktadr.
TSM rezonatorlerinde 5-30 MHz arasindaki frekans degerlerinde titregen kristaller
kullamlmaktadir. Uretimi ve kullammi zor olan daha ince TSM sistemleri ile yiiksck
frekanslarda galigabilmek miimkiindiir.

Yiizey akustik dalga sensérler

SAW sistemleri akustik sensorlerin tamamen farkli bir simfidir. Sistemde elekirotlar
kristalin aymi yiizeyi {izerinde bulunur. SAW sensorlerinde 25-500 MHz frekans
degerlerinde titregen kristaller kullamlmaktadir. Bu sistemlerin sivi ile temaslarinda yiizey
dalgalarinda agir1 derecede bir azalma meydana gelir. Bu sebeple biyosensor
uygulamalarinda biyolojik ¢ozeltiler SAW sistemleri i¢in problemler olusturdugundan,
SAW sisteminden daha az hassas olmasmma ragmen, QCM sistemi biyosensor
uygulamalarinda daha sik kullamlmaktadir.

2.6. QCM Biyosensdrlerinin Hazirlanmasinda Temel Kavramlar

QCM biyosensorlerinin hazirlanmasinda ilk iglem, biyomolekiillerin yiizey tizerine
immobilizasyonlan igin kristal ylizeylerinin modifikasyonudur. Modifikasyon basamag
sonucunda, yiizey {izerinde molekiillerin immobilizasyonu sadlayacak, yiiksek yogunlukta
fonksiyonel gruplar olugturulur. Ardindan ligantlar, modifiye edilen kristal ylizeyi {izerine
¢esitli yontemler ile immobilize edilir.

24



2.6.1. Kristal yiizeyinin modifikasyonu

Piezoelekirik biyosensdr uygulamalarinda, ligandin kristal {izerine immobilizasyon
isleminden once, ylizey iizerine immobilizasyon icin gerekli fonksiyonel gruplarin
olugturulmasi i¢in kristal yiizeyinin modifiye cdilmesi gerckmektedir. Modifikasyon
isleminden &nce, kullanilan yontemden bagimsiz olarak, kristal {izerine immobilizasyonu
engelleyebilecek maddelerin kristal ylizeyinden uzaklastirilmasi igin, elektrot yiizeylerinin
uygun yontemlerle temizlenmesi gerekmektedir. Modifikasyon iglemi, a) polimer kaplama
ve b) kimyasal modifikasyon yontemleri ile yapilmaktadir.

Polimer kaplama y&ntemi igin gesitli teknikler gelistirilmigtir. Immobilizasyon i¢in uygun
polimer kristal yiizeyine,

Glow discharge (plazma-yiik bosaltma),

Spin coating (dondiirerek kaplama),

Dipping (daldirma),

Elektrokimyasal birikme, gibi yontemler ile kaplanmaktadar.

Kristal yiizeyinin kimyasal modifikasyonunda ise, kendiliginden diizenlenen tek tabaka
(self-assembled monolayer, SAM) teknigi kullanilmaktadir. Kendiliinden diizenlenen tek
tabakalar, kat1 bir yiizey (cam veya silisyum oksit) ile molekiiler fonksiyonel gruplar
arasinda meydana gelebilecek bir baglanma sonucunda, substrat ylizeyi tizerinde belirli bir
diizenc gore adsorbe olan molekiillerin olusturdufu tek tabakalardir. Kendilifinden
diizenlenen tek tabakalar, altin iizerinde alkantiyolat tek tabakalar ve alkilsiloksan tek
tabakalar olmak iizere ikiye ayrilmaktadir.

Altin iizerinde alkantiyol tek tabakalar

Altm iizerinde alkantiyolat tek tabakalarda, altin yiizey lizerine tiyol ¢6zeltisinden uzun
zineirli alkantiyollerin (RSH, R=X(CH2)n, n=11-18) adsorpsiyonuna dayanmaktadir.

R-SH+Au(O)n — > R-SAu{l). Au(O)n + % HrAlun yiizey
{izerine, alkantiyoller kiikiirt atomlan iizerinden koordine olmaktadirlar. Alkantiyoller
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ylizeye yaklagik 30%lik bir ag1 ile adsorbe olmuslardir. Farkli tiyol ¢ozeltileri kullanimiyla
ylizey iizerinde istenilen fonksiyonel gruplara (X) sahip, dolayisiyla istenilen fiziksel ve
kimyasal Ozelliklere sahip tek tabakalarin olugturulmasi miimkiindiir. Tek tabakalar
olusturulduktan sonra ylizey uygun kimyasallarla modifiye edilerek istenilen Szelliklere
sahip tek tabakalar olusturulabilmektedir. Tek tabakanin 6zellikleri ayrica, iki veya daha
fazla alkantiyol ¢ozeltisi kullanilarak farkli fonksiyonel gruplar iceren tek tabakalarin
olusturulmasiyla daha fazla kontrol edilebilmektedir.

Alkantiyol tek tabakalar, birkag ay etanol veya su igerisinde ya da havada kararli olarak
kalmaktadir. 70°C’dan daha yiiksek sicakliklarda altin yiizey tizerindeki tiyoller desorbe
olurken, oksijen varhiginda UV 1518a maruz birakildiklarinda fotooksidize olurlar.

Alkilsiloksan tek tabakalar

Alkilsiloksan tek tabakalar, alkiltriklorosilan (veya alkiltrietoksisilan) ile hidroksillenmis
ylizey (cam veya silisyum oksit) arasindaki reaksiyon sonucu olusturulurlar. Bu tek
tabakalar tizerindeki siloksan gruplari hem birbirleriyle, hem de yiizey tizerindeki hidroksil
gruplan ile garpraz baglar yapmaktadir. Bu zelliklerinden dolay: alkantiyol tek tabakalara
oranla termal olarak daha kararhidirlar. Alkilsiloksan tek tabakalarin dezavantaji ise
alkantiyol tek tabakalara oranla yapisal olarak daha az sirali olmalaridar.

2.6.2. Ligandin modifikasyonu

Immobilizasyonun, fonksiyonel gruplar igeren kristal yiizeyi ile ligant arasinda meydana
gelecek reaksiyon sonucu gergeklesecegi durumlarda ligant {izerinde fonksiyonel gruplar
olusturmak i¢in ligandin modifikasyonu gerekmektedir. Kullanilan immobilizasyon
yOntemine ve kristal yiizeyi lizerindeki foksiyonel gruplara bagh olarak ligant modifiye
edilir (L-NH; L-COOH, L-CHO, L-SH, L-OH, L-biyotin, L=Ligand). Ligand,
immobilizasyon i¢in gerekli fonksiyonel gruplar bulundurmadifinda modifiye edilir.
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2.6.3. immobilizasyon yéntemleri

Biyosensor uygulamalarinda, immobilizasyon basamagi, analiz sonuglarinin dogru, hassas
ve giivenilir bir sekilde elde edilebilmesi bir bagka deyisle, kuartz kristal yiizeyinde etkili
algilama bolgeleri olusturulmas: ve spesifik olmayan baglanmalarin engellenmesi
agisindan olduk¢a 6nemli bir basamaktir. Immobilizasyon ySnteminin, analizi yapilacak
madde ile spesifik olarak etkilesecek maddenin aktivitesini, minimum seviyede
etkileyecek en uygun immobilizasyon ydntemi olmas: gereckmektedir. QCM biyosensor
uygulamalarinda PZ kristal {izerine immobilizasyon i¢in genel olarak dort farkli yontem
gelistirilmistir. immobilizasyon igin kullamlan yontemler:

= Gluteraldehit ile capraz baglama,

= Avidin/biyotin etkilesimi ile kovalent baglama,
= Polimer veya jel yapih matrikslerin kullanimi,
® Protecin A ySntemi,

= Kristal {izerine fiziksel adsorpsiyon, yontemleridir.

Proteinler, fiziksel veya kimyasal etkilerle kolay denatlire olabilen olduk¢a hassas
biyolojik maddelerdir. Proteinlerin aktivitelerini kaybetmemeleri igin, ii¢ boyutlu
konformasyonlarinin immobilizasyon islemleri boyunca korunmasi gerekmektedir. Bu
durum, biyosensdr uygulamalarinda dikkat edilmesi gercken olduk¢a dnemli bir noktadir.
Gluteraldchit (GA), capraz baglayici bir madde olmasindan dolayi, 6zellikle proteinlerin
ii¢ boyutlu yapilarinin korunmasinda oldukga etkili bir reaktifdir. Dolayisiyla, proteinlerin
kristal ylizeyi lizerine immobilizasyonunda olduk¢a sik kullamilmaktadir (Babacan vd
2000).

Fiziksel adsorpsiyon, immobilize edilecek madde ile kristal yiizeyi iizerinde meydana
gelen clektrostatik etkilesim sonucunda gergeklesen baflanmaya dayanmaktadir. Kristal
yiizeyine maddenin dirckt fiziksel adsorpsiyonu ile gergeklestirilen immobilizasyon
yontemi, bir ¢ok ¢aligmada oldukga basit bir yontem olmasi dolayisiyla kullanilougtir
(Zhou vd 2002, Tsai ve Lin 2004). Fiziksel adsorpsiyonun ucuz ve basit bir yontem olmasi
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gibi avantajlarnin yaninda; yiizey lizerinde diizenli olmayan bir dafilmanin meydana
gelmesi, fiziksel olarak adsorbe olan maddelerin yiizey iizerinden kolaylikla ayrilabilmesi,
yiizey iizerinde spesifik olmayan baglanmalarin meydana gelmesi gibi dezavantajlan
bulunmaktadir. Bu dezavantajlar, yOntemin immobilizasyon ¢ahgmalarinda tercih
edilmemesine sebep olmaktadir.

Protein A, tek polipeptit zincirinden olugan, 42000 Da molekiil kiitlesindeki bakteri hiicre
duvani proteinidir. Protein A, bir ¢ok immiinoglobiilin molekiiliiniin Fc bolgesi ile
ctkilegebilmektedir ve bu o&zelliginden dolayr piczoclektrik immiinbiyosensor
caligmalarinda, antikorlarin immobilizasyon iglemleri igin tercih edilen bir proteindir
(Zhang vd 2003, Chou vd 2002). Bu immobilizasyon yOnteminin dezavantaji ise, protein
A’nin, antikorlarin Fc bolgesi ile olan etkilesiminin spesifik olmamasi ve sensoriin
kullanim 6mriiniin kisa olmasidar.

Avidin/biyotin etkilesimine dayanan immobilizasyon yéntemi 6zellikle piezoelektrik DNA
biyosensdr uygulamalarinda tercih edilen bir yontemdir (Mannelli vd 2003, Minunni vd
2003). Avidin ve biyotin arasindaki etkilegimin afinite sabitinin oldukg¢a yiiksek olmasi,
biyotinli ligantin, avidin ile kaplanmis sens6r yiizeyine immobilizasyonunun daha etkili
olmasim saglamaktadir. Avidin ve biyotin arasinda meydana gelen bag, pH ve yikama gibi
fiziksel etkilere karsi dayanikhdir. Bu zellik, bu yontem ile olugturulan biyosensérlere
kararlilik ve kullanim 6miirlerinin fazla olmas: gibi avantajlar saglamaktadir.

2.7. Glikoz Analizlerinin Onemi

Glikoz insan karbonhidratlarimin temel bilegenidir. insanlarda kan sekeri diizeyi, kanda
bulunan glikoz miktar: olarak adlandiriimaktadir. Saghkli bir insanin tokluk kan glikoz
seviyesi (70-110 mg/dL) civarindadir. Bu seviye pankreasta salgilanan insiilin ve glukagon
hormonlar1 ile kontrol edilmektedir. Kan gsckeri 70 mg/dL’nin altindaki degerler
hipoglisemi (diigiik kan gekeri); 180 mg/dL nin Gstlindeki degerler hiperglisemi (yiiksck
kan sekeri) olarak adlandinlmaktadir. Kan glikoz seviyesinin belirlenmesi diyabetin
(Diabetes mellitus) teghisinde biiyiik bir oneme sahiptir. Diyabet, insiilin hormonunun
cksiklifi, yetersizlii veya etkisizlifi nedeniyle hiperglisemi ile birlikte &zel
komplikasyonlara yol agan bir hastalikir. Glikoz seviyesinin belirlenmesinde
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elektrokimyasal, spektrofotometrik, amperometrik, polarimetrik gibi farkh ySntemler
kullamilmaktadir. Bu yontemlerin ¢ogu, zaman alici ve maliyetlidir.

2.8. Fulleren

Karbonun bilinen iki allotropu olan grafit ve elmasa ek olarak, 1985 yilinda karbonun
tiglincii allotropu “fullerenler” (Sekil 2.12.), sonraki ¢aligmalarda ise dérdiincii allotropu,
“nano-tiipler” (Sekil 2.14) kesfedilip tammlanmuglardir (Kroto vd. 1985). Yaklasik olarak
7 A°® gapmnda futbol topu scklinde yapilar olan fullerenler, 1985 yilinda {inlii mimar
Buckminister Fuller tarafindan kesfedilmigtir. Buckminister fullerenler, ‘bucky balls’
olarak da bilinirler. Bulundugu tarihten itibaren aragtirmacilarin oldukga ilgisini ¢ekmigtir
ve su an iizerinde bir ¢ok aragtirma yapilmaktadir. Siperiletken Szellik gésterdigi
bilinmektedir. Kafes icine degigik iyonlar yerlestirilip ilging elektronik &zellikler elde
edilmektedir. Kiibik bir kristal yapisi vardir. C70, C76 gibi tiirevleri de mevcuttur.
Fulleren C60°daki karbon atomlari, 12 adet pentagonal, 20 adet hekzagonal yapidan
meydana gelmigtir.

Sekil 2.14. Karbon nanotiip

Nanotiipler konusundaki ¢alismalar ve bulgular, 10 yil gibi kisa sayilacak bir stirede biiyiik
bir gelisme gOstermigtir. Nanotiiplerin elde edilmesindeki ydntemlerin gelismesiyle,
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istenilen boyut ve sekilde nanotiipler elde edilebilmektedir. Bu konudaki galigmalarla
ozellikle teknolojideki kullanim igin seri {iretim tekniklerinin kisa bir siirede gelistirilmesi
beklenmektedir.

Fullerenler (C60, C70) van der Waals kuvvetleri ile bir arada tutulan, kafes yapis: oldukca
rijit molekiiler katilardir. Fulleren molekiillerinin serbest hale gegmesi i¢in C-C kovalent
baglarimin kinlmasi gerckmediginden, ¢dzlinme ve buharlagtirma islemleri daha ihiman
kosullarda ger¢eklesmektedir. Fullerenler, organik ¢oziiciilerde ¢6ziinebilir, elektronlar iyi
delokalize edebildigi ve sinir yiizey formiillerinde elektron boslugu bulundurdugu igin,
niikleofilik Szelliklerine bagh olarak baska gruplarla reaksiyon verebilirler (Sckil 2.15).

Alternatif malzemeler hazirlamaya duyulan ihtiyag nedeniyle fullerenler, piczoelektrik
Ozellik gésteren kristallerle de galigilmaktadir. Bu ¢aligmalarda C60°mn sahip oldugu 60 nt-
elektronu da dikkate alinarak piczoelektrik &zellik gosteren kristallerde kaplama
malzemesi olarak kullanilmis, apolar ve bazi polar organik molekiillerin adsorpsiyonu test
cdilmistir (Shih vd. 2001). Diger taraftan fullerenin, iizerinde iyon segici olarak
davranabilen polar grup bulunduran tiirevlerinden hazirlanan membranlarin davramglarinin
incelenmesinden elde edilen sonuglar da oldukg¢a cesaret vericidir (Shih ve Lin 2003). Bu
galigmalar, C60’n bir kimyasal scnsér olarak da kullamlabilecegini gostermektedir.
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Sekil 2.15. Genel olarak fullerenin verebildigi reaksiyonlar
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Niikleofilik 6zelliklerine baglh olarak fullerenler (C60, C70) primer ve sekonder aminlerle
reaksiyon vermcktedir (Sckil 2.16). Bu rcaksiyonda, birinci basamakta aminden C60°a bir
clektron transfer edilir, ikinci basamakta pozitif yiiklii amin grubu ile C60 mono anyon
radikali arasinda yeniden diizenlenme olmaktadir ve yegil renkli iiriinler olugsmaktadir. Son
basamakta ise azota bagh hidrojen C60’a aktanlir ve nétral katilma iiriinleri olusur.
Tersiyer aminlerin kullanmilmasi halinde sterik rezonans etkisi nedeniyle fulleren-amin
katilma iiriinleri elde edilememektedir. Ayrica katilma reaksiyonunda birden fazla amin
grubunun fullerene baglanabildigi de rapor edilmistir. Ornek olarak, propil amin ile olan
rcaksiyonda bir C60 molckiiline, 20 propilamino grubunun bagh oldugu kiitle
spektrometresi ile gosterilmigtir [C60(C3HgN),]. Bundan bagka fullerenler, -COOH ve —
CHO grubu bulunduran bilesiklerle de dogrudan reaksiyon vermektedirler (Hirsch 1994).
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Sekil 2.16. Fullerenierin (C60, Cyy) primer ve sekonder aminlerle reaksiyonu
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1, Materyal

Caligmada, kaynafi Aspergillus niger olan Tip I simfindaki glikoz oksidaz enzimi (GOx;
B-D-glikoz; oksijen-1-oksidorediiktaz; E.C 1.1.3.4.) kullanildi. Sigma’dan temin edilen
GOx enziming ilave bir saflagtirma yapilmad.

Kaynagi ham yaban turbu (Horseradish crude) olan peroksidaz enzimi (POD; E.C
1.11.1.7), Sigma’dan temin edildi (65 purpurogallin U/mL kati madde). POD ¢ozeltisi,
bidestile suda ve mililitresinde 60 {inite purpurogallin bulunacak sekilde enzim aktivitesi
deneyi igin taze olarak hazirlandi.

o-Dianizidindihidroklorir (% 97; 3,3’-dimetoksi benzidin) Aldrich firmasindan temin
edildi. Enzimatik reaksiyonda boyar madde olarak kullamilmak fizere 2,1 mg, 1 mL
bidestile suda ¢oziildii ve stok ¢ozelti olarak saklandi (3.1 ml.’deki konsantrasyonu 0,21
mM).

D-Glikoz, suda ii¢ farkh yapisi denge halinde bulunan, alti karbonlu bir sekerdir. Bu
yapilar, a~anomeri (% 36,5), B-anomeri (% 63,5) ve aldehit formudur (% 0,003) (Okuda ve
Miva 1973). Calismada kullamlan GOx enzimi (E.C 1.1.3.4), B-D-glikozu biiyiik dlgiide
katalizledigi i¢in, D-glikozun (Sigma, ABD) bidestile suda hazirlanan ¢ozeltisi,
mutorotasyonun tamamlanmasi igin bir giin bekletildikten sonra kullanilda.

Caliymada kullanilan kitosan [(1-—4) bagli 2-amino-2-deoksi-B-D-glukopiranoz, diisiik
viskozite] Sigma’dan temin edildi. Kitosan (% 2 a/h), sodyum kloriir (% 0,8 a/h) ve
askorbik asitten (% 2 a/h) olusan polikatyonik ¢6zelti, homojen bir karisim elde edilinceye
kadar kangtinldi. Cézlinmeyen kati safsizhkiarin ayrifabilmesi ve berrak bir ¢ozelti elde
cdilcbilmesi amaciyla bir gece + 4°C’de bekletildi.

Sodyumtripolifosfat (NasP30;0) tamponu (pH 74; 0,1 M), 0,6 g sodyumtripolifosfat
(Sigma) 100 mL serum fizyolojik (bidestile suda % 0,85°lik NaCl ¢ozeltisi) icerisinde
¢oziilerek hazirlandi.

Asetat tamponlar1 dért farkh pH’da (pH 3,6, 4,6, 5,1 ve 5,6 ) hazirlanarak kullamldi: pH
3,6 tamponu (0,05 M), 46,3 mL 0,2 M asetik asit ve 3,7 mL 0,2 M sodyum asetat
¢ozeltilerinden olusan kangim, bidestile suyla 100 mL’ye tamamlanarak hazirlandi. pH 4,6
tamponu (0,05 M), 25,5 mL 0,2 M asetik asit ve 24,5 mL 0,2 M sodyum asetat
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¢ozeltilerinden olugan karigim, bidestile suyla 100 mL’ye tamamlanarak hazirlandi. pH 3,1
tamponu (0,05 M), 12,7 mL 02 M asetik asit ve 37,3 mL 0,2 M sodyum asetat
gOzeltilerinden olugan karisim, bidestile suyla 100 mL’ye tamamlanarak hazirlandi. pH 5,6
tamponu (0,05 M), 4,8 mL 0,2 M asetik asit ve 45,2 mLL 0,2 M sodyum asetat
¢ozeltilerinden olusan karigim, bidestile suyla 100 mL’ye tamamlanarak hazirland.

Fosfat tamponlan ii¢ farkli pH’da (pH 5,7, 7,4 ve 8,0) hazirlanarak kullamldi. pH 5,7
tamponu (0,05 M), 93,5 mL 0,2 M monobazik sodyum fosfat ve 6,5 mL dibazik sodyum
fosfat ¢ozeltilerinden olugan kangim, bidestile suyla 200 mL’ye tamamlanarak hazirlandu.
pH 7.4 tamponu (0,05 M), 19 mL 0,2 M monobazik sodyum fosfat ve 81 ml dibazik
sodyum fosfat ¢ozeltilerinden olusan kanisim, bidestile suyla 200 mL’ye tamamlanarak
hazirlandi. pH 8,0 tamponu (0,05 M), 5,3 mL 0,2 M monobazik sodyum fosfat ve 94,7 mL
dibazik sodyum fosfat ¢ozeltilerinden olugsan karngim, bidestile suyla 200 mL’ye
tamamlanarak hazirland.

Karbonat tamponlan iki farkh pH’da (pH 9,2 ve 9,9) hazirlanarak kullamidi. pH 9,2
tamponu (0,05 M), 4 mL 0,2 M sodyum karbonat ve 46,0 mlL 0,2 M sodyum bikarbonat
¢ozeltilerinden olusan karigim, bidestile suyla 200 mL.’ye tamamlanarak hazirlandi. pH 9,9
tamponu (0,05 M), 25 mL 0,2 M sodyum karbonat ve 25 mL 0,2 M sodyum bikarbonat
¢Ozeltilerinden olugan karigim, bidestile suyla 200 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

Caligmada, kristalleri kaplamak i¢in kullamlan fulleren C60 (%99,5; Aldrich) ¢ozeltisi, 1
mg PVC ve 1 mg fullerenin 400 pL toluen ¢ozeltisi iginde ¢8ziilmesiyle hazirlandi.
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3.2. Yontem

3.2.1. Deney diizeneginin hazirlanmasi

Caligmada 10 MHz’lik AT-kesim kuartz kristaller, kristal yiizeyleri arasina belirli voltta
gerilim uygulayan bir gii¢ kaynag, uygulanan bu gerilim kargisinda kristalin titregmesini
saglayan bir osilatdor ve frekans Olgiimiini gerceklestirecek bir frekansmetre, deney
sisteminde Slglilen elektriksel sinyallerinin goriintiilenmesinde, dolayisiyla elektriksel
sinyallerin takibinde ve tipinin belirlenmesinde kullanmak amaciyla bir osiloskop,
osiloskobun ayarlanmasimi ve deney sisteminin kontroliinii saglayacak bir adet frekans
jenaratorii, Slgiilen frekansin bilgisayara aktarilmas: veya frekansin voltaja doniigtiiriilmesi
ve voltajin bilgisayara aktariimas: igin gerekli olan devre kartlan (F/V d6nistiiriicti, RS-
232 seri arabirim osilatdr, vb.) uygun bir sekilde baglanarak piezoelektrik senstr sistemi
olusturuldu.

3.2.2. Piezoelektrik kristallerin kaplanmasi

Caligmalarda 10 MHz’lik 3.4 mm capinda giimiis elektrotlu AT-kesim kuartz kristaller
kullamildi. Kristallerin kaplanmadan 6nceki frekanslart (F,) kaydedildi. Kristaller farkli
miktarlarda fulleren C60 ve fulleren C60/poli (vinil kloriir) in toluen iginde 5 dakika
sonikasyonu sonrasi ¢dziilerek hazirlanan gozeltilerin 2 pl.’si (1uLl + 1pL) kristalin her iki
clektrot ylizeyi lizerine mikropipet ile damlatilarak kaplandi. Kaplama sonrasi oda
sicakh@inda ¢dziiciiniin buharlagsmas: i¢in birkag dakika beklendikten sonra, kristallerin
frekansi (F1) kaydedildi.

3.2.3. Fulleren membramn eptimizasyonu

Calismanin ilk agamasinda, piezoelektrik kuartz kristal Gizerine kaplanacak fulleren C60
membranimin  uygun miktar1 belirlendi. Fulleren C60 membraninin uygun miktarim
belirlemek i¢in belli hacimde uygun bir ¢dziicti iginde hazirlanan farkli konsantrasyonlarda
fulleren ¢6zeltilerinin 1 pL’si, fundamental frekansi (fo) Slgiilmiis kuartz kristallerin her
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iki elektrot ylizeyi fizerine mikropipet yardimiyla damlatilarak, ¢6ziictintin buharlagmasi
icin kristal birkag dakika oda sicakhiginda bekletildi. Ardindan kurutulan kristallerin
frekans: (f)) kaydedildi. Elde edilen verilerle her basamaktaki Af (fo-f;) degerleri
hesaplanarak Af-pg fulleren/kristal grafigi ¢izildi. Farkl fulleren miktarlarina bagh olarak
frekans degisimleri grafik iizerinde incelenerek, kristal i¢in en uygun fulleren miktari
belirlendi.

3.2.4. Uygun matriks (PVC) miktarimin secimi

Fulleren i¢in ¢aligma aralifz belirlendikten sonra, fullerenin kristal yiizeyinde daha uzun
stirec kalmasim saglayacak poli(vinil kloriir) matriksinin uygun kaplama miktan belirlendi.
Calisma i¢in en uygun PVC miktarinin, fullereni ne ¢6zelti ortaminda kristal ylizeyinde
tutamayacak kadar az, ne de fullerenin ligand ile etkilegsmesini engelleyecek kadar gok
olmamasina galigildi. Kaplama g¢aligmalarinda kullanilan fulleren miktart kadar PVC
kullanildi.

3.2.5. Yiizey topografisinin incelenmesi

Fulleren ve fulleren/PVC kaplanmig yiizeylerin topografisi, AFM (aftomic force
microscopy) teknigi kullamlarak incelendi. Bu amagla, havada temas modunda galisan bir
TopoMetrix TMX 2000 Explorer model AFM kullanildi. Bu iglemler igin ylizeyler, 1 mg
C60 ve (1+1) mg C60/PVC igeren, 2 ml.’lik gozeltilerle kaplandi. Yiizeyler, 20x20 pym ile
150x150 pm aralifinda degigen tarama ve 1 nN ile 5 nN kuvvet araliklarinda incelendi.

3.2.6. Glikoz oksidaz enziminin immobilizasyonu

Glikoz oksidaz enziminin kristal ylizeyi {izerine kontrolsiiz olarak adsorpsiyonunu
engellemek i¢in tiim ¢ahgmalar boyunca, kitosan kiireler i¢erisine immobilize edilen GOx
kullamldi. immobilizasyon igleminde, 500 pL asetat tamponu (pH: 5,1; 0,05 M) igerisinde
40 mg GOx enzimi (GOx; E.C 1.1.3.4) ¢oziilerck hazirlanan ¢6zelti, % 2 askorbik asit
iceren 10 mL kitosan ¢6zeltisi ile kangtinldi. Kansim +4°C’de 5 dakika vortekslendikten
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sonra, 22 G uglu bir enjektdr icerisine konularak, damlialar halinde sodyumtripolifosfat
¢ozeltisi igerisine +4°C’de ilave edildi. Olusan kiircler manyetik karigtinnc1 yardimiyla, 15
dakika kadar karigtirildi. Sonugta ¢apt 900-1400 pm arahiginda olan kiireler elde edildi.
Olusan kiireler immobilize olmayan GOx enziminin ortamdan uzaklastirilmasi igin
bidestile suda 4-5 kez yikandi. immobilize GOx bidestile su igerisinde 4°C’de saklandu.

3.2.7. Glikonik asitin olugturulmasi ve Kkristallerle etkilegtirme

Asetat tamponu (pH: 5,1; 0,05M) ve belli miktar B-D-glikoz i¢eren reaksiyon karngim,
35°C°de 10 dakika 6n inkiibasyonda tutulduktan sonra reaksiyon ortamina immobilize
GOx enzimi ilave edilerek enzimatik reaksiyon baglatildi. Inkiibasyon sfiresinin sonunda
enzim, reaksiyon ortamindan alinarak reaksiyon sonlandirildi. Kaph kristaller glikonik asit
igeren reaksiyon ¢dzeltisi icerisinde 1 dakika bekletildi. Islak kristaller kurumalari i¢in oda
sicakhginda 10-15 dakika bekletildi.

3.2.8. Serbest glikoz oksidaz aktivitesinin belirlenmesi

GOx’m enzimatik aktivitesi kolorimetrik bir yontemle spektrofotometrik olarak dlgiildi.
Aktivite 6lgtimii ile ilgili enzimatik reaksiyonlar agagida verilmistir.

GOx
B-D-glikoz + H,O + O, — D-Glukono-9- lakton + H,O,
POD
H,0, + o-Dianizidin —_— o-Dianizidin + H,O

Glikoz oksidaz (oksijen 1-oksidorediiktaz E C.1.1.3.4), B-D-glikozu molekiiler oksijen
varliginda H,0O, ve D-glikonik asite doniigtiirmektedir. 31 mg/mL B-D-glikoz, 0,21 g/mL
o-dianizidin ve peroksidaz (POD) enzimi igeren 3,1 mL reaksiyon ¢6zeltisi (0,05 M asctat
tamponu; pH 5,1), 10 dakika 35°C’de 6n inkiibasyonda tutulduktan sonra, GOx enzimi
ilave edilerek reaksiyon baslatildi. Inkiibasyon siiresi olarak segilen 4 dakikanin sonunda
500 nm’de absorbans degerleri okundu.
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3.2.9. Glikonik asidin C60 kaph PZ-QCM ile tayini

Caligmada 0,05 M asetat tamponu (pH 5,1) igerisine B-D-glikoz ilave edilerek 10 dakika
37°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda immobilize glikoz oksidaz
reaksiyon ortamina ilave edilerek enzimatik reaksiyon baglatildi. Reaksiyonun dordiincii
dakikasinda, immobilize GOx ortamdan uzaklagtirilarak enzimatik reaksiyon durduruldu.
Calismada kullanilacak kristallerin kaplanmadan oOnceki ve kaplandiktan sonraki
frekanslar1 kaydedildi. Kaplh kristaller glikonik asit igeren reaksiyon ¢ozeltisi igerisine
daldirilarak birer dakika bekletildi. Kristaller oda sicakhifinda kurutulduktan sonra frekans
degisimlieri belirlenerek glikonik asitin analizi gergeklestirildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. C60 ve C60/PVC Membranlan i¢in Cabsma Arabklarinmn Belirlenmesi

Caligmalarda 10 MHz’lik 3,4 mm ¢apinda giimiig elektrotlu AT-kesim kuartz kristaller
kullamldi. Kristallerin kaplanmadan 6nceki frekanslan (F,) kaydedildi. Kristaller farkls
miktarlarda fulleren C60 ve fulleren C60/poli (vinil kloriir) *{in toluen ig¢inde 5 dakika
sonikasyonu sonras) ¢ozilerek hazirlanan ¢ozeltilerin 2 ul.’si (1 pL + 1 pL) kristalin her
iki elektrot yiizeyi lizerine mikropipet ile damlatilarak kaplandi. Kaplama sonrasi oda
sicakhiinda ¢oziiciinlin buharlagmas: igin birkag dakika beklendikten sonra, kristallerin
frekansi (F;) kaydedildi. Kristallerin frekans degigimleri (Af= Fy-F}), her bir kaplama
miktart igin ayri ayn hesaplanarak kristal lizerindeki kaplama miktar1 ile frekans
degisimini gosteren grafik elde edildi (Sekil 4.1.). Boylece 10 MHz’lik PZ kristallerin
fulleren C60/PVC igin gcalisma aralify 2-14 pg/kristal olarak belirlendi. Elde edilen bu
veriler sonucunda PZ kristaller i¢in en uygun kaplama miktan 5 ug C60-5 pg PVC/kristal
segildi.

4500
4000 -
3500 - g
3000
2500 - ﬁ
2000 zs 2
1500 - =
1000 -
500 - ——
0 1 1
0 5 10 15
Kaplama Miktan (ug/kristal)

HH HH

Frekans Farki (Hz)

Sekil 4.1. Kuartz kristalin kaplama konsantrasyonu (¢alisma araligy): C60 igin(®), C60/PVC
igin ().
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4.2. AFM ille Yiizey Topografilerinin Incelenmesi

Kaplama topografisini ve yiizey morfolojisini incelemek icin fulleren C60 ve fulleren
C60/PVC ile kaplanan cam ve kristal yiizeyleri iizerinde AFM (Atomic Force Microscopy)
cekimleri yapildi. Sekil 4.2’de C60 kaph PZ kristal, C60 ve C60/PVC kapli cam
yiizeylerin gekilen AFM goriintiileri goritlmektedir. PZ kristal yiizeyi gdzenekli bir yapiya
sahip oldugu igin C60 kaph kristal yiizeyinden elde edilen AFM goriintiileri ylizey
topografisinin incelenmesi igin tercih edilmedi. Bu sebeple C60 ve C60/PVC igin AFM
gekimleri parlatilmis cam yiizey iizerinde alindi. Cam yiizey iizerinde yer alan C60
kiimelerinin boyutu yaklagik olarak 1000-2000 nm gdzlenirken, C60/PVC igin ise 2000-
3000 nm olarak gdzlendi.

£76.99 nm
pm
§pm
15 pm
0 pm® KM 0 pm0 hm

Sekil 4.2. AFM gorintiileri: Bos kristal yiizeyi (sol distte), C60-kaplt kristal yiizeyi(sag iistte), C60-kapli cam
yiizey (sol altta) ve C60/PVC-kapl: cam yiizey (sag altta).
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4.3. Kaplama Miktarimm Etkisi

Farkli miktarlarda fulleren C60/PVC ile kaplanan PZ sensor ile aymi konsantrasyonda
glikoz kullamlarak olugan glikonik asitin belirlenmesi tizerine kaplama miktanmin ctkisi
incclendi. Kaplanmadan 6nccki frekanslari olgiilen kristaller, farkh miktarlardaki
C60/PVC igeren gozeltilerle kaplanarak frekans degisimleri kaydedildi. Kristallerin her
biri, aym konsantrasyonda glikonik asit igeren reaksiyon ¢ozeltisinin igerisinde birer
dakika bekletilerek, oda sicakliginda kurumaya birakildiktan sonra PZ kristallerin son
frekanslari dlgiildii. Fulleren membran kullanilarak hazirlanan kristallerin scgiciligini test
ctmek amaciyla, yapilan islemlerc paralel olarak kaplanmamug kristal ile aym islemler

tekrar edildi.

Frekans Farki (Hz)
1

| 0 ‘ , : ‘ ‘ |
0 1 2 3 4 5 6 \
Kaplama Miktan (ug/kristal) \

Sekil 4.3. Kaplama kalinhigun PZ sensoriin frekans degisimi iizerine etkisi (immobilize GOx,
D-glikoz, 37°C).

4.4. pH Etkisi

Farkh pH’larda (3.6, 4,0, 5.6, 5,7, 7.4, 8,0, 9,2, 9.9) gergeklestirilen enzimatik reaksiyon
sonucunda olugan glikonik asitin PZ glikonik asit sensori ile belirlenmesi iizerine pIl’m

ctkisi incelendi. Farkh pIT’larda gergeklestirilen enzimatik reaksiyon sonucunda ortamda
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olusan glikonik asit, en uygun kaplama miktari (5 pg C60-5 pg PV (/kristal) olarak segilen
miktar ile kaplanan kristaller ile beliflendi. Kristallerin  kaplanmadan dnccki ve
kaplandiktan sonraki frekanslart dlgiilerek frekans degisimleri kaydedildi. C60 kapli PZ
kristaller reaksiyon ¢ozeltileri igerisine daldirilarak birer dakika beklctildikten sonra oda
sicakhiginda kurumaya birakildi. Kuruyan kristallerin son frekanslar dlgiilerck frekans
degigimleri kaydedildi. Fulleren membran kullamlarak hazirlanan kristallerin segiciligini
test ctmek amaciyla, yapilan islemlere paralel olarak kaplanmamug kristal ilc aym isglemler
tekrar edildi.

- 7000 ,
\ 3 \
6000 | \
5000 3 |
4000 - l
3000 \
2000 = |

Frekans Farki (Hz)
gl

1000 - - \

Sekil 4.4. PH'in PZ sensorin frekans degisimi iizerine etkisi (immobilize GOx, D-glikoz,
37°C).

4.5. Sicakhgm Etkisi

Caligmada aym miktarda glikozun kullanildig enzimatik reaksiyon farkl sicakliklarda (5,
15, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55°C) gergeklestirilerck olugan glikonik asidin C60 kapli PZ
kristaller ile belirlenmesi incelendi. Caligmada kullanilacak kristallerin kaplanmadan
snceki frekanslan kaydedildikten sonra, uygun miktardaki C60/PVC ilc kaplanarak
frekanslan kaydedildi. Farkh sicakliklarda gergeklestirilen enzimatik reaksiyon sonucu,
glikonik asit igeren reaksiyon ¢ozeltisi igerisinde, C60 kaph kristaller birer dakika
bekletilerek oda sicakhifinda kurumaya birakildi. Kuruyan kristallerin frekanslar: Slgiilerek
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son frekanslari kaydedildi. Fulleren membran kullamlarak hazirlanan kristallerin
segiciligini test etmek amaciyla, yapilan islemlere paralel olarak kaplanmamms kristal ile

aymi iglemler tekrar edildi.

4500

4000 -

3500 - $ t 3

3000 3

2500 | 3 %

2000

1500 -

1000 | .

500 -
0 ; , ‘ , ‘
0 0 20 30 40 50 60

Sicaklik (°C)

Frekans Farki (Hz)

Sekil 4.5. Sicakhgin PZ sensoriin frekans degisimi iizerine etkisi (immobilize GOx, f-D-
glikoz).

4.6. Glikonik Asit Konsantrasyonunun Etkisi

Caligmada 0,05 M asetat tamponu igerisine farkli konsantrasyonlarda B-D-glikoz ilave

edilerek enzimatik reaksiyon gergeklestirildi.

Glikozun, glikoz oksidaz ile oksidasyonu sonucunda olusan farkh konsantrasyonlardaki
glikonik asiti igeren reaksiyon gozeltileri igerisinde aymi miktar C60/PVC kaph PZ
kristaller birer dakika bekletilerek oda sicakhigmda kurumaya birakildi. Kuruyan
kristallerin son frekanslari olgiilerek frekans degigimleri hesaplandi. Sekil 4.6’da da
goriildiigii gibi glikoz konsantrasyonu ile kristallerin frekans degisimleri arasinda dogrusal
bir iliski belirlendi. Fulleren membran kullanilarak hazirlanan kristallerin segiciligini test
etmek amaciyla, yapilan islemlere paralel olarak kaplanmamus kristal ile aym islemler
tekrar edildi.
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Sekil 4.6. p-D-Glikoz konsantrasyonunun C60/PVC kapl (%) ve bos kristalin (°) frekans
degisimi tizerine etkisi

4.7. Girisim Etkisi Yapabilecek Maddelerin Etkisi

PZ sensoriin segiciligini incelemek i¢in 0,05 M asetat tamponu igerisinde glikozun glikoz
oksidaz ile verdigi cnzimatik rcaksiyon, ortamda glikoz yaninda, insan kaninda bulunan
askorbik asit, iire, ascton, ctanol, amonyak gibi maddeler varhginda gergeklestirildi.
Reaksiyonlar sonucunda ortamda glikonik asit yamnda girisim ctkisi yapabilccek
maddeclerin bulundugu reaksiyon gozcltileri igerisine kapl kristaller ayri ayri daldirilarak
birer dakika bekletildi. Kristaller oda sicakhfinda kurutulduktan sonra son frckanslari
dlgiilerck frekans degigimleri kaydedildi. Fulleren membran kullanilarak hazirlanan
kristallerin scgiciligini test etmek amaciyla, yapilan islemlere paralel olarak kaplanmamms
kristal ile ayni islemler tekrar edildi.
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Frekans Farki (Hz)

Sekil 4.7. D-Glikoz igeren reaksiyon ¢ozeltisi igerisinde bulunan bazi organik ve inorganik
maddelerin PZ sensériin frekans degisimi iizerine etkileri. (4) 5x1 0 M D-Glikoz, (B) ) 5x10°
M D-Glikoz ve 2x10° M sistein, (C) 5x10° M D-Glikoz ve 2x10° M askorbik asit, (D) 5x10°
M D-Glikoz ve 2x10° M iire, (E) 5x10° M D-Glikoz ve 107 M aseton, (F) 5x10° M D-Glikoz
ve 107 M etanol, (G) 5x10° M D-Glikoz ve 10° MNH,"

4.8. Serbest Glikoz Oksidaz Aktivitesinin Belirlenmesi

31 g/mL B-D-glikoz, 0,21 g/mL o-dianizidin ve peroksidaz (POD) enzimi igeren 3,1 mL
reaksiyon gozeltisi (0,05 M asetat tamponu; pII 5,1), 10 dakika 35°C’de 6n inkiibasyona
(utulduktan sonra, GOx enzimi ilave edilerek reaksiyon baslatildi. Inkiibasyon siiresi

olarak segilen 4 dakikanin sonunda 500 nm’de absorbans degerleri okundu.

ocoo
o ~N 0 ©

omrMvwhrOG

Absorbans (500 nm)
coo0o00o

\‘ 0 0,5 | 1.5 2
‘ GOx Konsantrasyonu (U) ‘

L e = e

Sekil 4.8. Serbest glikoz oksidaz aktivitesinin belirlenmesi
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu gahgmada, glikozun glikoz oksidaz ile molekiiler oksijen varhgnda oksidasyonu
sonucunda olusan glikonik asitin belirlenmesi amaciyla fulleren C60 ile kaph 10 MHz’lik
AT-kesim kristallerin  kullamldizn QCM sistemi  geligtirildi. ilk olarak ¢aligmada
kullamlacak PZ kristaller farkli miktarlarda fulleren C60 ve C60/PVC ile kaplanarak
Kkristallerin bu membranlar iin ¢aligma arahiklari belirlendi (Sckil 4.1). Kristaller igin en
uygun kaplama miktar scgilirken, kristalin hassasiyetini arttirmak igin diisik miktarlardaki
kaplamalar tercih edilmedi. Yitksek degerlerdeki kaplama miktarlarinda ise, kaplamadan
kaynaklanan frckans diglisinlin yamsira; yiizey {zerinde gergeklesen glikonik asit
birikiminden kaynaklanan, asin frckans diigiisii gozlendi ve dolayisiyla kristal yiizeyinde
fazla miktarda madde birikiminden dolay1, kristalin titresim frekanst okunamadi. Bu
sonuglar gdz oniinde bulundurularak, kristaller i¢in en uygun kaplama miktar1 5 pg
C60/kristal olarak belirlendi.

Fulleren C60 molckiili yapr itibariyle 60 tanc m-clektronuna sahip olmasindan dolayi
glikonik asit gibi niikleofilik zellik gosteren maddeler ile reaksiyona girmektedir. Bunu
test etmek igin C60/PVC ile kaph PZ kristaller, glikozun katalitik oksidasyonu sonucunda
olusan glikonik asit gozcltisi icerisine daldirilarak, kristalin frekans degisimi belirlendi.
1,5-4,0 pg C60-PVClkristal konsantrasyon arahginda kaplanan kristaller ile anlamh
sonuglar elde edildi. Sekil 4.3°de goriildigi gibi kaplama miktar1 arttikga C60 ile etkilcsen
glikonik asit miktari artuindan kristallerin frekans degisimleri de artig gosterdi.

60 ve C60/PVC ile kaph PZ kristal iizerinde alinan AFM blgiimleri, kristal yiizeyinin
oldukga gozenckli olmasindan dolayi, kaplama topografisinin vo morfolojisinin
incclenmesi icin saglikh sonuglar vermedi. Bu scbeple, C60 ve C60/PVC, parlatilmig cam
yiizey iizerine kaplanarak, AFM gekimleri bu yiizeyler Gizerinde gergcklestirildi. Cam
yiizey iizerindeki AFM goriintiisinde, C60"n yaklagik 1000-2000 nm boyutunda, 600-700
nm uzunlugunda kiiresel agregatlar halinde homojen bir sckilde dagildig: goriildi. Kristal
kaplama malzemesi olarak fullerenin seilmesiyle ilgili olarak yaptigimiz 6n denemclerde,
fullerenin yiizeye homojen dagilmis 1000-2000 am’lik kiimeler halinde kaplandigim
gozlemlendi (Sekil 4.2). Niikleofilik giice bagh olarak verdigi reaksiyonlar da dikkate

alindiginda fullerenin, iyi bir kaplama malzemesi ve adsorplayici oldugu belirlendi.
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Analizler siiresince, kaplanmamig kristal ile, ayni iglemler tekrar edilerek, fulleren
membran kullanilarak hazirlanan kristallerin scgiciligi test cdildi. Caligmalarda, yapilan
analiz islemlerine paralel olarak, kaph kristaller ile yapilan tim islemler, kaplanmamis
kristal ile tckrar edildi. Caligmalar sonucunda bos kristallerin frekans degisimleri
kaydedildi ve bos kristalin frekansinda hemen hemen bir degisimin olmadig1 belirlendi.
Sonuglar neticesinde, glikonik asidin, sadece fulleren membran ile kaph kristaller {izerine

adsorbe oldugu belirlendi.

Sckil 4.4’de gorildigi gibi enzimin maksimum aktivite gosterdigi pll degeri olan 7.4°de
maksimum frekans degisimi gozlendi. Bu pH degerinden daha asidik ve daha bazik
ortamlarda olgiilen frckans degisimleri pIl 7.4°de belirlenen frekans degisiminden daha
diisiik oldugu belirlendi.

Sckil 4.5°de gorildugi gibi, 10-37°C arasindaki sicakliklarda, PZ kristallerin frekans
degisiminde sicaklikla bir artig belirlenirken, 37°C ’nin tizerindeki sicakliklarda frekans
degisimlerinin sicaklikla azaldigi gbzlendi. Enzimin maksimum aktivite gosterdigi sicaklik
olan 37°C sicaklikta maksimum frekans degisimi gozlendi.

1,5-6,0x10° M arahgmda konsantrasyonlarda B-D-glikoz kullamlarak gergeklestirilen
deneyler sonucunda, §-D-glikoz konsantrasyonu ile kristalin frckans degigimi arasinda
lincer bir iligki elde cdildi (Sekil 4.6). Bu deger insan kan glikoz seviycsinin (50-300
mg/dL) dlgiilcbilen araligma denk gelmektedir. Deneyler boyunca, kaplanmamis kristaller
negatif kontrol deneyleri igin kullamilarak, bos kristallerin frckansinda bir dcgisim
olmadig belirlendi.

Sekil 4.7°de frckans degisimlerinden de  anlasilacag gibi, ortamda girigim etkisi
yapabilecck maddeler varken, kaph kristaller ile aynt kosullarda analizler gergeklestirildi
ve her bir ortamda gergeklestirilen analizler sonucunda kristallerin frckans degigimleri
kaydedildi ve hesaplanan frekans degisimlerinin hemen hemen aynt oldugu, dolayisiyla
60 kaph PZ kristallerin sadece glikonik asite cevap verdigi belirlendi.

Tiim bu ¢aligmalar sonucunda, C60 kapli PZ-QCM sisteminin, glikozun oksidasyon triini

olan glikonik asitin belirlenmesi igin uygun bir sistem oldugu anlagildi.
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Ek 1. Kuartz kristalin C60 igin kaplama konsantrasyonu (¢aligma aralift)

Foq), Foe» Fiay Fie»

MHz MHz MHz MHz |AF (ortalama), Hz|{pg C 60/Kristal
9.9944 | 9,99431 9,99404 | 9,99393 370 1,6
9,99444 | 9,9944 9,99406 | 9,99401 385 2
9,99442 | 9,99461 9,99358 | 9,99377 840 2.3
9,9944 | 9,99465 | 9,993 64 | 9,99379 810 2,67
9,99451 | 9,99441 9,99306 | 9,99298 1440 3.2
9,99443 | 9,99451 9,9926 | 9,99238 1980 4
9,99445 | 9,99461 9,99301 | 9,99179 2130 5:33
9,99442 | 9,99451 9,99171 | 9,99178 2720 8
9,99463 | 9.99443 9,99141 | 9,9913 3175 10,67
999467 | 9,99449 | 9,991 11 | 9,99064 3705 12,8
9,99463 | 9,99428 999075 | 9,9909 3630 14

Foqy: 1 no’lu kaplanmamis kristalin frekanst

Fo 2): 2 no’lu kaplanmamig kristalin frekanst

Fi @y 1 no’lu kaph kristalin frekanst

F} : 2 no’lu kaph kristalin frekanst
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Fk 2. Kuartz kristalin C60/PVC igin kaplama konsantrasyonu (¢ahgma aralg)

THE A - Fier  |AF (ortalama), Hzjug C0-PVC/Krisal

9,99407 | 9,9945 9,9933 | 9,9936 835 1,6
9,99453 | 9,99346 9,99322 | 9,99223 1270 2
9,99429 | 9,9935 9,993 | 9,99229 1250 23
9,99432 | 9,99451 | 9,9931 4 19,99331 1190 2,67
9,99441 | 9,99449 9,99229 | 9,99268 1965 3,2
9,99452 | 9,99456 | 9.9928 | 9.9928 1740 4
9,99449 | 9,99464 | 9.9925 9,99312 1755 533
9,99466 | 9,99445 | 999178 9,99205 2640 8
999487 | 9,99451 | 9,99214 | 9,99182 2710 10,67
9.99447 | 9,99489 | 9,99129 | 9,99121 3430 12,8
9,99451 | 9,99542 | 999163 9,9925 2900 14
Fo iy 1 no’lu kaplanmamig kristalin frekanst

Fo 2y 2 no’lu kaplanmams kristalin frekansi

Fiay: 1 no’lu kaph kristalin frekans:

Fi @y 2 no’lu kapli kristalin frekanst
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Ek 3. Kaplama kalmhginin PZ sensorin frekans degisimi tizerine etkisi

s |

Fur | Foa» | Foa» | Fran Fai, Fi2, Fa, (0 nﬁfm)’ ne c«s:‘
9,99704)| MHz MHz MHz MHz | MHz MHz Hz PVC/Kristal
9,99685 | 9,99765 9,99756 | 9,9971 9,9966 |9,99609 | 9,99539 1110 1,6
9,99687 | 9,99684 9,99746 | 9,99579 9,99636 | 9.99396 9,99482| 1686 2
9,99691 | 9,99546 0,99698 | 9,99366 | 9,99513 9,99139(9,99276 | 2319 2,67
9,99688 | 9.99745 9.99636 | 9,9949 9,99386 | 9.99214 999137 | 2626 3z
9,99684 | 9,99789 9,99674 | 9,99284 9.99174 |9,98983 9,08842 | 3165 4

9.98731| 2970 5,33

Foqy: 1 no’lu kaplanmamig kristalin frekanst
Fo 2): 2 no’lu kaplanmamig kristalin frekansi
Fia:l no’lu kaplt kristalin frekansi

F| @2 2 no’lu kaph kristalin frekanst

9,99686 | 9,99683 | 9,99645 9,99005 | 9,99015 | 9,98695

F, 1y: Reaksiyon gozeltisinde bekletilmis 1 no’lu kaphi kristalin frekanst

F : Reaksiyon gozeltisinde bekletilmis 2 no’lu kaph kristalin frekans:
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Ek 4. pH’in PZ sensoriin frekans degisimi tizerine etkisi

AF
Fuor | Foyr | Foor | Fron Fi, | F20» | P20 (ortalama)
9,99567)| MHz | MHz MHz | MHz | MHz | MHz Hz

9,99546(9,99735|9,99696 9,99512{9,99495|9,99431 9,99377| 996

9,99543|9,9968 | 9,9968 9,99415| 9,9946 |9,99221 9,99272| 1908

9,99544|9,9971(9,99702 9.9952 | 9,9949 |9,992969,99224 2450

9,99548|9,9969 | 9,9972 9,99485| 9,9957 {9,99109 9,99212| 3666

9,99546| 9,997 | 9,9966 9,9951 [9,99525(9,98857| 9,9892 6288

9.9954219,99715| 9,9968 |9,99528 9,99496(9,9903519,98995| 4970

9,99545(9,9972 9,9968519,99532 9,99514[9,99364|9,99343| 1691

@9543 0.99712/9,99704(9,99515| 9,9952 9,99398/9,99383| 1271

Foqay: 1 no’lu kaplanmamig kristalin frekanst

Fo (2): 2 no’lu kaplanmamis kristalin frekanst

Fi 1) 1 no’lu kapl kristalin frekans1

F) @ 2 no’lu kaph kristalin frekansi

F, 1) Reaksiyon gozeltisinde bekletilmis 1 no’lu kapli kristalin frekansi

F» (2): Reaksiyon ¢ozeltisinde bekletilmis 2 no’lu kaph kristalin frekansi
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Ek 5. Sicakligan PZ sensdriin frekans degisimi iizerine etkisi

AF
rka Foay | Fow» Fi ). Fi@, | Fam» F2 ) o Slcaka‘
©9.99671)| MHz | MHz | MHz MHz | MHz | MHz Hz ’l €O)

9,99607 | 9,99705 | 9,99696 9,99495 | 9,9951 |9,99422 9,99427| 806 5

9,99653 | 9,99685 | 9,99705 9,99512 | 9,99515 | 9,99419 9,99439 | 860 15

9,99629 | 9,9971 |9,99702 9.99502 | 9,9952 |9,99332|9,99341 1733 25

9,99632 | 9,9969 |9,99712 9,99517 | 9,99525 | 9,99159 9,99181| 3550 30

9,99641 | 9,99705 | 9,99665 9,99505 | 9,99514 | 9,9915 9,9912 | 3750 35

9,99652 | 9,99715 | 9,99675 9,99527 | 9,99503 | 9,99206 9,99141| 3416 40

9,99649 | 9,99704 | 9,99685 9,99512 | 9,99498 | 9,99217 9,99222| 2855 45

9,99666 | 9,99682 | 9,99704 9,99485 | 9,99504 | 9,99259 9,99243 | 2441 50

9,99687 | 9,99725 | 9,99686 9,99516 | 9,99507 | 9,99283 9,99256 | 2453 55

Foqy: 1 no’lu kaplanmamis kristalin frekanst

Fo 2y 2 no’lu kaplanmamis kristalin frekanst

Fi(1: 1 no’lu kapl kristalin frekanst

F| @ 2 no’lu kaph kristalin frekanst

F, (1): Reaksiyon ¢ozeltisinde bekletilmig 1 no’lu kapli kristalin frekansi

¥, ) Reaksiyon gozeltisinde bekletilmis 2 no’lu kaplh kristalin frekans
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Fk 6. B-D-Glikoz konsantrasyonunun C60/PVC kaph PZ sensoriin frekans degisimi

iizerine etkisi

AF -D-
Fror Foay | Foe» | Frop Fio, | P2 | F2op |, sl (?lik 57
(9.99565) MHz MHz MHz MHz MHz MHz Hz ’ (1 0_3M

9.99556 | 9,99505 | 9,99496 9,993129,99173 | 9,99241 9,99095| 745 0,75
9.99562 | 9,99685 | 9,99505 9,99515|9,99165 | 9,99424 9,99093 | 815 15
9,99555 | 9,9971 |9,99502 9,99523 {9,99169 | 9,99403 9,99061 | 1140 225
9,99545 | 9,9969 |9,99512 9,99412|9,99142 | 9,99291 9,99011| 1257 3
9,99554 | 9,99705 | 9,99465 9,9952 {9,99165 |9,99392 9,9902 | 1365 3,75
9,99543 | 9,99515 | 9,99475 9,9931 |9,99165| 9,9909 9,98917 | 2340 4,5
9,99533 | 9,99504 | 9,99485 9,9927 |9,99152|9,99038 9,98944 | 2197 5,25
9,99543 | 9,99582 | 9,99504 9,9934 | 9,9916 |9,99106 9,98903 | 2452 6
9,99518 | 9,99625 | 9,99386 9,9941 |9,99006 | 9,9899 9,98526 | 4500 7/

Foqy: 1 no’lu kaplanmamis kristalin frekansi

Fo ): 2 no’lu kaplanmamus kristalin frekanst

Fiqy 1 no’lu kaph kristalin frekanst

F @: 2 no’lu kapli kristalin frekansi

F» (1): Reaksiyon cozeltisinde bekletilmis 1 no’lu kaplh kristalin frekanst

F, 2): Reaksiyon ¢ozeltisinde bekletilmis 2 no’lu kaph kristalin frekanst
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maddelerin PZ sensoriin frekans degisimi iizerine ctkileri

Ek 7. D-Glikoz igeren reaksiyon gozeltisi igerisinde bulunan bazi organik ve inorganik

Fir | Foap | Foer | Fray | Fres Faay | F2@» |AF (ortalama), interfere
(9,99410) MHz | MHz | MHz | MHz MHz | MHz Hz edici
9.09302 [9.99715(9.99612(0,9965419.99402| 9.9933 | 9,991 3130 g
9.09298 | 9.9969 9.99514(0,99571(9,99305( 9,9928 [9.99002) 2970 sistein
9.99101 [9.99627]0,99714(0,99543(9.99496| 9.9925 [9.99185| 3020 as‘;‘;ﬁ’ik
9.99103 [9.99449]9.99628(0,99203(9,99405(0.98995(9.99095| 3040 ire
999197 9.99513(0,99596| 9.9937 | 9.9938 [9,99078(9.99082) 2950 ascton
9.99098 [9.99715(9.99654(0,99556| 9.9944 [0.992579.99169] 2850 etanol

99901 | 99962 0.99704(0,99403(9,99502{0,09125(9.99206( 2870 NH,"

Foqy: 1 no’lu kaplanmamig kristalin frekanst
Fo (2 2 no’lu kaplanmanig kristalin frekansi
Fi @y | no’lu kaplt kristalin frekansi

Fi @: 2 no’lu kaplt kristalin frekansi

F> (1): Reaksiyon ¢ozeltisinde bekletilmis 1 no’lu kapl kristalin frekanst

F» (2): Reaksiyon ¢ozeltisinde bekletilmis 2 no’lu kaph kristalin frekanst
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Ek 8. Serbest glikoz oksidaz aktivitesinin belirlenmesi

GOx Konsantrasyonu (U) Absorbans (500 nm)

1.6 0764
0.8 0,785
0.4 060 |
02 0,460
0.1 0.280
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