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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

MANYETIK DEMIR NANOPARTIKULLERIN YESIL SENTEZ METODU iLE
URETILMESI VE NANOBIYOSENSOR OLARAK KULLANIMININ
INCELENMESI

Siimeyra GUNDUZ

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Nano Bilim ve Nano Miihendislik Anabilim Dali
Nanobiyoteknoloji Bilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Azize ALAYLI GUNGOR

Bu c¢alisma, ¢evreyi korumak ve atiklari en aza indirmek igin ¢evre dostu, basit ve
ekonomik yesil biyosentez metodu ile siitlegen (Euphorbia amygdaloides) bitkisi
kullanilarak, FesOs manyetik nanopartikiillerinin iiretilmesi ve nanobiyosensor olarak
uygulamalarinin arastirilmasina planlanmistir. Yesil sentez metodu ile FesOs manyetik
nanopartikiilleri (MNP) siitlegen bitki ekstresi kullanilarak sentezlenmistir. Fe3Oa
MNP’lerin sahip oldugu manyetik 6zellikler nedeniyle ¢esitli uygulama alanlarinda bir
den fazla sayida kullanilabilecegi diistinilmiistiir. Spektrofotometre, SEM, XRD ve FT-
IR cihazlar1 kullanilarak yapilan analiz sonuglari ile siitlegen (Euphorbia amygdaloides)
bitki ekstresi kullanilarak sentezlenen FesOs MNP karakterize edilmistir. Daha sonra
Fes04 MNP’nin mimetik (enzim benzeri aktivite gosterme) ozellikleri arastirilmustir.
FesOs4 MNP’lerin gercek enzimleri taklit eden bir Ozellik sergileyerek, dogal
peroksidazlara benzer kataliz giiciine sahip oldugu aktivite 6l¢iimleri ile belirlenmistir.
Fe3Os4 MNP’ler kullanilarak gelistirilen metodun, glukoz miktar1 i¢in 0.25-1 g/L
konsantrasyon araliginda dogrusal oldugu gorilmiistir. FesOs MNP kullanilarak
gelistirilen nanobiyosensoriin optimal ¢alisma parametreleri; sicaklik (40+5°C), pH (4),
metal iyonu konsantrasyonu (5 mM) ve H20:2 konsantrasyonu (1,25 mM) olarak
bulunmustur. Gelistirilen nanobiyosensor sistemi kullanilarak, gida ve klinik alanda (kan
ve serum numunelerinde) oldukga, hassas ve kararli enzim mimetik ve spektrofotometrik
tabanli analizler yapilmistir. Ayrica, sakkaroz, laktoz, fruktoz ve rafinoz gibi diger
sekerlere kiyasla glukoza karsi yiiksek secicilik elde edilmistir.

2018, 87 sayfa

Anahtar Kelimeler: FesOs Manyetik Nanopartikiil (MNP), Yesil Sentez, Glukoz
Nanobiyosensorii
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MAGNETIC IRON NANOPARTICULES PRODUCTION BY GREEN
SYNTHESIS METHOD AND INVESTIGATION OF USAGE AS A
NANOBIOSENSOR
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This work is based on the use of an eco-friendly, simple and economical green
biosynthesis method to protect the environment and to minimize wastes and to investigate
the usage of FesO4 magnetic nanoparticles as a nanobiosensor sythesized using Euphorbia
plant (Euphorbia amygdaloides). The FesOs4 magnetic nanoparticles (MNPs) were
synthesized by the green synthetic method using euphorbia plant extract. It is thought that
FesO4 MNPs can be used in many applications due to their magnetic properties. FesO4
MNP synthesized using wood spurge (Euphorbia amygdaloides) plant extract was
characterized by the results of analysis using spectrophotometer, SEM, XRD and FT-IR
devices. Then mimetic (enzyme-like activity) properties of FesOs MNPs were
investigated. FesO4 MNPs were found to have catalytic power similar to that of natural
peroxidases, mimicking real enzymes and exhibiting similar properties. The method
developed using FesO4 MNPs was found to be linear at a concentration range of 0.25-1
g/L for the amount of glucose. Optimal operating parameters of the biosensor were found
to be temperature (40+£5°C), pH (4), metal iron concentration (5 mM) and H20:
concentration (1,25 mM). Using the developed nanobiosensor system, sensitive and
stable enzyme mimetic and spectrophotometric based analyzes were performed in the
food and clinical field (blood and serum samples). In addition, a high selectivity towards
glucose has been achieved compared to other sugars such as sucrose, lactose, fructose
and raffinose.

2018, 87 pages

Keywords: FesOs Manyetik Nanoparticles (MNP), Green syntsensis, Glucose
Nanobiosensor.
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1. GIRIS

1.1. Nanoboyut ve Nanoboyuttaki Malzemeler

Nanoteknoloji terimi “nano” ve “teknologia” kelimelerinin birlesiminden olusmaktadir.
Nano kavrami, Yunanca ciice manasinda olan “nannos” kelimesinden gelmekte olup
herhangi bir fiziksel biiyiikliigiin milyarda birini gdstermektedir. 1 nm (10° metre)
yaklagsik olarak 2-3 atomun yanyana dizilmesiyle meydana gelmektedir. Nano 6l¢eklerde
yaklastk 100-1000 atom bir araya gelerek bir nesneyi olusturmaktadir (Ozdogan vd
2006). Bir insan sa¢inin yaklasik 80.000, bir insan kani hiicresinin ortalama 7.000
nanometre genisliginde oldugu diisliniiliirse ne kadar kii¢iik boyutlardan bahsedildigi
daha iyi anlagilmaktadir (Ulutepe 2010). Nanoboyutta malzemelerin o6zellikleri
makroskobik ve mikroskobik boyuttan oldukga farklidir. Maddeler nanoboyuta
yaklastikca yeni pek ¢ok fiziksel ve kimyasal 6zellikler ortaya ¢ikmaktadir (Ekli 2010).

Insan
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Sekil 1.1. Boyutlar arasindaki farkin gosterimi (Nguyen 2013).



1.2. Nanobilim ve Nanoteknoloji

Nanoteknoloji, metrenin bir milyarda biri olan nanometre 6lgeginde sekil ve boyutla
ilgilenerek maddenin atom seviyesinde islenmesiyle yapilarin, cihazlarin ve sistemlerin

tasarimi, karakterizasyonu, tiretimi ve uygulamasi olarak tamimlanmistir (Royal Society
2004).

Nanoteknoloji ile dogadaki atomik dizilim taklit edilerek atomlar veya molekiiller tek tek
alimip hassas sekilde birlestirilerek istenilen her triin elde edilmistir. Biitiin maddeler
atomlardan olusmakta ve Ozelliklerini de atomlarin dizilislerinden almislardir. Ciinkii
maddeleri farkl1 kilan; en kiiciik birim olan atomlarin dizilislerindeki cesitliliktir. Ornegin
ayni atomlardan olusan elmas ve maden komiirii atomlarinin diizenlenmesi ile farkli
maddeler olarak ortaya ¢ikmustir. Kiilge altin bagska maddelerle reaksiyona girmezken
nano altin diger maddelerle kolayca reaksiyona girebilmistir. Nanoteknoloji dogada
meydana gelen bu olaylar ¢ercevesinde, farkli maddeleri atom seviyesinde isleyerek yeni

maddeler elde edilmesine olanak saglanmustir (Ozer 2008).

Nanobilim; malzemelerin atomik, molekiiler ve makromolekiiler 6l¢eklerden 6zelliklerin
onemli derecede farkli oldugu fenomenin ve manipiilasyonun hakkinda yapilan ¢alisma

olarak tanimlanmistir (Royal Society 2004).

Nano miihendislik, li¢ boyutlu malzeme, cihaz ve sistem mimarisi, tip, enerji transferi ve
dontigiimii, biiyiik 6lgekli atom modelleme ve simiilasyon, ¢evre giivenligi ve nanoboyut
diizeyinde iiretim gibi konularda ¢alisma yapan miihendislik alani1 olarak belirtilmistir

(Ozer 2008).

1.3. Nanoteknolojinin Tarihsel Gelisimi

Nanoteknoloji 6zellikle son on yildir gelisme gostermesine ragmen konu ile ilgili
aragtirmalar 1950’11 yillara dayanmakta ve nanoboyuttaki malzemelerin olaganiistii

ozelliklere sahip olacagi tahmin edilmistir. Ancak nanoteknoloji fikri ilk olarak, kuantum



elektrodinamigi sahasinda yapmis oldugu calismalarla iinlii fizik¢i Richard P.
Feynman’in (1918-1988) 29 Aralik 1959 tarihinde American Physical Society
toplantisinda yapmis oldugu “Asagida Bir Siirii Yer Var (There's Plenty of Room at the
Bottom)” baslikli konusmasinda maddelerin minyatiirlestirilmesini vurgulayarak bilim
insanlariin dikkatlerini nanometre boyutlarina gekmesiyle ortaya ¢ikmistir (Ozer 2008).
“Nanoteknoloji” terimi ilk defa 1974 yilinda Tokyo Universitesi’nde arastirmaci olan
Norio Taniguchi nanometre seviyesinde malzemeyi tamir edebilme yetenegini
anlatmasina dayali konusmasinda (On the Basic Concept of Nanotechnology)

kullanmistir (Royal Society 2004).

80’ler mikroskoplarin gelistirilmesi; Boyutlar kiiclildiik¢e, aragtirmacilar tarafindan
yapilan ¢alismalar1 izlemek zorlagmistir. 1981°de IBM (Binnig ve Rohrer) tarafindan
Taramali Tiinelleme mikroskobu (STM) ve Atomik Kuvvet Mikroskobunun (AFM)
kesfedilmesiyle nanoboyutta dlcim yapilabilmesi ve iletken bir yiizeydeki atomlarin
yerinin degistirilmesi miimkiin hale gelmistir. Gelistirilen yeni STM sayesinde
aragtirmacilar 1986’da Nobel Fizik ddiiliinti almiglardir (Ekli 2010). Eric Drexler 1986
yilinda yayimlanan “Engines of Creation: The coming Era of Nanotechnology-Motorlarin
Yaratilisi: Nanoteknolojinin  Yaklasan Cagi” isimli kitabinda atomlarla, mevcut
makinalardan ¢ok daha giiglii, hafif ve kendi kendini kopyalayan nanoboyut seviyesinde

makinalar iiretilebilecegini 6ne siirmiistiir (Ozer 2008).

90’lar-Fullerene-Karbon Nanotiipler: Rice Universitesinde Richard Smalley
onciiliigiindeki aragtirmacilar 60 karbon atomunun simetrik bi¢imde siralanmasiyla elde
edilen futbol topu seklindeki “fullerene” molekiillerini kesfetmislerdir. Bu molekiiliin, 1
nano metre biiyiikliglinde, celikten daha giiclii, plastikten daha hafif, elektrik ve 1s1
gecirgen Ozelliklerine sahip oldugu anlasilmistir. 1991 yilinda Sumio lijima Fullerene
molekiiliiniin esnetilmis bir sekli olup, ¢elikten 100 kat daha gii¢lii ve agirhigi geligin
agirligiin 6°da 1’1 kadar olan karbon nano tiiplerini kesfetmistir. 1999 yilinda Amerikan
hiikiimeti nanoteknolojinin stratejik Onemini anlayarak arastirma, gelistirme ve
ticarilestirme faaliyetlerinin hizin1 artirmak i¢in Ulusal Nanoteknoloji Adimi (National

Nanotechnology Initiative) ile harekete gegmistir (Ozdogan vd. 2006).



2000’Ier: 2001 yilinda Avrupa Birligi, Cergeve Programina nanoteknoloji ¢aligmalarini
oncelikli alan olarak eklemistir. Japonya, Tayvan, Singapur, Cin, Israil, Isvigre, Norveg,
Irlanda ve Rusya’nin benzer programlar baslatarak 21.yiizyilin ilk kiiresel teknoloji
yarisinda onlerde yer almak i¢in arastirmalarina hiz vermeleriyle tiim diinya genelinde
bir yarig baglamistir. Diinyada IBM, Fujitsu, Intel gibi sirketler nanoteknoloji aragtirma
ve gelistirme iizerine milyonlarca dolar harcamaktadir (Duran 2015). National Science
Fundation’n yaptig1 c¢alismaya gore 2020 yilinda 6 milyon nanoteknoloji ¢alisani

olacaktir.

1.3.1. Tiirkiye’de nanoteknoloji

Diinya c¢apinda 1990’11 yillardan itibaren baglayan nanoteknolojiye yonelik ¢aligmalar
Tiirkiye uzun bir siire sadece izlemekle kalmistir. Once bilim alaninda sonrasinda sanayi
kuruluslarinda 6nemi anlasilmis ve 2000 yilindan itibaren nanoteknolojiye yonelik
aragtirma ve caligmalara baglanmigtir. Diinya ¢apinda makalelerin yayimlandigi veri
tabaninda (Web of Science) ilk defa 1992 yilinda Tiirkiye tarafindan nanoteknoloji
icerikli makale yaymlanmig, 2000 yilindan itibaren ise daha yofun ve sistematik

calismalar baslamistir.

1.4. Nanoteknolojinin Uygulama Alanlarn

Yenilik¢i iirlinler ve yeni pazar potansiyelleri icin mevcut ylizyilin anahtar teknolojisi
olarak gosterilen nanoteknolojiden beklentiler oldukg¢a yiiksektir. Bu potansiyel

nanoteknoloji temelli alanlara bazi1 6rnekler asagida verilmistir.

1.4.1. Havacilik ve uzay arastirmalari

Havacilik ve uzay araglarinin imalati sirasinda kullanilan malzemelerin agirligi bu
teknolojinin maliyetinin ¢ok yiiksek olmasina sebep olmustur. Nanoteknoloji

malzemelerin agirligini azaltarak maliyetin diisliriilmesini saglamaktadir.



Cekme giicii ¢elikten cok yiiksek nanotiipler sayesinde diinyadan atmosfere kadar
yiikselebilen uzay asansoriiniin inga edilmesi planlanmigtir. Bu sayede uzay
aragtirmalarinin yiikksek maliyetli olmasina sebep olan firlatma maliyetleri de

distiriilebilmistir (Coskun 2014).

1.4.2. Nanoelektronik ve bilgisayar teknolojileri

Elektrik devre elemanlarinin nanoboyutta iiretilmesi ile yapilan bilgisayarlar giiniimiiz
teknolojisi ile yapilan bilgisayarlara kiyasla hiz ve kapasite olarak daha biiytik, boyutlari
daha kiiclik, harcadig1 enerji bakimindan ¢ok daha ekonomik oldugu goriilmiistiir.
Nanoteknoloji kullanilarak iiretilecek kuantum bilgisayarlar giiniimiiz teknolojisi ile
tiretilen en modern bilgisayar olan pentium bilgisayarlarla kiyaslanamayacak kadar islem
giicii yiksek olacaktir. Giinlimiiz bilgisayarlar1 ile hesaplanmas1 300 yil siirebilecek
karmasik bir hesabi, on alt1 bitlik islem kapasitesine sahip bir kuantum bilgisayar bir ay
gibi kisa siirede bitirebilecektir (Ulutepe 2010). Ayrica elektronik sistemler i¢in
gelistirilen sensdr, gosterge sistemleri ve sinyal iletimi alanlarinda da biiyiik ilerlemeler

olacaktir (Kutlay 2015).

1.4.3. Malzeme ve imalat sektorii

Atomik ve molekiiler boyutlardan baslayarak insa edilen, nano Olgekte islevi olan
malzeme ve aygitlar, diger metotlarla elde edilen malzemelere oranla daha hafif ve
miilkemmel dayanikli maddelerin ortaya ¢ikmasini saglanmistir (Coskun 2014). Nano
Olcekteki malzemelerin daha az malzeme kullanimi, daha diisiik hata seviyesi,
programlanabilir malzemeler olmasi, artik malzeme iiretmemesi, liretim safthasinda daha
az enerji gereksinimi vb. avantajlarindan dolay1 nano imalatta 6nemli bir yer almistir.
Daha sonra islenmeye gerek duyulmadan tam olarak istenen sekli saglayan nanoyapida
metal, polimer, seramik malzemeler; nanoboyutta kaplama yapilmis malzemeler ve baski
yontemleri malzeme ve imalat sektoriinde yapilmasi muhtemel uygulama alanlarina

ornek olarak gosterilmistir (Erkog 2007).



1.4.4. Tip ve saghk sektorii

Nanoteknoloji, canli organizmalar ile etkilesime gecebilecek molekiiler boyutlarda
sistemler, araglar olusturulmasi ile saglik alaninda erken teshis ve tedavi yontemlerinin
gelismesini miimkiin kilmistir. Nanotip, nanomakineler ve nano yapilardan faydalanarak
insan viicudunu molekiiler boyutta izleme, tedavi etme, yeniden yapilandirma gibi

imkanlar saglayabilmistir (Tuncel 2013).

Insan viicudunda yalmzca hastaligm bulundugu veya yayildigi alana yonelik ilag veren
makineler, teshis ve tedavi amacli nanorobotlar, hastaliklar1 daha dnceden tespit ederek
erken tedavi imkan1 saglayan nano algilayicilar gelistirilmistir. Ayrica, belirli bir sicaklik
derecesinde patlayarak insan viicudundaki kanserli dokular1 yok eden nano bombalar,
nanoteknolojinin tip ve saglik alanindaki potansiyel uygulamalari olarak gosterilmistir

(Saygi vd 2011).

1.4.5. Tekstil sektorii

Tekstil tirinlerinin var olan 6zelliklerini ve ylizey yapisin gelistirmek ve ¢esitli alanlarda
kullanilabilirligini artirmak i¢in nanolif kaplama yapilmistir (Taylan 2011). Tekstil
sanayinde nanoliflerin kullanimi ile 1s1k, basing, kimyasal Ozellikler vb. gibi dis
etkenlerdeki degisimlerle renk degistiren iiriinler, viicut islevlerimizi kontrol edebilen,
gerek gorildiigiinde ilag veren ilag yiiklii PCL nano lifli iiriinler, nabiz, tansiyon, sicaklik
gibi viicudumuzdaki degisimleri belirleyip kisiyi uyarabilen triinler tiretilebilmektedir.
Nanoteknoloji kullanimi ile tekstil {irinlerine anti-mikrobiyallik, anti-statiklik, leke
tutmazlik, daha iyi boyanabilirlik, UV koruyuculuk, yanmazlik vb. o6zellikler
kazandirilmigtir (Safak 2012).

1.4.6. Cevre ve enerji

Nano-kompozitler enerji depolamak i¢in en iyi malzemeler oldugundan giines pili

teknolojisi  gelistirerek, gilinesten gelen enerjiyi elektrige ¢evirme, sistemindeki



zorluklarin iistesinden gelinecek ve verimliligi artirabilecektir (Ulutepe 2010). Nano-
malzemelerin ve nano-kompozitlerin fosil yakit endiistrisindeki verimliligi artirmasindan
faydalanarak daha yiiksek verimlilige sahip motorlar gelistirilip ve bdylece ¢evre dostu

ulagim sistemleri kurularak daha temiz ¢evre olmasi saglanabilmistir (Coskun 2014).

Ayrica bir bagka arastirmada, nanomagnetit kullanilarak Fenton islemi ile endiistriyel atik
sulardan ¢evreye zararl bir boya olan Basic Red (BR9)'un giderimi arastirilmis ve iyi bir

yontem olarak tanimlanmistir (Gungor et al 2015).

1.4.7. Biyoteknoloji ve tarim

Nanoteknolojik iiriinler kullanilarak tarim, ¢ift¢ilik alanlarinda ve gida endiistrisinde pek
cok ilerleme kaydedilmistir. Kullanilan malzemelerden bazilar1 nanokompozitler,

nanopartikiiller ve metal nanopartikiiller olarak bildirilmistir.

Tarimda; Nanoteknoloji zirai ila¢g kullanimini azaltma, bitki ve hayvan 1slah1 gelistirme,
bitki hastaliklarini1 6nleme ve hastaliklarin molekiiler tedavisi ile daha erken hastalik
teshisi ve yeni nano-bioendiistriyel iiriinler olusturma gibi yeni ¢alismalarla gelecek
vadetmistir (Yiiksel 2011).

Ciftcilikte; Tarim alanlarina yerlestirilen akilli sensorler sayesinde, ¢evresel degiskenler,
yapilan uygulamalar ve iiriin yetismesi takip edilerek, daha az giibre, pestisit, herbisit
kullanilarak iretkenligin yiikseltilmesi hedeflenmektedir. Ayrica kullanilan akilli
biyosensorler ve kontrollii salim sistemleri tarim endiistrisinin virlislerle ve diger

patojenlerle savagsmasina yardimci olmustur (Demirbilek 2015).

Gida endiistrisinde; Gidalarin paketlerine antibakteriyel ve antifungal nanopartikiil veya
nano kompozitlerin eklenmesiyle mekanik dayanikliligi, sicakliga direnci artirilmistir.
Ayrica UV, 1sitk ve bozulma engellenmistir. Gidalarin hazirlanmasi sirasinda
nanokapsiillerin eklenmesiyle gidalarin ve igeceklerin lezzet ve rengi korunmustur.

Nanopartikiiller antioksidan ve karotenoid gibi bazi fonksiyonel maddelerin suda ve



mesrubatlarda dagilmasini saglayarak besinlerin kalitesini artirmistir.  Gidalarin
giivenligi; iiretimde, islemede veya gidalarin taginmasinda bakterilerin ve mantarlarin
saptanmasini saglayan nanobiyosensorler ile artirilmast mimkiin kilinmigtir. Antikor
takili nanotellerin mikrobiyodetektor olarak kullanilmasiyla kimyasal bozulmalar,

patojenler ve toksinler saptanabilmistir (Demirbilek 2015).

1.4.8. Savunma sektorii

Nanoteknoloji diger alanlarda oldugu gibi savunma sektoriinde de genis bir alanda
kullanilmaya baslanmistir. Askeri kara, hava ve deniz araglarinda, askeri uydularda, zirh,
kalkan, siper vb/vs. gelistirilmis, kamuflaj ve akilli sistemler kullanilmaya baglanmig ve
zamanla kullannm daha da artacagn goriilmiistiir. Ozellikle gelistirilmis kamuflaj
sayesinde diigman askeri lazer silahiyla nisan aldiginda haber vermesi, zehirli biyolojik
ve kimyasal gazlar1 tespit etmesi, enerjiye ihtiyaci oldugunda giines pili gibi ¢calisacak ve
gece karanliginda kendi askeri tarafindan taninabilecek, ama ayni zamanda ¢ok hafif ve

ucuz olacagi yapilan arastirmalar sonucunda anlasilmistir (Taylan 2011).

1.5. Nanoteknolojinin Hedefleri ve Saglayacagi Olanaklar

1.5.1. Nanoboyutun ¢ok 6nemli olmasinin sebepleri ve saglayacag olanaklar

» Fizik ve kimya kurallarinin miimkiin kildigi hemen hemen her seyi atom seviyesinde
tiretebilme ve her atomu tam istenilen yere yerlestirme imkan1 saglamistir.

» Nanometre 6l¢eginde maddenin kimyasal 6zelliklerini degistirmeden; erime sicakligt,
miknatislanma, sarj kapasitesi vb. temel 6zellikleri degistirilebilmistir.

» Nanometre boyutundaki degismelerden madde igerisindeki elektronlarin dalgalanma
ozellikleri etkilenmistir.

» Nanoboyutun ylizey gerilimi ve lokal elektromanyetik etkileri; nano yapili
malzemeleri daha sert ve daha az kirillgan olmasini saglamakta biiyiik onem tasimstir.

» Nanoboyutlu bilesenler ¢ok yiiksek yiizey alanina sahip olduklarindan; kompozit

malzemeler, c¢ekirdek reaktorleri, ilag dagitimi1 ve enerji depolamada kullanmak i¢in



idealdirler.

> Uretim maliyetlerinin hammadde maliyetlerini gegmedigi ekonomik {iretim imkani

saglamustir (Celep 2007; Yalgin 2010)

1.5.2. Nanoteknolojinin hedefleri arasinda

» Yeni nanoodlgekli aletlerin gelistirilmesi (Yalgin 2010),

» Farkli Nanometre 6lgekli yapilarin analizi (Tiirkan 2014),

» Pekcok anlanda kullanilmak iizere, nano hassasiyetli cihazlarin gelistirilmesi (Yalgin
2010),

» Nanometre boyutunda yapilarin fiziksel 6zelliklerinin anlasilmasi ve gelistirilmesi
(Yal¢in 2010),

» Daha az malzeme ve enerji kullanimini saglayarak ¢ok daha kullanisli ve istenen
ozelliklerin eklenebilir oldugu malzemeler tiretilebilirliginin arastirilmasi (Ugurlu 2010),
» Nanometre 6l¢ekli yapilarin imalati ile daha dayanikli, daha hafif, daha hizli yapilar
tiretmek, yapt boliimlerinin kontrollii bigcimde kendi kendilerini kopyalamalarin1 ve
biiytimelerini arastirilmast (Ugurlu 2010),

» Nanotiiplerin kullanimin1 artirarak, gelecekte daha ¢ok kullanilmasi planlanan
hidrojen yakitinin depolanabilirligini kolaylastirmak (Ugurlu 2010),

» Elektronik, tarim, saglik, endiistri, malzeme bilimi vb. birgok alandaki nanoteknolojik
gelismeleri yayginlastirarak pekcok alternatif ¢6ziim yolu olusturmak (Ugurlu 2010),

» Uygun yontemler bulunarak nanoskobik ve makroskobik diinya arasindaki bagin
kurulmasini saglamak (Tiirkan 2014),

» Alisilandan farkli iiretim siireglerinin elde edilmesi ile tistiin malzeme Ozelliklerine

sahip triinler elde etmek sayilabilir (Tiirkan 2014).

1.6. Nanopartikiiller

Nanopartikiiller boyutlar1 1-100 nm araliginda degisen tozlar veya taneciklerden
meydana gelmekte olup nanoteknolojinin temelini olusturmaktadir. Her bir tanecigin

milyonlarca atom igerdigi nanopartikiiller farkli ve iistiin 6zellikler gostermesi ile dikkat
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¢ekmistir. Nanoboyuttaki malzemelerin sahip oldugu yiizey etkisi ve kuantum etkisinden
dolay1 normal boyutlardaki malzemelere gore tamamen farkli 6zellikler gostermistir.
Nanopartikiiller kuantum boyut etkileri, ylizey atomlarinin benzersiz karakterleri,
elektronik yapisinin boyut bagimliligi ve yiiksek yiizey/hacim orani ile benzersiz fiziksel,

kimyasal ve mekanik 6zelliklere sahip olmuslardir (Muhcu 2015).

1.6.1. Nanopartikiillerin avantajlari

Nanopartikiillerin immobilizasyonlar1 (kisaca hareketsiz hale getirilmesi) sonucunda
kullanilan ¢evirici sistemler, biyomolekiillerin yiizey alanini genisleterek daha hassas ve

secimli bir sekilde analizlerin yapilmasini saglamistir (Yalgin 2014).

Nanopartikiiller, bazi aragtirmalarda yiizeyin iletkenligini arttirmis ve yiizeyin biiytikliigi
ve morfolojisi tizerinde modifikasyon (boyutlar1 degistirilerek ve ¢esitli polimerik

kaplamalarla kararlilik kazandirma) yapabilmeyi saglamistir (Yalgin 2014).

Ayrica nanopartikiiller, DNA analizlerinde sinyal amplifikasyonunu saglamis ve
herhangi bir tasiyiciya gerek kalmadan hedef bdlgeye enjeksiyon yoluyla
ulastirilabilmistir (Etci 2011; Yalgin 2014).

1.6.2. Nanopartikiillerin kullanim alanlar

Nanopartikiiller in kullanim alanlarindan bazilari, yiizey aktif madde, yiiksek aktiviteli
katalizor ve aginmaya kars1 giiclii katki olarak kullanilmistir. Ayrica, Optik uygulamalar
icin 6zel malzemeler ile birlikte siiper iletkenler olarak ve yiiksek yogunluklu veri
depolama hiicreleri ile malzemelerin nano boyut seviyesinde kontroliinde kullanilmistir

(Glirmen vd 2008).

Nanoboyutta kodlanmig, paketlerin viicudun ilgili bdlgesine ulastirilmasina imkan

saglayacak akill tagiyict sistemler gelistirilmistir (Pekdemir 2011).
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Mikroelektromekanik (MEM) sistemlerdeki 6nemli gelismeler sonucunda mikro diizeyde
pompalar, motorlar {iretilmeye baslanmistir. Posta pulundan daha kiiglik biyogipler nano

diizeye indirilmeye ¢aligilarak ve nano makine tiretimi arastirilmistir (Pekdemir 2011).

Tarim ve gida sistemlerinde ¢ok diisiik miktarda oldugu igin tayini kolay olmayan
kimyasal kontaminant, patojen ve viriislerin belirlenmesi i¢in biyoanalitik nanosensdrler

tiretiminde kullanilmistir (Pekdemir 2011).

1.6.3. Nanopartikiil sentezinde kullanilan yontemler

1) Asagidan yukariya yaklasim (Bottom-up): Atomik veya molekiiler boyuttaki
yapilar1 kimyasal reaksiyonlar ile biiyiiterek nanopartikiil olusumu saglanmistir. Bu
yaklasimda kullanilan en genel yontemler; atomik yogunlastirma, kaplama,

buharlastirma, sol jel ve sprey piroliz yontemleridir (Balli 2015).

2) Yukaridan asagiya yaklasmim (Top-down): Hacimsel malzemeye disardan
mekaniksel, kimyasal islemler ve/veya enerji verilmesi sonucunda malzemenin nano
boyuta kadar inebilecek kiigiik pargalara ayrilmasi saglanmistir. Verilebilecek en genel
ornek mekanik agindirma yontemidir. Bu tekniklerde klasik 6giitme islemlerinden gok

daha fazla enerji tiikketimi meydana gelmistir (Giirmen vd 2008).
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Sekil 1.2. Yukaridan asagiya yaklasimi (Top-down) ve Asagidan yukariya yaklasimi
(Bottom-up)
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l NANOPARTIKUL SENTEZI
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Sekil 1.3. Nanopartikiil sentezinde yesil sentezin 6nemi ve ¢esitli yaklagimlarinin genel
akis semasi (Hussain et al. 2016)
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1.7. Nanopartikiil Sentezinde Yesil Sentez Metodu ve Onemi

Nanopartikiillerin daha kolay ve etkili sentezi i¢in gilin gectikce ¢ok sayida teknik
gelistirilmistir. Nanopartikiillerin sentezi i¢in fiziksel metot, kimyasal metot ve biyolojik
metot olmak lizere ii¢ temel teknik kullanilmistir. Metal nanopartikiillerin
sentezlenmesinde 6nemli olan metal iyonlarinin indirgenmesinde kullanilan indirgeyici
ve stabilize ajanlarin gelistirilmesidir. Fiziksel ve kimyasal sentez yonteminde oldukg¢a
toksik ve tehlikeli kimyasallar indirgeyici ve stabilizor ajan olarak kullanilmakta gevre
ve hiicre i¢in toksisite riski tasimaktadir. Dolayisiyla bu yontemler insan ig¢in yararli ve
uygulanabilir degildir. Ancak yesil sentez yonteminde, bu ajanlar kullanilan biyolojik
organizmalarda dogal olarak bulunmakta ve genel olarak toksik olmayan ve ¢evresel etki
olarak faydali, biyolojik olarak gelistirilmis biyouyumluluk 6zelligine sahip maddeler
veya kimyasallar kullanilmistir. Ayrica fiziksel ve kimyasal yontemlerin karmasik ve ¢ok
pahali olmasi, toksik madde kullanimi1 gerektirmesi gibi sebeplerden dolay1 en kabul
edilebilir yontem ¢evre dostu ve toksik olmayan yesil sentez yontemi olarak sunulmustur
(Kumar et al. 2015).

Yesil sentez yontemi ile nanopartikiillerin sentezinde yaygin olarak mikroorganizmalar
(bakteriler, mayalar, kiifler ve algler) ve bitki 6zleri kullanilmigtir. Nanopartikiil sentezini
bitkilerde ve mikroorganizmalarda bulunan proteinler, enzimler, aminler, fenolik
bilesikler ve alkaloidler gibi molekiiller kullanilarak indirgeme mekanizmasi iizerinden
gergeklestirmistir (Inci 2017). Nanopartikiillerin genis dlgekli biyosentezi icin bitkilerin
kullanildig1 sentez metotlarnin uygulama agisindan daha kolay oldugu goriilmiistiir.
Bitkiler tarafindan iretilen nanopartikiiller daha kararli ve sentez hizi
mikroorganizmalara kiyasla daha hizli oldugu anlagilmistir. Bitki ekstraklarinin
varhginda kimyasal indirgeme ile nanopartikiillerin iiretimi sirasinda kullanilan
bilesiklerin (6rn., hidrazin hidrat, sodyum borohidrit, DMF ve etilen glikol) ve toksisite
sorununu artiran nanopartikiillerin bitkisel kaynak tarafindan tutularak toksisitenin

azalmasi sagladigi arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir (Padil et al 2016).



15

1.7.1. Yesil sentez metodunun metal nanopartikiillerin sentezinde saglayacag

avantajlar

Cok sayida calismada, yesil sentez ortami kullanilarak, ¢evre dostu bir teknikle ve iyi
karakterize edilen farkli 6zelliklere sahip metal nanopartikiiller sentezlenebilmistir. Yesil
sentez metodu, biiyiik dlgekli tiretim yapilabilmesi ve hizli ve kararli nanopartikiil
sentezi gibi avantajlara sahip oldugu goriilmiistiir (Zaitsev et al. 1999). Kimyasal sentez
yonteminde kullanilan metal tuzlar1 ve indirgeyici ajanlar gibi pek¢ok kimyasal oldukca
pahalli ve temini olduk¢a zordur. Ancak yesil sentez metodunda kullanilacak
kimyasallardan en 6nemli olan metal tuzlarinin maliyeti olarak bildirilmistir. Makarov
ve grubu bitki atiklar1 indirgeyici ajan olarak kullanilmis ve bu da nanosentez maliyetini

oldukga diisiirmistiir (Makarov et al. 2014).

Manyetik nanopartikiillerin biyosentezi iizerine ¢ok sayida farkli grup, manyetik
depolama ortamu, tibbi kullanimlar, biyolojik tespit uygulamalari, jet baski i¢in manyetik
miirekkepler, manyetik rezonans goriintileme (MRI), ilag transferi ve kontrast aracilari

olarak kullanmak tizere yogun sekilde ¢alisilmigtir (Zaitsev et al. 1999).

Ayrica yesil sentez metodu ile siitlegen (Euphorbia amygdaloides) bitkilerinden demir
nanopartikiilleri sentezlenerek glukoz miktarinin belirlenmesi icin nanobiyosensor

teknolojisinde kullanilabilecegi yaptigimiz arastirmalar sonucunda goriilmiistiir (Gunduz

et al. 2016).

1.8. Biyosensor Kavrami

Tiim canlilar yasamlarmi siirdiirebilmek icin yasadiklar1 ¢evredeki degisimleri aninda
algilayip degisimlere uymaya caba gdstermektedirler. Bu algilama mekanizmasi
biyosensorlerin in vitro kullanimi igin temel olusturmaktadir. Canlilar, bilim adamlarinin
hayal bile edemeyecegi duyarlik 6zelligine sahiptir. Ornegin; genel olarak kdpeklerin
koku almalar1 duyular1 insanlardan 100.000 kat daha duyarli, yilan baliklar1 tonlarca su

igerisine ilave edilen birka¢ damla yabanci maddeyi derhal algilayacak kadar hassas,
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algler ise zehirli maddelere kars1 ¢ok duyarli oldugu bildirilmistir. Canlilarin bu uyarilari
algilamay1r miimkiin kilan biyolojik maddelerin analiz sistemleri ile birlestirilmesi
biyosensorlerin olusumunu saglamistir (Tiylek 2017). Klasik elektrokimya ile sadece
anyon ve katyonlar1 belirleyen sensor hazirlanabilirken sisteme biyomateryalin de

katilmasi ile diger birgok maddenin tayini miimkiin olmustur (Ozdemir 2010).

Fiziksel bir 6zelligi belirleyerek kaydeden cihaza ‘‘sensor’’, biyokimyasal bir bilesenin
fizikokimyasal ceviriciyle birlestirilmesiyle olusan sensor sistemleri ise biyosensor
(biyoalgilayicilar) olarak tanimlanmistir. Bir biyosensoriin gorevi, bir analitin (Analiz
edilecek madde) miktartyla orantili olarak siirekli sayisal elektrik sinyali tiretmistir. Bir
sensor kullanilarak, fiziksel boyuttaki degismeler elektriksel boyuttaki degisimlere
doniistiiriilerek olgiilmiistiir. Bu degisimlerden bazilari; akim, gerilim, sicaklik vb. olarak

bildirilmistir (Senarslan 2017).

1.8.1. Bir biyosensorde dikkat edilmesi gereken ozellikler

» Biyoaktif bilesen spesifik ve kararli ayn1 zamanda kii¢iik ve bazen biyouyumlu olmali,
» Biyosensordeki temel reaksiyon fiziksel parametrelerden olabildigince az etkilenmeli,
» Biyosensor cevaplarinin dogru, duyarli ve tekrarlanabilir olmasi biiyilk 6nem
tagimalidir,

» Biyosensorii karakterize eden ve performansini belirleyen en 6nemli parametreler;
hassasiyet, dinamik cevap, dogrusallik, 6l¢iim limiti, segicilik ve dinamik olmasi seklinde

tanimlanmustir (Tiylek 2017).

1.8.2. Biyosensoriin yapisi ve fonksiyonu

Biyosensor sistemleri; biyoreseptor (algilayict), transdiiser (doniistiiriicti) ve elektronik
bolim olmak tizere ii¢ temel bilesenden olugmaktadir. Segici tanima mekanizmasina
sahip biyoreseptor, biyosensoriin hassasiyeti ve seciciliginde etkili, tek bir partikiiler
substrat1 baglayacak ve diger substratlara baglanmayacak o6zellikte duyarli biyolojik bir

bilesiktir. Dokular, mikroorganizmalar, organeller, hiicre reseptorleri, enzimler, anti-
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badiler, niikleik asitler bu amacla kullanilmislardir. Enzimler ve antikorlar bu bilesiklerin
icinde en yaygin olarak kullanilan biyolojik o6l¢iim elementidir. Transdiiserler,
reseptorlerin biyolojik reaksiyonunu anlamli, dlgiilebilir fiziksel bir sinyale doniistiiren
kisimdir. Biyokimyasal reaksiyona gore transdiiser segilirken, biyoreseptoriin se¢imi
spesifiklik, depolama, islevsellik ve ¢evresine karsi olan kararliligina gore yapilmustir.
Reseptorlerin transdiiserler ilizerinde immobilizasyonu fiziksel (adsorbsiyon, polimer,
matriste tutuklama vb.) veya kimyasal (kovalent baglama, bi veya multi fonksiyonel
reaktifler ile ¢apraz baglama) yontemleri ile gerceklestirilmistir (Ozdemir 2010; Kiziltan
2016). Ozetle bir biyosensér, drnekleme, algilama, ¢evirme ve hesaplama igeren bir

sistemden olugmaktadir.

! BiYOSENSOR |
L .
[ I ! |
Biyoreseptor ' Transduser I ' Elektronik I Veri isleme
|

Potansitometrik
Enzimler

Numune

Elektrokimyasallar

Amperometrik
Enzim Benzeri P

Hicre Kaltara
insan Sivisi

Gida
Ornekleri

Cevresel
Ornekler

vb.

Manyetik
Nanopartikiiller

Doku Kesitleri
Organeller
Tutucu Ajanlar
Nukleik Asitler,

Mikroorganizm
alar

Reseptorler

Kondiiktometrik
Transistorler
Optik
Fotometri
Florimetri
Luminesans
Kutle Degisimi
Piezoelektronik
Isi Degisimi

Termistorler

Mikroelekronik

Gorintuleme

Sekil 1.4. Biyosensorlerin genel ¢calisma mekanizmasi (Tiiylek 2017).

1.9. Biyosensor Teknolojisinde Kullanilan Nanomalzemeler

Nanoboyutlu malzemeler 0,1 nm’den 100 nm’ye kadar olan yapisal uzunluk ve

karakterizasyondaki malzemeleri kapsamigtir (Ozkan 2006). Kuantum Boyut Etkisi
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olarak adlandirilan teoriye gére malzemelerin 6zellikleri partikiil boyutuna ve sekle bagl
olarak degismistir. Malzemenin daha kiigiik boyuta indirgenmesi ile mikro ve makro
boyuttaki malzemelere gore pek cok ozelliginde iyilesmeler, olagandisi 6zellikler ve

islevsellik sergiledigi goriilmiistiir (Ozkan 2006).

Biyosensor teknolojisinde kullanilan nanomalzemeler; biiylik boyutlarda elde
edilemeyen kuantum, yiizey ve makro-kuantum tiinel etkisi gibi spesifik fiziksel ve
kimyasal oOzelliklerin kullanimi ve artan hassasiyetler ozellikle in vivo analizlerin

gerceklestirilmesini kolaylastirmigtir (Yalgin 2014).

Cizelge 1.1. Nanomalzeme tiirleri ve 6rnekleri (Yalgin 2014).

NANOBOYUTLU ORNEKLER YAPI
MALZEMELER
Nanokristaller Metaller,

Yar1 iletkenler,
Manyetik materyaller

Nanopartikiiller Metaller,
Seramik oksitler

Nanotiipler Karbon
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Cizelge 1.1. (devam)

Nanoteller Metaller,
Yari iletkenler,
Oksitler,
Nitritler
Manyetik Fes3O4 (manyetit)
Nanopartikiiller

y-Fe203 (maghemit),

a- Fe203 (hematit)

Dendrimerler Poly (amidoamine)
Poly (peptide)

1.10. Nanobiyosensorlerin Genel Kullanim Alanlar:

Biyosensorler analit ile ilgili bilgi gerektiren, hizli ve analitik sonug alinmasi gereken her
alanda kullanilmigtir. Bu alanlardan bazilari; Tip, tarim, gida, eczacilik, ¢evre kirliligi,
savunma ve pekcok endiistri olarak bildirilmistir. Ozellikle kalite kontrol, durum tespiti
ve enerji saklanmasinda 6nemli rol oynamistir. Tip ananinda metabolitlerin Slgiilmesi
(kolesterol, seker, vb. hastaliklarin Olglimlerinde ve miktarlarinin analizinde)
kullanilmigtir. Endiistride biyoreaktorlerin kontrolii, giren hammadde ve ¢ikan {iriinlerin
Olciilmesi vb. nanobiyosensdrlerden yararlanilmistir. Ayrica, endiistriyel siireglerin
kontroliinde; gevresel denetim olarak hava ve su tahlillerinde; asit yagmurlari, pestitler,
cevresel kirleticilerin kontroliinde, askeri ve sivil savunma alaninda olas1 bir biyoterdr

veya biyosaldiri sonrasi erken tespit i¢in ¢ok gii¢lii, hasas ve tasimabilir biyosensérler
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gelistirilmistir (Mindivanl 2014).

Ayrica gidalarin mikrobiyal aktiviteleri yiikseldiginde uyar1 veren nanosensorler
sayesinde bozulan gidalar tespit edilebilmistir. Giin gegtikce gida zehirlenmelerinin
artmasi toksik ve mikrobiyal kontaminantlarin hizli tayinini zorunlu hale getirmistir.
Proteinlerin tespitinde harcanan zaman nanosensor kullanimiyla oldukg¢a azalmistir. Gida
ambalaj malzemelerine nanosensorler dogrudan eklenebilir. Gida proteinleriyle temasa
gectiginde farkli renklerde 151k yayan nanopartikiillerden olusan 1sik kiitlesi bir gesit
elektronik dil kullanilarak ya da burun gorevi gorerek bozulmus gidalardan yayilan

kimyasallar1 tespit etmekle gorevli nanosensorler tasarlanabilmistir (Whitaker 1994).

Biyosensorler; gida maddeleri, vitaminler, metabolitler, antibiyotikler ve ilaglar gibi
organik maddeler, bunlarin yani sira enzimler, viriisler ve mikroorganizmalarin

analizlerinde kullanilmistir (Dolmaci 2009).

1.11. Biyosensor Gruplari

Cizelge 1.2. Biyosensor gruplari ve kapsadiklar analiz alanlart (Tiiylek 2017).

BIYOSENSOR GRUBU KAPSADIGI ANALIZ ALANI

Enzim Sensorleri Kiigiik molekiillii organik ve anorganik
maddeler (ilaglar, gida maddeleri, vitaminler,
antibiyotikler vb.)

Enzim Benzeri Manyetik Glukoz miktarinin belirlenmesi i¢in sensorler,

Nanopartikiil Sensorleri hidrojen peroksit miktarinin belirlenmesi i¢in
sensorler

Mikrobiyal Sensorler Enzim sensoérlerinin kapsadig alanlar,

Biyolojik oksijen gereksinimi (BOD), toksisite
ve mutajenite)
DNA-Sensorleri Viriisler ve patojen mikroorganizmalar

Immuno Sensorler Viriisler ve patojen mikroorganizmalar
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1.12. Manyetik Demir Nanopartikiiller

Manyetik nanopartikiiller manyetik alan kullanilarak yonlendirilebilen nanopartikiillerin
bir sinifi olup genellikle Fe, Ni, Co ve bunlarin bilesimleri olan manyetik elemanlardan
olusmaktadir (Yalgin 2014).

Manyetik malzemeler farkli siniflar altinda incelenmistir. Birgok manyetik malzeme
bulunmasina karsin ilk kesfedilen manyetik yapi olan manyetit (FesOas), gecmisten
gliniimiize kadar lizerinde en ¢ok calisma yapilan manyetik yap1 olma 6zelligine sahiptir.
Bu nedenle arastirmalarda demir oksitler biiylik 6nem tasimaktadir. Farkli manyetik
ozellikte ve degisik bilesenlerden olusan demir oksitlerin en dnemlileri; FexO (vustit),
FesOs (manyetit), y-Fe20s3 (maghemit), a- Fe20s3 (hematit)’dir. Demir oksitler
oksidasyona daha az duyarli oldugundan kararli manyetik etkilerini daha iyi
korumusturlar. Ayni fiziksel 6zelliklere sahip olan manyetit (FesO4) ve maghemit (y-
Fe203) en ¢ok kullanilan demir oksit bilesiklerindendir. Ancak maghemitin (y-Fe203)
miknatislik 6zelligi daha diisiik oldugundan manyetit (FesO4) arastirmalarda daha ¢ok
tercih edilmistir (Glindogdu 2016).

Manyetik nanopartikiiller manyetik alan igerisinde hedef doku biinyesinde kolayca
yonlendirilebilmekte ve istenilen bolgede kolayca yogunlastirilabilmektedir. Manyetik
alan kaldirildiginda ise hemen tekrar dispers olup kolayca ortamdan ayrilabilmektedirler.
Manyetik nanopartikiillerin bazilar1 siiperparamanyetik 6zellikte pargaciklar oldugundan
dolay1 islem sonrasi igerisinde herhangi bir manyetik partikiil kalmamakta, partikiil
birikim riski bu sekilde dahada azaltilmistir. Manyetik demiroksit nanopartikiiller,
duyarliklart yiiksek oldugu icin biyolojik uygulamalarda ve daha bir¢ok uygulama
alaninda kullanilmiglardir (Yalgin 2014).
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Sekil 1.5. Cozelti ortamindaki FesOs nanopartikiillerin iizerine manyetik alanin etkisi
(Altundas vd 2017).

Manyetik demir nanopartikiillerin kimyasal olarak aktif oldugu ve ¢evresel faktorlerden
kolayca etkilenebildigi goriilmistiir. Yiizey alaninin genis olmasi sebebiyle de havayla
kolayca okside olurlar ve bir araya gelerek enerjilerini azaltma egilimi gostermislerdir.
Metalik nanopartikiiller sentez oncesi veya sonrasinda kimyasal olarak gesitli organik
veya polimer malzemelerle modifiye edilerek bu oksitlenmenin Oniine gegilmistir.
Nanopartikiiller surfaktan ya da polimerle, inorganik olarak silika ya da karbonla

kaplanarak oksidasyon engellenebilmistir (Kockar 2009).

1.12.1. Manyetik demir nanopartikiillerin kullanim alanlari

» Biyomedikal alan uygulamalarinda; manyetik 6zellik gosteren pargaciklara ilag
molekiilleri yiiklenerek ilacin viicutta yonlendirilmesinde kullanilmistir (Ozdemir 2010).
» Biyoteknoloji alaninda magnetik ayirma islemi kullanilmaktadir. Siiperparamanyetik
ozellige sahip FesO4 nanopartikiilleri sayesinde proteinleri ya da diger biyomolekiilleri
kolay ve hizli bir sekilde ayirmak miimkiin olmustur. (Kogkar 2009).

» Biyosensor teknolojisinde FesOs nanopartikiillerinin, biyouyumlu, katalitik aktiviteye
sahip olmasi ve diisiik toksisite gdstermesinden dolay1 biyosensor alaninda kullanilmasi
uygun gorilmiistir.

» Ayrica manyetik nanopartikiillerin ¢esitli etkilerinden dolayr enzim substrat
etkilesiminin daha hizli gerceklestigi ve bdylece daha hizli sonu¢ alindig:
gdzlemlenmistir (Ozdemir 2010).
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» Gidalardaki glukoz miktarinin belirlenmesi i¢in FesOs nanopartikiilleri kullanilarak
nanobiyosensor gelistirilmesi miimkiin olmustur.

» Bakterilerin tespiti ve manyetik veri depolamada kullanilmislardir.

» Cevresel aritim ve atik su aritiminda kullanilmistir (Gungor et al 2015).

1.13. Enzim Benzeri Manyetik Demir Nanopartikiil Sensorleri

Biyosensorler gelistirirken biyoreseptor olarak en g¢ok kullanilan yapi enzimlerdir.
Enzimler substratlarina karsi oldukga yiiksek bir 06zgiinlige ve afiniteye sahip
oldugundan binlerce kimyasalin arasindan ilgili olduklar1 substrati seger ve reaksiyonu
katalizlerler. Biyoreseptdr molekiilii olarak uygun bir enzimin bulunamamasi, enzimin
kararsiz olmasi veya birden ¢ok maddenin tayini gibi olumsuz durumlarda hiicre
sistemleri ya da mikroorganizmalar kullanilmistir. Tiim biyosensor sistemlerinde oldugu
gibi enzimatik reaksiyonlarda da ortamin sicakligi, pH’s1, iyonik siddeti ve diger gevre

sartlar1 dnemli rol oynamistir (Tiiylek 2017).

Dogal enzimlerin katalitik aktiviteleri kolaylikla kaybedebilme (inhibe olma) ve
proteazlar tarafindan sindirilebilme gibi bazi1 ciddi dezavantajlar tasidigi goriilmiistiir.
FesOs4 manyetik nano parcaciklarinin (MNP) ger¢ek enzimleri taklit eden ve enzim
benzeri katalitik aktiviteye sahip yapilar olduklari bulunmustur. Genellikle bilimin farkli
alanlarinda, manyetik nanopartikiillerin (MNP) ve 6zellikle metaloksit bilesiklerinin ¢ok
fazla etkinlik gosteremeyecegi kanisi yaygindir. Ancak mevcut yiiksek lisans tez
calismasinda, yesil sentez medodu ile sentezlenen Fe3Os manyetik nanopartikiillerin
kazandig1 peroksidaz enzimini taklit etme (mimic) 6zelliginden dolay tercih edilmistir.
Yaptigimiz arastirmada, elde ettigimiz FesOs manyetik nanopartikiillerin kazandigi bu
Ozelliklerinden yararlanilarak farkli Orneklerdeki glukoz miktarini tespit etmeyi

amagladik.
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1.14. Glukoz Tayini I¢in Biyosensor Gelistirilmesi

Biyosferde en bol bulunan organik bilesik olan karbonhidratlarin, metabolik sistemlerde
cok onemli rollere sahip olmasi nedeniyle, analizlerinin yapilmasi 6zellikle; gida, tarim
ve saglik alanlarinda biiyiik 6neme sahiptir. Geleneksel tayin yontemlerinin segiciligi
oldukca az ve duyarliligi oldukc¢a diisiiktiir. Kromatografik ya da kapiler elektroforez
yontemlerinde ise ¢ok fazla sinyal algilanmasi ve/veya bazi analitler igin tayin limitlerinin
uygun olmamasi gibi olumsuzluklardan dolay: analitlerin tiirevlendirilmesine ihtiyag
duyulmustur. Yapilan bu 6n islemler gelistirilen yOntemlerin uygulanisini oldukga

giiclestirmistir (Ozdemir 2010).

Biyolojik sivilarin iginde bulunan glukoz tayininin, hastaliklarin tanisi ve ilaglarin
etkilerinin belirlenmesinde olduk¢a onemli bir yeri vardir. Mesela seker hastaliginin
takibi i¢in rutin olarak kan glukoz konsantrasyonunun belirlenmesini saglayan cihazlar
ev ortaminda dahi kullanilmigtir. Bu cihazlar genellikle iki temel prensibe gore
calismaktadir. Birincisi glukozun glukuronik aside doniismesi ve ikincisi glukozun
glukuronolaktona doniistiiriilerek 6lgiimiiniin yapilmasi prensibine gore ¢alisir (Gilindiiz
vd 2017). Yaptigimiz arastirmada birinci metot modifiye edilerek kullanilmistir. Yesil
sentezle elde ettigimiz manyetik metal nanopartikiillerin peroksidaz benzeri aktiviteleri
ile glukozoksidaz (GOx) enzimi kombine edilerek farkli numunelerdeki (gida, serum ve

kan) glukoz miktarinin daha hassas, giivenli ve kararl tayin edilebilmesi amaglanmustir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Nanoteknoloji, biyomedikal alaninda ve yeni malzemelerin iiretiminde ¢ok sayida
uygulama iceren yeni bir bilimsel disiplin olarak tanimlanmistir. Farkli biyolojik
alanlarda uygulanacak potansiyele sahip olmakla beraber 6zellikle tibbi uygulamalara
odaklanmugtir. Ornegin; non-invazif goriintiileme araglari, hastaliklarin erken tespiti igin
diagnostik test analizleri, ilag gelistirme ve sekonder sistemik olumsuz etkileri azaltmak
icin hedefe yonelik ilag verme sistemleri yapilan uygulamalar arasinda sayilmustir.
Nanopartikiiller diger kullanim alanlarindaa oldugu gibi tibbi alanin ilerlemesine de ¢ok
katkida bulunmustur. Altin nanopartikiiller yesil biyosentez teknigi kullanilarak
sentezlenmistir. Yesil biyosentezin kontrol edilebilir sekli, boyutu ve esitsizligi, biiytlik
fiziksel ve kimyasal inertligi, ylizey plazmon rezonans ile ilgili optik 6zellikleri, yiizey
modifikasyonu, uygun maliyeti, ¢cevre dostu preparatlari molekiiler problar ile yiizey
biyo-konjugasyonu, miikemmel biyouyumluluk ve daha az toksisite 6zellikleri sayesinde
kullanim1 artmustir. Biyomedikal uygulamalarda doku ve hiicrelerin goriintiilenmesi,
hedef molekiillerin algilanmasi, ilag iletimi gibi nanopartikiillerin 6nemli bir potansiyeli
yesil biyosentezin kullanilmast ve islevsellestirilmesiyle gelismistir. Ornegin, demir oksit

nanopartikiiller MRG'de kontrast klinik madde olarak uygulanmistir (Amjad ez al. 2015).

Manyetik demir oksit nanopartikiiller, genis yilizey alan1 ve manyetik alanla basit
ayrigtirma gibi benzersiz Ozellikleri nedeniyle ¢esitli alanlarda kullanilmistir. Gida ile
ilgili uygulamalarda enzim immobilizasyonu, protein saflagtirmasi ve gida analizleri i¢in
uygulanmistir. Gida miihendisligine vazgegilmez katkilar1 olan demir oksit
nanopartikiillerin enzim immobilizasyonu, protein saflastirmasi1 ve gida analizlerinde
manyetik temel prensipleri ve basarilar1 giin gectikge daha fazla artmaktadir (Cao et al.
2012).

Manyetik nanopartikiillerin siirdiiriilebilir ¢evre uygulamalar1 kapsaminda kamu
sorunlarina yol agan kirli sulari iyilestirmede kullanimi1 giderek artmaktadir. Bu amagla,
sifir-valent demir (nZVI), manyetit (FesOs) ve maghemit (y-Fe203) nanopartikiillerinin

caligmalarim1 vurgulayarak kirleticilerle nasil reaksiyona girdiginin anlasilmasi ve
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uygulamalar sirasinda gevreyle etkilesime girmesi saglanmigtir. Manyetik nanotanecikler
tarafindan kirletici uzaklagtirma mekanizmalari, kirletici desorpsiyon yetenegini
etkileyen faktorlerle birlikte sunulmustur. Manyetik parcacik koleksiyonunun
zorluklarini agiklayan manyetik nanopartikiillerin geri kazanimini etkileyen faktorler
Ozetlenmistir. Manyetik nanopartikiillerin agregasyonu tarif edilmis ve stabiliteyi
arttirmaya yoOnelik yontemler Ozetlenmigtir. Ayrica manyetik nanopartikiillerin
kullaniminin toksikolojik etkileri tartisilmistir. Bu tartisilan faktorlerin detayli bir sekilde
ele alinmasindan sonra manyetik nanopartikiillerin stirdiiriilebilir bir sekilde uygulanmasi

miimkiin kilinmistir (Tang et al. 2013).

Gungor et al. (2015) yayinladiklart makalede atik sularda yiiksek konsantrasyonlarda
cevre lizerine olumsuz etkisi olan organik kimyasal boya, yerli manyetik aktif karbon
nanopartikiillerini veya apolakkaz bagli manyetik aktif karbon nanopartikiilleri ni
kullanarak basariyla uzaklastirilmistir. Bu ¢alismada, endiistriyel atik sudan Basic Red 9
(BR9)'un uzaklastirilmasi igin, aktif karbon {izerine immobilize edilmis ve apolakkaz
kullanilarak modifiye edilmis nano magnetit (FeO.Fe203) kullanilmistir. Nano manyetit
(FeO.Fe203) aktif karbon iizerine immobilize edilmis ve apolakasa ile modifiye
edilmistir. Bylece, Fenton ve Fenton'a benzeri diger prosediirler kullanildi. Aktif
karbonun yiizey degisimi SEM, FTIR, XRD ve EDX kullanilarak gosterilmistir. Ayrica,
bu deneyler, adsorbe maddenin, yeniden isletilebilir, ucuz, ¢evre dostu, hazirlanmasi
kolay, giivenli (nano magnetit, H202 ve aktif karbon) ve enzimsiz, apolakkazla da

hazirlanan suda ¢oziinmeyen materyallerdir.

Manyetik nanopartikiillerin birgok benzersiz 6zelliginden 6tiirii cevresel ve biyomedikal
uygulamalarda kullanildig1 bir baska ¢alismada; sifir-degerli demir, manyetit (FesOa) ve
maghemit (y-Fe203) nanopartikiillerin kullanimina odaklanilarak, kirletici maddelerin
uzaklastirilmasi, iyilestirilmesi ve su aritimi gibi cevresel sorunlar i¢gin MNP'lerin
kullanim1 arastirilmistir. Biyo-bozunabilirlik gibi birgok arzulanan 6zelliginden dolay1
son zamanlarda arastirma odagi kazanmis olan siliperparamanyetik demir oksit
nanopartikiillerin (SPIONs) uygulanmasina 6zel dikkat gosterilerek biyomedikal ve

klinik alanlardaki MNP'lerin kullanimi tizerine odaklanilmistir. MNP'lerin 6zellikleri,
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sentez kolayligi ve bunlarin hem hiicresel hem de molekiiler diizeyde ¢alisma
kabiliyetleri, ilag verme, hipertermi tedavisi, radyo-terapdtikler, gen dagitimi ve
biyoterapdtikler dahil olmak {izere in vitro ve in vivo uygulamalarina izin vermistir.
Boyut, sekil, yiizey ve manyetik 6zellikler gibi fizyokimyasal ozellikler ile MNP'lerin
aglomerasyonu ve kararliliklarint artirma yontemleri tartisilmistir (Mohammed et al.

2017).

Manyetik nanopartikiillerin sentezi ve islenmesi konulu bir ¢aligmada; inorganik
nanomalzemeler ve essiz fiziksel Ozellikleri, potansiyel teknolojik onemi nedeniyle
modern malzeme bilimininde biiyiikk 6nem tasidigi vurgulanmistir. Mevcut yapilar
arasinda manyetik demir oksit nanopargaciklar1 (MNP'ler), manyetit (FesOs) ve
maghemit (y-Fe203) dahil olmak {izere ‘siliperparamanyetizma’ olarak adlandirilan
olaganiistii manyetik 6zellikler sergilerler ve bu nanoyapilari ¢ok ¢esitli uygulamalar i¢in
uygun hale getirmistir. Fiziko-kimyasal ozellikleri biiyilk uygulamalarda 6nemli rol

oynadig1 i¢in, bu inceleme senteze odaklanmistir (Stanicki et al. 2015).

Cevre dostu yesil nanoteknolojilerin materyal sentezinde gelistirilmesi, biyolojik
uygulamalarini yayginlastirmak ig¢in biiyilk 6nem tagimaktadir. Giinlimiizde, iyi
tanimlanmis kimyasal bilesime, biiyiikliie ve morfolojiye sahip cesitli nanopartikiiller
farkli yesil sentez yontemlerle sentezlenmis ve birgok teknolojik boyutta uygulama
alanlar1 arastirilmistir. Yapismis bu derlemede, canli organizmalar tarafindan metal
nanopartikiillerin biyosentezine 6zel O6nem veren siniflandirmalarini vurgulamistir.
Ayrica biyosentezlenmis nanopartikiiller, tibbi biyoloji, kataliz, hedefe yonelik ilag
verme, kanser tedavisi, antibakteriyel ajan ve biyosensorler gibi genis bir uygulama
alaninda kullanilmistir (Nath ez al. 2013).

Yapilan bir diger ¢alismada; son gelismeler {izerinde durularak yesil sentezle elde edilen
sifir degerli metaller, metal oksitler ve tuzlardan olusan nanopargaciklar incelenmistir.
Dogada bulunan iiriinler ya da ¢esitli bitkilerin veya bitki kisimlarinin 6zleri, ¢ay, kahve,
muz, basit amino asitler, sarap, sofra sekeri ve glukoz gibi dogal iiriinlerden elde edilen

ekstreler sentez sirasinda indirgeyiciler olarak kullanilmistir. Bitki materyalinde bulunan
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polifenoller genellikle bu siireglerde dnemli bir rol oynamustir. Ilgili teknikler basit, cevre
dostu ve genellikle tek basamali siiregler olarak bildirilmistir. Yiiksek polifenol igerikli
cay Ozleri, nanopartikiiller i¢in selatlama/indirgeme ajanlar1 olarak gorev yapmustir. Bu
alanda kullanilan 6nemli malzemelerden, glimiis, altin, demir, metal alasimlar, oksitler

ve tuzlar gibi nanopartikiiller sentezlenmistir (Kharissova et al. 2013).

Bir bagka arastirmada ise, siitlegen (Euphorbia amygdaloides) bitkisinden kismen
saflagtirilmis peroksidaz enzimi kullanilarak giimiis nanoparcaciklarin yesil sentezi basit
yontemle yapilmistir. Peroksidaz enzimi kullanilarak giimiis nanopartikiillerin elde
edilmesi i¢in optimum pH, sicaklik ve zaman peryodu belirlenmistir. Sonuglar, giimiis
nanoparg¢aciklarin 4 saat boyunca, 20°C'de ve pH 8'de sentezlendigini gostermistir.
Ayrica, metal iyonlarmin optimum konsantrasyonu 0,5 mM olarak bulunmustur.
Sentezlenen giimiis nanopargaciklar UV spektrumu, taramali elektron mikroskopu (SEM)
ve X 1sm kirmumu ile karakterize edilmistir. Serratia marcescens, Yersinia
pseudotuberculosis, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis,  Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
typhimurium, Listeriamonocytogenes ve Escherichia coli gibi bazi mikroorganizmalara
kars1 glimiis nanopartikiillerin antibakteriyel aktivitesi dl¢lilmiistiir. Sentezlenmis giimiis
nanoparcaciklar, disiik konsantrasyonda genis spektrumlu antibakteriyel aktivite
gosterdigi rapor edilmistir. Gelecekte tip ve farmasotik alanlarinda iyi bir alternatif ve

terapotik yaklagim olabilecegi sonucuna varilmistir (Cicek et al. 2015).

Demir oksit nanopartikiillerin yesil sentezi ¢alismasinda; yeni manyetik hibrid
materyaller, demir oksit nanopartikiillerinin bir kitosan matriksine kapsiillenmesiyle
tiretilmistir. Metalik nanopartikiiller elde etmek icin yesil sentez yontemi, indirgeyici
madde olarak okaliptiis ekstresi kullanilarak gerceklestirilmistir. Iyi bigimlendirilmis
demir oksit nanopartikiiller basariyla sentezlenmistir. Kesin kosullar altinda,
sentezlenmis demir oksit nanopartikiillerin kitosan taneciklerinin kapsiillenmesi,
manyetik hibrit organik/inorganik materyallerin olusumuna yol ag¢mustir. Bu
malzemelerin  XRD kromatogrami, manyetik 6zellik gosteren malzemeler iginde

maghemite benzer yapiya uyan zirveleri gostermistir. Yeni melez malzemeler, iyi
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ozellikler ve sorpsiyon kapasitesi gostererek arsenik giderme ¢alismasinda (pH
bagimliligi, kinetik ve denge deneyleri ile) sorbent olarak kullanilabilecegini
kanitlamistir. Yeni malzemenin genis Olgekli sorpsiyon kapasitesi, hibrit manyetik
malzemenin boncuklar1 ile doldurulmus bir kolon kullanilarak stirekli akis calismasinda
da basarili bir sekilde yapilarak yeni bir reaktor gelistirilebilecegi savunulmustur

(Cabanas et al. 2016).

Ce203 nanopartikiillerinin yesil sentezi ve antioksidan aktivitesinin belirlenmesi
calismasinda; biyo-indirgeme yontemiyle seryum nanopartikiillerinin (NP) sentezi ve anti
oksidatif etkinligi arastirilmstir. Iindirgeyici ve stabilize edici ajanlar olarak, siitlegenin
(Euphorbia amygdaloides) su ekstrakti kullanilmigtir. Siitlegen su ekstrakti (E.
amigdaloides) indirgeyici ve stabilize edici madde olarak kullanilmistir. Ultraviyole
goriiniir (UV-VIS) spektroskopisi, seryum oksit NP'lerinin kantitatif olusumunu izlemek
icin kullanmilmigtir. Elde edilen seryum dioksitlerinin 6zelliklerini taramali elektron
mikroskobu (SEM), X-isin1 kirinimi (XRD) ve Taramali elektron mikroskopu (TEM)
kullanarak belirlenmistir. Sentezlenen seryum (111) oksit (Ce203) NP'ler baslangigta agik
sart seryumdan (IlI) renksiz soluk sar1 seryuma (IV) gorsel renk degisikligi ile
kaydedilmis ve UV-VIS spektroskopisini kullanarak bandi 345 nm'de dogrulamustir.
Hazirlanan NP'lerin ortalama ¢ap1 yaklasik 8,6-10,5 nm olarak 6l¢iilmistiir. Buna ek
olarak, sentezlenen Ce203 NP'leri, ferrik indirgeyici antioksidan giicii, kuprik indirgeyici
antioksidan kapasitesi, demir iyonlar1 kenetleme aktivitesi, antioksidan ve antioksidan
aktiviteleri, stiperoksit anyon radikal siiplirme ve 2-2'-azinobis 3-etilbenzotiyazol-6-
stilfonik asit temizleme aktivitesi gostermistir. Siitlegen (E. amygdaloides) ekstraktinin
ticari olarak kullanilabilecek, antioksidan ve anti-bakteriyel Ce203 nanopartikiillerin

tiretiminde yararlanilabilecegi sonucuna varilmistir (Nadaroglu et al. 2016).

(Nadaroglu et al. (2017) yayinladiklar1 baska bir makalede; bildircin yumurta sarisi
kullanarak platin nanopartikiillerin yesil sentezi ve karakterizasyonu gerceklestirilmistir.
Yesil sentez reaksiyonu i¢in yiiksek vitamin ve protein igerikli bildircin yumurta sarisi
hazirlanmis ve reaksiyon ortaminda platin nanopartikiillerin sentezi i¢in kullanilmstir.

Bildircin yumurta sarisi kullanilarak yapilan reaksiyon sartlarini optimize etmek i¢in, pH,
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sicaklik, zaman ve konsantrasyon gibi parametreler optimize edilmistir. Sonuglar, en
yiiksek platin nanopartikiillerinin 20°C'de ve pH 6.0'da 4 saatte sentezlendigini
gostermistir. Ayrica, metal iyonlarmin optimal konsantrasyonu 0,5 mM olarak
belirlenmistir. Sentezlenen platin nanoparcaciklar UV spektrumu, X 1simn1 kirinimi ve

taramal1 elektron mikroskopu kullanilarak karakterize edilmistir.

Karaduman et al. (2017) yaptiklar1 ¢alismada; metan gaz sensorii olarak kullanilmak
tizere y-Fe203 nanopartikiillerini yesil sentez metoduyla elde etmislerdir. Ficus carica ve
stitlegen (Euphorbia amigdaloides) bitkilerinin yaprak ekstrelerinden elde edilen
peroksidaz enzimi y-Fe20s nanopartikiillerinin (NP) sentezi i¢in kullanilmistir. y-Fe20s
NP'lerinin yapisal, morfolojik ve metan gazi algilama &zellikleri arastirilmustir. Incir bitki
peroksidaz enziminden elde edilen y-Fe203 NP'ler, 150°C de 150 ppm'de 1 ppm metan
gazi icin %15 yanit veren, Euphorbia bitki peroksidaz enziminden elde edilen y-Fe203
NP'lere gore daha yiiksek bir yanit, secicilik ve kisa yanit/iyilesme zaman1 gostermistir.
Empedans spektroskopisi analizi, tane sinirlar1 nedeniyle olusan direncin, gaz algilama
ozelliklerine o6nemli Olciide katkida bulundugunu gostermistir. Sonuglardan, incir
bitkisinden saflastirilan peroksidaz enzimlerinden liretilen y-Fe203 NP'lerin endiistriyel

uygulamalar i¢in biiyilik potansiyele sahip oldugu goriilmiistiir.

Yesil sentez ile elde edilmis Fe3Os nanopartikiillerin gelistirilmis manyetizasyon ve
yasam dongiisii degerlendirilmistir. Manyetik nanopartikiiller glutatyonun indirgeyici ve
stabilizator olarak kullanildigi yeni bir g¢evre dostu yontemle sentezlenmistir. Bu
malzemenin {iretiminin neden oldugu cevresel etkiyi degerlendirmek icin sentez
siirecinde yasam dongiisiiniin dikkatli bir ¢alismasi yapilmistir. Sonuglardan, ¢evresel
etkinin, geleneksel yollardan, 6zellikle de karsilagtirildig1 birlikte-¢okeltme yonteminden
daha az 6nemli oldugu sonucuna varmak miimkiindiir. 85.4 emu / g'lik bir doygunluk
manyetizasyonuna sahip olan nanopargaciklar elde edilmis; bu, birlikte cokeltme
yontemiyle elde edilen maksimum degere benzedigi belirtilmistir. Bu ydntemin ana
avantajlarindan biri, serbest ve reaktif -SH gruplarmin kaplanmasi ile manyetik
nanoparcaciklarin olugmasidir, bu da ¢evresel iyilestirme gorevlerinde, 6zellikle civa gibi

agir metallerin adsorbe edilmesinde kullanimi i¢in ilging olanaklar sunmaktadir. Sonug
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olarak ¢evresel etkinin, geleneksel yollardan, o6zellikle de karsilagtirildigi birlikte-
¢okeltme yonteminden ¢ok daha 6nemli oldugu sonucuna varmak miimkiin olmustur

(Bolivar et al. 2018).

Moringa oleifera ekstraktlar1 kullanilarak yesil sentezle demir nanopartikiillerin elde
edildigi bir calismada; nanopartikiillerin bitki ekstreleri kullanilarak {iretilmesinin,
gelencksel yontemlere alternatif olarak, ekonomik, toksik olmayan, biyo-uyumlu ve
cevre dostu olmasinin nemi vurgulanmistir. Ayrica, sentezlenmis nanopartikiillerin yesil
sentez uygulamasi kullanilarak yiizey ve yeralti suyundan nitrat iyonunun (NO3’)
uzaklastirilmasi i¢in de arastirilmistir. Y1gin adsorpsiyonu sonuglar1 M. oleifera ekstreleri
ile karsilastirildiginda, sirastyla %85 MOS-Fe NP ve %26 ve MOL-Fe NP'lerin fakli
oranlarda nitrat1 uzaklastirdigini gostermistir. Ayrica, antibakteriyel aktivite, Escherichia
col 'ye karst maksimum inhibisyon bolgesinin MOS-FeNP'ler i¢in (6 mm) olarak
bildirilirken, MOL-FeNP'lerin iginse (5 mm) olarak bildirilmistir. M. oleifera
ekstraktlarindan elde edilen Fe NP'ler kullanilarak alternatif bir yontemle basarili bir

sekilde ylizey ve yeralti suyundan nitrat giderilmistir (Seru et al. 2018).

Biyosensorlerin tarihi 1962 yilinda Cincinnati'deki Cocuk Hastanesinde Clark ve Lyons
tarafindan glukoz enzim elektrodu fikrinin énerilmesine dayanmaktadir. ik glukoz enzim
elektrotlar1 konseptiyle diyabet kontrolii i¢in giivenilir cihazlarin gelistirilmesine yonelik
muazzam bir etkinlige baslanmistir. Clark ve Lyons Glukoz oksidaz (GOD) enzimini
oksijen elektrodu ile kombine ederek kanin glukoz diizeyini 6lgmeyi basarmislardir
(Tiremis 2010). Bu yeni cihaz, bir oksijen elektrodu (yari gegirgen diyaliz membrani
lizerinden) iizerinde sikismis ince bir GOx tabakasina ve enzim katalizli reaksiyonla
tiketilen oksijenin izlenmesine dayanmaktadir. Glukoz enzim elektrotlarinin
isletilmesinde ¢esitli yaklagimlar arastirilmistir. Bu tiir cihazlar diyabet kontroliine ek
olarak, gida analizinden biyoproses izlemeye kadar diger 6nemli uygulamalar i¢in biiyiik
bir vaat sunmustur. Bununla birlikte, glukoz biyosensorlerinde etkileyici ilerlemelere
ragmen, klinik olarak dogru sekilde glukozun izlenmesine dair birgok zorluk bulunmustur
(Wang et al. 2000).
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Enzimlerin nanopartikiilleri ve nanomalzemeleri nasil karsiladigi hakkinda genel bir
bakis agisi sunan bir ¢alismada; enzimler, biyolojik diizenleme ve metabolizmadan
sorumlu temel biyolojik katalizérler olarak tanimlanmistir. 2014'den bu yana enzimler,
nanopartikiil/nanomateryalleri modifiye etmek, bozmak veya yapmak i¢in kullanilirken,
cok sayida nanopartikiiller/nanomateryaller enzimatik immobilizasyon ve biyosensorler
icin materyaller ve enzim taklitleri olarak kullanilmistir. Cesitli nanopartikiiller ve
nanomalzemeler arasinda metal nanopartikiiller ve karbon nanomalzemeler, biiyiileyici

Ozellikleri nedeniyle yogun ilgi gormiistiir (Chen et al. 2017).

Nanomalzemeler, elektroanalitik biyosensorlerin  hazirlanmasinda yaygin olarak
kullanilmistir. Kiigiik boyut etkisi, kuantum boyutu etkisi, yiizey ve arayiiz etkisi
nedeniyle nanomateryaller stabilite, tekrarlanabilirlik ve hassasiyet gibi biyosensorlerin
onemli performans indekslerini 6nemli Olgiide gelistirebilmistir. Ayrica, her tiirlii
nanomalzemenin biiylkligi, farkli kompozisyon ve morfolojisi nedeniyle,

biyosensdrlerin yapim siirecinde farkli roller oynamislardir (Zhang et al. 2016).

Glukoz oksidaz bazli bir glukoz biyosensorii ¢alismasinda, altin (Au)'la elektrokimyasal
olarak ko-polimerize edilen bir polikompozit film ve carbon nanotiip ile glukoz oksidazin
(GOD) immobilizasyonuna dayanan bir amperometrik glukoz biyosensorii

gelistirilmistir.

Hacim basina yiiksek ylizey orani ve Karbon nano tiiplerinin miikemmel elektriksel
iletkenligi nedeniyle, bir Au/POAP/CNT/GOD elektroduna dayali biyosensor diisiik
saptama sinirina (0,01 mM), daha biiyiik maksimum tepki akimma (0,24 mA cm™) ve
daha yiiksek bir Au/POAP/GOD elektrotuna dayali biyosensoriin degerlerinden daha
duyarli olarak gelistirilmistir (11.4 mA M~ ! cm™2). Ek olarak, biyosensér hizli tepki
stiresi, biiyiik tepki akimina sahipken askorbik asit, {irik asit ve asetaminofen igin iyi anti-
girisim yetenegi gostermistir. Ayrica iyi tekrarlanabilirlik ve biyosensor stabilitesi de

gozlenmistir (Pan et al. 2005).
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Wei et al (2008) tarafindan yaymlanan makaleye gore; FesOs manyetik
nanopargaciklarin (MNP) dogal peroksidazlarda bulunana benzer bir intrinsik mimetik
aktivitesi gostermektedir. Peroksidazlar: taklit eden Fe3Os manyetik nanopartikiillerin
uygulamalar1 ve H2O2 ve glikoz tespiti lizerine calisma yapilmistir. Fe3;Os4 MNPS
peroksidaz enzimini taklit ederek yeni 6zelliklerinin kullanimi ile H202 ve glukoz tespiti
gerceklestirilmistir. H2O2 kolorimetrik tespitini saglayan FesOs MNPS bir ¢okelme
yontemi yolu ile hazirlanmistir. Daha sonra hazirlanan FesO4 MNP'ler, bir peroksidaz
substrat 2,2'-azino-bis (3-etilbenzo-tiyazolin-6-siilfonik asit) diamonyum tuzunun
(ABTS) H20: ile oksitlenmis renkli {riine oksidasyonunu katalizlemek igin
kullanilmistir. Bu yontemde diisiik miktarlardaki 3x10°- 5x10°%’mol/L H20: dogrusal
olarak tespit edilebilmistir. Daha da 6nemlisi, glikoz tespiti i¢in duyarli ve segici bir
yontem, glikoz oksidaz (GOx) ve hazirlanan FesO4 MNP'leri kullanilarak gelistirilmistir.
Bu calismada gelistirilen H202 ve glikoz icin tespit platformlari, FesOs MNP'lerin
biyomimetrik peroksidaz benzeri aktiviteye sahip olduklarini dogrulamakla kalmayip
ayn1 zamanda gelecekteki basit, saglam ve kolay yapilmas1 gereken analitik yaklagimlarin

cesitliliginde de biiylik potansiyel uygulamalar gostermistir.

FesO4 nanopartikiiller ve kitosan/nafion kompozitten iiretilmis film bazli pratik bir glikoz
biyosensorii ¢aligmasinda; Fes3Os nanopartikiillerin (FesOs NP'ler) biyomimetrik
peroksidaz benzeri aktivitesinin ve nafion filmin anti-parazit yeteneginin
birlestirilmesiyle pratik bir glikoz biyosensorii gelistirilmistir. Glikoz oksidaz (GOD),
Fe3O4 NP'leri ile basit¢e karigtirtlmig ve glutaraldehit ile kitosan (Cs) ortaminda platin
(Pt) elektrodu iizerinde ¢apraz baglanmis ve daha sonra ince bir nafion film ile
kaplanmistir. Biyosensor, yiiksek duyarlilik (11.54 pA cm™ 2 mM™ 1), diisiik tespit siir1
(6x107% M) ve iyi depolama kararlilig1 gdstermistir. Genis bir konsantrasyon araliginda
6x107® ile 2.2x107° M arasinda dogrusal kalibrasyon ¢izimi elde edilmistir. Modifiye
edilmis elektrot, glikozun saptanmasi sirasinda girisimi fiilen ortadan kaldirabilmistir.
Ayrica, serum Ornegindeki glikozu tespit etmek i¢in biyosensor basariyla uygulanmaistir.
Glikoz biyosensoriiniin bu sekilde tiretilmesi, pratik uygulamada kosullarin optimize
edilmesi ve uygulana prosediiriindeki kolaylik nedeniyle biiytik ilgi ¢ekmistir (Yang et
al. 2009).
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Gao et al. (2011) yayinladiklar1 galismada; hidrojen peroksit ve glikoz tayini igin
katalizor olarak FesOs manyetik nanopartikiillerin kullanildigi fluorometrik yontem
aragtirmistir. Hidrojen peroksit ve glukoz tayini i¢in FesOs manyetik nanopargaciklarin
(MNP) iggiidiisel peroksidaz benzeri 6zelligi kullanilarak yeni bir fluorometrik yontem
olusturulmustur. FesOs MNP'lerin peroksidaz mimetik katalizorii olarak H202
mevcudiyetinde, CdTe QD'lerin floresanini daha etkili ve hizli bir sekilde sondiirmek i¢in
radikal olarak ayrigtirilmistir. Daha sonra glukoz oksidaz tarafindan glikozun
oksitlenmesi, glikozu tespit etmek i¢in kullanilabilen FesOs MNP katalizorii ile H202
tireticisi tarafindan CdTe QD'lerin floresan sondiiriilmesiyle birlestirilmektedir. Optimum
reaksiyon kosullar1 altinda, floresans yogunlugu orami Io /I ve 1.8x10°® mol/L saptama
sinirt ile 1.8 x 1077 ila 9 x 10~* mol/L arasindaki H202 konsantrasyonu arasinda dogrusal
bir korelasyon kurulmustur. Ve floresan yogunlugu oran1 Io/l ve 1.6x10 %dan 1.6x10*
mol /L'ye kadar glikoz konsantrasyonu arasinda 1.0x107° mol/ L saptama smr1 ile lineer
bir korelasyon belirlenmistir. Onerilen ydntem, insan serum orneklerinde glikozun

belirlenmesinde uygulanmis ve tatmin edici sonuglar alinmistir (Gao 2011).

Bir baska c¢alismada; glikoz oksidaz nanokompozit ve peroksidaz benzeri protein-FesOa
esasli, verimli kolorimetrik glukoz biyosensorli arastirilmistir. Ciplak MNP'ler ile
karsilagtirildiginda, peroksidaz-benzeri kazein-MNP'ler iyi Katalitik 6zellikler, stabilite
ve dispersiyon sergilemistir. MNP'lere dahil edilen kazein, 6zellikle belirlenen kinetik
parametrelerde varyasyon ile ispatlanan H202 ve TMB'ye kars: afiniteyi gelistirmistir. 0,2
uM H202 kadar diisiik bir deger 0,5 uM ila 200 uM H202 arasinda lineer bir aralik ile
tespit edilebilmistir. Daha da 6nemlisi, kazein/MNP nanokompoziti, GOx'i hareketsiz
hale getirmek ve tek adimda glukozun belirlenmesi igin bir glikoz biyosensorii
olusturmak icin kullanilmistir. Bu yontem basit, ucuz, son derece hassas ve glikoz tespiti
i¢in secici olup, 3 uM ila 1000 uM arasinda lineer bir aralikta 1.0 uM saptama sinirina
sahip oldugu goriilmiistiir (Liu 2014).

Glikoz biyosensorii uygulamalari i¢in demir oksit nanopartikiiller (IONP'ler) ve nafion
ile modifiye edilmis indiyum kalay oksit (ITO) cam elektrodunun modifiye edilmesi

rapor edilmistir. IONP'ler, ¢Okeltme yontemi kullanilarak sentezlenmis ve glikoz oksidaz
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(GOx) enzim immobilizasyonu i¢in hidrofilik yiizey ve fonksiyonel grup saglamak tizere
sitrik asit (CA) ile fonksiyonel hale getirilmistir. CA-IONP'lerin yapisal ve morfolojik
calismalart X-1smm1 kirmnimi (XRD) ve transmisyon elektron mikroskobu (TEM)
kullanilarak karakterize edilmistir. TEM goriintiisiinden Olc¢lilen IONP'lerin biiyiikligi
~17 nm dir. Nafion/GOx/CA-IONPs/ITO olarak adlandirilan biyoelektrot, ITO caminda
CA-IONPs, GOx ve nafionun damlatilmasiyla gelistirilmistir. Nafion/GOx/CA-
IONPs/ITO biyoelektrot, glikoz tespiti i¢in iyi elektrokimyasal performans gostermistir.
Fonksiyonellestirilmis CA-IONP'ler katalizor gorevi gérmiis ve GOX ile ITO elektrotu
arasindaki elektron transfer oranini iyilestirmeye yardimci olmustur. EK olarak,
enterferans1 onlemek ve kimyasal stabiliteyi gelistirmek i¢in ince nafion film elektrot
tizerine kaplanmistir. Nafion/GOx/CA-IONPs/ ITO biyoelektrot, 1.0-8.0 mM glukoz
konsantrasyonlarmin lineer arahig icin 70,1 pM mM™cm™?nin yiiksek duyarliligin

gostermistir (Nor et al. 2016).

Bir baska calismada; glikozun hassas tespiti i¢in FesOa4 nanopartikiiller-polivinil alkol
kompozit bazli yeni bir elektrokimyasal biyosensor yapilmistir. Demir oksit
nanopartikiilleri (FesOa4) birlikte ¢okeltme yontemi ile sentezlenmistir. Polivinil alkol-
Fes04 nanokompoziti, polivinil alkol (PVA) ¢6zeltisinde sentezlenmis nanopartikiillerin
dagitilmasiyla hazirlanmistir. Glukoz oksidaz (GOx), fiziksel adsorpsiyon yoluyla PVA-
FesO4 nanokompozit iizerinde immobilize edilmistir. PVA, FesOs nanopartikiilleri ve
GOx karigimi bir kalay (Sn) elektrot yiizeyinde (GOx/PVA- Fe304/Sn) dokiilmiistiir.
FesOs nanopartikiilleri X-1511 difraksiyonu (XRD) ile karakterize edilmistir. Ayrica,
PVA-Fes0s ve GOXx/PVA-FesOs nanokompozitlerini degerlendirmek ic¢in Fourier
transform infrared (FTIR) spektroskopisi ve alan emisyon taramali elektron mikroskobu
(FE-SEM) teknikleri kullanilmaktadir. Modifiye biyosensoriin  elektrokimyasal
performansi elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) ve siklik voltametri (CV)
kullanilarak arastirilmigtir. PVA matriksindeki FesOs nanopartikiillerin varligi, enzim ve
elektrot yiizeyi arasindaki elektron transferini arttirmig ve immobilize edilen GOx,
glikoza karst mikemmel Katalitik O6zellikler gostermistir. GOX/PVA-Fe304/Sn
biyoelektrot, glukozu 5x107* ila 30 mM arahgmn da 9.36 pA mM ! hassasiyetle
Olgebilecegi ve sinyal-giiriilti oraninda 8 uM'lik bir daha diisiik tespit limiti
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sergileyebilecegi anlasilmistir. Modifiye edilmis biyosensor ayrica glikoz tespiti, hizli
tepki (10 s), iyi tekrarlanabilirlik ve tatmin edici stabilite sirasinda ayrica iyi bir anti-
girisim yetenegine de sahiptir. Son olarak, GOx/PVA- Fe304/Sn biyoelektrotun
gosterdigi sonuglarin biyosensor yapiminda iimit verici oldugu goriilmistiir (Sanaeifar et

al. 2017).

Song et al. (2017) galismalarinda hidrojen peroksit ve glikoz tespiti i¢in manyetik
hidrojellere dayanan Fes3Os nanopartikiillerin peroksidaz mimetik aktivitesini
aragtirtlmistir. Uyaranlara yanit veren manyetik hidrojeller, manyetik siirfaktanlarin
(CnTAFB (C), n = 12, 14, 16) ve kiral amfifillerin, sodyum kolat (SC) karisimlarinda
hazirlanmistir. CnTAFB(C)/SC'nin jelasyon davranisi ayrintili olarak incelenmistir.
Sonuglar, siirfaktanlarin hidrofobikliginin ve anyonlarin hidrasyon yaricapinin (Rh)
jelasyon proses isleminde hayati bir rol oynadigini kanitlamistir. Hidrojellerin mikro
yapilarmin {i¢ boyutlu lifli agregat agi oldugu belirlenmistir. Hidrojel fibrillerin olusumu,
esas olarak, hidrofobik etkilesim, elektrostatik etkilesim, hidrojen baglanmasi, van der
Waals kuvveti ve SC molekiiliiniin sterik etkisi dahil olmak lizere ¢oklu kovalent olmayan
etkilesimlerin hassas bir dengesiyle gerceklestirilmistir. Reolojik dl¢timler, hidrojellerin
yiiksek mekanik mukavemet malzemeleri oldugunu gostermektedir (2000 Pa't asan akma
gerilmesi). Hidrojellerin mekanik mukavemeti, iki bilesenin oraninin, toplam
konsantrasyonun ve yiizey aktif maddelerin zincir uzunlugunun degistirilmesiyle
diizenlenebilen lif yogunluguna bagli olarak bulunmustur. C12TAFB/SC karisimlarinin
manyetik hidrojelleri, 7.2 nm ¢apindaki kiibik Fe3Os nanopartikiillerini hazirlamak i¢in
onciiler olarak gorev yapmistir. Hazirlanan FesOs4 nanopartikiilleri miikemmel
ferromanyetik karakteristik ve yiiksek peroksidaz benzeri aktivite sergilemekte ve
hidrojen peroksit (H202) ve glikoz tespiti i¢in biyosensor olarak kullanilabilmistir. Glikoz
tespiti icin umut verici bir biyosensor aday1 olarak kullanilabilen yesil sentezle uygun bir

sekilde hazirlanan FesOa nanopartikiilleri gelistirilmistir.

Zhao et al. (2017) yayinladiklar1 ¢alismada; canli hiicrelerden salinan H202'nin yerinde
tespiti icin biyomimetik enzim olarak 3D grafen destekli FesOs4 kuantum noktalarina

dayali biyosensor i¢in arastirma yapilmistir. Canli hiicrelerden salinan hidrojen
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peroksidin (H202) ger¢ek zamanli tespiti, biyolojik fenomenleri ve oksidatif stresle iligkili
hastaliklari incelemek i¢in 6nemli hale gelmistir. Ancak, H2O2'nin canli hiicrelerde segici
tespiti ve dogru yerinde monitorii, diisiik konsantrasyonu, genis diflizivitesi ve yiiksek
reaktivitesi nedeniyle hala biiyiik bir sorun oldugu goriilmiistiir. Elektrokimyasal 6lgtim
sonuglari, Fe3O4/ 3DG NC'lerin yiiksek segicilik ve duyarlilik (274.15 mA M~ ! cm™2),
diisiik tespit limiti (~78 nM), hizli tepki (2.8 s) ve miikemmel tekrarlanabilirlik ile
H202'ye karst mitkemmel katalitik aktivite sergiledigini gostermistir. Bu enzimsiz
biyosensor, hiicre sayilarini ve stimiilasyon ilag dozunu kontrol ederek canli hiicrelerden
salinan H2O>'y1 yerinde tespit etmek i¢in basarili bir sekilde kullanilmistir. Bu ¢alisma,
kanser hiicrelerinin kritik patolojik siirecini anlamak i¢in H202’i in vivo olarak tespit

etmenin bize énemli 6l¢iide faydali oldugunu gostermistir.



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyaller

3.1.1. Kullanilan cihazlar ve aletler

Cizelge 3.1. Kullanilan cihazlar ve aletler

Cihazlar ve Aletler
Santrifiij

Otoklav

Buzdolab:
Manyetik Karistirict
Saf Su Cihaz1

Su Banyosu

Spektrofotometre

Kurutma Firimi

Calkalayici
Hassas Terazi
Blender

pH-metre

UV-VIS-NIR Spektrofotometre
Yiiksek Devirli Santrifiij
Vorteks

Evaparator

SEM (Taramali Elektron Mikroskobu)

XRD (X Isin1 Kirmnim Cihazi)
FT-IR
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Marka /Model

Allegra X-30R +4c 1200 rpm

Lica
Bosch
Stuart
GFL

P selecta

Epoch nanodrop UV-VIS
DIGITHEAT

Heidolph Titramax 100
Kern Abs
Waring-8011 EB
CRISON Basic 20

Shimadzu UV-3600 Plus
Beckman coulter

IKA Vorteks 4 dijital
IKA RV 10 basic

Zeiss Sigma 300
PANanalytical Empyrean
Bruker VERTEX 70v



39

3.1.2. Kullamlan kimyasallar

Sodyum fosfat, 2,2'-azino-bis diamonyum tuzu (ABTS), FeCl2, Fe(NOs)s, sodyum asetat
(NaCHsCOO), GOx (Glukoz oksidaz), sodyum karbonat (Na2COs), sodyum hidroksit
(NaOH), hidroklorik asit (HCI), potasyum fosfat (K3(POa)), hidrojen peroksit (H20z2),
etilendiamin tetra asetik asit (EDTA), sodyum karbonat (Naz(COz3)), glukoz analiz Kiti,
sakkaroz, laktoz, fruktoz ve rafinoz kullanildi. Maddelerin temini analitik saflikta Sigma

Aldrich ve Merck firmalarindan yapilmistir. Biitiin deney boyunca saf su kullanilmistir.

3.1.3. Kullanilan biyolojik materyal

Bu calismada Fe3Os4 manyetik nanopartikiilleri siitlegen(Euphorbia amygdaloides)
bitkisinden yesil sentez metodu ile sentezlenerek elde edilmistir. Kullanilan Euphorbia

amygdaloides bitkisi Erzurum ili Atatiirk Universitesi kampiis alanindan temin edilmistir.

Sekil 3.1. Fe3Os nanopartikiillerin elde edildigi siitlegen (Euphorbia amygdaloides)
bitkisi
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3.2. Yontem

3.2.1. Manyetik nanopartikiillerin yesil sentezi

3.2.1.a. Bitki 6rneklerinin toplanmasi ve bitki ekstraktimin hazirlanmasi

Bitki yapraklari tizerindeki toz ve topraklarin temizlenmesinin ardindan 6nce musluk
suyu ile daha sonra saf su ile yikanmistir. Daha sonra bitkiler kii¢iik parcalara ayrilmistir.
Kiigiik pargalar (50 g), 250 mL, 10 mM sodyum fosfat tamponu (pH: 6.5) kullanilarak
pargalayicida homojen bir karisim olusturmak {izere iyice par¢alanmistir. Ardindan, 30
dakika boyunca 5000x g'de santrifiij edilmistir. Boylece siipernatant, Fe3Os manyetik

nanopartikiil sentezinde kullanilmak iizere hazir hale getirilmistir (Demir et al. 2008).

3.2.1.b. Fe3O4 nanopartikiillerinin sentezi

Siitlegen (Euphorbia amygdaloides) bitkisinden elde edilen siipernatantin 5 mL’si 100
mL, 1mM FeClz>-FeCls c¢ozeltileri lizerine eklenmis ve manyetik karistiricida
karistirildiktan sonra 4 saat boyunca kapali bir ortamda inkiibe edilmistir. Bu siirenin
sonunda, reaksiyon karisiminin rengi agik kahverengiden FesOs nanopartikiillerinin
olusumunu gosteren koyu kirmizi-kahverengiye doniistiigii gézlemlenmistir. Bu islem
ardindan evaporator yardimiyla su uzaklastirilmis, elde edilen FesO4 nanopartikiilleri 24

saat boyunca 50°C’de kurutulmustur (Gungor et al. 2011).
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Supernatant

Euphorbia

amygdaloides. Kurutma

a

FeCly - FeCl3 Fe304 Fe30y4

a

Sekil 3.2. FesO4 nanopartikiillerinin sentezi

3.2.1.c. FesO4 nanopartikiillerinin karakterizasyonu

Yesil sentez metoduyla elde edilen manyetik nanopartikiilleri UV-VIS-NIR
spektrofotometre (Shimadzu UV-3600 Plus) cihazi kullanilarak 290-500 nm dalga boyu
arasinda tarama yapilmistir. Fe3Os manyetik nanopartikiillerinin topografik yapisinin
incelenmesi amaciyla SEM (Taramali Elektron Mikroskobu) (Zeiss marka) ile
goriintiileri alinmistir. Ayrica FesOa manyetik nanopartikiillerin boyutlarini tespit etmek
amaciyla XRD (Panalytical Empyrean marka) cihazi ve FT-IR (Fourier Doniigiimlii

Infrared) spektrofotometre cihazi kullanilarak analiz yapilmistir (Gungor et al. 2011).

3.2.2. Cozeltilerin hazirlanmasi

3.2.2.a. ABTS c¢ozeltisinin hazirlanmasi

10 mL hacminde 60 mM’lik ABTS ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 0,329 g ABTS tartilmis ve
5 mL saf su eklenerek oda sicakligindaki manyetik karistirici ile homojen hale

getirilmistir. Son hacim saf su ile 10 mL'ye tamamlanmistir.
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3.2.2.b. H20O; ¢ozeltisinin hazirlanmasi

100 mM H20: ¢6zeltisi hazirlamak i¢in; 0,102 mL H202 alinmis ve 5 mL saf su eklenerek
oda sicakliginda manyetik karistirict ile homojen hale getirilmistir. Son hacim saf su ile

10 mL'ye tamamlanmustir.

3.2.2.c. Asetat tampon cozeltisinin hazirlanmasi

300 mL hacminde 0,2 mM’lik asetat tampon c¢ozeltisi hazirlamak igin; 4.9218 g
NaCH3COO hassas terazide tartilmis ve oda sicakliginda 100 mL saf su eklendikten sonra
manyetik Karistiricida karistirilarak ¢Oziilmiistiir. Son hacim, saf su ile 300 mL’e

tamamlanmustir.

3.2.2.d. Fosfat tampon ¢o6zeltisinin hazirlanmasi

100 mL hacminde 1 mM’lik (pH:7) fosfat tampon ¢ozeltisi hazirlamak igin; 0,098 gr
H3PO4 hassas terazide tartilmis ve oda sicakliginda 80 mL saf su eklendikten sonra
manyetik karistiricida karistirilarak ¢oziilmiistir. 1 mM NaOH ¢ozeltisi ile pH 7’ye

ayarlandiktan sonra son hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlanmustir.

3.2.2.e. Sodyum hidroksit ¢ozeltisinin hazirlanmasi

100 mL hacminde 0,1 M’lik sodyum hidroksit ¢ozeltisini hazirlamak i¢in kat1 sodyum
hidroksitten 0,408 gr hassas terazide tartilmis 80 mL saf su ile ¢oziildiikten sonra
manyetik karistiricida karistirilarak ¢oziilmiis olan ¢ozeltinin son hacim 100 mL’ye saf

su ile tamamlanmistir.

3.2.2.f. Hidroklorik asit ¢ozeltisinin hazirlanmasi

100 mL hacminde 1 M’lik hidroklorik asit ¢ozeltisini hazirlamak i¢in %70’lik HCI
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¢ozeltisin den 4.3 mL alinip belli bir miktar saf su iizerine damla damla eklenmistir. Saf

su ile toplam hacim 100 mL’ye tamamlanmuistir.

3.2.2.9. FesO4 MNP stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi

10 mL hacminde 0,1 mM’lik FesO4 ¢ozeltisini hazirlamak igin; oda sicakliginda 0,037 gr
FesOs hassas terazide tartilmis distile su ile 10 mL'ye tamamlanmistir. Manyetik

karistiricida karigtirilarak ¢oziilmiis olan FesO4 MNP stok ¢ozeltisi hazirlanmistir.

3.2.2.h. GOx ¢ozeltisinin hazirlanmasi

20 mg/mL hacminde GOx ¢ozeltisi hazirlamak igin 20 mg GOx tartilmis ve 1 mL saf su
eklenerek oda sicakliginda homojen hale gelene kadar manyetik karistirict ile
karistirtlmigtir. Kullanilan GOx enzimi Pakmaya firmasindan alinmis ve igeriginde

peroksidaz enzimi olmamasina dikkat edilmistir.

3.2.2.1. Glukoz standart ¢ozeltisinin farkhh konsantrasyonlarinin hazirlanmasi

Glukoz analiz kiti; glukoz analiz reaktifi (1 nolu sise), glukoz analiz tamponu (2 nolu
sise) ve glukoz standardindan (3 nolu sise) olusmaktadir. Glukoz analiz kitindeki glukoz
standard1 (Glukoz 0,5 g (MA=180,42 g/gmol)) kullanilarak 0,25 g/L, 0,50 g/L, 0,60 g/L,
0,75 g/L ve 1 g/L derisimlerindeki glukoz ¢ozeltilerini hazirlamak igin sirasiyla 0,0125
g, 0,025 g, 0,03 g, 0,0375 g ve 0,05 g tartilip lizerine 10 mM olarak hazirlanan fosfat
tampon tuzundan (PBS, pH 7.0) 50 mL ilave edilmistir. Hazirlanan yedi farkli
derisimdeki glukoz ¢ozeltileri manyetik karistiricida homojen hale getirildikten sonra

analizlerde kullanilmak iizere +4 derece buzdolabinda saklanmaistir.
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3.2.3. FesO4 MNP'lerin peroksidaz benzeri aktivitesinin arastirilmasi

Yesil sentez yontemiyle hazirlanan FesOs manyetik nanopartikiillerin peroksidaz benzeri
aktivitesini arastirmak icin H202 varliginda peroksidaz substrat ABTS'in katalitik
oksidasyonu test edildi. Analiz i¢in; 60 mM olarak hazirlanan ABTS ¢6zeltisinden 24 pL,
FesOs MNP stok ¢ozeltisi manyetik karistiricida 3 dk. karistirildiktan sonra homojen
FesOas‘ten 10 puL, 100 mM olarak hazirlanan H202 ¢ozeltisinden 24 pL ve pH:4.0 da
ayarlama yapilan 0,2 M olarak hazirlanan asetat tamponundan 185 pL ilave edilmistir.
Manyetik karistiricida homojen hale getirilen reaksiyon ¢ozeltisi 45°C’ye ayarlanmis su
banyosunda inkiibasyon i¢in 10 dk. siire ile inkiibe edildi. Su banyosundan ¢ikarilan
tiipler santrifijde 1 dk. boyunca santrifiij edilerek FesOs manyetik nanopartikiillerin
¢ozeltiden ayrilmasi saglandi. FesOs MNP’lerinin ayrildigi reaksiyon ¢6zeltisinden 100
uL alinarak tizerine 900 pL saf su eklenip karistirildi ve UV-VIS spektrofotometrede
6l¢tim yapildi.

3.2.4. Nanobiyosensor i¢in optimizasyon ¢alismalari

Yesil sentez yontemiyle elde edilen FesOs manyetik nanopartikiillerin peroksidaz benzeri
aktivitesi yapilan deney sonunda kesinlestikten sonra glukoz biyosensorlerinin en iyi

calisma kosullarini belirlemek i¢in optimum reaksiyon sartlari incelenmistir.

Analiz i¢in; 60 mM olarak hazirlanan ABTS ¢ozeltisinden 24 uL, FesOs MNP stok
cozeltisi manyetik karistiricida 3 dk. karistirildiktan sonra homojen Fe3Oas’ten 10 uL, 100
mM olarak hazirlanan H202 ¢ozeltisinden 24 pL ve pH:4.0 da ayarlama yapilan 0,2 M
olarak hazirlanan asetat tamponundan 185 pL karistirilarak ¢ozelti hazirlanmstir.
Manyetik karistiricida homojen hale getirilen reaksiyon ¢ozeltisi 45°C’ye ayarlanmis su
banyosunda inkiibasyon i¢in 10 dk. bekletilmistir. Su banyosundan ¢ikarilan tiipler
santrifiijde 1 dk. boyunca bekletilerek Fe3Os manyetik nanopartikiillerin ¢ozeltiden
ayrilmasi saglandi. FesO4 MNP’inin ayrildigi reaksiyon ¢ozeltisinden 100 pL alinarak
tizerine 900 pL saf su eklenip karistirilldi ve UV-VIS spektrofotometrede o6l¢iim
yapilmistir.
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3.2.4.a. Optimum dalga boyu taramasi

Optimum dalga boyunun belirlenmesi ig¢in 3 deney tiipii alinmis ve asagidaki gibi
reaksiyon ¢ozeltileri hazirlanmistir. Her 6l¢lim standart sapmalarin hesaplanmasi igin 3

tekerriir halinde yapilmistir.

1. Tiip (Fe3O4ve H202 var): 60 mM olarak hazirlanan ABTS ¢ozeltisinden 24 pL, 10
uL homojen Fe3Os, 100 mM olarak hazirlanan H202 ¢ozeltisinden 24 pL ve pH:4.0’e
ayarlanan 0,2 M olarak hazirlanan asetat tamponundan 185 pL ilave edildikten sonra

manyetik karistirictda homojen hale getirilmistir.

2. Tiip (Fe3O4Yyok ve H2O, var): 60 mM olarak hazirlanan ABTS ¢ozeltisinden 24 pL,
FesO4 yerine 10 pL saf su, 100 mM olarak hazirlanan H202 ¢6zeltisinden 24 pL ve pH:
4.0’e ayarlanan 0,2 M olarak hazirlanan asetat tamponundan 185 pL ilave edildikten

sonra manyetik karistiricida homojen hale getirilmistir.

3. Tiip (Fe3O4var ve H202 yok): 60 mM olarak hazirlanan ABTS ¢ozeltisinden 24 uL,
10 uL homojen Fe3Oas, H202 ¢ozeltisi yerine 24 uL saf su ve ve pH: 4.0’e ayarlanan 0,2
M olarak hazirlanan asetat tamponundan 185 pL ilave edildikten sonra manyetik

karistiricida homojen hale getirilmistir.

Karistirilan ti¢ reaksiyon ¢ozeltisi 45°C’ye ayarlanmis su banyosunda inkiibasyon i¢in 10
dk. bekletilmistir. Su banyosundan ¢ikarilan 1ve 3 nolu tiipler santrifiijjde 1 dk. boyunca
santrifiij edilerek FesOs manyetik nanopartikiillerin ¢ozeltiden ayrilmasi saglanmustir.
FesO4 MNP ¢ozeltiden ayrildiktan sonra dl¢iim i¢in sirasiyla 3 deney tiiptinden 100’er uLL
aliarak iizerine 900 pL saf su eklenip karistirilmistir. Hazirlanan reaksiyon c¢ozeltileri
190 -900 nm dalga boylar1 arasinda UV-VIS spektrofotometrede absorbans 6l¢iimii
yapilmasiyla FesOs MNP’lerinin aktivite gosterdigi en yiiksek dalga boyu tespit
edilmistir. Kér numune olarak saf su kullanilmistir. Reaksiyon siiresince kontrole gore
meydana gelen renk degisimi fotograf ile dogrulanmistir. UV-VIS spektrofotometrede

slireg icinde aliman numunelerden elde edilen absorbans-dalga boyu degerlerini gosteren
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grafik ¢izilmistir.

3.2.4.b. Optimum pH degeri

Enzimlerin aktivitesi pH’ya bagl olarak degistigi i¢in ¢aligma ortaminin pH degeri
biyosensor aktivitesini etkileyen en onemli faktorlerdendir. Biyosensoriin aktivitesine
pH’nin etkisini arastirmak amaciyla pH 3-5'de (sodyum asetat ¢ozeltisi), pH 6-8'de
(sodyum fosfat ¢ozeltisi) ve pH 9-11 (sodyum karbonat ¢ozeltisi) arasindaki farkli
pH’larda 6lgim yapilarak pH’nin etkisi arastirilmistir. pH’y1 ayarlamak i¢in 0,1 N HCI
ve 0,1 N NaOH cozeltileri kullanilmistir. K6r numune olarak analizdeki FesOs MNP’ler
yerine saf su kullanilmigtir. Kullanilan Fe3Os4 manyetik nanopartikiilleri santrifiijle
reaksiyon ortamindan uzaklastirildiktan sonra her pH degerinde numunelerin degisimleri
UV-goriiniir spektrofotometre ile 417 nm dalga absorbans oOlgiilmiistiir. Reaksiyon
sliresince kontrole gore meydana gelen renk degisimi fotograf ile dogrulanmistir. UV-
VIS spektrofotometrede siire¢ iginde alinan numunelerden elde edilen absorbans-pH

degerlerini gosteren grafik ¢izilmistir.

3.2.4.c. Optimum sicakhik degeri

Sicaklik enzimatik reaksiyonlarin hizim1 etkilemede Onemli rol oynamaktadir.
Biyosensoriin aktivitesine sicakligin etkisini aragtirmak amaciyla deney tiipleri 20°C,
30°C, 40°C, 45°C, 50°C ve 60°C gibi farkli sicakliklarda inkiibasyona birakilarak
inceleme yapilmistir. Her sicaklikta numunelerin degisimleri UV-goriiniir bolge
spektrofotometresi ile olglilmistiir. Her sicaklik degeri ig¢in kor hazirlanmis olup kor
numune olarak analizdeki FesOs MNP’i yerine saf su kullanilmistir. FesO4 manyetik
nanopartikiilleri santrifiijle reaksiyon ortamindan uzaklastirildiktan sonra UV-VIS
spektrofotometre ile 417 nm dalga boyunda biitlin numunelerin absorban degerleri
Ol¢iilmiistiir. Reaksiyon siiresince kontrole gére meydana gelen renk degisimi fotograf ile
dogrulanmistir. UV-VIS spektrofotometrede siire¢ i¢inde alinan numunelerden elde

edilen absorbans-sicaklik degerlerini gosteren grafik ¢izilmistir.
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3.2.4.d. Metal iyon konsantrasyonu

FesOs manyetik nanopartikiillerin etki gosterdigi en yiiksek degeri bulmak amaciyla
stitlegen bitkisinden yesil sentezle elde edilen FesO4 manyetik nanopartikiillerinden 0,1
gr tartilarak 10 mL saf suda ¢oziilmistiir. 10 mM olarak hazirlanan FesO4 metal iyon
konsantrasyonu manyetik Kkaristiricida karistirilip homojen hale getirildikten sonra
¢ozeltiden 1mM, 3mM, 5mM, 7mM ve 10 mM oranlar1 hazirlanmistir. Her metal
konsantrasyon degeri i¢in kor hazirlanmis olup kor numune olarak FesO4 MNP yerine saf
su kullanilmistir. Fe3Os manyetik nanopartikiilleri santrifiijle reaksiyon ortamindan
uzaklastirildiktan sonra UV-VIS spektrofotometre ile 417 nm dalga boyunda biitiin
numunelerin absorbans degisimleri Ol¢iilmiistiir. Reaksiyon siiresince kontrole gore
meydana gelen renk degisimi fotograf ile dogrulanmistir. UV-VIS spektrofotometrede
stire¢ i¢inde alinan numunelerden elde edilen absorbans-konsantrasyon degerlerini

gosteren grafik ¢izilmistir.

3.2.4.e. Optimum H20O: konsantrasyonu tayini

Optimum H20:2 konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in 0,156 mM, 0,312 mM, 0,625 mM,
1,25 mM, 2,5 mM ve 5 mM ¢ozeltileri kullanilarak H202 konsantrasyonunun etkisi
incelenmistir. Her H202 konsantrasyonu degeri igin kor hazirlanmig olup kér numune
olarak FesO4 MNP yerine saf su kullanilmistir. Analizi ger¢eklestirmek i¢in kontrol ve
deney reaksiyonlarinda kullanilmak iizere steril 14 deney tiipli alinmistir. Her tiip i¢in
sirayla 60 mM olarak hazirlanan ABTS ¢ozeltisinden 24 L, FesOs MNP stok ¢ozeltisi
manyetik karistiricida 3 dk karistirildiktan sonra deney tiiplerine homojen FesOa4’ten 10
uL ve kontrol tiiplerine ise 10 pL saf su eklenmistir. Her tiip i¢in sirastyla 0,156 mM,
0,312 mM, 0,625 mM, 1,25 mM, 2,5 mM ve 5 mM olarak hazirlanan H202 ¢6zeltilerinden
24 uL ve pH:4.0’e ayarlanmis 0,2 M olarak hazirlanan asetat tamponundan 185 uL ilave
edildikten sonra manyetik karigtiricida homojen hale getirildi. Karigtirilan ¢ozelti
45°C’ye ayarlanmis su banyosunda inkiibasyon i¢in 10 dk bekletildi. Su banyosundan
cikarilan tiipler santrifiijde 1 dk. boyunca santrafiij edildikten sonra FesOs4 manyetik

nanopartikiillerin ¢ozeltiden ayrilmasi saglanmistir. FesOs MNP nin ayrildigi reaksiyon
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cozeltisinden 100 pL alinarak tizerine 900 pL saf su eklenip karistirilmis ve UV-VIS
spektrofotometrede dl¢iim yapilmistir. Reaksiyon siiresince kontrole gore meydana gelen
renk degisimi fotograf ile dogrulanmistir. UV-VIS spektrofotometrede siire¢ i¢inde
alman numunelerden elde edilen absorbans-dalga boyu degerlerini gosteren grafik

cizilmistir.

3.2.5. Fes04 MNP esash glukoz nanobiyosensorii

Yesil sentezle elde edilen FesO4 manyetik nanopartikiillerinin gdsterdigi enzim benzeri
aktivitelerinden yararlanilarak glukoz tespiti i¢in Spektrofotometrik esasa dayali

biyosensor gelistirilmistir.

Analizi gerceklestirmek icin kontrol ve deney reaksiyonlarinda kullanilmak tizere steril 2
deney tiipli alinmistir. Her iki tlip icin sirayla 20 mg/mL olarak hazirlanan GOx
¢ozeltisinden 20 pL otomotik pipet yardimiyla eklendikten sonra glukoz analizi yapilacak
numuneden 200 pL (10 mM pH 7.0 fosfat tampon tuzu ile hazirlandi) ilave edildi.
Karistirilan ¢ozelti 37°C’ye ayarlanmis su banyosunda 30 dk. siire ile inkiibe edildi.
Inkiibasyondan cikarilan c¢ozeltilerin iizerine 60 mM olarak hazirlanan ABTS
cozeltisinden 24 uL, FesOs MNP stok ¢ozeltisi manyetik karistiricida 3 dk.
karistirildiktan sonra deney tiipline homojen FesOa’ten 10 pL ve kontrol tiipiline ise 10 pL
saf su, 0,2 mM olarak hazirlanan asetat tamponundan (pH:4.0) 800 pL ilave edilmistir.
Manyetik karistiricida karistirilan ¢ozeltiler 45°C’ye ayarlanmis su banyosunda 10 dk
inkiibasyona birakildi. Daha sonra santrifiijle veya miknatisla FesOs4 manyetik
nanopartikiillerin ¢ozeltiden ayrilmasi saglandi. FesOs4 MNP’nin ayrildig1 reaksiyon
¢ozeltisinden 900 pL alinarak 417 nm dalga boyunda UV-VIS spektrofotometrede 6lgiim
yapildi. Dalga boyu 6l¢timii i¢in 1 cm’lik standart cam kiivetler steril edildikten sonra
kullanilmistir. Reaksiyon siiresince kontrole gére meydana gelen renk degisimi fotograf
ile dogrulanmustir. UV-VIS spektrofotometrede siire¢ iginde alinan numunelerden elde

edilen absorbans-dalga boyu degerlerini gosteren grafik ¢izilmistir.
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Biyosensoriin farkli konsantrasyonlardaki cevabini incelemek amaciyla glukozun 0,25
g/L,0,50¢9/L,0,6049/L, 0,75 g/L ve 1 g/L gibi farkli derisimlerdeki konsantrasyonlarindan
analiz yapilmistir. UV-VIS spektrofotometre ile 417 nm dalga boyunda biitiin
numunelerin absorbans degerleri 6l¢iilmiis ve spekrofotometre sifir ayar1 her 6lglimden

sonra kor ¢ozeltisi kullanilarak yapilmaigtir.

3.2.6. Karsilastirma icin glukoz analiz Kiti yontemi ile glukoz tayini

Gida, serum ve benzeri 6rneklerde glukoz miktarinin 6lgtimii igin dretilmis olan piyasada
satilan glukoz analiz kiti(biasis) kullanilmistir. Glukoz analiz kiti; glukoz analiz reaktifi
(1 nolu sise), glukoz analiz tamponu (2 nolu sise) ve glukoz standardindan (3 nolu sise)
olusmaktadir. Glukoz analiz reaktifi, tizerine 2.5 mL glukoz analiz tamponu ilave edilip
manyetik karistiricida homojen hale getirilerek analiz igin hazirlanmistir. FesOs manyetik
nanopartikiillerin enzim benzeri aktivitesini kullanarak yaptigimiz glukoz deneyi aktivite

tayini, karsilastirma i¢in glukoz analiz kiti kullanilarak da yapilmistir.

Analizi gergeklestirmek i¢in kontrol ve deney reaksiyonlarinda kullanilmak iizere steril
14 deney tiipti alimmustir. Yedi deney tiipline sirasiyla 0,25 g/L, 0,50 g/L, 0,60 g/L, 0,75
g/L ve 1 g/L farkli derisimlerdeki glukoz ¢6zeltilerinden 50 uL ve yedi kontrol tiipiine
ise glukoz konsantrasyonu yerine 50 pL saf su ilave edilmistir. Kontrol ve deney tiiplerine
sirastyla glukoz analiz tamponu ile hazirlanan glukoz analiz reaktifinden 50 pL ve glukoz
analiz tamponundan 400 pL otomotik pipet yardimiyla eklenmistir. Daha sonra kontrol
ve deney tiiplerinin hepsine 2 mL saf su eklenmistir. Karistirilan ¢ozeltiler 37°C’ye
ayarlanmis su banyosunda 20 dk. inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan ¢ikarilan ¢dzeltilerin
UV-VIS spektrofotometrede 505 nm dalga boyunda absorbans degerleri 6glilmiistiir.
Reaksiyon siiresince kontrole gore meydana gelen renk degisimi fotograf ile
dogrulanmistir. UV-VIS spektrofotometrede siire¢ iginde alinan numunelerden elde

edilen absorbans-dalga boyu degerlerini gosteren grafik ¢izilmistir.
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3.2.7. Orneklerin hazirlanmasi

Glukoz konsantrasyonlarmin hazirlanmasi: Glukoz standardi (3 nolu sise)
kullanilarak 0,25 g/L, 0,50 g/L, 0,60 g/L, 0,75 g/L ve 1 g/L farkli konsantrasyonlarda

glukoz ¢ozeltileri saf su kullanilarak hazirlanmistir.

Meyve suyu, siit ve benzeri 6rnekler: Glukoz analizi yapabilmek i¢in 6rnegin berrak ve
homojen olmas1 gerekmektedir. Bu amagla seftali suyu gibi bulanik yapida olan meyve
sular1 filtre kagidindan gecirilerek berrak bir goriintii elde edilmeye calisilmistir. Ornek

1/2 oraninda seyreltildikten sonra glukoz analizi yapilmstir.

Gazh icecekler ve benzeri dérnekler: Ornegin yapisindan karbonik asidi ayirmak igin
ornek 3 dk 35°C’de karistirilmustir. Ornek 1/2 oraninda seyreltildikten sonra glukoz

analizi yapilmustir.

Recel ve benzeri érnekler: Ornek homojen hale getirildikten sonra 5 g tartilip saf su ile
20 mL’ye tamamlanmustir. Isitici yardimiyla ¢ozelti homojenize edildikten sonra filtre

kagidindan gegirilmistir. Ornek 1/4 oraninda seyreltilerek glukoz analizi yapilmustir.

Bal ornekleri: Bal karistirildiktan sonra spatiil yardimiyla 20 gr alinip hassas terazide
tartilmistir. Isitict yardimiyla 60°C’de 15 dk boyunca karistirilarak homojen hale
getirildikten sonra sogumasi beklenmistir. 5 g bal 6rnegi tartilip, agamali olarak toplamda

20 mL saf su ile ¢oziilmiistiir. Ornek 1/4 oraninda seyreltilerek glukoz analizi yapilmistir.

Sakkaroz, Laktoz, Fruktoz ve Rafinoz érnekleri: 0,010 gr hassas terazide tartildiktan
sonra tizeri pH:7’ye ayarlanmis fosfat tamponu ile 5 mL’ye tamamlanmistir. Manyetik
karistirict ile homojen hale getirildikten sonra analiz yapilmistir. Tiim sekerler i¢in ayni

islem yapilmistir.
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Kan: Glukoz analizi yapabilmek ve en dogru sonucu almak amaciyla kan 6rnegi 1/2
oraninda saf su ile ve 1/2 oraninda fosfat tamponu ile seyreltilmistir. Hazirlanan 2 ayri

¢ozelti manyetik karistiricidda homojen hale getirildikten sonra glukoz analizi yapilmustir.

Serum: Glukoz serumda birincil karbonhidrattir. Ornekten en dogru sonucu almak
amaciyla serum Ornegi 1/2 oraninda saf su ile ve 1/2 oraninda fosfat tamponu ile
seyreltilmistir. Hazirlanan 2 ayr1 ¢ozelti manyetik karistiricida homojen hale getirildikten
sonra glukoz analizi yapilmistir. Ayrica serum orneginin seyreltilmemis halide glukoz

analizi yapilmstir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Manyetik Nanopartikiillerin Yesil Sentez Sonuclari

4.1.1. Fe3O4nanopartikiillerin yesil sentez sonuclari

Bu arastirmada peroksidaz enziminin benzer 6zelligini gésteren Fe3Os nanopartikiilleri,
Euphorbia amygdaloides bitkisinden yesil sentez methodu ile elde edilmistir. FesO4
nanopartikiilleri (5pg protein / mL) siitlegen ekstresinin oldugu reaksiyon karisimina 2: 1

oraninda (Fe**/Fe?*) orani ile ilave edilmistir.

Fez+ + Fe3+ + 80OH ——> Fe304 + 4H20

Manyetik karistiricida karistirildiktan sonra reaksiyon karisimi 4 saat boyunca kapali bir
ortamda inkiibe edilmistir. Reaksiyon karisiminin rengi agik kahverengiden Fes3Oas
nanopartikiillerinin olusumunu goésteren koyu kirmizi-kahverengiye doniistiigii
gozlemlenmis ve Sekil 4.1°de verilmistir. Daha sonra fazla su evaporatér yardimiyla

uzaklastirilmis ve sentezlenen nanopartikiiller 24 saat boyunca 50°C’de kurutma firininda

kurutulmustur.

kahverengi
renk

Sekil 4.1. FesO4 nanopartikiillerin olusumunu gosteren renk degisimleri
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4.1.2. Fe3Os manyetik nanopartikiillerin karakterizasyon sonuclari

4.1.2.a. Fe3Os manyetik nanopartikiillerin UV spektrumlari

Yesil sentez yontemiyle elde edilen FesOs nanopartikiilleri, UV-VIS spektrofotometre
(Shimadzu UV-3600 Plus) kullanilarak 290-500 nm araliginda tarama yapilmasi ile
karakterize edilmistir. Fe3sO4 nanopartikiillerin gosterdigi en yiiksek pik absorbans degeri

342 nm olarak okunmustur.
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Sekil 4.2. FesO4 nanopartikiil yapisinin UV spektrumu

4.1.2.b. FesOs manyetik nanopartikiillerin SEM karakterizasyonu

Sentezlenen Fe3sO4 manyetik nanopartikiillerin karakterizasyonu i¢in topografik goriintii
analizi, taramali elektron mikroskobu (SEM) ile yapilmistir. SEM (Scanning Electron
Microscope) cihazinin ¢alisma esasi, gorintiisii alinmak istenen materyalin, ylizey
morfolojisinin elektronlar yardimiyla taranmasi sonucu gorintiiler elde etmesine

dayanmaktadir.
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Zeiss markali Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) kullanilarak sentezlenen
nanopartikiil yiizeyinin &zelliklerine dair alinan goriintiiler incelendiginde FesOa
nanopartikiillerinin, birbirleriyle temas halinde bulunan ve yaklasik 40-70 nm ¢apinda
zincirler olusturan nanosfer formunda oldugu tespit edilmistir. Elde edilen 200 nm

boyutundaki SEM goriintiileri Sekil 4.3’de verilmistir.

Sekil 4.3. FesOa nanopartikiil yapisinin SEM goriintiisii

4.1.2.c. FesOs manyetik nanopartikiillerin XRD karakterizasyonu

Sentezlenen Fe3Os manyetik nanopartikiillerin karakterizasyonu igin XRD teknigi yani
X-Isin1 Kirmim yontemi kullanilmistir. XRD teknigi ile her yapinin ortaya koyacagi
kirmim deseni farkli olacagindan, kristal yapili karmagik bilesiklerin yapisinin tespiti,
geometrik diizenin belirlenmesi yani elementlerin diizlemsel yapisinin belirlenmesi ve bir

kristal diizlemdeki atomlar arasindaki uzakligin belirlenmesi miimkiin olmaktadir.

Bu amagla sentezlenen Fes3Oas nanopartikiillerin XRD cihazi ile yapilan kristalografik

incelemeleri sonucunda Sekil 4.4 grafigi elde edilmistir. Yansima veren diizlemler (220),
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(311), (422), (440), (511) ve (533) olarak indekslenmistir ve yapinin yilizey merkezli
kiibik bir yap1 oldugu belirlenmistir. XRD grafiginde indekslenen pikler kullanilarak tane
boyutu Scherrer formiilii ile hesaplanmistir. Yapilan hesaplamalarda Euphorbia
bitkisinden sentezlenen Fe3O4 manyetik nanopartikiillerinin tane boyutu yaklasik olarak

43-60 nm olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.4. FesO4 manyetik nanopartikiil yapisinin XRD grafigi

4.1.2.d. FesOs manyetik nanopartikiillerin FT-IR karakterizasyonu

Yesil sentez metoduyla sentezlenen FesOs4 manyetik nanopartikiillerin diger elementlerle
olusturdugu baglar tespit etmek amaciyla 4000-400 cm™ dalga boyu araliginda FT-IR
(Four Dontisiimlii Infrared) Bruker VERTEX 70v markali spektrofotometre cihazi
kullanilmistir. Bu teknigin amaci yapi igerisinde bulunan baglarin belirli frekanslarda

yaydiklar1 titresimleri 6lgmektir.

Bu amagla Sekil 4.4'de verilen Fe3Oas nanopartikiil yapilarina ait FT-IR spektrumlar
analizine bakildiginda demir elementiyle oksijenin olusturdugu bag yapilarinin

salinimlari yer almaktadir. Bu nanopartikiil yapisinin daha ¢ok 578 ile 3400 cm™ degerleri
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arasinda salimm gosterdigi bilinmektedir (Bandpi 2015). Bu dogrultuda FesO4 manyetik
nanopartikiilleri iceren toz grafikte de goriildiigii gibi 577 cm™ ile 3400 cm™ arasinda
gerceklesen salimimlar sergileyerek analiz edilen yapmin organik fazda etkilesim
gosterdigi ve demir ile oksijen elementleri arasindaki spesifik baglari ihtiva ettigini agikca

gostermektedir.
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Sekil 4.5. FesO4 manyetik nanopartikiil yapisinin FT-IR analiz grafigi

Yesil sentezle elde ettigimiz FesO4 manyetik nanopartikiillerinin spektrofotometre, SEM,
XRD ve FT-IR gibi farkli cihazlar kullanilarak 6l¢timleri yapilmistir. Karakterizasyon
sonucunda elde edilen verilere gore FesOs manyetik nanopartikiillerin nanoboyutta

oldugu, morfolojisi ve kimyasal kompozisyonu goriilmiistiir.

4.2. FesOs MNP'lerin Peroksidaz Benzeri Aktivite Arastirma Sonugclar:

Yesil sentez yontemiyle hazirlanan FesOs manyetik nanopartikiillerin peroksidaz benzeri

aktivitesine sahip oldugu gorilmiistir. Gergek enzimleri taklit ederek, peroksidaz
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enziminin benzer Ozelligini sergiledigi denemeler sonucunda tespit edilmistir. Fe3O4
manyetik nanopartikiillerin yiiksek katalitik enzim aktiviteleri kullanilarak glukoz tespiti

i¢cin biyosensor gelistirilebilecegi belirlenmistir.

4.3. Nanobiyosensor i¢in Optimizasyon Calisma Sonuglari

Gelistirilen biyosensorde FesOs manyetik nanopartikiillerinin enzim benzeri aktivitesi
kullanilmigtir. Glukoz biyosensorlerinin en iyi ¢alisma kosullarinin belirlenmesi igin

optimizasyon caligmasi1 yapilmistir.

4.3.1. Optimum dalga boyu taramasi tayin sonuglari

Yesil sentez metodu ile sentezlenen FesOs manyetik nanopartikiilleri kullanilarak
hazirlanan reaksiyon sonucunda H202 (hidrojen peroksit) ve FesOs ihtiva eden 1. tiip
reaksiyon ¢ozeltisi 417 nm dalga boyunda maksimum absorbans degeri gostermistir.
Sadece FesOs igeren 3. tiip reaksiyon karigiminda bu dalga boyunda absorbansa
rastlanmazken 2. tiipte hazirlanan sadece H20:2 iceren reaksiyon karisgiminda da 417 nm

dalga boyunda absorbans degerine rastlanmustir.
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Sekil 4.6. Optimum dalga boyu taramasi

1.Tip: 24 uL 60 mM ABTS, 10 pL Fe304, 24 pL100 mM H,0,, 185 pL pH: 4.0 0,2 M asetat tamponu.
2.Tiip: 24 uL 60 mM ABTS, 10 uL saf su, 24 pL100 mM H0,, 185 uL pH: 4.0 0,2 M asetat tamponu.
3.Tiip: 24 pL 60 mM ABTS, 10 uL Fe30a, 24 pL saf su, 185 uL pH:4.0 0,2 M asetat tamponu

4.3.2. Optimum pH degeri tayin sonuglari

Yesil sentez metodu ile sentezlenen FesO4 manyetik nanopartikiillerin katalitik aktivitesi
pH’ya baghdir. pH:3-5'de (sodyum asetat ¢6zeltisi), pH:6-8'da (sodyum fosfat ¢ozeltisi)
ve pH:9-11 (sodyum karbonat ¢ozeltisi) arasinda farkli pH degerlerinde analiz
yapilmistir. Hazirlanan reaksiyon ¢ozeltileri inkiibe edildikten sonra elde edilen absorban
degerlerine gore en yiiksek katalitik aktiviteyi 0,2 M, pH 4.0°da gosterdigi tespit

edilmistir.
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Sekil 4.7. Optimum pH degeri
24 uL 60 mM ABTS, 10 uL Fe304, 24 uL.100 mM H,0,, 185 uL pH (3,4,5,6,7,8,9,10,11) 0,2 M tamponu.

Sekil 4.7’°de goriildiigli gibi en yiiksek biyosensor cevabi 0,2 M pH: 4.0°de alindi. Bunu
takip eden ¢alismalarda pH:4.0 asetat tampon ¢6zeltisi kullanilmistir.

4.3.3. Optimum sicaklik degeri tayin sonuclari

Yesil sentez metodu ile sentezlenen FesOs manyetik nanopartikiillerin sahip oldugu
enzim benzeri 6zelliklerinden dolay1 katalitik aktiviteleri sicakliga baglidir. 20°C, 30°C,
40°C, 45°C, 50°C ve 60°C gibi farkli sicaklik degerlerinde analiz yapilarak biyosensoriin
en 1yi ¢alistig1 sicaklik degeri arastirilmistir. Deney ve kér numune ile yapilan kontrol
reaksiyonlar1 karsilastirildiginda elde edilen verilere gore hem FesOs MNP’lerin
varliginda hem de yoklugunda 40°C de en yliksek absorbans degerine rastlanmistir.
Ancak FesOs manyetik nanopartikiillerin en iyi ¢alistigi 417 nm absorbans degeri g6z
ontinde bulundurularak bunu takip eden calismalarda 40+5°C optimum reaksiyon

sicaklig1 olarak alinmistir.
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Sekil 4.8. Optimum sicaklik degeri
(24 uL 60 mM ABTS, 10 uL Fe3O4, 24 nL.100 mM H0,, 185 uL pH = 4.0 ve 0,2 M asetat tamponu)

4.3.4. Fe304 Manyetik nanopartikiillerinin konsantrasyonu tayin sonuclari

Gelistirilen biyosensorde H20:2 tespit edebilmek i¢in FesOs manyetik nanopartikiilleri
kullanilmaktadir. Yesil sentez metodu ile sentezlenen Fe3Os manyetik nanopartikiillerin
etki gosterdigi en yliksek degeri bulmak amaciyla 1mM, 3 mM, 5 mM, 7mM ve 10 mM

gibi farkli FesO4 metal iyon konsantrasyonlarinda analizler yapilmastir.
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Sekil 4.9. Optimum Fe3O4 Manyetik nanopartikiil konsantrasyonu
(24 uL 60 mM ABTS, 10 uL FesO4 (ImM, 3mM, 5mM, 7mM ve 10 mM), 24 pL100 mM H,0,, 185 pL
pH:4.0, 0,2 M asetat tamponu)

Sekil 4.9’da goriildigi gibi en yiliksek biyosensor cevabi 5 mM FesOs metal iyon
konsantrasyonundan elde edilmistir. Bunu takip eden biyosensor ¢alismalarinda 5 mM

Fes04 metal iyon konsatrasyonu kullanilmustir.

4.3.5. H,O, konsantrasyonu tayin sonuc¢lari

Yesil sentez metodu ile sentezlenen Fe3Os manyetik nanopartikiilleri gergcek enzimleri
taklit ederek peroksidaz enziminin benzer Ozelligini sergiledigi tespit edilmistir.
Gelistirilen sensor ig¢in optimum H202 konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla
hidrojen peroksitin 0,156 mM, 0,312 mM, 0,625 mM, 1,25 mM, 2,5 mM ve 5 mM gibi
farkli derisimlerdeki konsantrasyonlarindan analiz yapilmistir. 417 nm dalga boyunda
absorbans degerleri dl¢iilerek absorbans-H202 Konsantrasyon degerlerini gosteren grafik
cizilmistir. Belirlenen ¢alisma kosullarinda, farkli substrat konsantrasyonlarinda elde

edilen biyosensor cevaplari Sekil 4.10°da verilmistir.
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Sekil 4.10. H202 konsantrasyon tayini kalibrasyon grafigi
(24 pL 60 mM ABTS, 10 uL FesOq, 24 (0,156 mM, 0,312 mM, 0,625 mM, 1,25 mM, 2,5 mM ve 5 mM)
H20,, 185 uL pH:4.0 0,2 M asetat tamponu)

Sekil 4.10’da goriildiigii gibi en yiiksek biyosensér cevabt 1,25 mM H202

konsantrasyonundan elde edilmistir.

4.4. FesO4 Manyetik Nanopartikiil Esash Glukoz Nanobiyosensor Sonuglari

Glukoz tayini yapabilen cihazlar genellikle iki temel reaksiyon iizerine calismaktadir.
Bunlar glukozun glukuronik aside doniismesi ve digeri glukozun glukuronolaktona
doniistiiriilerek o6lglimiiniin yapilmasidir. Gelistirilen biyosensorde bahsedilen birinci
metot kullanilarak, yesil sentezle elde ettigimiz FesOs manyetik nanopartikiillerin
peroksidaz aktiviteleri ile glukoz oksidaz (GOx) enzimi kombine edilmis ve glukoz tayini

yapilmistir.



63

Analiz Prensibi

Nano Fe; 0y
H,0, + ABTS T 2H,O0 + Okside ABTS

GOx
0, + Glukoz —— >  H,;0, + Glukonik Asit

Biyosensoriin farkli konsantrasyonlardaki cevabini incelemek amaciyla glukozun 0,25
g/L,0,509g/L,0,6049/L, 0,75 g/L ve 1 g/L gibi farkli derisimlerdeki konsantrasyonlarindan
analiz yapilmistir. Farkli konsantrasyonlarda yapilan analiz sonucunda gozlenen renk

degisimi fotograflar ile dogrulanmig ve Sekil 4.11°de verilmistir.

0,75 g/L 0,60 g/L

Sekil 4.11. Farkli glukoz konsantrasyonlar1 ile glukoz tayini sirasinda gozlenen renk
degisimi.

Ayni calisma kosullarinda farkli konsantrasyonlarda elde edilen biyosensor cevaplari
Sekil 4.9’da verilmistir. Sekil 4.9°da goriildigi gibi 0,25-1 g/L glukoz konsantrasyonu
araliginda dogrusallik gézlenmektedir. Her bir hata ¢ubugu 3 6l¢iime iliskin standart

sapmay1 gostermektedir.
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Sekil 4.12. FesOs manyetik nanopartikiil esasli glukoz nanobiyosensorii kalibrasyon
grafigi

(20 uL GOx, 200 puL (0,25 g/L, 0,50 g/L, 0,60 g/L, 0,75 g/L ve 1 g/L), 24 uL60 mM ABTS, 10 pL Fe3Os,
800 puL 0,2 mM asetat tamponu). Her bir hata cubugu 3 dl¢lime iligkin standart sapmay1 géstermektedir.

Farkl1 derisimlerde hazirlanan glukoz standart ¢ozeltileri kullanilarak derisim absorbans
grafigi c¢izilmis ve Orneklerin glukoz derisimleri bu grafik ve asagidaki denklem

kullanilarak hesaplanmuistir.

Ornek i¢in Olgiilen Absorbans Artisi

Ornegin Glukoz Derisimi (g/L) =
8 o simi (g/L) Kalibrasyon Grafiginin Egimi

4.5. Glukoz Kiti Esash Glukoz Tayin Sonugclari

FesO4 manyetik nanopartikiilleri kullanarak gelistirdigimiz biyosensorii karsilastirmak
icin glukoz analiz Kiti yontemi kullanilarak glukoz analizi yapilmistir. Glukoz analiz
kitinde yliksek saflikta glukozoksidaz ve peroksidaz enzimleri kullanilarak glukoz

analizinin daha dogru yapilmasi saglanmistir.
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Analiz Prensibi

Glukozoksidaz
D-Glukoz + O2 ———— »  Glukonikasit + H202

Peroksidaz
H202 + p-Hidroksibenzoik asit » Kuinoneimin + H202

Glukoz kiti standart grafigi

1,4

Absorbans(505 nm)

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1
Konsantrasyon (g/L)

Sekil 4.13. Glukoz kiti tayini kalibrasyon grafigi
(50 uL glukoz konsantrasyonu (0,25 g/L, 0,50 g/L, 0,60 g/L, 0,75 g/L ve 1 g/L), 50 pL glukoz analiz
reaktifi, 400 puL glukoz analiz tamponu ve 2 mL saf su)

Farkl1 derisimlerde hazirlanan glukoz standart ¢ozeltileri kullanilarak derisim absorbans
grafigi c¢izilmis ve oOrneklerin glukoz derigimleri bu grafik ve asagidaki denklem

kullanilarak hesaplanmustir.

Ornek icin Olciilen Absorbans Artist
Kalibrasyon Grafiginin Egimi

Ornegin Glukoz Derisimi (g/L) =
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4.7. Glukoz Nanobiyosensorii Spesifiklik Analiz Sonuclari

Yesil sentez metodu ile sentezlenen FesO4 manyetik nanopartikiilleri ve GOx kullanilarak
gelistirilen glukoz tayin yonteminin glukoz tespitine 6zgii olup olmadigini test etmek icin
farkli seker ornekleri kullanilarak spesifiklik analizi yapilmis ve biyosensor sisteminin
verdigi yanit Ol¢iilmistiir. Ayni sartlar altinda kontrol igin sakkaroz, laktoz, fruktoz,
rafinoz ve deney i¢in glukoz reaksiyon ¢ozeltilerinin hepsinden 0,010’ar gr tartilmis ve
pH:7 fosfat tamponu ile 5 mL’ye tamamlanarak hazirlanmistir. Farkli seker
konsantrasyonlarinda yapilan analiz sonucunda gozlenen renk degisimi fotograflar ile

dogrulanmis ve Sekil 4.14°de verilmistir.

Sekil 4.14. FesOs MNP’leri kullanilarak gelistirilen kolorimetrik yontemle glukoz
nanobiyosensoriinde gézlenen renk degisimi

Sekil 4.14°de goriildiigii gibi sakkaroz, laktoz, fruktoz ve rafinoz seker tespitlerinde renk
degisimi gozlemlenmezken kolorimetrik olarak glukoz tespitinde renk degisimi
olmaktadir. Aynmi ¢alisma kosullarinda farkli sekerlerde yapilan analiz sonucunda
biyosensor sisteminin verdigi yanit Ol¢lilmiistiir. Elde ettigimiz verilere gore FeszOa
manyetik nanopartikiilleri ve GOx kullanilarak gelistirilen kolorimetrik tayin yonteminin

biyosensor cevaplari Sekil 4.15°de gosterilmistir.
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Sekil 4.15. Kolorimetrik yontemle glukoz saptama i¢in tipik emilim profilleri

Tim sekerlerde ayni sartlar altinda analiz yapilmasina ragmen glukoz tespiti diger
sekerlere oranla yiiksek segicilik gostermistir. Gelistirilen kolorimetrik y&ntemin

seciciligi ve glukoz saptamaya yonelik spesifik oldugu goriilmistiir.

FesOs manyetik nanopartikiiller ile yapilan kolorimetrik tayin yontemini karsilagtirma
icin glukoz analiz kiti yontemi ile de analiz yapilmistir. Elde edilen biyosensor sonuglari

glukoz analiz kiti yontemiyle kiyaslamali olarak Sekil 4.16’da verilmistir.
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Sekil 4.16. Glukoz nanobiyosensorii spesifiklik analizi. Hata ¢ubuklar1 ii¢ 6lglimiin

standart sapmasini gostermektedir.
(0,010’ar gr sakkaroz, laktoz, fruktoz, rafinoz ve glukoz ¢ozeltileri pH=7 fosfat tamponu ile 5 mL ’ye
tamamlanarak hazirlanmistir).

Sekil 4.16°da goruldigii gibi diger karbonhidrat bilesenleri ile girisim bizim

metodumuzda glukoz kiti esaslt metoda gore daha azdir.

4.8. Gida Orneklerinde Glukoz Nanobiyosensor Sonuclar

Kayisi suyu, seftali suyu, pekmez, bal, siit, kola, ¢ilek regeli, kayisi regeli, limonlu maden
suyu, ekmek gibi gida ornekleri kullanilarak glukoz tayini yapilmis ve biyosensor
sisteminin verdigi yanit Ol¢lilmiistiir. FesOs manyetik nanopartikiilleri ve GOx
kullanilarak yapilan glukoz tayini karsilagtirma icin glukoz analiz kiti yontemi ile de
yapilmistir. Reaksiyon siiresince farkli gida Ornekleri arasinda gdzlemlenen renk

degisimleri fotograf ile dogrulanmustir.
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Sekil 4.17. Farkli gida o6rnekleri ile yapilan glukoz tayini sirasinda gozlenen renk
degisimleri

(A: Gida 6rneklerinin hazirlanmasi, B: Fes04 MNP ler ile glukoz tayini sirasinda gozlenen renk degigimi.
(FesO4 manyetik nanopartikiiller ile glukoz deneyi: 20 pL GOx, 200 pL gida 6rnegi, 24 uL (60 mM) ABTS,
10 uL Fe304, 800 pL 0,2 mM asetat tamponu). C: Glukoz analiz kiti yontemi ile glukoz tayini sirasinda
gozlenen renk degisimi. (Glukoz analiz kiti ile glukoz deneyi: 50 puL gida 6rnegi, 50 pL glukoz analiz
reaktifi, 400 uL glukoz analiz tamponu, 2 mL saf su)

Ayni calisma kosullarinda farkli iki yontemle biyosensor sisteminin verdigi yanit
dlgiilmiistiir. Olgiimler 3 kez tekrarlanmis ve elde edilen sonuglar glukoz analiz Kiti

yontemiyle kiyaslamali olarak Sekil 4.18’de grafik halinde verilmistir.



70

2,5
£ »
~N
i
2
= 1,5
(]
b0
(]
o
@ 1
(5]
=
205
<
0
. v » 2 . .
*\e\ q}\" \éez R & $°\ .\?\}_‘b o bé\‘-:
& ‘_“& Q% Q ,gb* @0
W
B Manyetik Nanopartikiiller ile Glukoz Deneyi B Glukoz Kiti ile Glukoz Deneyi

Sekil 4.18. Farkl1 gidalarda iki yontem ile karsilastirmali glukoz deneyi sonuglari

Sekil 4.18’de goriildiigii gibi goriildiigii gibi FesOs manyetik nanopartikiili ve GOx
kullanilarak gelistirilen biyosensor sistemi ve glukoz analiz kiti yontemi ile elde edilen
sonuglar birbirine olduk¢a yakin bulunmasina ragmen gelistirilen biyosensor sisteminin
yonteminin daha duyarli ve segici oldugu tespit edilmistir. Gidalarin igerisindeki glukoz

miktarlar1 Cizelge 4.1°de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Farkli gida 6rneklerinde nanobiyosensor ile 6l¢iilen glukoz sonuglari

Gida Ornekleri FesO4s MNP Esash Glukoz Analiz Gidalardaki
Spektrofotometrik = Kiti ile Glukoz Glukoz Miktari
Nanobiyosensorii = Spektrofotometrik HPLC (gr/L)
(gr/L) Deneyi (gr/L)
Kayis1 Suyu 61,0+ 2,4 396+1,9 68,2
Seftali Suyu 51,1+£2,0 39,7+1,9 56,1
Pekmez 232,9+ 9,3 1129+5,6 240,4
Bal 246,7+9,8 1345 +6,7 283,9
Siit 40,4+1,6 265+1,3 50,0
Kola 46,8+ 1,8 392+19 52,3
Cilek Regeli 201,1+ 8,0 157,3+ 7,8 215,5
Kayisi Regeli 150,1 +6,0 113,4+ 5,6 149,0
L. Maden Suyu 16,4+ 0,6 12,6 £0.,6 -

Gida Orneklerinin igerisindeki glukoz miktarlar1 Ulusal Gida Kompozisyon Veri
Tabanindan (Turkomp) alinarak, buldugumuz biyosensor cevaplar1 ve glukoz analiz Kiti
yontemi ile karsilastirilmigtir. Turkomp Veri Tabani’nda limonlu maden suyunun glukoz
miktar1 yer almadigi i¢in tabloda verilememistir. Cizelge 4.1°de goriildigii gibi elde
ettigimiz veriler ile gida 6rnekleri igerisindeki glukoz miktarlarina paralel sonuglar elde
edilmistir. Tim gida 6rnekleri igin en yiiksek biyosensor cevabi FesOs manyetik
nanopartikiil esasli biyosensor sisteminden elde edilmistir. Boylece FesOs manyetik
nanopartikiiller ile yapilan glukoz tayin biyosensorii ile daha duyarli ve segici dl¢timler

yapilacagi ve daha yiiksek biyosensor cevaplari alinacagi goriilmiistiir.
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4.9. Serum Analiz Ornegi Glukoz Nanobiyosensor Sonuclar

Analiz 6rnegi olarak ig¢indeki glukoz miktari daha onceden belirlenmis klinik serum
ornegi kullanilarak glukoz tayini yapilmis ve biyosensor cevaplari 6l¢iilmiistiir. Serumda
glukoz tayini i¢in '4 oraninda saf su ve fosfat tamponu ile seyreltme islemleri yapildi.
Seyreltme islemi sayesinde serumdaki glukoz derisimi biyosensoriin dogrusal calisma
araligina getirilmesi saglandi. FesO4 manyetik nanopartikiil temelli biyosensor sisteminin
hazirlanan farkli derisimlerdeki konsantrasyonlara karsi verdigi cevaplar ve 6rneklerdeki
glukoz miktar1 tespit edildi. Ayn1 derisimlerde glukoz analiz kiti yontemi ile de glukoz
tayini yapilmistir. Olgiimler 3 kez tekrarlanmis ve elde edilen FesOs manyetik
nanopartikiil esasli biyosensor sonuglar1 glukoz analiz kiti yontemiyle kiyaslamali olarak

Cizelge 4.2’de verilmistir.

Cizelge 4.2. Serum analiz 6rneginde glukoz nanobiyosensor sonuglari

Serum Analiz Ornegi FesO4 MNP Esash Glukoz Analiz Kiti ile
(50 mg/dL) Spektrofotometrik Glukoz Deneyi
Nanobiyosensorii (mg/dL) (mg/dL)
¥, Saf su ile seyreltme 35,7+ 0,031 31,3+0,019
2 Fosfat tamponu ile 43,1+ 0,028 34,6 £ 0,023
seyreltme
Seyreltilmemis hali 44,2 + 0,043 41,3+ 0,024

(20 uL GOx, 200 pL serum 6rnegi, 24 pL (60 mM) ABTS, 10 pL FezO4, 800 L. 0,2 mM asetat tamponu)
(Glukoz analiz kiti ile glukoz deneyi: 50 puL serum 6rnegi, 50 uL glukoz analiz reaktifi, 400 puL glukoz
analiz tamponu, 2 mL saf su)

Cizelge 4.2°de goriildiigii gibi tim konsantrasyonlarin FesOs4 manyetik nanopartikiil
esasli biyosensor cevaplar1 glukoz analiz kiti yontemi kullanilarak yapilan analiz ile
birbirine olduk¢a yakin sonuglar bulundu. Serum 6rnegi igerisindeki glukoz miktarina
FesOs MNP’ler biyosensor sisteminin verdigi yanit glukoz analiz kiti ile buldugumuz
sonuglara gore daha yakindir. Gelistirdigimiz analiz yonteminin klinik verilerine gore

daha benzer sonuglar verdigi tespit edilmistir.
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4.10. Kan Klinik Analiz Ornegi Glukoz Nanobiyosensor Sonuglar

Klinik analiz 6rnegi olarak saglikli bireylerden alinmis kan 6rnekleri kullanilarak glukoz
tayini yapilip, biyosensor cevaplari Olgiilmistiir. Kan icin de glukoz tayini igin %
oraninda saf su ve fosfat tamponu ile seyreltme islemleri yapildi. Seyreltme islemi
sayesinde kandaki glukoz derisimi biyosensoriin dogrusal ¢aligma araligina getirilmesi
saglandi. FesOs manyetik nanopartikiil temelli biyosensor sisteminin farkli derigimlerdeki
konsantrasyonlara kars1 verdigi cevaplar ve orneklerdeki glukoz miktar tespit edildi.
Reaksiyon siiresince farkli kan konsantrasyon tiipleri ve kor deney tiipleri arasindaki

gdzlemlenen renk farklari fotograf ile dogrulandi.

Sekil 4.19. Farkli kan konsantrasyonlari ile yapilan glukoz tayini sirasinda gézlenen renk
degisimi

(A: Seyreltilmemis kan, B: 4 oraninda saf su ile seyreltilmis kan, C: % oraninda fosfat tamponu ile
seyreltilmig kan)
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Ayni derisimlerde glukoz analiz kiti yontemi ile de glukoz tayini yapilmistir. Hastaneden
alian kan 6rnegi kullanilarak 6l¢iimler 3 kez tekrarlanmis ve elde edilen FesO4 manyetik
nanopartikiil esasl biyosensor sonuglari glukoz analiz Kiti yontemiyle kiyaslamali olarak

Cizelge 4.3 de verilmistir.

Cizelge 4.3. Kan analiz 6rneginde glukoz nanobiyosensor sonuclari. Kan ornegi 'z
oraninda fosfat tampon tuzu ile seyreltilmistir.

Kan Ornegi FesO4 MNP Esash Glukoz Analiz Hastane Sonucu
Spektrofotometrik Kiti ile Glukoz  Spektrofotometrik

Nanobiyosensorii ~ Spektrofotometrik

(mg/dL) Deneyi (mg/dL) el
1 84,3 61,5 75,0
2 99,7 76,6 87,0
3 1995 138,0 180,0

(20 pL GOx, 200 pL kan 6rnegi, 24 uL60 mM ABTS, 10 pL FesO., 800 pL 0,2 mM asetat tamponu).
(Glukoz analiz kiti ile glukoz deneyi: 50 pL kan 6rnegi, 50 uL glukoz analiz reaktifi, 400 uL glukoz analiz
tamponu, 2 mL saf su).

Elde ettigimiz veriler ile karsilastirmak igin kan orneklerinin sonuglar1 hastaneden
almmustir. FesOs MNP’ler kullanilarak gelistirilen biyosensor sisteminde seyreltilme
islemi '5 oraninda saf su ve !4 oraninda fosfat tampon tuzu ile yapilarak ve seyreltime
islemi yapilmadan 3 ayr1 konsantrasyonda kan numuneleri hazirlanarak analiz
yapilmistir. Seyreltilme islemi yapilmayan 6rneklerden sonug alinamamis ve %2 oraninda
saf su ile seyreltilme islemi yapilan 6rneklerden tatmin edici sonuglar alinamamustir.
Ancak fosfat tamponu ile seyreltilen 6rnegin biyosensor cevabi hastaneden alinan
sonuglarla glukoz analiz kitine gére daha benzer oldugu gozlemlenmistir. Boylece Fe3O4
manyetik nanopartikiiller ile yapilan glukoz tayin biyosensoriinde glukoz analiz Kiti
yontemine gore daha duyarli dl¢timler yapilacagi ve daha yiiksek biyosensor cevaplari

alinacag1 goriilmustiir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Nanoteknoloji, tiim bilim alanlarinda uygulanan en umut verici teknolojilerden biri haline
gelmistir. Nanoteknoloji kullanilarak iiretilen metal nanopartikiiller, biyomedikal, gida,
kataliz ve biyosensor alanlarindaki yaygin uygulamalar1 nedeniyle biytik ilgi
gormektedir. Nanomalzemelerin entegrasyonu, biyosensorler de dahil olmak iizere,
secicilige, ¢cok yonliiliige, kararliliga ve 6zellikle biyoelektronik cihazlarin hassasiyetine
katkida bulunmustur. Bu alanda, nanomateryaller, enzim immobilizerleri, enzim
stabilizatorleri, ylizey modifiye edicileri ve etiketleme faktorleri olarak kullanilmis ayrica

bireysellestirilmis katalitik etkilerinden faydalanilmstir.

Manyetik nanopartikiiller, cesitli uygulamalar igin sensorlerin ve biyosensorlerin
gelistirilmesine ve tiretilmesine dogan ihtiyagtan dolay1 artan miktarda ilgi ¢gekmislerdir.
Manyetik nanopartikiiller, transdiiser materyallere entegre edilebilir ve/veya numunede
dispersiyon haline getirilebilir, ardindan biyosensdriin aktif algilama yiizeyi iizerine bir
dis manyetik alan uygulanirsa onun tarafindanda yonlendirilebilirler. MNP'lere dayanan
sensorlerin ve biyosensor gelistirmede her gegen giin kat edilen yol onlarin ileridede daha

cok alanda kullanilacagini ve iizerine cok sayida arastirma yapilacagini gostermistir.

Metal nanopartikiiller, elektroanalitik biyosensdrlerin hazirlanmasinda yaygin olarak
uygulanmistir. Kii¢iik boyut etkisi, kuantum boyutu etkisi, yiizey ve arayiiz etkisi
nedeniyle, nanomateryaller stabilite, tekrarlanabilirlik ve hassasiyet gibi biyosensorlerin
onemli performans indekslerini Onemli Olgiide gelistirebilir. Ayrica, metal
nanopartikiiller farkli kompozisyon, morfoloji ve boyut nedeniyle, biyosensorlerin yapim

stirecinde farkli roller oynamislardir (Zhang et al. 2016).

Nanopartikiill ~ sentezi hem  kimyasal hem de  fiziksel  yoOntemlerle
gerceklestirilebilmektedir. Bu sentezlerin zor sartlarda yiiksek elektrik, basing ve
sicaklikta gerceklestirildigi iyi bilinmektedir. Bu nedenle, daha 1liml1 kosullar1 devam

ettiren yesil sentez yontemi ile metal nanopartikiillerin sentezi ve uygulanmasi igin ¢esitli
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biyolojik kaynaklarin potansiyel kullanimlar1 arastirilmistir.  Son  zamanlarda,
mikroorganizmalar ve bitkiler kullanilarak metal nanopartikiillerin yesil sentez

metoduyla elde edilmesi {izerine kapsamli bir sekilde galisilmistir (Singh 2016).

Yesil biyosentezin kontrol edilebilir sekli, boyutu ve esitsizligi, biiyiik fiziksel ve
kimyasal inertligi, yiizey plazmon rezonansi ile ilgili optik Ozellikleri, yiizey
modifikasyonu, uygun maliyeti, ¢evre dostu preparatlart molekiiler problar ile yiizey
biyo-konjugasyonu, miikemmel biyouyumluluk ve daha az toksisite 6zellikleri sayesinde
kullanim1 giin gegtikge artmistir (Amjad et al. 2015). Yesil sentez ayn1 zamanda tehlikeli
kimyasallar1 kullanma ihtiyacini en aza indirmekte ve atik maddelerin kullanimu ile sentez

maliyetini azaltmaktadir (Singh et al. 2016).

Doga, biyomolekiillerden olusan bitkiler, yosunlar, mantarlar, maya vb. i¢ceren biiyiik bir
“biyo-laboratuvar” gibi davranmistir. Dogal olarak olusan bu biyomolekiillerin,
nanopartikiillerin sentezi i¢in daha yesil, giivenli ve c¢evresel olarak iyi huylu
protokollerin tasarlanmasi i¢in bir itici gii¢ olarak islev goren, farkli sekil ve boyutlarda
nanopartikiillerin olusumunda aktif bir rol oynadigi tespit edilmistir (Sharma 2015). Bitki
ekstrelerinde bulunan biyomolekiiller, tek asamali yesil sentez siirecinde metal iyonlarini
nanopartikiillere indirgemek i¢in kullanilmistir. Metal nanopartikiillerin yani sira glimiis
(Ag) ve altin (Au) nanopartikiilleri de bitki bazli sentezlerin odak noktasi olmustur.
Nanopartikiillerin yapiminda gesitli bitki tiirlerinin ekstraktlarina ek olarak sentez igin

canli bitkiler de basariyla kullanilabilmistir (Mittal et al. 2013).

Bu tez kapsaminda, yesil sentez metoduyla Erzurum ilinden temin edilen siitlegen
(Euphorbia amygloides) bitkisi ekstresi kullanilarak Fe3O4 manyetik nanopartikiillerinin
sentezlenmesi saglanmistir. Sahip oldugu 6zellikler spektrofotometre, SEM, XRD ve FT-
IR cihazlar1 kullanilarak arastirilmis ve FesOs4 nano yapida oldugu karakterizasyon
basamaklar1 sonucunda goriilmiistiir. Sahip oldugu manyetik 6zellik nedeniyle pek¢ok

alanda kullanilabilecegi diistintilmiistiir.
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Dogal enzimler 200 yildan fazla bir siiredir incelenmekte olup biyokimyada merkezi rol
oynamaktadir. Dogal enzimler tipta, kimya endiistrisinde, gida isleme ve tarimda onemli
pratik uygulamalara sahiptir. Biyolojik katalizor olarak dogal enzimler, hafif kosullar
altinda ytiksek substrat 6zgiilliikleri ve yiiksek verimlilik gibi dikkate deger avantajlara
sahiptir. Tim dogal enzimler, katalitik RNA molekiillerinin kiigiik bir grubu (yani,
ribozimler) haricinde protein yapisindadirlar. Bu nedenle, dogal enzimler bazi ciddi
dezavantajlara sahiptirler: a) Katalitik aktivitelerinin yerli protein konformasyonlarinin
biitiinliigiine bagl oldugu i¢in ¢evre degisiklikleri ile kolaylikla denatiire olabilirler; b)
proteazlar tarafindan sindirilebilirler; ) Hazirlama ve saflastirma genellikle zaman alici
ve pahalidir. Dolayisiyla dogal enzimleri enzim mimetiklerine genisletmek i¢in ¢ok ¢aba
sarf edilmistir. Dogal enzimler katalitik aktivitelerinin kolayca inhibe edilebilmeleri ve
proteazlar tarafindan sindirilebilmeleri gibi baz1 ciddi dezavantajlar tasidiklarindan
dolay1 yapay enzim mimetikleri giincel bir aragtirma konusu olmustur. Yesil sentez
metoduyla sentezledigimiz Fe3Os manyetik nanopartikiillerinde (MNP)ler gercek
enzimleri taklit eden ve benzer 6zellik sergileyen dogal peroksidazlar olarak bulunmustur
(Wei et al. 2008). Yaptigimiz ¢aligmada, peroksidaz mimetikleri olan FesO4s MNP'lerin

yeni Ozelliklerinden yararlanilarak glukoz tespiti i¢in kullanilmugtir.

Glukoz, ¢ogu organizmada enerji rezervi ve metabolik yakit gorevi goren fotosentez ve
solunum iglemlerinde merkezi olarak yerlesmis bir aldosik monosakkarittir. Yillar i¢inde,
glukozu tespit etmek ve olgmek icin birgok farkli yontem gelistirilmistir. Glukozun
saptanmasi, biyomedikal alanlarda, yasam kalitesinin iyilestirilmesinde ve ozellikle de
lezzet veya yapinin s6z konusu oldugu modern gida iiriinlerinde giderek daha 6nemli bir

rol oynamistir (Galant et al. 2015).

Diger yandan, glukoz biyosensorleri, diinyadaki en yaygin metabolik bozukluklardan biri
olan diabetes mellitus da kan-glukoz diizeylerini izlemedeki rolleri nedeniyle 6zellikle
klinik ve endiistriyel 6neme sahiptir (Saei et al. 2013). Diyabet diinya ¢apinda bir halk
sagligr sorunu haline gelmistir. Diinyadaki en 6nemli 6liim ve sakatlik nedenlerinden
birisi olarak gorilmistiir. Diyabetin (Diyabetes mellitus) tan1 ve tedavisi, kan glukoz

diizeylerinin siki bir sekilde izlenmesini gerektirmistir. Bu kadar siki ve gilivenilir
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glisemik kontrol saglamanin zorlugu, bu alanin oldukc¢a 6nemli bir arastirma konusu

olmasin1 saglamistir.

Glukoz tespiti i¢in elektrokimyasal biyosensorler bu yonde 6ncii bir rol oynamustir.
Elektrot transdiiktorlerine bagli glukoz oksidaz (GOx) bazli amperometrik enzim

elektrotlari, bu nedenle 6nemli arastirmalarin hedefi olmustur.

Yaptigimiz arastirmada, glukozun glukoz oksidaz (GOx) ile olan reaksiyonu ve yesil
sentezle elde ettigimiz katalitik FesOs MNP'lerin kombinasyon reaksiyonu ile glukoz

saptama i¢in spektrofotometrik yontem gelistirilmistir (Wei et al. 2008).

Gergeklestirilen calismada; Oncelikle yesil sentez yontemiyle hazirlanan FesOs
MNP'lerin peroksidaz benzeri aktivitesi aragtirillmistir. FesO4 MNP'ler bir peroksidaz
substrat 2,2'-azino-bis diamonyum tuzunun (ABTS) H:0: ile oksitlenmis renkli {irline
oksidasyonunu katalizlemek igin kullanilmistir. Denklem 1°de H20:’in kolorimetrik

tespiti saglanmaktadir.

Nano Fe;Oy4

H,0, + ABTS ————> 2H,O + Okside ABTS Denklem 1
GOx

O, + Glukoz —> H,O, + Glukonik Asit Denklem 2

Glukoz tespiti i¢in kolorimetrik metod FesOs MNP'lerin (denk. 1) ve glukoz
oksidasyonun (denk. 2) katalitik reaksiyonu ile glukozun katalitik reaksiyonu kombine
edilerek gelistirilmistir. Optimizasyon ¢alismasi yapilarak glukoz enzim elektrodunun
cevabna pH’nin ve sicakligin etkisinin yaninda dalga boyu, FesOs Manyetik

nanopartikiillerinin ve H202"in (Hidrojen peroksit) konsantrasyonu arastirilmustir.

Sonug olarak; bu arastirmada hazirladigimiz glukoz nanobiyosensoriiniin, dogrusal
calisma araligi (0,25-1 g/L) olarak bulunmus ve bu aralik da glukoz tespiti
gergeklestirilmistir. Daha yiiksek ¢ikan glukoz miktarlari ig¢in seyreltme islemi

uygulanarak glukoz miktar1 belirlenebilmistir. Piyasada satilan glukoz analiz kiti ile ayn1
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dogrusal ¢alisma araligina sahip oldugu belirlenmistir. Yapilan deneysel incelemeler
sonucunda, nanobiyosensoriin optimal ¢alisma parametreleri; sicaklik (40+5°C), °C), pH
(4), metal iyonu konsantrasyonu (5 mM) ve H202 konsantrasyonu (12,5 mM) olarak
belirlenmistir. Gelistirilen yontem ile i¢erisinde sabit oranlarda sakkaroz, laktoz, fruktoz
ve rafinoz gibi farkli sekerlerin bulundugu glukoz igeren ¢ozeltiler kullanilarak da analiz
yapilmis ve glikoz saptamasina karst duyarli ve segici bir cevap sergiledigi deneylerle

kanitlanmustir.

Daha da d6nemlisi, glukoz tespiti i¢in duyarli ve segici bir yontem, glukoz oksidaz (GOXx)
ve hazirlanan Fe3Os MNP'leri kullanilarak gelistirilmistir. Bu ¢aligmada gelistirilen H202
ve glukoz igin tespit platformlari, FesOs MNP'lerin biyomimetik peroksidaz benzeri
aktiviteye sahip olduklarini dogrulamakla kalmayip ayni zamanda gelecekteki basit,
saglam ve uygulamasi kolay, analitik yaklasimlarin ¢esitliliginde de biiyiik potansiyel
gostermistir. Hedeflenen nanobiyosensor sisteminde, glukoz oksidaz (GOx) ve
peroksidazlar taklit eden FesOs manyetik nanopartikiilleri kullanilarak gida ve klinik
alaninda (serum ve kan oOrnekleri) olduk¢a secici, hassas ve kararli enzimatik ve
spektrofotometrik glukoz sensorii gelistirildigi, Cizelge 5.1°de verilen literatiir sonuglari

ile karsilastirildiginda anlasilmistir.

Cizelge 5.1. Kan klinik analiz 6rneklerinde glukoz nanobiyosensorii literatiir sonuglari

Nanobiyosensor Hastane Literatiir ~Hastane Literatiir = Hastane

Kaynag1  sonucu Kaynagi  sonucu
(el sonucu (Uzumer  (mg/dL)  (Ustabas (mg/dL)
(mg/dL)  2015) 2010)
104,3 75,0 124,2 82,0 190,0 82,7
99,7 87,0 126,0 106,0 170,0 86,7
199,5 180,0 136,8 110,0 184,5 103

Bu tez kapsaminda yapilan kan numunelerindeki ¢alismalarin sonuglari literatiirler
(Ustabas 2010; Uzumer 2015) ile kiyaslandiginda elde ettigimiz sonuglarin hastaneden

alinan sonuglara daha yakin oldugu ve tatmin edici sonuglar elde edildigi goriilmiistiir.
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Nanobiyosensor hizli bir tepki, iyi bir stabilite ve anti-girisim yetenegi sergilemistir.
Ayrica, nanobiyosensor, insan kan érneklerinde glukozu saptamak igin, klinik yontemle

kabul edilebilir dogrulugu gosteren basarili bir sekilde uygulanmustir.

Sonug olarak; farkli numunelerde yaptigimiz deneylerle yesil sentez metoduyla elde
edilen peroksidazlari taklit eden Fe3O4 manyetik nanopartikiillerin kullanimi ile glukoz
tespiti tizerine ¢alismalar yapilmis ve basarili olunmustur. Bu metotla gelistirilecek yeni
bir nanobiyosensoriin gida, klinik ve diger birgok alanda kullanilabilecegi yaptigimiz
incelemeler sonucunda belirlenmistir. Glukoz sensorii, duyarlilik, se¢icilik ve uzun vadeli
kararlilik ile tatmin edici bir performans sergilemistir. Ayrica bu nanobiyosensoriin
manyetik olma ve bozulmama 6zelliginden dolay1 defalarca kullanilabilecegi ¢cevre dostu

ve ekonomikligi agisindan tercih edilecegi diistiniilmektedir.

Bu konudaki oneriler;

» Glukoz tayini yapilmadan 6nce numune de seyreltme islemi saf su yerine fosfat
tampon tuzu ile yapilirsa sonu¢ daha hassas ve dogru olacaktir.

» Ayrica gelistirdigimiz yontemle H202 tespiti i¢in nanobiyosensor gelistirilmesi de
miimkiindiir. H202, yliksek {irlin kalitesini koruyarak, iiriinlerin raf émriinden daha uzun
siire saklanabilmesini saglamaktadir. Yiyeceklerin paketlenmesinde kullanilan plastik
kaplarda ve aseptik paketleme iinitelerinde, materyallerin sterilasyonu ve atik su
aritiminda organik yabanci maddeleri sudan uzaklastirmak i¢in kullanilmaktadir (Yavuz
2016). FDA’a; gidalarin  paketlenmesinde kullanilan  plastik  ambalajlarin
sterilizasyonunda kullanilmasi 6nerilen maksimum H202 konsantrasyonu %35 (w/w) ve
aseptik paketleme sonrasi1 kalint1 miktar1 0,5 mg.L? olarak sinirlandirmaktadir. Bunun
yani sira kurutma sirasinda paketin i¢inde hapsolan H202 buhari ciddi problemlere sebep
olmaktadir (Tarhan 2011). Bu ve benzeri sebeplerden dolay1 H202 tespiti insan sagligi
acisindan biiyiik 6nem tagimaktadir. Yesil sentezle elde ettigimiz FesOs manyetik
nanopartikiillerin ger¢ek enzimleri taklit ederek, peroksidaz enziminin benzer 6zelligini

sergiledigi tespit edilmis ve H202 tayininin bu metotla yapilabilecegi belirlenmistir.
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»  Tekrar kullanilabilirlik; yapilan analiz sonuglarinda Fe3O4 manyetik nanopartikiilleri
20 oOlclime kadar kullanilabilecegi goriilmiistiir. Dogrusal ¢alisma araligindaki analit
derigimleri nanobiyosensoriin tekrarlanabilir cevaba sahip oldugunu ve giivenilir analiz
icin kullanilabilecegini gostermistir. Maliyeti diisiireceginden nanobiyosensoériin diger
yontemlere gore daha ekonomik olacag: belirlenmistir.

» Dayaniklilik; yiiksek derisimler duyarhigin daha c¢abuk kaybolmasina sebep
oldugundan olgililen analit derisimine ya da yapilan ol¢iim sayisina baglh olarak
dayaniklilik siiresi degismektedir. Ancak gerekli saklama kosullar1 saglanarak
buzdolabinda saklandiginda nanobiyosensor daha uzun siire kullanilabilir.

» Kararlilik; tez ¢aligmas siiresi boyunca biyosensoriin performansi korundugu igin

uzun siire kararliligini koruyan ideal bir nanobiyosensor gelistirilebilir.
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