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Bu tez, teknik acidan arada membran olmaksizin tek bir kompartiman i¢inde calisan, bu
sayede hem atiksuda bulunan glikozu hem de Carpobrotus Acinaciformis bitkisinin tirettigi
glikozu yenilenebilir yakit olarak kullanarak elektrik enerjisine ¢evirebilen yiiksek
performansl enzimatik yakit hiicrelerinin (EFC) gelistirilmesi amaglanmaktadir. Tezde anot
biyokatalizorii olarak glikoz oksidaz, katot biyokatalizorii olarak lakkaz veya bilirubin oksidaz
enzimi kullanilmistir. Sistemde anot ve katot tek bir kompartimana daldirilarak
calistirlldigindan anot ve katot enzimlerinin birarada caligabildigi optimum ortam sartlari
belirlenmistir. Elektrot konfigiirasyonlarina baglh tiim parametreler maksimum gii¢ tiretimi
elde edilecek sekilde optimize edilmistir. Tez kapsaminda elektrotlar i¢in kullanilan amfifilik
blok/graft kopolimerler ve homopolimerler (polipropilen, ve polistiren-poliizopren esasl
kopolimerler) amaca yonelik sentezlenmis, bu polimerlerin yapisina enzim immobilizasyonu
icin farkl fonksiyonel gruplar (-COOH, -NH, ve polietilenglikol) takilms, elektrot yilizeyinde

hizli elektron transferinin saglanmasi amaciyla da ¢esitli nanoparcaciklar (altin, kobalt oksit,
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ferrosen, p-benzokinon, grafen) polimerlere emdirilmistir. Ayrica polipirol ve politiyofen
esaslt farkli iletken kopolimerler de elektrokimyasal yoldan sentezlenerek ve medyatorlerle
modifiye edilerek EFC sistemlerinde kullanilmistir. Gelistirilen her EFC, standart glikoz
cozeltilerinde test edildikten sonra Carpobrotus Acinaciformis bitkisinde ve evsel atiksuda
isletilmistir. Yiksek performansa sahip EFC’lerin akim yogunluklar1 ve elektriksel giic
ciktilar1 hesaplanmistir. En yiiksek giic yogunlugu, 20 mM’lik standart glikoz i¢in 23.5
uW/em?, bitki i¢in 1.3 pW/cm? ve evsel atiksu i¢in 16 pW/cm? olarak altin ve kobalt oksit
nanopartikiil iceren Polipropilen-g-Polietilenglikol esaslit EFC sisteminden 560 mV’luk hiicre
potansiyelinde elde edilmistir. Giiniimiize kadar yapilan EFC c¢alismalarinda ¢ok cesitli
polimer malzeme kullanimina ve yapilan sistem optimizasyona dayali bu kadar genis 6lgekte
bir degerlendirme yer almamistir. Deneysel sonuglar 1s18inda bu tez ile EFC’lerin
yenilenebilir yakit kaynaklariyla etkin kullanimina iliskin 6nemli bir asama kaydedildigi

sOylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Enzimatik yakit hiicresi, yenilenebilir enerji, elektrik enerjisi tiretimi,

amfifilik polimer, iletken polimer, organik/inorganik nanokompozit.
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This thesis is based on the idea of development of high performance enzymatic fuel cells
(EFCs) which use glucose both found in wastewater and Carpobrotus Acinaciformis plant
generates as a renewable fuel and converts it to electric power without using a membrane in a
single compartment technically. In the thesis, enzyme glucose oxidase has been used as
anodic biocatalyst, enzyme laccase or bilirubin oxidase has been used as cathodic biocatalyst.
Optimum working conditions where anodic and cathodic enzymes work together have been
determined since anode and cathode have been immersed in the same single compartment. All
of the parameters associated with the electrode configuration have been optimized to acquire
maximum power. Amphiphilic block/graft copolymers and homopolymers (polypropylene
and polystyrene-polyisoprene based copolymers) have been purposively synthesized, various
functional groups (-COOH, -NH; and polyethyleneglycol) have been placed to the polymers

for enzyme immobilization and various nanoparticles (gold, cobalt oxide, ferrocene, p-
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benzoquinone, graphene) have been soaked in the side groups of the polymers in order to get
fast electron transfer on surface of the electrodes within the thesis. In addition, various
polypyrrole and polythiophene based conductive copolymers have been electropolymerized
and used in EFC systems by modifying them with mediators. Each of the developed EFC has
been operated in Carpobrotus Acinaciformis plant and municipal wastewater after it has been
tested for standard glucose solutions. The current densities and electrical power output of the
high performance EFCs have been calculated. The maximum power density has been obtained
for gold and cobalt nanoparticle including Polypropylene-g-Polyethyleneglycol based EFC as
23.5 ],LW/cm2 for 20 mM of standard glucose, 1.3 uW/cm2 for plant operation and 16 pW/cm?
for municipal wastewater at a cell potential of 560 mV. There has not been a large-scale
assessment on EFC subject area yet. It can be said that, an important progress has been made
with regard to effective usage of EFCs with renewable fuel sources with this thesis under the

light of experimental results.

Keywords: Enzymatic fuel cell, renewable energy, electric power generation, amphiphilic

polymer, conductive polymer, organic/inorganic nanocomposite.
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BOLUM 1
GIRIS
1.1 YAKIT HUCRELERI

Enerji kullannminin biiyiik boliimiiniin giderek tiikenmekte olan ve artan miktarda gevresel
problemlere yol acan fosil yakitlardan saglanmas1 yakin gelecekte olusacak enerji problemini
son yillarda tlizerinde tartisilan 6nemli bir sorun olarak ortaya koymaktadir (Biiyiiknohutcu
2009). Ihtiya¢ duyulan temiz enerji arastirmacilari, yakit hiicreleri ve giines enerjisi gibi
yenilenebilir, temiz ve yiiksek verimli sistemlere yonlendirmektedir. Yakit hiicreleri,
yakitlardaki kimyasal enerjiyi dogrudan elektrik enerjisine ¢eviren elektrokimyasal
cihazlardir. Bir yakit hiicresinde, anot olarak tanimlanan ¢alisma elektrotunda yiikseltgenme
(oksidasyon) tepkimesi ve es zamanli olarak katot olarak tanimlanan ¢alisma elektrotunda
indirgenme (rediiksiyon) tepkimesi gergeklesir. Yakit hiicresinde yiikseltgenme reaksiyonu
sonucu ag¢iga cikan elektronlarin bir dig devre yardimiyla katoda dogru hareketiyle elektriksel
akim yaratilirken, karsit yiiklerin ((+) pozitif yiikli iyonlar) elektrolite dogru hareketiyle
devre tamamlanmis olur. Yakit hiicrelerinin en tipik orneklerinden biri hidrojenin yakit olarak
kullanildigi  hidrojen/oksijen yakit hiicresidir. Bu tip hiicrelerde, hidrojen, oksijenle
reaksiyona girer ve yan {iriin olarak su ortaya ¢ikarken elektrik enerjisi elde edilir

(Biiytiknohutgu 2009).

Yakit hiicreleri genel olarak konvensiyonel ve biyolojik yakit hiicreleri olarak iki sinifa
ayrilabilir. Konvensiyonel yakit hiicrelerinin yiliksek verimli gili¢ iiretmeleri ve gevresel
zararlarinin diisiik olmas1 avantajlari olarak bilinse de, bu teknolojinin yliksek calisma
sicaklig (60-1100 °C) ve maliyet gerektirmesi, metal katalizdrlerin performansinin azalmasi
gibi ¢esitli dezavantajlar vardir. Bu dezavantajlar, arastirmalar1 maliyeti diisiik ve ¢cevre dostu
olan biyolojik yakit hiicrelerine ¢evirmektedir. Biyolojik yakit hiicreleri ise kendi iginde

mikrobiyal yakit hiicreleri ve enzimatik yakit hiicreleri olarak ikiye ayrilmaktadir.



1.1.1 Konvensiyonel Yakit Hiicreleri

Konvensiyonel yakit hiicreleri ¢alisma sicakligi, elektrolit tipi ve yakit tipine gore gesitli
isimler alir. Yakit hiicresinin ¢alisma sicakligi 150 °C 'den diisiikse, "diisiik sicaklik yakit
hiicresi", 500-1000 °C arasinda ise "yliksek sicaklik yakit hiicresi" olarak adlandirilmaktadir.
Diisiik sicaklik yakit hiicrelerinin hidrojen gibi basit yakit ve platin gibi iyi ve pahali katalizor
gerektirmelerine ragmen yiiksek sicaklik yakit hiicreleri hidrokarbon yakit ve daha ucuz
katalizor kullanabilme potansiyeline sahiptir. Konvensiyonel yakit hiicrelerinin her ne kadar
calisma prensipleri benzer olsa da, calisma kosullar1 ve uygulama alanlar1 farklilik gosterir
(Yildizbilir 2006). Konvensiyonel yakit hiicreleri biinyelerinde kullanilan elektrolit ¢esidine

gore asagidaki sekilde siniflandirilir.

Alkali yakit hiicreleri

Proton degisim zarl1 yakit hiicreleri
Dogrudan metanol kullanan yakit hiicreleri
Fosforik asitli yakit hiicreleri

Erimis karbonat yakit hiicreleri

vV V.V V V VY

Kat1 oksit yakit hiicreleri

Alkali yakit hiicreleri gelistirilen ilk yakit hiicresi sistemidir. Alkali yakit hiicrelerinde platin,
nikel ve giimiis gibi metal katalizorler ve elektrolit olarak potasyum hidroksit kullanilir.
Kullanilan potasyum hidroksitin derisimine bagli olarak ¢aligma sicakligi 120 °C’den az ya da
250 °C’nin {lizerinde olabilmektedir. Yakit olarak gonderilen hidrojen molekiilleri anotta
elektron vererek, hidrojen iyonlarina doniisiir. Bu iyonlar potasyum hidroksit elektrolitten
yoluna devam ederken, elektronlar ise bir dis devre iizerinden katoda ulasir. Burada hidrojen
iyonlari, katoda gonderilen oksijen ve dis devreden gelen elektronlar ile reaksiyona girerek

devre tamamlanir.

Proton degisim zarli yakit hiicrelerinde elektrolit olarak ince, gecirgen polimerler
kullanilmaktadir. Yakit olarak hidrojen, oksitleyici olarak da havanin oksijeni kullanilir.
Hidrojen atomlar1 hiicrenin anot tarafina verilir ve burada iyonize olur. Pozitif ytiklii protonlar
gecirgen zardan gecerek katoda yonelirler. Elektronlar, anottan katoda harici bir yoldan

ilerleyerek elektrik enerjisinin ortaya ¢ikmasini saglar. Katotta elektronlar, hidrojen protonlari



ve havadan aliman oksijen ile birleserek suyu meydana getirir. Proton degisim zarh yakit

hiicrelerinde verim %40-50 civarindadir.

Dogrudan metanol kullanan yakit hiicreleri, 6zellikleri ve ¢calisma prensipleri itibariyle proton
degisim zarh yakit hiicrelerine benzemektedir. Sistemdeki tek farklilik, dogrudan metanol
kullanilan bu tip hiicrelerde hidrojenin sivi metanolden elde edilmesidir. Yakit hiicresinde
teorik olarak, katot tizerinde olusan su ile sisteme dogrudan beslenen metanol-su karigimi anot
tizerinde elektrokimyasal bir reaksiyon meydana getirir. Metanoliin parcalanmasi sonucu
protonlar, elektronlar ve karbondioksit meydana gelmektedir. Olusan protonlar diger
tiriinlerden ayrilarak secicilige sahip polimer elektrolit zarindan gecerek katoda hareket
etmektedir ve katot {izerinde beslenen havadan saglanan oksijen ile reaksiyona girerek suyu

olusturmaktadir.

Fosforik asitli yakit hiicreleri, adindan da anlasildigi gibi elektrolit olarak fosforik asiti
kullanmaktadir. Hiicrede elektrolit olarak kullanilan fosforik asit kararli bir asittir ve temel
metallerle ¢ok ¢abuk reaksiyona girer. Bunun sonucu olarak, sadece platin ve platin alagimlari
katalizor olarak kullanilabilmektedir. Anot elektrotuna verilen yakit, proton ve elektronlarina
ayrilir. Pozitif yiiklii hidrojen iyonlar1 elektrolitten gecerek anottan katoda ilerler. Anotta
tiretilen elektronlar ise harici bir yoldan devrelerini tamamlayarak elektrik enerjisi iiretir ve
katoda doner. Burada elektronlar, hidrojen iyonlari ve oksijen reaksiyona girerek suyu

olusturur.

Erimis karbonat yakit hiicreleri diger yakit hiicrelerinden ¢ok farkli bir isletim sistemine
sahiptir. Elektrolit olarak, poroz lityum-aliiminyum matris i¢inde tutulan erimis alkali
potasyum lityum karbonat kullanilmaktadir. Bu elektrolit 650°C ¢aligma sicakligina sahiptir
ve karbonat iyonlar1 iletimi saglamaktadir. Erimis karbonat yakit hiicreleri katot tarafindan
oksijen ve karbondioksit gazi ile beslenir. Bu sekilde karbonat olusumunu saglanir ki
iyonlarin iletimini saglayan bu karbonat iyonudur. Karbonat iyonlar: elektrolit i¢cinden anoda
gecer ve burada hidrojenle reaksiyona girerek su, karbondioksit ve elektronlar1 agiga cikarir.

Elektronlar harici bir devreyi izleyerek elektrik enerjisini meydana getirir.

Kat1 oksit yakit hiicreleri tamamen kat1 yapida olup, elektrolit olarak yiiksek sicaklikta oksijen
iyonlarmi (O?) katottan anoda aktaran kati zirkonyum materyaller kullanilir. Bu tip yakat

hiicresi yapisinda sadece iki faz (gaz ve kat1) soz konusudur. Hem elektrotlar hem de elektrolit



seramik malzemedendir. Calisma sicakliklar1 1000 °C ve verimleri %60-%70 civarindadir.
Kat1 oksit yakit hiicrelerinde yakit anot tarafina verildiginde katot tarafinda bulunan oksijen
Iyonlart elektrolit iginden gecerek anotta hidrojenle reaksiyona girer. Bu reaksiyon sonucunda
elektronlar ayrilir ve anot katot arasina bagli dis devre iletkeninden gecerek elektrik enerjisini
olusturup katoda geri doner. Reaksiyona giren hidrojen, oksijen ve karbonmonoksit ¢ikis

tirtinii olarak su ve karbondioksiti iiretir (Y1ldizbilir 2006).

Hidrojen yakit hiicreleri, hidrojende bulunan kimyasal enerjiyi elektrik enerjisine g¢eviren
cihazlardir. Islem sonunda atik olarak saf su buhari ve 1s1 olusturmaktadir. Basit bir batarya
gibi diisiiniilebilir. Batarya ile yakit hiicresi arasindaki fark ise, bataryayr devamli sarj etmek
zorunludur ancak yakit hiicrelerinde sarj etme durumu yoktur. Yakit hiicresinde meydana
gelen kimyasal reaksiyon, elektroliz olayimnin tersi bir durumudur. Bilindigi gibi elektroliz
olayinda, saf suya iki adet elektrot daldirilip ve bu elektrotlara diisiik potansiyelde (12 V)
elektrik akimi verildiginde su kendisini olusturan hidrojen ve oksijen iyonlarina
ayrismaktadir. Yakit hiicresi biri negatif (anot) ve digeri pozitif (katot) olmak iizere iki
elektrottan olugmaktadir. Elektrotlar genellikle kati metallerdir. Hidrojen yakit hiicresinin
anot kismina oksijen ise katot kismina giris yapmaktadir. Katalizoriin etkisiyle hidrojen

atomlar1 proton ve elektronlarina ayrilmaktadir.

H, — 2H + 2¢° (1.1)

Ayrilan elektronlar bir elektrik devresinin igerisinden gecerek elektrik akimi olusturmaktadir.
Protonlar ise, elektrolit arasindan katoda dogru hareket etmektedirler. Devresini tamamlayan
elektronlar tekrar hidrojenin protonuna baglanir ve oksijenle birleserek saf su buhar1 ve 1s1

meydana getirirler.

2H" + 2¢" + 1/20; — H,O +Is1 (1.2)

Elektrotlar genellikle gegirgen karbon karigimi olan malzemeden yapilmaktadir. Katalizor
reaksiyonunun iyi olmasi i¢in katalizor parcalarinin hem proton hem de elektron iletkenligi
arasinda 1yi iligki kurmasi gerekmektedir (Alkaya vd. 2008). Yakit hiicrelerindeki yakitin
yenilenebilir olmasi bu sistemi “temiz enerji” {liretim prosesi yapar. Ayrica hidrojen yakit
hiicrelerinde anotta hidrojenin protona yiikseltgenmesi i¢in soy metal katalizorlerine ihtiyag
duyulmasi, karmasik cevre kosullari, hidrojenin giivenli depolanamamasi (hidrojen gazi

depoda bir yolunu bulup kacabiliyor) gibi bazi engeller yakit hiicrelerinin ticarilesmesinin



yayginlagsmasini engellemektedir. Bu engeller, siirdiiriilebilir enerji kaynaklarindan temiz

enerji iiretiminin gergeklestirildigi biyolojik yakit hiicrelerine yonelimi saglamistir.

1.1.2 Biyolojik Yakit Hiicreleri

Biyolojik yakit hiicrelerinde (Biofuel cell, BFC) en yaygin kullanilan biyolojik katalizorler
mikroorganizmalar ve enzimlerdir. BFC’ler, biyokimyasal metabolik yollar1 igeren
elektrokimyasal reaksiyonlar lizerinden kimyasal maddeleri direkt olarak elektrik enerjisine
geviren cihazlardir. Polimer-elektrolit, direkt metanol ve kati-oksit gibi konvensiyonel
inorganik yakit hiicreleri, pahali, 6zel metal katalizorleri igerir ve/veya kalitesi yiikseltilmis
fosil yakitlar1 kullanarak isletilir (Larminie ve Dicks 2003, Osman vd. 2011). Son yillarda
fosil yakitlarin yerine kullanilabilen ve sera gazi salinimini azaltarak kiiresel 1sitnmay1 dnleyen
yenilenebilir enerji kaynaklarinin, bir baska ifadeyle ¢evre dostu yakitlarin kullanilmasinin
0zendirilmesi diinya giindemine gelmistir (Hatunoglu 2010). Fakat 2010 yil1 verilerine gore,
halen diinyada kullanilan toplam enerjinin yalnizca yaklasik olarak %19’u yenilenebilir
kokenlidir. Bu nedenle, yenilenebilir enerjinin yayginlastirilmas: ve enerji kazanci miktariin
artirllmasi talep edilmekte ve bu yonde kapsamli arastirmalar yapilmaktadir. Bu baglamda,
enerji ve ¢evre gibi farkl disiplinlere ait problemlerin ¢oziimiinde biyoyakit hiicreleri ciddi
bir segenek olarak goriilmektedir (Douglas vd. 2010). Bunun yaninda, enzimatik
katalizorlerin daha pratik yakit hiicreleri dizayninda kullanimi, makul kosullarda (oda
sicakligi, pH 7), yiiksek segicilik ve yliksek doniistirme oOzellikleri sayesinde 1lgi
uyandirmistir (Ivanov vd. 2008). BFC’lerin iiretim/tiiketim asamasi prensipte konvensiyonel
yakit hiicrelerine gore daha stirdiiriilebilirdir. BFC’lerde biyokatalizorler, konvensiyonel yakit
hiicrelerinde kullanilan pahali 6zel metal katalizorlerin yerini aldiklarindan sistem igin
oldukca Onemli bir maliyet avantaji saglamaktadir (Shukla vd. 2004, Bullen vd. 2006).
BFC’lerde iiretilen giic miktari, diisiik enerji ile ¢alisabilen mikro ve mini dlgekli elektronik

sistemlerin (sensor-iletim sistemleri) isletilmesi igin yeterlidir.

1.1.2.1 Mikrobiyal Yakit Hiicreleri

Mikrobiyal yakit hiicresi sistemleri, organik maddelerin sahip oldugu kimyasal enerjiyi,
elektrik enerjisine doniistiirmeyi saglayan reaktorlerdir. Bu doniisiimde bakteriler 6nemli bir
role sahiptir. Verimli giic {iretiminin saglanabilmesi i¢in mikrobiyal yakit hiicresi
sistemlerinde giiniimiize kadar reaktdr tasariminda ¢ok sayida yenilikler yapilmistir.

Bunlardan en yaygin olanlari, iki bdlmeli ve tek bolmeli mikrobiyal yakit hiicresi



sistemleridir. iki bélmeli mikrobiyal yakit hiicresi reaktdrleri, bir membranim ayirdig1 anot ve
katot boliimlerinden olugmaktadir. Sekil 1.1°de iki bdlmeli bir mikrobiyal yakit hiicresi
sistemi sematik olarak gosterilmistir. Anot bdliimiinde anaerobik olarak biiyliyen
mikroorganizmalar, kendilerine verilen organik besinleri kullanarak proton ve elektronlar
aciga cikarirlar. Ac¢iga c¢ikan elektronlar bir devre ile katot elektroda transfer edilirken,
protonlarin katot boliimiine gegisi bir membran araciligi ile olmaktadir. Secici gegirgen
ozelliginden dolayr membran, sadece katyonlarin gegisine izin verirken, aynit zamanda katot
boliimiindeki oksijenin anaerobik bakterilerin bulundugu anot béliimiine gegisini de engeller.
Devre yardimiyla katot boliimiine aktarilan elektronlar ve membrandan gegen protonlar
burada oksijenin indirgenmesine yol acarak su molekiilii olusturur. Tek bdlmeli mikrobiyal
yakit hiicresi sisteminin en 6nemli farki, ayr1 bir katot boliimii igermemesidir (Gezginci vd.

2011).
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Sekil 1.1 iki bdlmeli mikrobiyal yakit hiicresi sisteminin sematik gosterimi (Gezginci vd.
2011).

1.1.2.2 Enzimatik Yakit Hiicreleri

Enzimatik yakit hiicresi (Enzymatic fuel cell, EFC), biyokatalizoér olarak mikroorganizma
yerine enzimlerin kullanildig1r bir biyolojik yakit hiicresi ¢esididir. Enzimle katalizlenen

reaksiyonlar teorik redoks potansiyellerine yakin degerlerde gergeklestiginden enzim tabanl



yakit hiicreleri, ayni1 giicli lireten mikrobiyal yakit hiicrelerine gore daha kiigiik 6l¢ekte dizayn
edilebilir (Gupta vd. 2011). Mikrobiyal yakit hiicrelerinin kullanim omiirleri uzun olmasina
ragmen hiicre membranlarinda gergeklesen yavas kiitle transferinden dolay1 gii¢ tliretimleri
diisiik olmaktadir. Bunun tam aksine, EFC’lerin gii¢ iiretimleri, enzimlerin substratina
spesifik olmasindan ve mikroorganizmalara nazaran elektrot ylizeyinde hizli reaksiyon
vermesinden dolay1 yiiksektir. EFC’lerde, cogunlukla glikozu yakit olarak kullanan sistemler
tercih edilmistir (Liu vd. 2010). Glikozun yakit olarak kullanildigi EFC’lerde, glikoz anotta
glikoz oksitleyici bir enzim tarafindan glukonolaktona yiikseltgenir ve elektronlar, bu enzim
lizerinden enzimin bagli bulundugu polimere tasmir. Polimer aracilifiyla anoda iletilen
elektronlar katoda ulastirilir ve katot polimeri araciligiyla katot enzimine (genellikle lakkaz ya
da bilirubin oksidaz) aktarilir. Katot enzimi, tlizerine aldig1 elektronlar araciligiyla ortamda
bulunan oksijeni suya indirger. Bu reaksiyonlar gergeklesirken, uygun bir hiicre potansiyeli
altinda anottan katoda dogru siirekli bir elektron akisi saglanir ve bu sayede devrede bir
elektrik akimi tretilir. Glikoz oksidaz (GOx) biyoanodu ve lakkaz (LAC) biyokatodundan
olusan tipik bir EFC Sekil 1.2’de gosterilmektedir.
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Sekil 1.2 Glikozun yakit olarak kullanildigi tek kompartimanli bir EFC.

Anodik Reaksiyon: 2CgH12,0— 2CgH100g + 4H™ + 4e~ (1.3)
Katodik Reaksiyon: O, + 4H" + 4¢ — 2H,0 (1.4)
Net Reaksiyon: 2CeH 1206 + O— 2CgH 1906 + 2H, (15)



1.2 ENZIM  KATALIiZLI REAKSIYONLARDA ELEKTRON TRANSFER
MEKANIZMASI

Enzimatik elektrotlarin dizaynindaki anahtar olay, enzim ve elektrot arasinda gergeklesen
etkili elektriksel iletisimdir. EFC’lerde ortama substrat (yakit) eklendiginde olusan
biyokimyasal reaksiyonlar sonucu enzimin aktif merkezinden elektrot yiizeyine tasinan
elektronlar ile akim dretilir. Elektronlarin tasiniminda direkt elektron transferi (DET) ve

medyatorlii elektron transferi (MET) olmak tizere iki farklt mekanizma bulunmaktadir.

Eger bir enzim, elektrot ile kendisi arasinda elektronlar1 rahatga transfer edebilme yetenegine
sahipse bu slireg DET olarak adlandirilir. Sekil 1.3’de DET’in mekanizmasi sematize
edilmektedir. DET gergeklestiren birgok redoks enzimi bilinmektedir. Genel olarak, DET
sergileme egilimindeki enzimler, protein dis yiizeyine yakin olacak sekilde bulunan redoks
aktif bolgelerine sahiptirler. Molekiiler transformator olarak davranan bu tip enzimler yakitin
redoks reaksiyonunu katalizler ve elektrot ylizeyine veya bir baska molekiile elektron
transferini yapabilen redoks tiirleri sayesinde elektron transfer siirecini tamamlayarak elektrik
sinyali olustururlar (Xu 2014). DET yapabilen redoks enzimlerinin bir¢ogunun aktif
merkezinde metal demir merkezi iceren en az bir heme grubu, demir siilfiir kiimeleri ve bakir
gibi redoks aktif metal merkezler bulunmaktadir (Shao 2012, Xu 2014). Bu tarz enzim

sistemleri medyator kullanmadan elektron transferinin gergceklesmesine olanak saglamaktadir.

Direkt elektron transferi (DET)

-----------------
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Sekil 1.3 DET sematik gosterimi.



EFC’lerde calisilan pek cok enzimde, redoks birimi protein yapisi i¢ine derinden gémiilmiis
ve kalin bir karbonhidrat kabuk ile izole edilmis bir vaziyettedir. Bu durumda, elektron
transferi icin kinetik bariyeri asmak amaciyla biyoelektrokatalitik sisteme medyator (aract)
denen redoks aktif bir tiir uygulanmasi gerekir. Medyatorler elektronlarin enzim ve elektrot
arasindaki elektron transferini rahatlatmak ve hizlandirmak icin kullanilan maddelerdir. Bu
stirece medyatorlii (aracili) elektron transferi (MET) denir. Sekil 1.4’de MET ’in mekanizmasi
sematize edilmektedir. Uygun bir medyatdr hizli elektrokimyasal kinetik, enzimle girisim
yapmayacak yiikseltgenme seviyesi, kimyasal kararlilik ve tersinirlik gibi Ozellikler
barindirmalidir (Biiyiiknohutgu 2009). Bunun yani sira medyatoriin indirgenme/yiikseltgenme
potansiyelinin tasarlanan EFC elektrotunun potansiyeline yakin olmasi iiretilen giig

yogunluguna pozitif etki edecektir.

Medyatorlii elektron transferi (MET)

Medyator
(indirgenmis form)

Medyator
(oksitlenmis form)

| Elekt_rot_

Sekil 1.4 MET sematik gosterimi.

Medyator kullanilan yakit hiicrelerinde verimli enerji eldesi icin genellikle enzim ve
medyatoriin beraberce elektrot destek materyaline bagli olmasi istenmektedir. Bu sayede
kullanilan medyatoriin ¢alisma ortamina kagma riski ortadan kalkar, ayrica medyatdr yiizeyde
bagli bulunan enzime daha yakin yerleserek enzim tarafindan salinan elektronlar1 kolaylikla
yakalar. Enzim ve medyatorler i¢in; basit fiziksel adsorpsiyon, kovalent baglama, ¢apraz
baglama (cross-linking) ve polimerik jeller i¢ine hapsetme gibi ¢ok ¢esitli immobilizasyon
(tutuklama/baglama) stratejileri mevcuttur. Bu baglamda, literatiirde var olan enzimatik

elektrotlar1 3 gruba ayirmak miimkiindiir:



> Immobilizasyon matriksi nanoyapili materyaller olan ve DET’e dayali

elektrotlar (Sekil 1.5A)

> Immobilizasyon matriksi polimer olan ve medyatdrii enzimle beraber sonradan

immobilize edilen MET e dayali elektrotlar (Sekil 1.5B)

> Polimer yapisina polimerin sentez asamasinda baglanana medyatore sahip

MET e dayali elektrotlar (Sekil 1.5C)
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Sekil 1.5 Enzim elektrotlarinin sematik gosterimi.
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1.3 POLIMERLER

Gerek biyosensor sistemlerinde gerekse yakit hiicrelerinde sistem performansini etkileyen
onemli konulardan birisi, kullanilacak enzimin elektrot ylizeyinde bir polimer aracilifiyla
baglanma kapasitesi ve bu polimer sayesinde yeterli iletkenligin saglanabilmesidir. Kullanilan
polimerin fonksiyonelligi ve morfolojisi elektrik akiminin tiretimini dogrudan etkilemektedir.
Bu nedenle, elektrot ve enzim arasindaki elektron transferini saglayabilecek, enzimi lizerine
baglayabilecek gruplar tasiyan orjinal polimer ve kopolimerlerin kullanilmasi tasarlanan

EFC’lerin performansini olumlu yonde etkileyecektir.

Elektropolimerizayon ya da kimyasal yolla sentezlenebilen iletken/yalitkan polimerler EFC
sistemlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Hali hazirda ticari olarak satilan monomerler
elektrot yiizeyinde polimerlestirilerek iletken bir film olusturabilmektedir. Iletken
polimerlerin yanisira kimyasal olarak sentezlenen polimerlerin tasarlanma sekline gore enzimi
adsorpsiyon yada kimyasal baglama kabiliyeti, EFC dizayni i¢in genis bir yelpaze

sunmaktadir.

10



1.3.1 iletken Polimerler

fletken polimer kavrami, kendi orgiisii icerisindeki elektronlarla (elektronik) yeterli diizeyde
elektriksel iletkenligi saglayan polimerler i¢in kullanilir. Bir polimerin kendisinin dogrudan
elektrigi elektronlar {izerinden iletebilecegi, ilk kez, poliasetilen {izerine yapilan ¢alismalarla
anlasilmistir. Poliasetilen, uzun yillardir iletken olmadigi bilinen ve normalde siyah toz
halinde bir polimerdir. H. Shirakawa, 1974’te, Ziegler-Natta katalizorii kullanarak metalik
goriintiide ancak yeterince iletken olmaya giimiis renginde poliasetilen filmler hazirlamigtir.
1977 yilinda H. Shirakawa, A.J. Hegger ve A.G. MacDiarmid sozii edilen poliasetilen
filmlerin iyot, flor veya klor buharlarina tutularak yiikseltgendiginde, iletkenligin 10° Kkat
artarak 10° S/m diizeyine ¢iktigini gdzlemislerdir. Bu deger yalitkan karakterli teflonun
iletkenligi olan 108 S/cm den ¢ok yiiksektir ve giimiis, bakir gibi metallerinin iletkenligi olan
10° S/m diizeyine yakindir. Shirakawa, Hegger ve MacDiarmid bu caligmalarindan dolay1
2000 yilinda Kimya Nobel ddiiliinii kazanmiglardir (Sagak 2004).

Polimerlerin elektronik iletkenlik gdsterebilmesi igin, polimer oOrgiisiinde, elektronlarin zincir
boyunca taginmasini saglayan uygun yerlerin bulunmasi gerekir. Bu kosulu ana zincirinde
konjlige ¢ift baglar bulunan polimerler saglar. Konjiigasyon yiiksek diizeyde iletkenlik i¢in
tek basina yeterli degildir. Konjiige ¢ift bagli polimerlerin iletkenligi dop islemile arttirilir.
Dop islemiyle polimer yapisina iletkenligi saglayacak olan elektronlar verilir veya elektronlar
almarak polimer orgiisiinde art1 yiiklii bosluklar olusturulur. Iletken polimerlerde iletkenligin
nasil saglandigi1 cok basit bir yaklagimla bu bosluklar {izerinden acgiklanabilir. Art1 yiiklii bir
bosluga baska bir yerden atlayan elektron, geldigi yerde de art1 yiiklii bosluk olusturacaktir.
Bu islemler ard arda zincir boyunca veya zincirler arasinda yinelenerek elektrik iletilir (Sagak

2004).

Giiniimiizde polipirol, polianilin, politiyofen, polifuran, poli(N-vinil karbazol) ve bu
polimerlerin kimyasal tiirevleri gibi pek ¢ok iletken polimer bulunmaktadir. Bazilarinin film
ve levha iiretiminde ticari olarak kullanildigi bilinmektedir. Yakit hiicreleri ve biyosensor
sistemleri i¢in kolay elektropolimerize edilebilmeleri, film olusturmalari, elektrot yiizeyi ve
enzim arasinda elektron tasinimina katki sagladiklarindan oldukca yaygin olarak
kullanilmaktadirlar. Ayrica elektrot yiizeyinde olusturulan iletken filmin kalinligi,

elektropolimerizasyon siiresinde degisiklikler yapilarak kontrol edilebilir.
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1.3.2 Sentetik Polimerler

Polimerler istenilen kimyasal morfolojiye goére bir ya da daha fazla monomerden
sentezlenebilir ve monomer ¢esidine gore homopolimerler ve kopolimerler olarak iki gruba
ayrilirlar. Homopolimerler tek cins monomerin polimerlesmesiyle elde edilirler. Kopolimerler
iki ya da daha fazla monomer biriminden olusmus polimerlerdir ve genis bir ¢alisma
yelpazesi sunduklarindan BFC ve biyosensor c¢alismalarinda yaygm bir sekilde
kullanilmaktadirlar. Kopolimerler, katilma polimerizasyonu ve basamakli polimerizasyon
yontemleriyle sentezlenebilir. Katilma polimerizasyonu 6zellikle radikalik kopolimerizasyon,
kopolimerin sentezi i¢in en uygun yontemdir (Sagak 2004). Basamakli polimerizasyon
fonksiyonel gruplar tastyan molekiiller arasinda adim adim ilerler. Once iki monomer
tepkimeye girerek bir dimer olusturur. Dimer, diger bir monomerle etkileserek trimer veya
kendisi gibi bir dimerle etkileserek tetramere doniisiir ve benzer tepkimelerle zincirler
bliylimeyi siirdiirlir. Polimerizasyon ortaminda bulunan her biiyiikliikliikteki molekiil
birbiriyle tepkimeye girebilir ve polimerin mol kiitlesi yavas yavas, uzun bir zaman araliginda
artar. Katilma polimerizasyonunda monomer molekiilleri aktif merkezlere ard arda ve hizla
katilarak zinciri biiyiitlirler. Biiyiime tepkimeleri her zaman aktif zincirlerle monomer
molekiilleri arasindadir. Polimerizasyonun ilk anlarinda yiiksek mol kiitleli polimer olusur,
tepkime siiresince de ortamda yalniz yiliksek mol kiitleli polimer ve monomer bulunur (Sagak
2004) Katilma polimerleri radikalik ya da iyonik mekanizma iizerinden sentezlenebilir. Ancak
bu béliimde, yakit hiicresi ve sensor sistemlerde c¢ok fazla ilgi goren kopolimerlerin
sentezlenmesinde en yaygin kullanilan yontem olan radikalik katilma polimerizasyonu

incelenecektir.

Radikalik polimerizasyona yatkin bir monomerin polimerizasyonu, bu monomerin varliginda
polimerizasyon ortaminda serbest radikaller olusturularak baslatilir. Polimerizasyonu
baslatacak serbest radikaller, kimyasal maddeler veya baz1 fiziksel etkenlerden yararlanilarak
retilir. Organik peroksit veya hidroperoksitler, azo bilesikleri, redoks baslaticilar ve
organometalik bilesikler gibi kimyasal gruplar iceren maddeler, normal kosullarda
kendiliginden ya da 1s1 etkisiyle pargalanarak radikal olusturan bilesiklerdir. Bu kimyasal
gruplar arasinda yaygin olarak kullanilan baslaticilara ornek olarak azobisizobiitironitril
(AIBN) ve benzoil peroksit verilebilir. Sekil 1.6, AIBN ve benzoil peroksitin radikal

olusturma reaksiyonlarini gostermektedir. Isi, 151k ve yiiksek enerjili 1smnlar radikalik
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polimerizasyonu baglatabilen fiziksel etkenlerdir. Bunlarin yan sira elektrokimyasal metotla

radikal tiretmek polimerizasyona olanak saglayan bir bagka yontemdir.
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Sekil 1.6 Baslatic1 reaksiyonlart.

Katilma polimerizasyonuna zincir polimerizasyonu da denir. Baglama basamagini biiylime ve
sonlanma adimlan takip eder. Biiylime adiminda, aktif radikalik merkezler hizla monomer
molekiillerini katarak zinciri biiyiitiirler. Aktif polimer zincirlerinin ortamda bulunan herhangi
bir molekiille etkileserek aktifliklerini yitirdikleri ve 6lii polimer zincirlerine dontistiikleri
kisim, sonlanma adimi olarak adlandirilir. Sonlanma iki aktif zincirin birleserek sonlanmasi
ya da ayr1 ayr1 sonlanmasi seklinde olabilmektedir. Sekil 1.7°de radikalik katilma
polimerizasyonuna oOrnek olarak akrilonitrilin polimerizasyonu detayli bir sekilde

gosterilmektedir.
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Sekil 1.7 Akrilonitrilin radikalik katilma polimerizasyon mekanizmasi.

Radikalik kopolimerizasyonu ile istenilen morfolojide ve Ozellikte sentezlenebilen
kopolimerler, zincir boyunca tekrarlayan birimlerinin dagilimma gore smiflandirilirlar.
Gelisigiizel, ard arda, blok ve graft (as1) kopolimerler olmak iizere dort kisma ayrilirlar. Bu alt
birimler arasinda graft (as1) kopolimerler biyolojik sistemlerde daha yaygin olarak
kullanilmaktadir. Graft kopolimerler, aynm tiir monomer igeren polimer zincirinin bir veya
daha fazla yerinden dallanma yaparak olusurlar. Bu teknikte dallanma yapan monomerler
farkli tiirden olmalidir. Graft kopolimer {i¢ sekilde gergeklesir: ana zincirden graftlama
(garfting from), ana zincire graftlama (grafting onto) ve dogrudan graftlama (grafting
through) seklinde tarak ya da firca tipi graft kopolimerlerdir (Hazer 1995, Hazer 2015, Sanal
vd. 2015). Sekil 1.8’de graft kopolimer tiirleri sematize edilmistir (Banerjee vd. 2014). Ana
zincirden graftlanmada (grafting from) firca tipi graft kopolimer elde edilir ve genellikle

graftlanan yan zincirler ¢izgisel bir ana zincirden olusur. Tarak tipi graft kopolimerler ise ana
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bir polimer zincirinden olusur bir tane veya daha fazla zincir kovalent baglarla birbirlerine
baglanir. Ana zincir uzunlugu, graftin yogunlugu ve yan zincirlerin uzunluklari toplam
molekiil agirligini belirler ve tarak tiirii graft kopolimerin 6zelliklerini etkiler (Balc1 vd. 2010,
Ataman 2010). Graft kopolimerlerin sentezi i¢in bir baska yontem Williamson eter sentezi
olarak bilinen bir niikleofilik yer degistirme tepimesidir. Bu sentez, bir sodyum alkoksitin, bir
alkil halojeniir, bir alkil siilfonat veya bir alkil siilfatla verdigi SN2 tepkimesini icerir
(Solomons and Fryhle 2000). Williamson eter sentezi ile elde edilen Polipropilen-g-
Polietilenglikol (PP-g-PEG), Sekil 1.9°da gosterilmektedir (Balc1 2010, Kalayci 2010). Graft
kopolimerlerin amfifilik 6zellik kazandirilarak sentezlenmesi de polimerin morfolojisinde ve
ozelliklerinde onemli degisikliklere sebep olabilir (Allr ve Hazer 2008, Kiligay vd. 2010).
Amfifilik kopolimerler hidrofilik ve hidrofobik 6zelliklere sahip bloklar igeren polimerlerdir.
Cesitli tasarimlarda sentezlenebilen (graft, blok vb.) amfifilik kopolimerlerin hidrofilik ve
hidrofobik birimlerinin polimer igerisindeki miktarlar1 degistirilerek polimere yeni 6zellikler

kazandirilabilir.

Ana zincire
graftlama

O
Ana zincirden
graftlama

Dogrudan
graftlama

Sekil 1.8 Graft kopolimer tiirleri.
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Sekil 1.9 Williamson eter sentezi ile PP-g-PEG eldesi.

EFC calismalar i¢in sentezlenen kopolimerlerin bilinen konsantrasyondaki ¢ozeltileri altin,
cams1 karbon, platin gibi ¢alisma elekrotlarinin yiizeyine damlatilarak kullanilir. Coziictisii
oda sicakliginda ucurulmus olan kopolimerin elektrot yiizeyinde polimerik bir film
olusturmasi beklenir. Olusan kopolimerik film EFC sisteminde kullanilacak olan enzimlerle
muamele edilerek calisma elektrodu hazir hale getirilmektedir. Bu islem kopolimer kaph
ylizeye enzim ¢ozeltisi damlatma ya da kopolimer filmin enzim ¢o6zeltisinde belli bir siire
bekletilmesiyle yapilmaktadir. Enzimler, kopolimere ya kimyasal olarak baglanir ya da
adsorpsiyon yoluyla tutuklanir. Enzim immobilizasyon metodu, sentezlenen kopolimerin
kimyasal gruplarina gore belirlenmektedir. Karboksilik asit ve amin gruplar1 gibi kimyasal
yapilart biinyesinde bulunduran kopolimerler, enzimlerin kimyasal yoldan kopolimere
baglanabilmesine olanak saglamaktadir. Bu gruplar ile enzimler arasindaki kimyasal bagin
olusabilmesi i¢in baglanma ajanlar1 kullanilmaktadir. Baglanma ajanlari karboksilik asit
gruplart i¢in karbodiimid ¢Ozeltisi ve amin gruplar igin gluteraldehit c¢ozeltisidir.
Aktiflestirme islemi kopolimer kapl yiizeye baglanma ajami ¢ozeltisi damlatma ya da
kopolimer filmin baglanma ajani1 ¢ozeltisinde belli bir siire bekletilmesiyle yapilmaktadir ve
bu islemden sonra enzimle muamele edilerek kimyasal baglanma gergeklestirilir. Adsorpsiyon
yontemi ise enzim molekiillerinin, fiziksel olarak destek materyali ylizeyine ve porlarina
tutunmasiyla gerceklestirilir. Sekil 1.10°da adsorpsiyon ve kimyasal yontem ile

gerceklestirilen enzim immobilizasyonunun sematik hali gosterilmektedir. Kimyasal olarak
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baglanan enzim ve kopolimer arasinda kovalent baglar olusurken, adsorpsiyon ile tutuklanan

enzim ile kopolimer arasinda fiziksel etkilesim olugmaktadir.

Adsorpsiyon yontemi ile enzim immobilizasyonu

@

—

&\ @

S ©
Enzim @ @
®\®

&
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®
]

Polimer
Kimyasal enzim immobilizasyonu
o]
o) o \ (o}

N
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Sekil 1.10 Adsorpsiyon ve kimyasal yontem ile gerceklestirilen enzim immobilizasyonu.

BFC’lerde polimerler kompozitler seklinde de kullanilmaktadir. ki veya daha fazla farkl
maddenin veya malzemenin kullanim amacma yonelik karistirilmast veya belli bir diizende
bir araya getirilmesiyle hazirlanan yeni malzemelere kompozit denir. Kompozitler ¢dziinen
veya ¢Ozen bilesenlerden olugmadigi gibi bilesenleri arasinda atom aligverisi gibi kimyasal
etkilesimler bulunmaz. Kompozitlerin hazirlanmasindaki temel amag, farkli maddelerin iyi
ozelliklerini bir malzeme altinda toplayabilmektir. Kompozitlerle hazirlanan malzemelerde 1yi
film olusturabilme, yiiksek dayanim, kararlilik, sicakliga dayamiklilik, disik agirlik, 1s1

iletkenligi, elektriksel iletkenlik, elektriksel direng ve benzeri o6zellikler gozlenir (Ataman
2010).
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1.4 POLIMERLERIN MODIFIKASYONLARI

Kimyasal ya da adsorpsiyon yontemi ile enzim immobilize edilebilen polimerik filmlerin
modifiye edilmesi EFC performansini arttirabilmektedir. EFC’lerde kullanilan GOx gibi baz1
enzimlerin aktif merkezleri protein yapiin derinlerinde gomiilii oldugu i¢in enzim/substrat
reaksiyonu sonucu ortaya c¢ikan elektronlarin transferi daha zor olmaktadir. Elektron
transferini kolaylagtirma ya da hizlandirma amaciyla medyator (karbon nanotiipler, ferrosen,
p-benzokinon, nétral kirmizisi, nanopartikiiller vb.) kullanmak, daha fazla enzim molekiili
baglayabilen ve elektron tranferini hizlandiran elektroaktif fonksiyonel gruplarla polimerleri

modifiye etmek EFC performansinda 6nemli katkilar saglamaktadir.

Nanomalzemelerin elektronik, magnetik, optik, fiziksel ve kimyasal ozellikleri, biyo
uyumlulugu ile birlestiginde EFC performansint olumlu yonde etkilemektedir (Krikstolaityte
2009). Ayrica nanomalzemelerin maliyetinin ucuz olmasit avantaj yaratmaktadir.
Nanopartikiiller, ince filmler ve nanotiipler olarak iiretilen malzemeler, ¢ok kiiciik boyutlar
sebebiyle teknolojide dnemli kullanim alanlarina sahiptirler. Nanoteknolojinin en 6nemli ve
giincel konularindan biri, ¢ok dnemli mekanik ve elektronik 6zelliklere sahip olan karbon
nanotiiplerdir. Ideal bir nanotiip, diizgiin bir silindir olusturmak icin yuvarlatilmis karbon
atomlarindan olusmus hekzagonal ag gibi disiiniilebilir. Nanometrik boyutlu silindir,
mikronun onda biri uzunlugunda olabilir. Karbon nanotiipler, tek duvarli karbon nanotiipler
(SWCNT) ve c¢ok duvarli karbon nanotiipler (CNT) olmak tizere iki gurupta toplanirlar. Tek
duvarl karbon nanotiipler temel yap1 gibi diisiiniilebilir ve bu da ¢ok duvarli nanotiiplerin
yap1 tagii olusturur (Dolastir 2009). Nanometrik boyutta silindirik grafen tabakalarindan
olusan karbon nanotiipler kendine 6zgii karakteristik 6zelliklere sahiptir. Yiizey alani/kiitle
oraninin biiylik olmasi, yiiksek elektrik iletkenligi ve mekanik dayanikliligr bu ozellikler
arasinda siralanabilir (Merkogi vd. 2005). Son yillarda karbon nanotiip, iletkenliginin ¢ok
yiikksek olmasi nedeniyle hassas Ol¢limler yapilmasina imkan saglayabildigi i¢in bir ¢ok
amperometrik biyosensor ve biyolojik yakit hiicresi ¢alismasinda kullanilmistir. Ornegin,
karbon nanotiiple modifiye edilmis polipirol film ile hazirlanan amperometrik fenol
biyosensorii ¢aligmasinda karbon nanotiipsiiz hazirlanan biyosensore gore oldukga yiiksek
akimlar gozlenmistir ve karbon nanotiiple modifiye edilen elektrot ile daha diisiik fenol
konsantrasyonlar1 Ol¢iilebilmistir (Korkut vd. 2008). Bir baska arastirmada, ticari olarak
satilan kursun kalem grafit elektrotlarina kimyasal olarak LAC enzimi immobilize edilerek iki

farkli calisma elektrodu hazirlanmistir. Calisma elektrotlarindan birine elektropolimerizasyon
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yontemiyle polianilin film olusturulduktan sonra kimyasal olarak MWCNT (E1 elektrodu)
baglanirken digerine direkt olarak MWCNT (E2 elektrodu) baglanmistir. E1 calisma
elektroduna 0.58 V uygulayarak 295.7 pA/cm? ve E2 calisma elektroduna 0.60 V uygulayarak
228.94 uA/cm2 akim yogunlugu elde edilmistir (Kashyap vd. 2015).

Son 15 yildir karbon nanotiiplerin yanisira, altin nanopartikiiller de EFC c¢alismalarinda
olduk¢a yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Rasmussen vd. 2015). Yiiksek akim yogunlugu
elde etmek icin kullanilan altin nanopartikiiller stabil, iletken ve biyouyumlu
nanomalzemelerdir (Krikstolaityte 2009). Kimyasal yoldan ya da elektropolimerizasyon
yoluyla sentezlenen polimerler altin nanopartikiillere modifiye edilerek kullanilabilmektedir.
Bir grup arastirmaci tarafindan yapilan mikrobiyal yakit hiicresi ¢aligmasinda, karbon kagit
calisma elektrodu altin napopartikiillerle modifiye edilerek kullanilmigtir. Siklik voltametri ve
elektrokimyasal impedans spektroskopisi sonuglari ile altin nanopartikiiller igeren calisma
elektrodunun sadece karbon kagit ile hazirlanan calisma elektroduna gore daha iyi
elektrokimyasal davranig gosterdigi tespit edilmistir. Modifiye elektrotta daha yiiksek
elektroaktif yiizey ve artan elektron transfer hizi, sistemin performansini olumlu yonde
etkilemistir. Karbon kagit ile hazirlanan g¢alisma elektrodundan 174 mW/m®lik, altin
nanopartikiillerle modifiye ¢aligma elektrodundan 346 mW/m*lik giic yogunlugu
hesaplanmistir (Guo vd. 2012). BFC ve biyosensor ¢aligsmalari i¢in altin naopartikiillerin yani
sira platin, kobalt, giimiis, nikel, bakir, indiyum, pladyum gibi nanopartikiiller hazirlanarak
biyolojik sistemlerde etkinligi arastirilmaktadir (Li vd. 2013, Ciszewski and Stepniak 2013,
Kunga vd. 2014, Yuan vd. 2014, Dhara vd. 2014, Wang vd. 2014).

1.5 LITERATUR OZETI

Enzimlerin substrat spesifikligi sayesinde, mikrobiyal yakit hiicrelerinde anot ve katot arasina
yerlestirilen secici membrana gerek duyulmamaktadir (Brunel vd. 2007). Bu 6zellik EFC-lere
cevresel ve in vivo ortamlarda kullamm kolayligi saglamasinin  yaninda sistem
minyatiirizasyonuna da olanak saglar ve ayni zamanda hazirlanan EFC sistemlerinin
ticarilestirilmesi icin gereklidir. Buna ragmen, literatiirde arada membran olmadan, anot ve
katodun tek bir kompartimanda kullamldigi EFC uygulamasi oldukga azdir (Osman vd. 2011).
Ustelik bu az sayida raporda elde edilen gii¢ oldukea diisiiktiir. Glikoz dehidrogenaz enziminin
karbon anot iizerinde tutturulup glikozun yakit olarak kullanildigi tek kompartmanli EFC
calismasinda 0.06 V’luk hiicre potansiyeli degerinde 50 nW/mm?lik bir giic iiretimi
saglanabilmistir (Katz vd. 1999a). Tsujimura ve grubu, 50 mM glikoz igeren oksijene doyurulmus
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membransiz tampon ortaminda glikozu yakit olarak kullanmis ve 0.19 V’luk hiicre potansiyelinde
580 nW/mm® lik bir gii¢ iiretmistir (Tsujimura vd. 2002). Chen ve grubu, GOx ve LAC
enzimlerini 2 cm uzunlugundaki karbon fiber elektrotlara baglayarak tek kompartmanlt bir yakit
hiicresi tasarlamus, hiicreyi 37°C sicaklikta calistirarak, 0.38 V’luk hiicre potansiyelinde 0.6
uW/mmZ’lik bir gii¢ elde etmistir (Chen vd. 2001). S6z konusu ¢alismada pH degeri 7.2°dir ve bu
deger sadece GOx i¢in uygun bir deger olup, LAC enziminin diisiik aktivite gosterdigi bir
degerdir. Diger bir EFC ¢aligmasinda gii¢ tiretimi 0.78 V gibi yiiksek bir hiicre potansiyelinde 2.7
uW/mm2 olup, tstelik bu calismada bir medyator elektron transferini artirma amaciyla
kullanilmistir (Mano vd. 2003a). Alcohol dehydrogenase ve GOx enzimlerinin ¢ubuk seklindeki
karbon elektrotlara tutturulmastyla hazirlanan baska bir EFC ¢alismasinda 10 nW/cm®lik bir gii¢
tiretimi  saglanabilmis ve hazirlanan yakit hiicresinin kullanim Omrii 2.5 gilin olarak rapor
edilmistir (Ramanavicius vd. 2005). Glikozu yakit olarak kullanan diger tek kompartmanli EFC
calismalarinda firetilebilen gii¢ degerleri, Coman vd. 2008 tarafindan 0.05 uW/mm2 ve Wang vd.
2009 tarafindan 0.0138 pW/mm? olarak rapor edilmistir. Medyatér kullanilmadan yapilan EFC
calismalarinda simdiye bulunan en yiiksek giic tiretimi 10 pW/mm? dir (Kamitaka vd. 2007, Katz
vd. 1999b, Tsujimura vd. 2002, Chen vd. 2001, Mano vd. 2003b, Coman vd. 2008, Ramanavicius
vd. 2005, Wang vd. 2009, Zayats vd. 2005). S6z konusu ¢aligmalarda elektrotlarin akim {iretim
kabiliyetlerinin gelistirilmesi igin elektrot fabrikasyon basamagi iizerine detayli caligmalar
yapilmamstir. Tez kapsaminda bu asamada yogun ¢alismalar yiriitiilmis, gelistirilen EFC’ler
yenilenebilir enerji kaynagi olarak kullanilan bitkiye ve seker bazli atiksuya daldirildigindan tek
bir kompartimanda isletilmistir. Bu baglamda g¢alisma ortami her iki enzimin yiiksek aktivite

gosterecegi bigimde optimize edilmistir.

EFC’lerde yiiksek performans elde edebilmek igin sistemde medyator kullanilmasi, elektrot ve
enzim arasinda gerceklesen elektron akisini hizlandiracagindan uygun goriilmiistiir. Bunun yani
sira, GOx yiiksek aktivite gosteren bir enzim olmasma ragmen, aktif merkezi derinde
bulundugundan elektron transferi i¢in bir medyatdr kullanilmasi faydali olmustur. Simdiye kadar
yapilan EFC calismalarinin ¢ok azinda medyatér kullanimia rastlanmistir, medyator
kullanilmasina ragmen sistem performansinin artiritlamadigi elde edilen giic degerleri yoniinden
acikca belli olmaktadir. Ustelik kullanilmis olan medyatérler genellikle elektrot yiizeyindeki
polimere enzimle beraber immobilize edilerek sonradan tutturulmustur. Medyatorlerin bu sekilde
kullanimu isletim sirasinda polimerik malzemeden medyatoriin kagmasina biiyiik 6lglide olanak
saglar. Ornegin; medyatorlii bir EFC ¢alismasinda elektroda tutturulmus olan medyatérlerin iizeri

kacis1 engellemek icin Nafyon ile kaplanmistir. 0.63 V gibi yiiksek bir hiicre potansiyeli olugarak
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elde edilen gii¢ degerinin 0.23 uW/mm2 oldugu belirtilmistir (Cosnier vd. 2010). Boyle bir
uygulamada medyator {izerinin kaplanmasi, medyator ile enzim arasinda kiitle transferini
giiclestirebilmekte, ayrica EFC’nin kullanim pratikligini  azaltabilmektedir. Bu nedenle
kullanilacak olan medyator, polimerin polimer sentez asamasinda ana veya yan gruplarina
takilmali, bu sayede medyator kaybinin oniine gegilmelidir. Buna ek olarak, medyatdriin elektrot
yiizeyinde bagli bulunmasi elektrot ile yakin temasim saglayacagindan elektron transfer
ihtimalinin olduk¢a yliksek olmasi beklenir (Barton 2009). Medyatoriin polimerin kendi yapisinda
bulunmasi ayn1 zamanda isletim sirasinda ¢alisma ortamina medyator eklenmesini gerektirmez.
Tez kapsaminda kullanilan medyatdrler (altin, kobalt vb.), polimerlerin sentez asamasinda ana
yapiya takilmis oldugundan gelistirilen EFC’lerde yukarida agiklanmaya galisilan sikintilarin
Oniine  gegilebilmistir.  Literatiirde EFC’ler igin  kullamilmis  medyatorler;  ferrosen,
tetratiyafulvalen, 8-hidroksikinolin-5-siilfonik asit ve osmium kompleksidir (Cosnier vd. 2010,
Nazaruk vd. 2008, Merle vd. 2009, Mano vd. 2005). Bu calismalar arasinda en yiiksek
performans osmium kompleksinin kullanildigi ¢alismadan elde edilmistir (13 uA/mmz). Fakat,
osmiumun kuvvetli bir redoks acict madde oldugu bilinmesine ragmen, osmium ile bir ¢aligma
elektrodu hazirlamak olduk¢a kompleks ve cok sayida asamay: igermektedir (Ivan vd. 2011).
Ayrica osmium olduk¢a pahali bir maddedir ve yakit hiicrelerinde toksidite yarattigi rapor
edilmigtir (Barton vd. 2004). Segilen medyatdriin, hazirlanacak sistemde elektrot yiizeyinde
gerceklesen biyoelektrokimyasal olaylara uyumluluk gostermesi ve elektrot fabrikasyon ve
isletim basamaklarinda sorun yaratmamasi sarttir. Zayat vd. 2005, GOx enzimini altin
nanopartikiillerle modifiye ederek enzimin elektriksel iletim kapasitesini artirmistir. Caligmada
altim nanopartikiillerin enzimle olduk¢a uyumlu oldugu rapor edilmistir. Bu nedenle, tez
kapsammda GOx enzimi anodik enzim olarak kullanilacagindan, kullanilmasi planlanan
medyatorler arasinda altin nanopartikiiller iceren polimerlere de yer verilmistir. Sekil 1.11°de
medyatoriin kullanildigi bir devre gosterilmektedir. Devrede elektron akisi artan potansiyel
yoniinde gerceklesmektedir. Kullanilacak olan medyatdriin elektrot potansiyel degeri enzimatik
reaksiyonun gerceklesebildigi potansiyel degeriyle uyum saglamalidir. Bu nedenle kurulacak
sistem i¢in uygun medyatorlerin secilmesi onemlidir. Sekil 1.11b’de goriildiigii gibi medyator
kullanim, hiicre potansiyelini 6nemli oranda diistirmektedir. Bu sayede medyatorlii sistemlerde
daha diisiik hiicre potansiyellerinde enerji elde edilebilmekte ve uygun medyatdr kullanimi
sistemin ekonomik olmasina olanak saglamaktadir (Ivanov vd. 2011, Cosnier vd. 2010, Nazaruk
vd. 2008, Merle vd. 2009, Mano vd. 2005, Barton vd. 2004).
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Enzim immobilizasyon metodu, enzimatik aktiviteyi etkilemektedir. Immobilize enzimlerin
stabilitesi, polimerle yaptiklar1 bag giiciine, bulunduklar1 mikrogevreye, aktivite gosterdikleri
reaksiyon ortaminin igerigine ve immobilizasyon ortamina baglidir. Bu nedenle, gerek enzim
denatiirasyonunu Onlemek gerekse aktivitesini kisitlamamak i¢in uygun immobilizasyon
metodu secilmelidir. Bu se¢im yapilirken kullanilacak olan polimerin morfolojisi de goz
oniinde bulundurulmalidir. EFC ve biyosensorlerde yaygin olarak kullanilan immobilizasyon
metodlari; fiziksel ylizey adsorpsiyonu, iletken polimer ya da hidrojeller i¢ine hapsetme ve
fonksiyonel polimerlere kovalent baglama seklinde siralanabilir (Osman vd. 2011). Enzim
immobilizasyon i¢in en kolay metot fiziksel adsorpsiyondur. Enzimler, karbon siyah1 ve grafit
tozu gibi iletken partikiiller iizerine adsorbe edilebilir (Pizzariello vd. 2002). Islem basit ve
diisiik maliyetlidir. Fakat enzim ve polimer arasindaki bag giicli (genellikle elektrostatik) ¢ok
zayifsa, enzimin polimerden koparak ortama difiize olma ihtimali s6z konusu olup, bu durum
ayni zamanda c¢aligma ortaminda da kontaminasyona neden olacaktir. Polimer porlarina
hapsetme metodunda, polimerik yap1, hapsolan enzimin hareket kabiliyetini kisitlamamalidir.
Bu metotla immobilize edilen enzimlerde substrat temasinin saglanmasi, substratin porlar
icine difiize olabilmesine baglidir. Hapsetme metodu kullanilarak hazirlanan bir etanol/O,
biyoyakit hiicresinde yapilan doniisiimlii voltametri ¢alismasi1 sonucunda, enzimatik reaksiyon
icin kiitle transferinin sinirlayici basamak oldugu rapor edilmistir (Minteer vd. 2004).
Kovalent baglanma metodu ile enzim ve polimer arasinda gii¢lii bir kimyasal bag kurulur. Bu
metotta, polimerler iizerinde bulunan fonksiyonel enzim baglayici gruplar kimyasal bag
kurulumuna olanak saglar. Enzimler iizerinde tasidiklar: amin, hidroksil ve karboksil gruplari
tizerinden bag yapar. Bu gruplarin enzim aktivitesini engellemeyen gruplar olmasina dikkat
edilmelidir. Kovalent bag, enzimi kuvvetlice bagladigindan sistem kararliligi bakimindan
EFC’lerde yaygin olarak kullanilmistir (Willner vd. 1998, Katz vd. 1999a, Katz vd. 2001,
Katz vd. 2003a, Katz and Willer 2003b, Katz and Willer 2003c). Bununla beraber
polietilenglikol ve gluteraldehit gibi ¢capraz bag ajanlari kullanilarak gergeklestirilen kovalent
baglama metotlarinin immobilize enzim stabilitesini artirdig1 rapor edilmistir (Soukharev vd.
2004, Katz vd. 1998, Bardea vd. 1997). Enzim immobilizasyon metodu, elektrot yiizeyinde
bulunan polimerin yapisina uygun segilmeli, enzim ve polimer arasinda gii¢lii bir oryantasyon
saglanmali ve segilecek metodun enzim aktivitesi ve stabilitesi lizerine olumsuz etkisi
olmamalidir. Tez kapsaminda incelenecek Onemli parametreler arasinda immobilizasyon
metodu yeralmaktadir. Literatiirde EFC’lerde goriilen bir diger 6énemli sorun EFC kullanim
omriidiir (0,33-2 giin arasinda) (Pas 2007, Willner vd. 1998, Katz vd. 1999a, Kang vd. 2004).

Bu sorun ana olarak immobilize edilen enzimin stabil olmamasina baghdir. Elektrot
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yiizeyindeki enzimin stabil olmasi biiyiik 6l¢lide immobilizasyon metoduna bagimhidir. Bu
nedenle tez kapsaminda kullanilacak polimerlere uygun farkli immobilizasyon metotlar
denenmistir. Simdiye kadar yapilan EFC caligsmalarinda, performans {izerine ayni enzim ig¢in

farkli immobilizasyon metotlarinin etkisi incelenmemistir.
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BOLUM 2

DENEYSEL CALISMALAR

2.1 KULLANILAN KiMYASALLAR VE EKIPMANLAR

Potasyum fosfat, sodyum hidroksit, potasyum kloriir, giimiis nitrat (>99.5%), lityum perklorat
(>95%), D(+) glikoz monohidrat, metanol (>99.7%, GC grade), tetrahidrofuran (THF,
>09.8%), kloroform (99-99.4%, GC grade), toluen (99.9%, HPLC grade), hidroklorik asit
(36.5-38%), glikoz oksidaz (from Aspergillus niger, >100000 units/g solid (149800 units/g
solid)), lakkaz (from Trametes versicolor, >10000 units/g solid (13600 units/g solid)),
bilirubin oksidaz (from Myrothecium verrucaria, 15000-65000 units/g solid (29000 units/g
solid)), N-hidroksisiiksinimid, N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilkarbodiimid hidroklorid,
sodyum dodesil siilfat (>98.5%, GC grade), 3-metil tiyofen (98%), 3-tiyofen asetik asit (98%),
pirol-2-karboksilik asit (99%), p-benzokinon (98%), nétral kirmizisi (90%), albumin (from
bovine serum, >98%), klorlanmis polipropilen (M,=150000 Da), polietilen glikol (M,=8000
Da), altin(III) kloriir (HAuCly, >49% Au), kobalt(IT) kloriir hekzahidrat (CoCl,.6H,0, 98%),
sodyum hidriir (NaH, 60% dispersion in mineral oil), sodyum borohidriir (NaBHj), imidazol,
poli(stiren-b-izopren-b-stiren) (14 wt% of styrene), merkaptopropiyonik asit ve benzofenon
Sigma-Aldrich firmasindan temin edildi. Dipotasyum hidrojen fosfat, sitrit asit monohidrat,
trisodyum sitrat, ferrosen (>98%), sodyum Kkloriir, asetonitril (>99.9%, HPLC grade),
diklorometan, coomassie brilliant blue G250, tetrabiitilamonyum tetrafloroborat (TBAFB),
gluteraldehit (25%) Merck firmasindan ve grafen, Aegean Nanotech. firmasindan temin
edildi.

CHI1040C marka potansiyostat, altin calisma elektrotlar1 (¢ap1: 2 mm), camsi karbon ¢alisma
elektrotlar1 (¢ap1: 3 mm), Ag/AgCl referans elektrotlari, Ag®/Ag” susuz referans elektrotlari,
platin karsit elektrotlar, elektrot temizleme kitleri, cam hiicreler ve teflon kapaklari CH
Instruments firmasindan alindi. Deneysel siiregte kullanilan SEM, FT-IR ve UV-VIS
spektrofotometre sirasiyla Quanta FEG 450, Perkin Elmer Spectrum 100 ve Shimadzu UV
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1800 marka ve modeldir. Kiiclik hacimlerde kullanmak {izere Eppendorf firmasindan temin
edilen otomatik mikropipetler kullanildi. IKA C-MAG HS7 marka manyetik karistirici,
Osram Puritec HNS Germidical marka UV lamba, Niive EV 018 marka vakum etiivii ve Niive

FN 500 marka normal etuv kullanildi.

2.2 ELEKTROTLAR VE ON HAZIRLIK

EFC elektrotlarinin fabrikasyon deneylerinde kullanilan elektrokimyasal diizenek, ticli
elektrot sistemi, cam reaksiyon hiicresi ve bir potansiyostattan (elektrokimyasal analizator)
olusmaktadir. Uclii elektrot sistemi, bir calisma elektrodu, bir karsit elektrot ve bir referans
elektrottan olugmaktadir (Boliim 2.5-Sekil 2.3). Calisma elektrodu cinsi ya altin ya da camsi
karbondur. Karsit elektrot platin cubuktur. Referans elektrot ise sulu ortamlar i¢in Ag/AgCl,
organik ortamlar i¢in Ag°/Ag”’dir. Deneylerde kullanilan tiim ¢alisma elektrotlar1 ve karsit
elektrotlarinin yiizeyleri her kullanimdan 6nce elektrot temizleme kiti ile temizlendi. Elektrot
temizleme kiti, farkli biiytikliikteki zzimparalardan ve 0.05, 0.3 ve 1 mikron boyutundaki y-
aliminyum tozlarindan olusmaktadir. Uygun zimpara lizerine sirasiyla farkli boyuttaki y-
aliminyum tozlarindan bir miktar alinarak elektrot yiizeyi zimparalandi boylelikle hem
elektrot yilizey temizligi hem de yiizey piirlizsiizliigli saglandi. Elektrotlar daha sonra ultra saf

su ile yikanarak ve kullanima hazir hale getirildi.

2.3 POLIMERLERIN SENTEZi

Calismada kullanilan polimerler, elektropolimerizasyonla veya kimyasal tekniklerle
sentezlendi. Bu polimerler daha 6nce de agiklandigi gibi iizerlerine farkli tiplerde enzim
baglayict fonksiyonel gruplart (-COOH, -NH,, polietilenglikol vb) ve calismanin amacina
uygun segilen medyatorleri (altin, kobalt, ferrosen, p-benzokinon, grafen) igeren/ile modifiye
edilen orijinal polimerlerdir. S6z konusu polimerler ya tek bir polimer ana zincirinden ya da
iki farkli polimerden olusan ana zincire sahiptir. Tez kapsaminda amacina uygun olarak
sentezlenmis olan polimerler bu sayede ¢ok ¢esitli olmustur. Calismada yeni sentezlenen

polimerlerin karakterizasyonlar1 da yapilarak yapilart aydinlatilmistir.
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2.3.1 PP-g-PEG Polimerinin Sentezi

Williamson eter sentezine gore tarak tipi PP-g-PEG, polietilen glikoliin (PEG) sodyum
tuzunun klorlanmis polipropilen (PP-CI) ile reaksiyona girmesiyle sentezlenmektedir. Sentez
islemi i¢in Oncelikle 1.43 g PP-Cl ve 1.51 g PEG2000, 10 mL saflastirilmis tetrahidrofuranda
(THF) ¢oziilmistiir. Bu ¢ozeltiye 5 mmol (0.12 g) NaH ¢6zeltisinden 2 mL damla damla 20
dakika icinde eklendi. Hazirlanan c¢ozelti, oda sicaklifinda argon gazi altinda 3 giin
karigtirildiktan sonra igerisinde 1 mL derisik HCl iceren 200 mL’lik saf sudan ¢oktiiriilmiistir.
Graft kopolimer siiziilmiis, ii¢ defa saf suyla yikand1 ve 50°C’de 1 gece vakumda kurutuldu.
Saflastirma islemi i¢in polimer kloroform ¢ozeltisinde tekrar ¢éziinmiis, 200 mL metanolde
tekrar coktlriilmistir ve sonra vakumda kurutulmustur (Balci 2010). PP-g-PEG

kopolimerinin sentezi Sekil 2.1°de sematize edilmektedir.

Cl Cl

Cl Cl
P-ClI
(& ) NaH

+ —_—

HO+CH,CH,0}—H

(PEG)
~_~ PP

m PEG PP-g-PEG
graft kopolimeri

Sekil 2.1 PP-g-PEG kopolimerinin sentezi.

2.3.2 Altin ve Kobalt Oksit Nanopartikiil iceren PP-g-PEG Polimerinin Sentezi

Boliim 2.3.1°de sentezlenen polimere eklenmek {iizere iki standart ¢ozelti hazirlandi: (1) 0.58
g HAuUCI, 20 mL THF’de ¢6ziinerek altin tuzu ¢ozeltisi, (2) 0.35 g CoCl,.6H,0 6.4 mL suda
coziinerek kobalt tuzu ¢ozeltisi hazirlandi. Sentezlenen polimerin 0.2 grami1 10 mL THF’de
¢Oziilmiistiir. Bu ¢ozeltiye hazirlanmis olan nanopartikiil ¢ozeltilerinden 4’er damla eklendi ve

karigim yaklasik 1 saat karistirildi. Tuzlarin metal nanoparcgaciklarina indirgenebilmesi igin,
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3.2 g suda ¢Oziinmiis 65 mg sodyum borohidriir (NaBH,4) ¢6zeltisinden karigima 2 damla
eklendi ve 2 saat daha karigtirildi. Siire sonunda polimer karigimi 5 cm ¢apindaki petri kabina
dokiilerek “solvent casting” yoluyla film olusumu saglandi. Olusan film metanolle
yikandiktan sonra, once oda kosullarinda ve daha sonra 40 °C sicaklikta vakumda 4 saat
kurutuldu. Elde edilen nanopartikiillii polimerik film toluen i¢inde ¢oziilerek kullanima hazir

hale getirildi. Nanopartikiil igceren polimer Sekil 2.2°de gosterilmektedir.

7”7 PP
WPEG
& Au, CoO
CoCh.6H:20,
HAuCls

/(NaBHy)

PP-g-PEG Au ve CoO nanopartikiil emdirilmis
graft kKopolimeri PP-g-PEG graft kopolimeri

Sekil 2.2 Altin ve kobalt oksit nanopartikiil igeren PP-g-PEG polimeri.

2.3.3 Altin Nanopartikiil igeren PP-g-Im Polimerinin Sentezi

Klorlanmis polipropilen zincirine -NH grubu igeren imidazol takildi ve enzimlerin, polimer
porlarina fiziksel olarak tutuklanmasi hedeflendi. Bu amagla, polimer sentez islemi icin, yag
icinde hazirlanan agirlikga %60°lik NaH ¢ozeltisi 0.25 g imidazol igeren THF ¢ozeltisine
eklendi ve c¢ozelti oda kosullarinda ve argon atmosferi altinda 3 saat karistirildi. Hazirlanan
imidazol sodyum tuzu, THF’de hazirlanan (1.43 g/30 mL THF) klorlanmis polipropilen
cozeltisine eklendi ve yarim saat karigtirildi. Karisim 1 giin daha karistirilarak polimer
cokelegin olusabilmesi icin 1 M’lik HCI’nin 500 mL’sine eklendi. Cokelen polimer
filtrelendi, saf suyla yikand: ve vakum altinda 50°C ‘de kurutuldu. Saflastirma islemi icin
polimer tekrar kloroform ¢ozeltisinde ¢6ziildii, 200 mL metanolde tekrar ¢oktiiriildii ve sonra
1 gece oda sicakliginda vakumda kurutuldu. 100 mg PP-g-Im polimeri 10 mL THF’de
¢oziildii ve 0.2 M’lik HAuCly ¢6zeltisinin 0.05 mL’si polimer ¢dzeltisine eklendi, yarim saat
karistiriltt. Altin nanopartikiilden kaynaklanan renk olusumu gozlendikten sonra c¢ozelti

yaklagik 1 saat daha karistirildi ve ¢ap1 7 cm olan petri kabma dokiilerek “solvent casting”
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yoluyla film olusumu saglandi.1 giin sonra olusan film metanolle yikandiktan sonra 1 giin
vakum altinda oda kosullarinda kurutma islemine tabi tutuldu. Elde edilen nanopartikiillii

kompozit polimer 20 mL toluen i¢inde ¢oziilerek kullanima hazir hale getirildi.

2.3.4 Grafen ile Modifiye Edilmis PSIS-COOH Polimerinin Sentezi

8.7 g Poli(stiren-b-izopren-b-stiren), 0.131 g benzofenon ve 10.7 g merkaptopropiyonik asit
argon atmosferinde ve hafif karigtirma hizinda 20 mL diklorometan kullanilarak ¢oziildii.
Hazirlanan bu ¢ozelti hafif karistirilirken ultraviyole lamba ile 10 cm mesafeden 5 saat
boyunca 1siklandirildi. Daha sonra polimerin ¢dziiclisii (diklorometan) ugurularak polimer
katist elde edildi. Kuru polimer sirasiyla saf su ve metanol ile yikandi. Yikanan polimer katis1
vakum altinda 50°C ‘de ve 24 saat boyunca kurutuldu. 10 mg final polimer ve 0.1 mg grafen 1

mL kloroformda ¢6ziilerek kullanima hazir hale getirildi.

2.4 KIMYASAL OLARAK YENI SENTEZLENMIS POLIMERLERLE CALISMA
ELEKTROTLARININ HAZIRLANMASI

Kimyasal olarak farkli gesitlerde sentezlenmis polimerlerin uygun coziiciiler (literatiirde
cogunlukla kullanilan ¢dziiciiler asetonitril, diklorometan, tetrahidrofuran, kloroform vb.)
icinde c¢oziilmek suretiyle c¢ozeltileri hazirlandi. Polimer c¢ozeltilerinden mikrolitre
seviyesindeki hacimde elektrot yiizeyine damlatilip, oda kosullarinda ¢oziiciisiiniin ugmasi
beklendi. Karboksil fonksiyonel grup igeren polimerler i¢in bu grup karbodiimid (2 saat
boyunca 15 mM 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)  karbodiimid ve 300 mM N-
hidroksisiiksinamid ¢ozeltilerinin karisimina daldirilarak), amin ve polietilenglikol grubu
iceren polimerler i¢cin bu grup gluteraldehit (% 5’lik gluteraldehit ¢ozeltisinden 1 pL
damlatilarak) capraz baglama ajanlariyla aktive edildikten sonra enzim immobilizasyon
asamasina gecildi. Fonksiyonel grup aktivasyonu, polimer kapli elektrodu belli hacimdeki
capraz baglama ajani ¢ozeltisine daldirmak ve bir siire beklemek suretiyle gerceklestirildi.
Buraya kadarki kisim hem anot hem de katot i¢in aynen uygulandi. Aktive edilmis polimer
kapli anot GOx ¢ozeltisine, katot ise ya LAC ya da BOD ¢ozeltisine daldirilarak yaklagik 1
gece buzdolabinda bekletilmek suretiyle kimyasal immobilizasyon islemi tamamlandi. Bu

islemlerin sonunda elektrotlar ultra saf su ile yikanarak kullanima hazir hale getirildi.
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2.5 TICARI POLIMERLERLE CALISMA ELEKTROTLARININ HAZIRLANMASI

Calismada elektropolimerizasyon metoduyla elektrot ylizeyinde ticari monomerler
kullanilarak polimerik filmler ve kopolimerleri olusturuldu. Elektropolimerizasyon Sekil
2.3°de gosterilen iiclii elektrot sisteminde gergeklestirildi (Ozéner 2010). Pirol tabanli ticari
monomerlerin polimerizasyonu 100 mM sodyum dodesil siilfat iceren pH 6.5 sitrat
tamponunun 10 mL’sine monomerden mikrolitre seviyesindeki hacimde eklenip karistirmak
suretiyle, elektrot sistemine 0 ile 1 Volt araliginda potansiyel uygulamasiyla gerceklestirildi.
Tiyofen tabanli ticari monomerlerin polimerizasyonu ise 100 mM tetrabiitilamonyum
tetrafloroborat igeren 10 mL asetonitril igerisine monomerden mikrolitre seviyesindeki
hacimde eklenip karistirmak suretiyle, elektrot sistemine 0 ile 2 Volt arasinda potansiyel
uygulanarak  gergeklestirildi.  Elektropolimerizasyon islemi, potansiyostat cihazinin
doniistimlii voltametri (CV) programiyla gerceklestirildi. Elde edilen CV goriintiilerine
bakilarak elektrot yiizeyinde kaplamanin gerceklesip gergceklesmedigi anlasildi. Ticari
polimerlere, enzim immobilizasyonu polimerin fonksiyonel gruplar1 {izerinden enzimi
kimyasal baglayarak gergeklestirildi. Elektropolimerizasyon islemlerinde, monomer elektrot
yiizeyinde okside olarak polimerlesirken (monomerin belli bir potansiyelde elektroda dogru
ylriimesiyle) ayni1 zamanda ortamda bulunan maddeler elektrot yiizeyinde olusan polimerik
yaptiya dogru yonelerek hapsolur. Kullanilan ticari monomerler elektropolimerizasyon islemi

sirasinda ¢esitli medyatorlerin ortama ilavesiyle modifikasyona ugratildi.

Referans elektrot i .
) ~_N ) .
\ N 7|
Cahsma elektrodtN ' . e N aae e

AN

Cam reaksiyon
hiicresi

Karsit elektrot

/ Kanstina \

2 mm 3 mm

10 mL hacimde uygun

tampon ortami veya

Altin Camsi karbon

Sekil 2.3 Elektropolimerizasyonda kullanilan {i¢lii elektrot sistemi.
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2.5.1 Poli(TAA-co-MT) Elektropolimerizasyonu

0.1422 g 3-Tiyofen Asetik Asit (TAA) (100 mM), 11 pL 3-metiltiyofen (MT) (10 mM) ve
0.3293 g tetrabiitil amonyum tetrafloroborat (100 mM ) (destek elektrolit olarak kullanildi) 10
mL asetonitrilde ¢6ziildii. EFC sisteminde akim degerlerini artirabilmek i¢in polimerizasyon
ortamina medyatorler eklendi ve film kaplamasi sirasinda ortama eklenen medyatoriin film
yapisina girmesi saglandi. Calismada kullanilan medyatdrler sirasiyla ferrosen, p-benzokinon
ve notral kirmizisi’dir. Medyator, polimerizasyon ortamina konsantrasyonu 10 mM olacak
sekilde eklendi. Kaplamalarda altin elektrotlar kullanildi. Elektropolimerizasyon sartlari:

tarama hizi 100 mV/s, dongii sayis1 15, uygulanan potansiyel araligi: 0-2 V arasidir.

2.5.2 Poli(Py-COOH-co-TAA) Elektropolimerizasyonu

10 mM Pirol-2-karboksilik Asit (Py-COOH), 5 mM 3-Tiyofen asetik asit (TAA), 10 mM p-
benzokinon ve 20 mM tetrabiitil amonyum tetrafloroborat (destek elektrolit olarak kullanildi)
10 mL asetonitrilde ¢6ziildii. Kaplamalarda altin elektrotlar kullanildi. Elektropolimerizasyon

sartlari: tarama hiz1 100 mV/s, dongii sayis1 40, uygulanan potansiyel araligi: 0-2 V arasidir.

2.5.3 Poli(Py-COOH) Elektropolimerizasyonu

Pirol-2-karboksilik asitin elektropolimerizasyonu i¢in, 10 mL asetonitril i¢ine konsantrasyonu
10 mM olacak sekilde Pirol-2-karboksilik asit, konsantrasyonu 20 mM olacak sekilde
tetrabiitil amonyum tetrafloroborat destek elektroliti ve 10 mM medyatér (ferrosen, p-
benzokinon veya nétral kirmizisi) eklenerek bir elektropolimerizasyon ortami hazirlandi. Bu
elektropolimerizasyon ortami her bir medyatdr i¢in hazirlandi ve sonugta 3 farkli medyatorle
modifiye edilmis Poli(Py-COOH)/ferrosen, Poli(Py-COOH)/p-benzokinon ve Poli(Py-
COOH)/Notral kirmizist anot ve katotlar1 elde edildi. Altin elektrotlar, bu ¢dzeltiye
daldirilarak doniisiimlii voltametri metodunda elektrot yiizeylerinde polimerizasyon saglandi.
Elektropolimerizasyon sartlari: tarama hiz1 50 mV/s, dongii sayist 25, uygulanan potansiyel

araligi: 0-1.3 V arasidir.

2.6 FABRIKASYON ASAMALARININ OPTIMiZASYONU

Elektrot fabrikasyon asamasinda degisik enzim baglayici gruplara ve degisik tipte

medyatorlere sahip ¢ok ¢esitli polimerlerle hazirlanan genis bir elektrot yelpazesi elde edildi.
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Boylelikle immobilize enzim aktivitesinin ve medyator tiirtiniin EFC performansina etkisi
detaylica incelendi. Elektrot fabrikasyon asamasinda, dizayn edilen her EFC sisteminin

performansini artirabilmek i¢in asagidaki parametreler optimize edildi.

Film yogunlugu deneyleri: Ince bir filmde elektron akisi kisitlanmadigindan az miktarda

enzimle, kalin bir filmde ise kisith elektron akisi kosullarinda fazla bir enzimle akim artabilir.
Fakat onemli olan her iki durumda en yiiksek akim artisinin hangi durumda gozlendiginin
yanitin1 bulmaktir. Film yogunlugu deneylerinde, elektriksel iletkenligin artmasi durumunda
mi1 yoksa enzim miktarinin fazla oldugu durumda mi akim degerlerinin daha ¢ok artacag
sorusuna yanit arandi. Kimyasal olarak sentezlenen polimerlerle hazirlanan elektrotlarda,
hazirlanan polimer c¢ozeltilerinden artan hacimlerde elektrot yiizeyine damlatilmasiyla
olusturulan farkli yogunluklardaki polimer filmleri igeren calisma elektrotlarindan olusmus
EFC’lerden glikoz eklemesi sonucu elde edilen akim degerleri incelendi. Elektrokimyasal
olarak belli bir potansiyel degerinde sentezlenen ticari polimerlerle hazirlanan caligma
elektrotlarinda ise bu optimizasyon, ayni miktarda monomerleri iceren polimerizasyon

ortamlarinda elektropolimerizasyon siiresi degistirilerek gerceklestirildi.

Immobilize enzim miktarimn belirlenmesi: Aym polimerlerle, ayn1 film yogunluklarinda ve

ayn1 enzim immobilizasyon metodu kullanilarak olusturulan ¢aligma elektrotlarinda kullanilan
enzim miktar1 degistirilerek, ylizeyde tutulan enzim miktar1 optimize edildi. Hazirlanan
elektrotlarda Bradford protein analiz metodu uygulanarak bagli bulanan enzim miktar1 tespit
edildi. Bu optimizasyon calismasinda hazirlanmis olan elektrotlar, EFC sisteminin ¢alisma
ortamina belirlenen konsantrasyonda glikoz eklenerek denendi ve iiretilen akim degerleri
tespit edildi. Ayn1 zamanda hazirlanan elekrotlarda isletme sirasinda enzim kayiplarinin olup

olmadig tespit edildi.

Bradford Protein Analizinde esas olarak Coomassie Brillant Blue boyasi kullanilir. Bu boya
ortamda bulunan proteinlerle kompleks olusturarak ortamdaki proteinin yogunluguna gore
acik veya koyu mavi renk verir. Analize gore renk olusumu yaklasik 590 nm dalga boyunda
UV-Spektrofotometrede okunur. Bu analiz 0-50 ppm araliginda protein igeren ¢ozeltilere
uygulanabilmektedir. Analizde kullanilmak tizere 100 mg Coomassie Brillant Blue, 50 mL
metanolde ¢oziildii, ¢oziinen boya 100 mL % 85’lik fosforik asite ilave edilerek karistirildi ve
toplam hacim 200 mL’ye tamamlandi. Bu ¢o6zeltiden 21 mL alinip {izerine 27 mL saf su

eklenerek stok boya ¢ozeltisi hazir hale getirildi.
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Uygun elektrot materyalinin secimi: Farkli elektrot materyalleri farkli iletkenliklere sahip

oldugundan ve ylizeyde olusturulan polimerik filmin mekaniksel uyumu elektrot materyaline
gore farklilik gosterdiginden, her bir calisma elektrodu hem altin hem de camsi karbon

elektrot ile hazirlandi. Hazirlanan elektrotlarin EFC sistemindeki performansi incelendi.

Katot icin farkl enzimlerin denenmesi: Optimizasyon asamasinda anot tarafinda GOx enzimi

kullanilirken, katot tarafinin performansi hem BOD hem de LAC kullanilarak test edildi, bu
sekilde farkli katot enzimleri igeren EFC sistemlerinden en yiiksek akim degerini iireten katot

enzimi tercih edildi.

2.7 EFC SISTEMININ iSLETILMESI

EFC sistemi dortli elektrot sisteminden olusmaktadir. Bu sistem, ii¢lii elektrot sistemine ek
olarak ikinci bir ¢alisma elektrodu igermektedir. Dortlii elektrot sistemi anot, katot, karsit ve
referans elektrottan olugmaktadir. GOx anoda, LAC ya da BOD enzimi katoda immobilize
edildi. Sistemin karsit elektrodu platin ¢ubuk, referans elektrodu ise Ag/AgCl olarak tercih
edildi. Tez kapsaminda bu sistemde anottan katoda dogru gergeklesen elektron akisi elektrik
akimi olarak potansiyostatta gozlemlendi. Calisma elektrotlart potansiyostata baglandiktan
sonra 10 mL hacminde cam reaksiyon hiicresine daldirildi (Sekil 2.4). Cam reaksiyon hiicresi
icerisindeki reaksiyon ortami uygun pH degerindeki bir tampon ¢ozelti olup, igerisine belli
konsantrasyonda destek elektrolit eklendi. Sistem kurulduktan sonra anoda, anottaki
enzimatik reaksiyonlar sonucu agiga ¢ikan elektronlarin anot tarafindan yakalanmasin
saglayacak uygun potansiyel, katoda ise katot enziminin reaksiyonu gergeklestirebilmesi i¢in
anottan gelecek elektronlarin yakalanmasini saglayacak uygun potansiyel degeri verildi.
Potansiyostat, amperometrik akim-zaman programinda calistirildi ve arka akim degerinin
dengeye gelmesi beklendi. Akim dengelendikten sonra, reaksiyon ortamina belli hacimlerde
yakit olarak glikoz eklemesi yapildi. Hem anot hem de katot i¢in elde edilen akim sinyalleri
cihaz tarafindan kaydedildi. Esitlik 2.1°deki formiil ile sistemin hiicre potansiyeli (Epicre),
katot elektrot potansiyelinden (Exawo:) anot elektrot potansiyeli (Eanot) ¢ikarilarak bulundu.
Daha sonra devreden gegen akim miktar1 kullanilarak asagidaki (Esitlik 2.2) formiilden (Joule

Kanunu) gii¢ iiretimi hesaplandi.

Eniicre = Ekatot = Eanot (2.1)

P =1 X Ehicre (22)
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P: Giig tiretimi (Watt)
I: Devreden gecen elektrik akimi (Amper)
Ehicre: Hiicre potansiyeli (Volt)

Sekil 2.4 EFC sistemi: yesil kiska¢ anot (GOx bagl elektrot), sar1 kiskag katot (LAC veya BOD
bagl elektrot), kirmiz1 kiskag karsit elektrot, beyaz kiskag referans elektrot.

2.8 ISLETME KOSULLARININ OPTIiMiZASYONU

Dizayn edilen EFC sistemlerinin performansini artirabilmek i¢in isletme kosullar1 asagidaki

sekilde optimize edildi.

pH deneyleri: Hazirlanan caligma elektrotlari, EFC sisteminde farkli pH degerlerinde
hazirlanmig tampon ortamlarda test edildi. pH degerleri, hem anot hem de katot enziminin
caligabilecegi uygun aralikta tutuldu. Bu amagla farkli pH’larda hazirlanmigs 10 mL’lik
tampon ortamlarinda EFC sistemleri isletildi, farkli pH’lardaki bu ortamlara ayni
konsantrasyonda glikoz eklenerek olugan akim sinyalleri kaydedildi. Bu sayede enzimlerin en

yiiksek aktivite gosterdikleri pH degerleri tespit edildi.

Destek elektrolit konsantrasyonunun belirlenmesi: Dizayn edilen EFC sistemlerinin

bazilarinda destek elektrolit kullanild1 ve etkisi arastirildi. Deneylerde ayni1 tampon ¢ozeltisi
icerisine farkli miktarlarda destek elektrolit (NaCl) eklenerek EFC sistemi c¢aligtirildi ve
glikoz ortama eklenerek akim degerleri kaydedildi.
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Hiicre potansiyelinin optimizasyonu:. Calisma kapsaminda kullanilan her medyatére uygun

potansiyel araliklarinda anodik ve katodik potansiyel degerleri sisteme uygulandi ve
kullanilan medyatoriin etkin oldugu potansiyel degeri belirlendi. Bunun i¢in, EFC sistemi, pH
degeri optimize edilmis tampon ortamina daldirilarak degisik anot ve katot potansiyel
degerlerinde c¢alistirildi. Uygulanan her potansiyel degerinde sabit konsantrasyonda glikoz
eklemesi yapilarak elde edilen akim degerleri yorumlandi ve hiicre potansiyeli optimizasyonu

gerceklestirildi.

Yakit miktarimin _performansa etkisi: Bitki ve atiksu uygulamalarina ge¢gmeden Once
gelistirilen EFC’lerden bazilari, optimize edilen potansiyel degerlerinde farkhi
konsantrasyondaki glikoz eklemelerine tabi tutularak isletildi. Her eklemeden gbézlenen akim

degerlerine kars1 yakit konsantrasyonu arasinda bir iliski kuruldu.

2.9. BITKIi UYGULAMASI

Yenilenebilir yakit kaynagi olarak Carpobrotus Acinaciformis bitkisi kullanildi (Sekil 2.5).
Carpobrotus Acinaciformis, halk arasinda Kazayagi olarak bilinir. Boyu maksimum 30 cm’ye
kadar ulasan bu bitkinin yapraklar1 8-10 cm boyunda, etli ve enine kesitte iggen seklindedir.
Bu bitkinin tercih edilmesinin en onemli nedenleri, bitkinin i¢ pH’sinin (pH 5.6) enzimatik
reaksiyonlara uygunlugu, yiiksek su icerigi ve bir EFC’nin ¢alisabilmesi i¢in fotosentez
reaksiyonlar1 sonucu yeterli miktarda glikoz tiretme kapasitesine sahip olmasidir. Ayni
zamanda s6z konusu bitkinin iilkemizin hemen hemen her bdlgesinde ve her mevsim bol
bulunmasi se¢ilmesi igin baska bir tercih nedeni olmustur. Deneylerde Carpobrotus
Acinaciformis’in yapraginda kiiciik bir kesik olusturuldu, gelistirilen EFC sistemi bu kesikten
bitki yapragma daldirildi. EFC sistemi elektrot ¢apt 3 mm oldugundan bitki iizerinde hasar
olusturmadi. Once, karanlik ortamda EFC sistemine uygun potansiyel uygulandi ve sistemin
dengeye gelmesi beklendi. Arka akim sabitlendikten sonra ortam aydinlatildi ve bitkinin
fotosentez yapmasi saglandi. Fotosentez reaksiyonlart siiresince bitki yapraklarinda iiretilen

glikoz, EFC sisteminin yakiti olarak kullanilabildi.
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Sekil 2.5 Carpobrotus Acinaciformis bitkisi genel gériiniimii.

2.10 ATIKSU UYGULAMASI

Atiksular mikroorganizmalarla aritilirken, igerdikleri karbonlu organik maddeler hidroliz
basamaginda glikoza doniistiiriiliir, dolayisiyla 6zellikle seker bazli atiksularin yogun glikoza
sahip olmasi1 beklenir. Bu diisiinceden hareketle, tez kapsaminda evsel atiksuyun glikoz
iceriginin yakit olarak kullanilmasi planlandi. Bu amacla Zonguldak ili evsel atiksu aritma
tesisi giris atiksuyundan numune alindi. Atiksu aritma tesisi plug-flow havalandirma
reaktdriiniin giris kismindan alinan evsel atiksu numunesi, uygulamaya ge¢meden 6nce askida
kat1 madde sisteminde 0.45 pm’lik seliilloz asetat Whatman membrandan siiziildii ve yogun
iceriginden (slispanse kati, ¢oziinemeyen organikler vb.) arindirildi. Gelistirilen EFC’ler 10
mL tampon ortamina daldirilip uygun potansiyelde calistirildi, akim dengelendikten sonra
belli hacimdeki atiksu numunesi bu tampon ortamina eklendi ve {iiretilen akimlar kaydedildi.

Atiksu, EFC isletme ortamina eklenirken 20 kat kadar seyreltilmis oldu.
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BOLUM 3
SONUCLAR VE ONERILER
3.1 PP-g-PEG TABANLI EFC SISTEMI
3.1.1 Karakterizasyon Calismalari

PP-g-PEG kopolimerine ait H-NMR spektrumu tetrametilsilan internal standarti ile CDCl3
kullanarak cekilmistir (Sekil 3.1). Spektrumda 3.5 ppm’ de gozlenen pik PEG’i, 0.9 — 2.1 ppm
araliginda gozlenen pik PP’i ve 3.5 — 4.0 ppm araliginda gozlenen pik ise klorlanmis

polipropilen zincirine ait —CH,—C1 grubunu gostermektedir.

(’
PEG PP
i N
[
I
CHLCI /
e ( J
10 0.zi 4.5
5 4 3 2 1 0
ppm

Sekil 3.1 PP-g-PEG kopolimerine ait H-NMR spektrumu.

PP-g-PEG graft kopolimerinin ve PP-Cl polimerinin FT-IR spektrumu Sekil 3.2°de
gosterilmektedir. Graft kopolimerin FT-IR spektrumunda PEG i¢in karakteristik pik 1100 cm
“de ve (-CH,-Cl) grubuna ait pikler 657, 725, 757 cm™de tespit edildi.
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Sekil 3.2 PP-g-PEG kopolimerinin ve PP-CI polimerinin FT-IR spektrumu.

Hazirlanmis olan anot ve katodun 100 mM pH 5 sitrat tamponu igerisinde, -1 V ve +1 V
araliginda, 100 mV/s tarama hizinda c¢ekilmis doniisiimlii voltametri grafigi Sekil 3.3°de
verilmektedir. Elde edilen doniisiimlii voltametri grafikleri, her iki elektrot i¢in de
elektrotlarin yiizeyinde elektron akisin1 tamamen kapatacak herhangi bir sterik etki ya da

direncin olmadigin1 gosterdi.
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Sekil 3.3 Anot ve katoda ait doniistimli voltametri (CV) grafikleri.

3.1.2 PP-g-PEG Tabanh EFC Sisteminin Isletilmesi

EFC sisteminde elektrot materyali olarak hem anot hem katot i¢in 3 mm ¢apinda camsi karbon
elektrot kullamildi. Anot enzimi GOX, katot enzimi ise LAC’dir. 0.6 mg GOx enzimi 50 mM pH
7.4 potasyum fosfat tamponunun 1 mL’sinde, 0.6 mg LAC enzimi 50 mM pH 5.5 sitrat
tamponunun 1 mL’sinde ¢oziilerek hazirlandi. 2 M’lik glikoz ¢ozeltisi, S0 mM pH 5 sitrat
tamponunda, 1 mg PP-g-PEG polimeri ise 1 mL THF’de ¢oziilerek hazirlandi. Sistemde karsit
elektrot olarak platin ¢ubuk, referans elektrot olarak da Ag/AgCl kullanildi. Elektrotlar ultra saf su
ile yikand1 ve kullanima hazir hale getirildi. Elektrotlar temizlendikten sonra ylizeylerine stok
polimer ¢ozeltisinden 10 uLL damlatilip oda kosullarinda solventi ugurularak kurutuldu. Elektrotlar
ultra saf suyla yikandi daha sonra her iki elektrodun da ylizeyine %S5’lik gluteraldehit
cozeltisinden 1 pL damlatilip, polimer iizerinde bulunan PEG gruplariyla bag yapmasi beklendi
(Zeng vd. 2011). Siire sonunda baglanmayan gluteraldehitin fazlasi ultra saf su ile yiizeyden
yikandi. Polimerle kaplanan anot elektrot iizerine 30 pL stok GOx c¢ozeltisinden, polimerle
kaplanan katot iizerine 30 puL stok LAC c¢ozeltisinden damlatildi, oda sicakliginda kurumaya
birakilarak enzim immobilizasyonu saglandi. Enzimler polimer {izerinde bulunan PEG yan

gruplarina gluteraldehit baglama ajani araciligiyla kimyasal olarak immobilize edildi. Elektrotlar
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yikandi, potansiyostata karsit ve referans elektrotlarla beraber baglandi. Dortlii elektrot sistemi 10
mL’lik 100 mM pH 5 sitrat tamponuna daldirildi. Polimerde herhangi bir nanopartikiil
olmadigindan (elektron aracisi/medyator) anot ve katoda sirasiyla anot ve katot enziminin
caligabildigi -0.36 V ve +0.59 V’luk standart potansiyel degerleri uygulandi. Sistem dengeye
geldikten sonra reaksiyon ortaminda sirastyla 10, 20, 30, 50, 100 ve 300 mM glikoz olacak
sekilde stok glikoz ¢ozeltisinden eklemeler yapildi. Hem anot hem de katot igin elde edilen
sinyaller cihaz tarafindan kaydedildi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4 PP-g-PEG polimeri ile kaplanmis anoda (A) ve katoda (B) ait amperometrik akim-
zaman grafikleri.
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Sekil 3.4’den goriildiigii gibi anotta, farkli konsantrasyonlardaki glikozun oksidasyon akimlari
gozlemlenirken katot tarafinda oksijen indirgenmesi gergeklesememistir. Kullanilan
polimerde,  enzimatik  reaksiyonlar = sonucu  salinan  elektronlarin  transferini
hizlandirici/kolaylastirici herhangi bir elektron aracis/medyator bulunmadigindan EFC
sisteminden cevap alinmamasi beklenen bir durumdur. Calisilan anodik potansiyel degerinde
anot tarafinda gozlenen sinyal degisimleri glikoz eklemesine bagli olarak enzimatik
reaksiyonlar sonucu ortaya ¢ikmistir, bu durum polimer {izerine enzimin baglanmis oldugunu
gostermektedir. Elektrot yiizeyine sadece enzimin baglanmasi tek basia bir EFC sisteminin
caligmasit ig¢in yeterli olmamaktadir. EFC sistemlerinde kullanilan enzimlerin katalitik
merkezleri olduk¢a dipte bulunmakta, bu durum enzim ve elektrot arasindaki elektron akisini
zora sokmaktadir. Bu nedenle sinyal alinamayan EFC sistemlerinde akim artiglarini saglayici
bir medyatoriin kullanilmasi gerektigi sonucuna varildi. Bir sonraki asamada PP-g-PEG
polimeri medyator (elektron aracisi) olarak gorev yapan ferrosen ile modifiye edilerek
kullanildi.

3.2 PP-g-PEG/FERROSEN FiLM TABANLI EFC SISTEMIi

Kloroformda hazirlanan 10 mg/mL’lik PP-g-PEG ¢o6zeltisinin 1 mL’sine 1 mg ferrosen
eklenerek karistirildi. Temizlenen camsi karbon anot ve katot yiizeyine bu ¢ozeltiden 2 pL
damlatilarak oda kosullarinda solventi uguruldu. Elektrotlar saf suyla yikandiktan sonra anot
yiizeyine 10 mg/mL’lik GOx enzim ¢dzeltisinden 30 puL, katot yiizeyine 10 mg/mL’lik BOD
enzim ¢ozeltisinden 30 pL damlatilarak enzimlerin immobilize olmasi saglandi. Enzimler
polimerin PEG sagaklarina adsorbe olmak suretiyle fiziksel olarak tutuklandi. Siire sonunda
elektrotlar 100 mM pH 7.4 fosfat tamponuyla yikanarak baglanmayan enzim yiizeyden
yikandi. Hazirlanmigs olan PP-g-PEG/ferrosen/BOD katodunun 100 mM pH 7.4 sitrat
tamponu igerisinde, -0.4 V ve +0.6 V araliginda ve 100mV/s tarama hizinda g¢ekilmis
doniistimlii voltametri grafigi Sekil 3.5°de verildi. Sekil 3.5 ayn1 zamanda ferrosen icermeyen
PP-g-PEG kapli ve BOD enzimi immobilize edilmis katodunun da ayni deney sartlarinda
cekilmis doniisiimlii voltamogramini gostermektedir. Sekilden agikg¢a goriildiigii gibi ferrosen
iceren polimerik film kapli elektrodun yiizeyinden, ferrosen icermeyen elektrot yiizeyine
kiyasla olduk¢a yiiksek akim gegmektedir. Doniisimlii voltamogram, ayni zamanda

ferrosenin polimer yapisina girdiginin gostergesidir (Sekil 3.5B).
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6.0 1 - PP-g-PEG/Ferrosen/BOD katodu
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Sekil 3.5 PP-g-PEG polimer film kapli elektrotlarin doniistimlii voltametri grafigi: Tarama
hizi: 100 mV/s.

Elektrot yiizeylerine baglanan immobilize enzimin elektroaktivite gdsteren miktarini tespit
etmek icin elektrokimyasal bir metot kullanildi (Laviron 1979). Bu metoda gore, enzim
kaplanan elektrotlarin 100 mM pH 7.4 fosfat tamponu i¢inde 10-600 mV/s araliginda degisen
farkli tarama hizlarinda -0.4 ve +0.6 V araliginda doniisiimlii voltamogramlar1 ¢ekildi (Sekil
3.6). Tarama hiz1 arttikga akimlarin pik noktalart (Ip) lineer olarak artis gostermektedir.

Grafige gore, Faraday kanunundan yararlanilarak;

_ n’F?ATv

I
P 4RT

3.1)

formiiliinden PP-g-PEG/ferrosen/BOD katodunun pik akimimin (I,) tarama hizlarina gore
degisimini veren esitlik (lineer dogru denklemleri) I, = 8.10° v + 10 (** = 0.992), PP-g-
PEG/ferrosen/GOx anodununki ise 1, = 1.10° v + 2.107 (r* = 0.998) olarak bulundu. (7)
esitliginde elektroaktif enzim miktar1 (I') simgesiyle gosterilmektedir. Esitlikte, A elektrot
yiizey alanini, vV tarama hizin1 (mV/s), n elektron sayisin1 gostermektedir. v=300 mV/s, n=1, A
= 0.07068 cm? F = 96.485 C/mol, R = 8.314 J/K.mol ve T = 298 K iken PP-g-
PEG/ferrosen/GOx elektrodu igin I, = 3.2x10°° A, PP-g-PEG/ferrosen/BOD elektrodu igin ise
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I =3.4x10"° A’dir. llgili terimler yerine yazildiginda elektrot yiizeylerinde elektroaktivite
gosteren GOx miktar1 280 ng, BOD miktar1 ise 190 ng olarak hesaplandi.
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Sekil 3.6 PP-g-PEG/ferrosen/BOD elektrodunun farkli tarama hizlarinda dontistimli
voltamogramlari.

Bir tanesinde PP-g-PEG film, digerinde PP-g-PEG/ferrosen film kapli elektrotlardan olusan
iki EFC sisteminin elektrik akimi tretim kapasitelerini kiyaslayabilmek igin, reaksiyon
hiicresine 10 mL 100 mM pH 7.4 fosfat tamponu eklenerek ortam karigtirildi. PP-g-PEG film
iceren EFC sisteminin anot tarafina -0.34 V, katot tarafina +0.36 V, PP-g-PEG/ferrosen film
iceren EFC sisteminin anot tarafina -0.2 V, katot tarafina +0.36 V uygulanarak sistemler
calistirildi ve dengeye gelmesi saglandi. Sistem kararli hale gelince reaksiyon ortaminda
sirasiyla 30-50-100 ve 300 mM glikoz olacak sekilde stok glikoz ¢zeltisinden ortama ekleme
yapild1 ve elde edilen katodik akim degerleri kaydedildi (Sekil 3.7). Ferrosen igermeyen EFC
sisteminde kararsiz, giiriiltiilii arka akimlar olustu, sistem glikoz eklemeleri sonucu enerji
iretemedi. Tam aksine, ferrosen igeren EFC sistemi artan glikoz eklemelerine karsi anlamli
akim degerleri {retebildi. Sistemde ferrosenin bulunmasi, elektron akisini rahatlatarak
devreden akim gecmesini sagladi. Ustelik ferrosen ile modifiye edilmeyen sistemde hiicre
potansiyeli (0.7 V), ferrosen ile modifiye edilen sisteme gore (0.56 V) yiiksek olmasina
ragmen, ferrosen igeren sistem ferrosensiz sisteme gore yaklasik 100 kat daha fazla akim

uretebildi.
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Sekil 3.7 Ferrosen igermeyen (A) ve ferrosen ile modifiye edilen (B) EFC sisteminin artan
konsantrasyonlarda glikoz eklemelerine kars1 iiretilen katodik akim sinyalleri.

0.56 V hiicre potansiyelinde calistirilan PP-g-PEG/ferrosen film kapli anot ve katottan olusan

EFC sisteminin Sekil 3.7°de, iiretilen akim degerlerinden hesaplanan elektriksel gii¢
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yogunlugu degerleri Sekil 3.8’de gosterilmektedir. PP-g-PEG/ferrosen film tabanli EFC
sisteminde hesaplanan immobilize enzim miktar1 sadece nanogram mertebesinde olmasina
ragmen sistemin ferrosenle modifikasyonu sonucu 300 mM’lik glikoz eklemesi sonucu 65

nW/cm?lik giic iiretildi.
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Sekil 3.8 PP-g-PEG/ferrosen tabanli EFC sisteminden elde edilen gii¢ yogunluklar: (Hiicre
potansiyeli: 0.56 V).

Ferrosen ile modifiye edilen ve modifiye edilmeyen EFC sistemlerinin anot tarafina bakilacak
olursa (Sekil 3.9), ferrosen modifikasyonunun anot tarafina faydali olmadig1 anlasilmaktadir.
Yani, anotta bagl bulunan GOx enzimi her iki sistemde de ortama eklenen glikozu ayni
performansta oksitlemektedir. Sistemin ferrosenle modifikasyonu katottan enzime dogru akan
elektron akisini hizlandirmis bu sayede katodik BOD enzimi birim zamanda daha fazla

oksijen molekiiliinii suya indirgeyebilmistir (Sekil 3.7B).
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Sekil 3.9 Ferrosen ile modifiye edilmis ve ferrosen icermeyen EFC sisteminin artan
konsantrasyonlarda glikoz eklemelerine karsi tiretilen anodik akim sinyalleri.

Sistemde ferrosen olmadigi zaman, anot tarafindan salinan elektronlar katot tarafina
aktarilamadigindan BOD tarafindan oksijen rediiksiyonu yeterince gerceklesememis, bu
durum da zaten Sekil 3.7A’dan acikg¢a gozlenmistir. Ferrosenle modifiye edilen EFC
sisteminde katoda akan elektronlar ferrosenyum/ferrosen (Fc'/Fc) redoks giftini
olusturmaktadir. Olusan redoks ¢ifti oldukca elektroaktif 6zellikte oldugundan iizerindeki
elektronlar1 kolaylikla ve hizli bir sekilde BOD enzimine transfer edebilmistir. Ferrosen ile
modifiye edilen EFC sisteminin elektrot yapilar1 ve yakit ilavesiyle meydana gelen

reaksiyonlar Sekil 3.10°da sematize edilmektedir.
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Sekil 3.10 PP-g-PEG/ferrosen tabanli EFC sisteminde ger¢eklesen biyoelektrokimyasal
reaksiyonlarin sematik gosterimi.

3.3 ALTIN VE KOBALT OKSIiT NANOPARTIKUL ICEREN PP-g-PEG TABANLI
EFC SISTEMI

3.3.1 Karakterizasyon Calismalari

Toluende hazirlanan 10 mg/mL’lik altin ve kobalt oksit nanopartikiil iceren PP-g-PEG
polimer ¢ozeltisinden camsi karbon anot ve katot lizerine 2’ser puL (elektrot yiizeyindeki
polimer miktar1 20 pg) damlatilip kurutuldu. Elektrotlar saf suyla yikandiktan sonra anoda 10
mg/mL GOx enziminden 20 pL, katoda 10 mg/mL BOD enziminden 20 pL damlatilip
kurutularak enzimlerin ylizeye fiziksel adsorpsiyonu saglandi. Elektrotlar saf suyla yikanarak
kullanima hazir hale getirildi. Hazirlanan elektrotarin SEM goriintiileri Quanta FEG 450
marka cihazla ¢ekilmistir. Sadece altin ve kobalt oksit nanopartikiil igeren PP-g-PEG polimer
film kapli elektroda ait SEM Sekil 3.11A’da, GOx immobilize edilen PP-g-PEG polimer film
kapl elektroda ait SEM Sekil 3.11B’de ve BOD immobilize edilen PP-g-PEG polimer film
kapli elektroda ait SEM Sekil 3.11C’de gosterilmektedir.. Ayni boyutta c¢ekilmis 3 SEM
goriintiisiine sahip elektrotlarin hepsinin farkli yiizey morfolojisine sahip oldugu gdézlendi.

Uzerinde bagli enzim bulunmayan polimer filmin goriintiisiinde birgok por agik¢a gozlenirken
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(Sekil 3.11A), enzimlerin bagh bulundugu polimer filmlerde porlarin kolaylikla goriilmedigi/
kapandig1 ve yiizeylerin degistigi gézlendi.

Sekil 3.11 Sadece altin ve kobalt oksit nanopartikiil iceren PP-g-PEG polimer film kapl
elektroda (A), GOx immobilize edilmis PP-g-PEG polimer film kapli elektroda (B)
ve BOD immobilize edilmis PP-g-PEG polimer film kapli elektroda (C) ait SEM
goriintiileri.

Hazirlanan elektrotlarin elektrokimyasal karakteristigi dontisiimlii voltametri ile belirlendi.

Elektrotlar 100 mM pH 7.4 fosfat tamponuna daldirildi, 100 mV/s tarama hizinda, -0.6 ve

+0.6 V potansiyel araliginda doniisiimlii voltametri ¢ekimleri gerceklestirildi (Sekil 3.12).

Altin ve kobalt oksit nanopartikiil iceren PP-g-PEG polimer film kapli anot ve katodun

elektriksel iletkenliginin, saf (nanopartikiil igermeyen) PP-g-PEG polimer film kapli elektroda

kiyasla olduk¢a yiiksek oldugu agik¢a gozlendi. Bu sonuca gore polimer igerisine
nanopartikiillerin emdirilmesinin EFC sisteminde elektrodun elektroaktivitesini artiracagi

sOylenebilir.
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Sekil 3.12 Altin ve kobalt oksit nanopartikiillii/nanopartikiilsiiz PP-g-PEG polimer film kaph
elektrotlara ait donlisiimlii voltametri grafikleri.

3.3.2 Fabrikasyon Asamalarinin Optimizasyonu

Katot icin farkli enzimlerin denenmesi (Enzim Secimi):

Calisma elektrotlarinin fabrikasyonlariin optimizasyon asamasinda katot elektrodu i¢in BOD
ve LAC kullanildi, sistem performansi test edilerek, tek kompartimanli EFC sisteminde katot
i¢in uygun olan enzim secildi. Oncelikle, cams:1 karbon anot ve katot iizerine 10 mg/mL’lik
toluende hazirlanmis polimer ¢ozeltisinden 2’ser pL (elektrot yiizeyindeki polimer miktar1 20
png) damlatilip kurutuldu. Elektrotlar saf suyla yikandiktan sonra anoda 10 mg/mL GOx
enziminden 20 pL, katoda 10 mg/mL BOD enziminden 20 pL damlatilip kurutularak
enzimlerin ylizeye fiziksel adsorpsiyonu saglandi. Elektrotlar saf suyla yikanarak kullanima
hazir hale getirildi. Cam reaksiyon hiicresine 10 mL, 100 mM, pH 7.4 potasyum fosfat
tamponu eklendi. Stok glikoz ¢ozeltisi 2 M olacak sekilde reaksiyon hiicresine eklenen
tamponla hazirlandi. Sistem kurulduktan sonra anoda -0.2 V, katoda ise +0.36 V potansiyel
uygulandi. Potansiyostat, amperometrik akim-zaman programinda calistirildi, 6ncelikle arka
akim degerinin dengeye gelmesi beklendi. Akim dengelendikten sonra, reaksiyon ortaminda
sirastyla 30, 50 ve 100 mM glikoz olacak sekilde stok glikoz ¢ozeltisinden eklemeler yapildi.
Hem anot hem de katot i¢in elde edilen sinyaller cihaz tarafindan kaydedildi (Sekil 3.13).
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Sekil 3.13 Altin ve kobalt oksit nanopartikiiller iceren PP-g-PEG kopolimeriyle hazirlanmig
BOD katodu igeren EFC sisteminin artan konsantrasyonlarda glikoz eklemelerine
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verdigi akim sinyalleri.

LAC enziminin kullamldig1 EFC sistemi elektrotlar1 da aynmi sekilde hazirlandi, fark olarak katot
elektroduna BOD yerine 10 mg/mL’lik LAC enziminden 20 pL damlatilip kurutularak enzim
tutuklandi. Bu sistemde LAC kullanildigindan reaksiyon ortam1 LAC enzimine uygun ¢aligma
ortami olan 10 mL, 100 mM, pH 5 sitrat tamponudur. Reaksiyon ortamina yukarida anlatildig1
sekilde yapilan glikoz eklemelerinden alinan sinyaller Sekil 3.14’da gosterilmektedir. Sekil 3.13

ve Sekil 3.14’den alman sonuglara gore sentezlenmis olan polimer i¢in katot enziminin BOD
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olmasi sistem performansi agisindan uygun oldugu gozlendi. LAC katodundan alinan sinyaller
glirtiltiilii ve artan glikoz konsantrasyonlarina karst duyarl degildir (Sekil 3.14). Ayni sekilde
LAC enziminin kullanildigi EFC sisteminin anot tarafinda da kararsiz ve giiriiltiilii sinyaller
kaydedilmistir. BOD  enzimiyle hazirlanmis katodu igeren EFC sistemi artan
konsantrasyonlardaki glikoz eklemeleriyle orantili artan akim degerleri {iretmistir. Bu nedenle

EFC sisteminin katot enzimi olarak BOD nin kullanilmas1 uygundur.
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Sekil 3.14 Altin ve kobalt oksit nanopartikiiller iceren PP-g-PEG kopolimeriyle hazirlanmig
LAC katodu igeren EFC sisteminin artan konsantrasyonlarda glikoz eklemelerine
verdigi akim sinyalleri.
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FElektrot materyali secimi:

Her bir calisma elektrodu hem altin hem de camsi karbon elektrot ile hazirlandi ve
elektrotlarin EFC sistemindeki performansi incelendi. Katot i¢in farkli enzimlerin denenmesi
(Enzim Se¢imi) bashigi altinda anlatilan elektrot fabrikasyon yontemi kullanilarak camsi
karbon anot ve katot yerine altin anot ve katot kullanilarak calisma elektrotlar1 aynen
hazirlandi. Cam reaksiyon hiicresine 10 mL, 100 mM, pH 7.4 potasyum fosfat tamponu
eklendi. Stok glikoz ¢ozeltisi 2 M olacak sekilde reaksiyon hiicresine eklenen tamponla
hazirlandi. Sistem kurulduktan sonra anoda -0.2 V, katoda ise +0.36 V potansiyel uygulandi.
Potansiyostat, amperometrik akim-zaman programinda c¢alistirildi, Oncelikle arka akim
degerinin dengeye gelmesi beklendi. Akim dengelendikten sonra, reaksiyon ortaminda
sirastyla 30, 50 ve 100 mM glikoz olacak sekilde stok glikoz ¢ozeltisinden eklemeler yapildi.
Hem anot hem de katot i¢in elde edilen sinyaller cihaz tarafindan kaydedildi (Sekil 3.15).
Sekil 3.13’e kiyasla Sekil 3.15’den elde edilen akim degerlerinin yakit miktariyla orantisiz
oldugu ve altin elektrotlar kullanilarak hazirlanan EFC sisteminin kullanigsiz oldugu goézlendi.

Bu nedenle EFC sistemi i¢in camsi karbon elektrodun uygun oldugu sonucuna varildi.
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Sekil 3.15 Altin ve kobalt oksit nanopartikiiller iceren PP-g-PEG kopolimeriyle kaplanmis
altin ¢alisma elektrotlar1 igeren EFC sisteminin artan konsantrasyonlarda glikoz
eklemelerine verdigi akim sinyalleri.

Film yogunlugu deneyleri:

Film yogunlugu parametresi elektrot performansi i¢in énemlidir. Film yogunlugunun asiri

olmas1 elektrot ile enzim arasinda bariyer olusturabilir bu durumda enzim ile elektrot
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arasindaki elektron transferi giigleseceginden sistemden elde edilen gii¢ diisebilir. Bu nedenle
polimerik filmin yogunlugu sistemden en fazla gii¢ alinabilecek sekilde optimize edilmelidir.
Bu amagla, film yogunlugu deneyleri i¢in elektrot yiizeyinde sirasiyla 2.5-5-10-20-40 pg altin
ve kobalt oksit nanopartikiiller iceren PP-g-PEG polimeri olacak sekilde ¢alisma elektrotlari
yiizeyleri polimerik filmle kaplandi. Polimer kaplama islemi polimer ¢ozeltisinden elektrot
yizeyine damlatilip kurutmak suretiyle gerceklestirildi. Farkli film yogunluklariyla
hazirlanmis elektrotlarin EFC sistemine takilarak glikoz eklemelerinden alinan akim degerleri
karsilagtirildi. Farkli film yogunluklariyla hazirlanan anot tizerine 10 mg/mL GOx enziminden
20 uL, katoda 10 mg/mL BOD enziminden 20 puL damlatilip kurutularak enzimlerin yiizeye
fiziksel adsorpsiyonu saglandi. Elektrotlar yikanarak 10 mL’lik 100 mM pH 7.4 fosfat
tamponuna daldirildi. Anoda -0.2 V, katoda +0.36 V’luk potansiyel uygulanarak sistem
calistirildl ve dengeye gelmesi saglandi. Sistem kararli hale gelince reaksiyon ortaminda 10
mM glikoz olacak sekilde stok glikoz ¢6zeltisinden ortama ekleme yapilarak elde edilen akim
degeri kaydedildi. Bu deney farkli film yogunluguyla hazirlanan her elektrot igin tekrarlandi
(Sekil 3.16). Sekil 3.16’dan goriildiigi tizere 20 pg polimer igeren ¢alisma elektrodundan ayni
miktardaki glikoz eklemesi i¢in diger film yogunluklarinda hazirlanan c¢alisma
elektrotlarindan elde edilen akim degerlerine gore en yiiksek akim elde edildi. 20 pg polimer
miktarindan biiylik miktarlarda aynm1 glikoz eklemesine karsi elde edilen akim sinyalleri
diismeye baslamistir. Film yogunlugunun artmasinin, elektrot ve enzim arasinda gergeklesen
elektron transferi i¢in bir bariyer olusturdugu ve elektron transfer hizini diistirdiigiinden diistik

akimlar elde edildigi sdylenebilir.
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Sekil 3.16 Altin ve kobalt oksit nanopartikiiller iceren farkli film yogunlugunda PP-g-PEG
polimeri ile hazirlanmis calisma elektrotlarinin glikoz eklemelerinden elde edilen
akim degerleri.

Farkli film yogunluklarinda hazirlanmis elektrot yiizeyinde tutuklanan enzim miktarlarina
bakildi. Bunun i¢in Bradford Protein Analizi metodu uygulandi. Protein analizinde kullanilan
Coomassie Brillant Blue stok boya ¢ozeltisinin hazirlanisi Boliim 2.6’da verilmistir. Protein
analizi i¢in 5-10-20-30-40 ve 50 mg/L’lik BSA standart protein ¢ozeltileri kalibrasyon igin
hazirlandi. Standart protein ¢dzeltisinin her biri ve boya ¢ozeltisi esit hacimde karistirildi ve
UV-spektrofotometrede 598 nm dalga boyunda absorbans degeri okunarak protein
konsantrasyonuna kars1 grafigi cizildi (Sekil 3.17).
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Sekil 3.17 Protein kalibrasyon egrisi.

Her bir polimer film yogunluguna karsi enzim immobilizasyon asamasi sonrasi elektrot
yikama sularinda enzim tayini yapildi ve bu sayede enzim kacaklar1 kontrol edildi. Protein
analizine gore 2.5-5-10-20-40 pg altin ve kobalt oksit nanopartikiiller igeren PP-g-PEG
polimeriyle hazirlanan elektrotlarda immobilize olan enzim miktarlar1 Cizelge 3.1°de
gosterilmektedir. Polimer film yogunlugu arttik¢a tutuklanan GOx miktar1 artmasina ragmen,
BOD miktar1 fazla degisim géstermemistir, bu durumda film yogunlugunun sadece elektrot ve
enzim arasindaki elektron transfer hizini etkiledigi sOylenebilir. Eger film yogunluguyla
orantili olarak katotta tutuklanan BOD enziminin miktar1 artmis olsaydi enzimatik reaksiyon
sonucu salinan elektronlarin sayis1 da artacagindan katotta oksijen rediiksiyonu hizlanabilir ve

devreden gecen akim degeri de artabilirdi.
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Cizelge 3.1 Farkli film yogunluklariyla hazirlanmis calisma elektrotlarinda immobilize olan
enzim miktarlari.

Film yogunlugu Immobilize edilen Immobilize edilen
(ug polimer) GOx miktar1 (ug) BOD miktar1 (ug)
2.5 17 24
5 40 27
10 48 26
20 60 26
40 72 28

Immobilize enzim miktarinin optimizasyonu:

Biyokimyasal reaksiyon hizinin enzim miktarina bagl olarak sinirlanmasi istenmediginden
ayn1 polimerlerle, ayni film yogunluklarinda ve ayni enzim immobilizasyon metodu
kullanilarak olusturulan ¢alisma elektrotlarinda kullanilan enzim miktar1 degistirilerek,
yiizeyde tutulan enzim miktar1 optimize edildi. Hazirlanan elektrotlarda Bradford protein
analizi metodu uygulanarak immobilize olmus enzim miktar1 belirlendi. Bu amagla, anot ve
katot kullanilarak, 20 pg’lik polimer film kalinliginda GOx ve BOD enzimleriyle hazirlanan
calisma elektrotlartyla kurulan EFC sistemlerinde 10 mM glikoz eklemelerine karsi elde
edilen akimlar kaydedildi (Sekil 3.18). Elektrotlar hazirlanirken 20 mg/mL’lik GOx ve BOD
enzim ¢ozeltilerinden anot ve katot yiizeyine sirasiyla 5-10-20-30 ve 50 pL damlatilip yiizey
kurutuldu, enzim immobilizasyonu icin yeterli siire beklendi. Farkli hacimlerde enzim
damlatilarak hazirlanan elektrotlarda protein analizi yapilarak herbir elektrodun immobilize
olan enzim miktar1 hesaplandi ve sonuglar Cizelge 3.2°de verildi. Belli bir enzim miktarindan
sonra, elektrot ylizeyinde bulunan aktif gruplar ve porlar substrata yeterince doymus
oldugundan beklendigi gibi, ayn1 miktardaki glikoz eklemesinden elde edilen akim degerleri
degismemistir (Sekil 3.18). Bu durumda sistemde katot icin 356 pg BOD enziminin
immobilize olmasiyla calistigimiz glikoz konsantrasyonu araligi i¢in maksimum akim elde

edildi ve bu deger yeterli oldu.
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Cizelge 3.2 Farkli hacimlerde enzim damlatilarak hazirlanmis calisma elektrotlarinda
immobilize olan enzim miktarlari.

Elektrot yiizeyine damlatilan Immobilize edilen GOx Immobilize edilen BOD
enzim miktar1 (ug) miktar1 (ug) miktar1 (ug)
100 49 85
200 110 174
400 185 356
600 314 539
1000 668 895
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Sekil 3.18 Altin ve kobalt oksit nanopartikiiller iceren 20 ug PP-g-PEG polimer kaph ve
farkli miktarlarda immobilize enzim bagli EFC sisteminden 10 mM glikoz
eklemesine kars1 elde edilen akim degerleri.
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3.3.3 Isletme Kosullarinin Optimizasyonu

Hiicre potansiveli:

EFC sistemi i¢in en uygun anodik ve katodik potansiyeli bulmak igin farkli potansiyel
degerleri sisteme sirasiyla uygulanarak (Anot potansiyel /Katot potansiyel: -100/+100,
-200/+200, -200/+360, -300/+400, -400/+400, -500/+500 mV) hiicre potansiyeli
optimizasyonu yapildi. Bu amagla hazirlanan elektrotlar igin EFC sistemi kuruldu ve her
hiicre potansiyeli degeri i¢in standart olarak sisteme 10 mM glikoz ilave edildi, herbir hiicre
potansiyelinde tiretilen akim degerlerinden e¢lde edilen gii¢ yogunluklar1 Sekil 3.19°da
gosterildi. Gli¢ yogunlugu 560 mV’lik hiicre potansiyeline kadar artarken bu degerden sonra
diismeye basladi. Maksimum gii¢ yogunlugu, anot i¢in -200 mV ve katot i¢in +360 mV olarak
uygulanan potansiyel degerlerinden elde edildi ve hiicre potansiyeli 560 mV olarak belirlendi.
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. * —

| I I I
400 600 800 1000 1200

Hiicre potansiveli/mV

I
0 200

Sekil 3.19 Altin ve kobalt oksit nanopartikiiller iceren PP-g-PEG ile hazirlanmis EFC’den
farkli hiicre potansiyellerinde elde edilen gii¢ yogunluklari.
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pH:

Enzimlerin optimum pH degerinde daha yiiksek aktivite gosterdikleri bilinir bundan dolay1
EFC sistemini etkileyen pH parametresi optimize edildi. Bu amagla pH degerleri 4.4-5.4-6.4-
7.4 ve 8.4 olan 100 mM fosfat ve sitrat tamponlar1 hazirlandi ve 20 mM standart glikoz
eklemesiyle sistem performansi 6lgiildi. Sekil 3.20’den goriildiigii lizere en yiiksek giic
yogunlugu pH 7.4 olan fosfat tamponundan elde edildi. Gii¢ yogunlugu pH 4.4’den pH 7.4°¢
kadar artarken 7.4’den sonra diismiistiir. Sonug, GOx ve BOD enziminin tek bir hiicre i¢inde
birlikte calisabildigi pH profilini gostermis ve her iki enzim ig¢in de en aktif ve en uygun

caligma ortaminin pH degerinin hazirlanan EFC sistemi i¢in 7.4 oldugu gézlenmistir.
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Sekil 3.20 Altin ve kobalt oksit nanopartikiiller iceren PP-g-PEG ile hazirlanmis EFC’den
farkli pH degerlerinde elde edilen gii¢c yogunluklari.

Destek elektrolit (Tuz):

Destek elektrolit calisma elektrotlarinin elektrik akimi iletimi i¢in 6nemli bir parametredir.

Destek elektrolitin ortamda bulunmamasi, redoks potansiyelini gézlemlemek i¢in sisteme
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daha fazla hiicre potansiyeli uygulanmasini gerektirebilir. Dolayisiyla destek elektrolit olarak
ortama tuz eklenmesi ile EFC performansi arastirildi. Destek elektroliti olarak NaCl se¢ildi ve
reaksiyon ortamindaki NaCl miktar1 degistirilerek EFC sisteminin  performansi
degerlendirildi. Bu amagla reaksiyon ortamina 0.3-0.6-1-2 mg/mL NacCl ilave edilip 560
mV’luk hiicre potansiyeli uygulandi ve 20 mM glikoz eklemesiyle her biri ayr1 ayr1 analiz
edildi. Sekil 3.21°’den goriildiigii gibi tuz miktarinin artmasiyla hem anot hemde katot i¢in
akim degerleri diismektedir. En yiiksek akim degeri tuz kullanilmadan elde edilen akim
degeridir. Bundan dolay1 ortamda asir1 tuz konsantrasyonunun inhibisyon etkisi yarattigi
tespit edilmis ve ¢alisma tamponun yeteri kadar tuz konsantrasyonuna sahip oldugu sonucuna
varilmigtir. Destek elektrolit deneyleri enzim aktivitesi 6n ¢alismalarinda da yapilmis ve genel
olarak fazla destek elektrolit miktarlarinin reaksiyon ortaminda olmasinin enzim aktivitesini
smirlayict oldugu gdzlenmistir. Bu sebeple, bir sonraki EFC ¢aligmalarinda destek elektrolit

deneyleri tekrarlanmamustir.
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Sekil 3.21 NaCl’nin sistem performansina etkisi.
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3.3.4 EFC Sisteminin Elektriksel Gii¢c Uretiminin Incelenmesi

Optimizasyon c¢alismalarinin sonuglarina goére maksimum performansta gii¢ liretme
kapasitesine sahip EFC sisteminin elektrot fabrikasyonu ve isletilmesi su sekilde olmustur:
Camsi karbon anot ve katot tizerine 10 mg/mL’lik toluende hazirlanan polimer ¢ozeltisinden
2’ser uL (elektrot yiizeyindeki polimer miktar1 20 pg) damlatilip kurutuldu. Elektrotlar saf
suyla yikandiktan sonra anoda 10 mg/mL GOx enziminden 20 pL, katoda 10 mg/mL BOD
enziminden 20 pL damlatilip kurutularak enzimlerin yiizeye fiziksel adsorpsiyonu saglandi
(ylizeyde bagli GOx 185 pg, BOD 356 ug olarak hesaplandi). Elektrotlar saf suyla yikanarak
kullanima hazir hale getirildi. Cam reaksiyon hiicresine 10 mL, 100 mM, pH 7.4 potasyum
fosfat tamponu eklendi. Sistem kurulduktan sonra anoda -0.2 V, katoda ise +0.36 V
potansiyel uygulandi (Hiicre potansiyeli: 0.56 V). Sistem dengeye ulasinca, reaksiyon
ortaminda 20 mM glikoz olacak sekilde stok glikoz ¢ozeltisinden ekleme yapildiginda elde
edilen akim degerinden yararlanilarak elektriksel giic yogunlugu hesaplandi ve 23.5 nW/cm?

olarak bulundu (2.1 numaral esitlik) .
3.3.5 EFC Sisteminde Evsel Atiksudan Elektrik Enerjisi Uretimi

Performans1 gelistirilmis altin ve kobalt oksit nanopartikiiller igeren PP-g-PEG polimer
tabanli EFC sisteminin evsel atiksulardan elektrik enerjisi iiretebilme potansiyeli arastirildi.
Boliim 3.3.4°deki sekilde hazirlanan EFC sistemi, 10 mL pH 7.4 fosfat tamponuna daldirilip,
0.56 V’luk hiicre potansiyeli altinda calistirildi. Sistem dengeye geldikten sonra, hiicreye
Zonguldak ili evsel atiksu aritma tesisi biyolojik aritim tinitesinin giris kisimlarindan alinan
ve filtreden siiziilerek yogun igeriginden arindirilan evsel atiksu numunesinden 500 pL
eklendi (atiksu numunesi gii¢ liretimi sirasinda 20 kat seyrelmistir). Ekleme sirasinda cihazin
kaydettigi akim degisimi Sekil 3.22°de gosterilmektedir. EFC sisteminden, seyrelmemis evsel
atiksu icerigindeki glikozun yakit olarak kullanilmasiyla elde edilen gli¢ yogunlugu 16
uW/ cm? olarak hesaplandi.
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Sekil 3.22 0.56 V’luk hiicre potansiyelinde evsel atiksu eklemesi sonucu EFC’den iiretilen

akim degerleri.
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3.3.6 EFC Sistemi Kullanilarak Carpobrotus Acinaciformis Bitkisinden Elektrik Enerjisi

Uretimi

Deneylerde, bitki yapraginda kiigiik bir kesik olusturularak EFC sisteminin elektrotlart bu
kesikten yaprak igine batirildi (Sekil 3.23). Isletme sirasinda ve sonrasinda bitki zarar
gormemis ve gelisimine devam etmistir. Deneylere baglamadan 6nce bitki karanlik ortamda
24 saat bekletildi. Boliim 3.3.4’de verildigi sekilde hazirlanan EFC sisteminin anot ve katot
tarafi referans ve karsit elektrot ile beraber karanlik odada bitkinin yapragina batirildi. Sistem
0.56 V’luk hiicre potansiyeli altinda c¢alistirild1 ve dengeye geldikten sonra 151k kaynagi acildi.
Isik kaynagimin agilmasiyla ortam aydinlatilarak bitkinin fotosentez yapmasi saglandi. Bu
sirada bitki bilinyesinde iretilmeye baslayan glikozun EFC sisteminde yakit olarak
kullanilmas1 sonucu anotta glikoz, GOx enzimi tarafindan oksitlenmeye baglamis, glikoz
iretimi fotosentezle devam ettikge anotta oksidasyon akiminin arttigr (Sekil 3.24A), buna
bagli olarak katoda akan elektronlar sayesinde katotta bulunan BOD enziminin oksijeni
indirgedigi gozlemlendi (Sekil 3.24B). Bitki uygulamasindan iiretilen giic yogunlugu 1.3
uW/cm? olarak hesaplanda.

Sekil 3.23 EFC sisteminin bitki blinyesinde isletilmesi.
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Sekil 3.24 Bitki yapraginda fotosentezle olusan glikozdan 0.56 V’luk hiicre potansiyelinde
elde edilen anot (A) ve katot (B) akim degerleri.
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3.4 PP-g-Im TABANLI EFC SISTEMi
3.4.1 Karakterizasyon Calismalari

Boliim 2.3.3°de sentezi agiklanan altin nanopartikiil iceren PP-g-Im polimerinin 200 nm’de
TEM goriintiisti ¢ekildi (Sekil 3.25). TEM goriintiisiinde polimer yapisinda bulunan altin
nanopartikiiller gézlendi. Analiz sonucunda kiimelenmis partikiil boyutu yaklasik olarak 100
nm olarak tespit edildi. PP-g-Im polimeri FT-IR spektrum analizi Perkin Elmer Spectrum 100
spektrofotometre kullanilarak yapildi. Sekil 3.26’da PP-g-Im polimerinin FT-IR spektrumu
verilmektedir. 1081 cm™ de goriilen giiglii sinyal C-N bagim ve 1495 cm™deki sinyal ise
C=N baginm1 gostermektedir. C=C ve C-H gerilimlerinin karakteristik pikleri sirasiyla 1604
cm™ ve 2920-3027 cm™ de gozlemlenmektedir. Spektrumda gozlemlenen bu pikler imidazol

halkasinin polimer yapisina kimyasal olarak baglandigini goéstermektedir.

Sekil 3.25 Altin nanopartikiil iceren PP-g-Im polimerinin TEM goriintiisii.
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Sekil 3.26 PP-g-Im polimerinin FT-IR spektrumu.

SEM goriintiisii i¢in, altin anot ve katot tizerine 1 mg/mL’lik toluende hazirlanmis polimer
cozeltisinden 1’er pL (elektrot yiizeyindeki polimer miktar1 1 pg) damlatilip kurutuldu.
Elektrotlar saf suyla yikandiktan sonra anoda 20 mg/mL GOx enziminden 15 pL, katoda 20
mg/mL BOD enziminden 15 pL damlatilip kurutularak enzimlerin ylizeye fiziksel
adsorpsiyonu saglandi. Elektrotlara kaplanan PP-g-Im polimerinin (Sekil 3.27A), GOx
immobilize edilen PP-g-Im polimerinin (Sekil 3.27B) ve BOD immobilize edilen PP-g-Im
polimerinin (Sekil 3.27C) Quanta FEG 450 model Scanning Electron Microscobe (SEM)
kullanarak elde edilen goriintiileri asagida verilmektedir. Sonuglar saf ve enzim immobilize

edilen PP-g-Im polimerinin yiizey morfolojilerinin degistigini gostermektedir.
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Sekil 3.27 Saf PP-g-Im polimeri (A), GOx immobilize edilmis PP-g-Im polimeri (B) ve BOD
immobilize edilmis PP-g-Im polimeri (C) ile kaplanmis elektrotlarin SEM
goriintiileri.

EFC sisteminin katodunun doniisiimlii voltamogrami Sekil 3.28’de gosterilmektedir. CV
calismas1 100 mM pH 7.4 fosfat tamponunun 10 mL’sinde, -0.5 / +0.5 V potansiyel araliginda
ve 100 mV/s tarama hizinda gerceklestirildi. CV analiz sonuglari polimer filmin, elektrot

materyali ve enzim arasindaki elektron transferini engellemedigini gostermektedir.
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Sekil 3.28 PP-g-Im tabanli EFC sisteminin katoduna ait doniistimlii voltametri grafigi.

3.4.2 Fabrikasyon Asamalarinin Optimizasyonu

Katot icin farkli enzimlerin denenmesi (Enzim Secimi):

PP-g-Im polimerinde bulunan imidazol gruplar1 polipropilen ana zinciri iizerinde uzun dallar
olusturarak enzimlerin fiziksel tutulumlarma olanak saglamakta ve polimerin yiizey alanini
genisletmektedir. Altin nanopartikiiller iceren PP-g-Im polimerinin toluende 1 mg/mL’lik
cozeltisi hazirlandi ve bu c¢ozeltiden altin elektrot yiizeyine 1 pL polimer damlatilarak
kurutuldu. Elektrotlar saf suyla yikandi ve sonra 20 mg/mL seklinde hazirlanan GOx
cozeltisinden anoda 15 pL, 20 mg/mL seklinde hazirlanan BOD ¢ozeltisinden katoda 15 pL
damlatilarak oda kosullarinda 2 saat beklendi, bu sekilde 1. EFC sistemi elektrotlari
hazirlandi. 2. EFC sisteminin anodu aym prosediirle katodu ise LAC enzimiyle ayni sekilde

hazirlandi.

1. EFC sistemi pH 7.4 fosfat tamponunun 10 mL’sine, 2. EFC sistemi ise pH 5 asetat
tamponunun 10 mL’sine Ag/AgCl referans elektrotu ve Pt karsit elektroduyla birlikte
daldirilarak sirayla ¢alistirildi. 1. EFC sisteminin anot tarafina -0.2 V, katot tarafina +0.36
V’luk, 2. EFC sisteminin anot tarafina -0.2 V, katot tarafina +0.59 V’luk potansiyel
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uygulanarak sistem c¢alistirildi. Sistem dengeye geldikten sonra ortamda sirastyla 50, 100, 200
ve 300 mM glikoz olacak sekilde eklemeler yapildi. Her iki sisteme ait elde edilen akim
degerleri Sekil 3.29°da gosterilmektedir. Akim/zaman grafiklerinden BOD enziminin PP-g-Im

polimeri ile daha iyi sonug verdigi tespit edildi.
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Sekil 3.29 Farkli katot enzimleriyle hazirlanmig altin igceren PP-g-Im tabanli EFC
sistemlerinden tiretilen akim sinyalleri.
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Elektrot materyali secimi:

Enzim sec¢imi tamamlandiktan sonra sistem i¢in uygun elektrot materyali i¢in denemeler
yapildi. Boliim 3.4.2°deki gibi 1. EFC sisteminin elektrotlar1 hazirlandi. Altin elektrot yerine
cams1 karbon anot ve katot kullanildi. Anot tarafina -0.2 V, katot tarafina +0.36 V’luk
potansiyel uygulanarak sistem c¢alistirildi. Sistem dengeye geldikten sonra ortamda sirasiyla
50, 100, 200 ve 300 mM glikoz olacak sekilde eklemeler yapildi. Uretilen akim degerleri
Sekil 3.30’da gosterilmektedir. Deney sonuglari incelendiginde altin elektrodun glikoz
eklemesine kars1 cevap verdigi (Sekil 3.24, 1. EFC sistemine ait grafik) ancak camsi karbon
elektrodun, glikozun her test edilen konsantrasyonuna tepkisiz oldugu gozlemlendi. Altin
elektrot, altin nanopartikiiller iceren PP-g-Im polimeri i¢in uygun elektrot materyali olarak

segildi.
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Sekil 3.30 Cams1 karbon elektrotlarla hazirlanmig PP-g-Im tabanli EFC sisteminden iiretilen
akim sinyalleri.

Film vogunlugu deneyleri:

Film yogunlugu deneyleri i¢in altin elektrotlarin ylizeyinde sirastyla 0.25-0.5-1-5-10 pg altin

nanopartikiiller igeren PP-g-Im polimeri olacak sekilde ¢aligma elektrotlar: yiizeyi polimerik
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filmle kaplandi. Polimer kaplama islemi polimer ¢ozeltisinden elektrot ylizeyine damlatilip
kurutmak suretiyle gergeklestirildi. Farkli film yogunluklariyla hazirlanan elektrotlarin EFC
sistemine takilarak glikoz eklemelerinden alinan akim degerleri karsilagtirildi. Farkli film
yogunluklariyla hazirlanan anot {izerine 20 mg/mL GOx enziminden 15 pL, katoda 20 mg/mL
BOD enziminden 15 ul damlatilip kurutularak enzimlerin yilizeye fiziksel adsorpsiyonu
sagland1. Elektrotlar yikanarak 10 mL’lik 100 mM pH 7.4 fosfat tamponuna daldirildi. Anoda
-0.2 V, katoda +0.36 V’luk potansiyel uygulanarak sistem calistirildi ve dengeye gelmesi
saglandi. Sistem kararli hale gelince reaksiyon ortaminda 10 mM glikoz olacak sekilde stok
glikoz c¢ozeltisinden ortama ekleme yapildi ve elde edilen akim degeri kaydedildi. Bu deney
farkli film kalinligiyla hazirlanan her elektrot i¢in tekrarlandi (Sekil 3.31). Sekil 3.31°den
gorildiigl tizere 1 ug polimer igeren ¢alisma elektrodundan ayni miktardaki glikoz eklemesi
icin diger film kalinliklarinda hazirlanan c¢alisma elektrotlarindan elde edilen akim
yogunluklarina gore en yiiksek akim yogunlugu elde edildi. 1 pg polimer miktarindan biiytik
miktarlarda polimer film yogunluguklarinda ayni glikoz eklemesine karsi elde edilen akim
sinyalleri diismeye baglamistir. PP-g-Im polimer tabanli EFC sisteminde elektrot yiizeylerine

uygulanmasi gereken optimum polimer dozunun 1 pg oldugu belirlenmistir.
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Sekil 3.31 Altin nanopartikiiller igeren farkli film yogunluklarinda PP-g-Im polimeri ile
hazirlanmis c¢alisma elektrotlarinin  glikoz eklemelerinden elde edilen akim
yogunluklari.

Immobilize enzim miktarinin optimizasyonu:

Elektrotlar hazirlanirken 20 mg/mL’lik GOx ve BOD enzim ¢ozeltilerinden anot ve katot
ylizeyine sirastyla 10-15-20 ve 25’er uL damlatilarak hazirlanan 5 EFC sistemi dizayn edildi.
Farkli hacimlerde enzim damlatilarak hazirlanan elektrotlar test edildi ve en yliksek akim
degeri 15 pL’lik enzim damlatmasiyla hazirlanan elektrottan elde edildi. Bradford Protein
analizi yapilarak yiizeyde damlatma sonucu baglanan GOx ve BOD (10-15-20-25 pL
damlatma sonucu yiizeye immobilize olan enzim miktarlar sirasiyla 3-8-18-27 pg) miktarlar
tespit edildi. Altin anot ve katot kullanilarak 1 pg’lik polimer film yogunlugunda degisen
miktarlarda GOx ve BOD igeren ¢alisma elektrotlariyla kurulan EFC sistemlerinde 0.56 V’luk
hiicre potansiyelinde 10 mM glikoz eklemelerine karsi elde edilen akimlar kaydedildi (Sekil
3.32). 15 puLl’lik damlatma sonucu en yiiksek akim degeri elde edildi ve enzim miktarinin
arttirllmasina gerek olmadig1 anlasildi. 15 puL’lik enzim damlatma isleminden ylizeye 8 pg

BOD immobilize oldugu tespit edildi. Belli bir enzim hacmi yiliklemesinden sonra ylizeye
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damlatilan enzim hacmi arttik¢a yiizeye baglanan GOx ve BOD miktar1 artmasina ragmen
akim yogunluklarinin diistiigii gézlendi. Bu durum, enzimle asir1 yiiklenen elektrot yiizeyinde
substrat difiizyonunun yavaslamasina ve elektron transferi i¢in film yiizeyinin ekstra bir

direng gdstermis olduguna dayandirilabilir.
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Sekil 3.32 Altin nanopartikiil igeren PP-g-Im polimeri ile hazirlanmis ¢alisma elektrotlarinda
farkli immobilize enzim miktarlarindan glikoz eklemesine karsi elde edilen akim
yogunluklari.

3.4.3 Isletme Kosullarmin Optimizasyonu

Hiicre potansiveli:

Maksimum performansa ulasabilen EFC sistemi i¢in en uygun anodik ve katodik potansiyel
degerlerinin optimizasyon deneylerinde, Anot potansiyel / Katot potansiyel degerleri sirasiyla
: -0.1/+0.1, -0.2/+0.2, -0.2/+0.36, -0.4/+0.4, -0.5/+0.5 V olacak sekilde sisteme potansiyel
uygulandi. Bu amacla hazirlanan elektrotlar i¢in EFC sistemi kuruldu ve her hiicre potansiyeli

degeri icin standart olarak sisteme 5 mM glikoz ilave edildi, akim yogunluklar1 kaydedildi
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(Sekil 3.33). Maksimum akim yogunluguna anot i¢in -0.2 V ve katot i¢in +0.36 V (hiicre
potansiyeli 0.56 V) uygulandiginda ulasildi.
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Sekil 3.33 Hiicre potansiyelinin sistem lizerine etkisi.
pH:

pH degerleri 4.4-5.4-6.4-7.4 ve 8.4 olan 100 mM fosfat ve asetat tamponlar1 hazirlandi ve 15
mM standart glukoz eklemesiyle sistem performansi dl¢iildii. Sekil 3.34’den goriildiigi iizere
en yiiksek akim yogunlugu pH 7.4 olan fosfat tamponundan elde edildi. Akim yogunlugu pH
4.4’den pH 7.4’e kadar artarken 7.4’den sonra diismiistiir. Sonuglar GOx ve BOD enzimleri

icin en uygun caligma ortaminin pH 7.4 oldugunu agik¢a gostermektedir.
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Sekil 3.34 pH’1n sistem performansi iizerine etkisi.

3.4.4 EFC Sisteminin Elektriksel Gii¢ Uretiminin Incelenmesi

Optimizasyon c¢aligmalarinin sonuglarina gére maksimum performansta gii¢ iiretme
kapasitesine sahip EFC sisteminin elektrot fabrikasyonu ve isletilmesi su sekilde olmustur:
Altin anot ve katot tizerine 1 mg/mL’lik toluende hazirlanan polimer ¢ozeltisinden 1’er pLL
(elektrot yiizeyindeki polimer miktar1 1 pg) damlatilip kurutuldu. Elektrotlar saf suyla
yikandiktan sonra anoda 20 mg/mL GOx enziminden 15 pL, katoda 20 mg/mL BOD
enziminden 15 pL damlatilip kurutularak enzimlerin ylizeye fiziksel adsorpsiyonu saglandi
(ylizeyde bagli BOD 8 pg olarak hesaplandi). Elektrotlar saf suyla yikanarak kullanima hazir
hale getirildi. Cam reaksiyon hiicresine 10 mL, 100 mM, pH 7.4 potasyum fosfat tamponu
eklendi. Sistem kurulduktan sonra anoda -0.2 V, katoda ise +0.36 V potansiyel uyguland:
(Hiicre potansiyeli: 0.56 V). Sistem dengeye ulasinca, reaksiyon ortaminda 5 mM glikoz
olacak sekilde stok glikoz ¢ozeltisinden ekleme yapildiginda elde edilen akim degerinden
yararlanilarak elektriksel gii¢ yogunlugu 1.7 pW/cm?, 15 mM glikoz olacak sekilde stok
glikoz ¢ozeltisinden ekleme yapildiginda elde edilen akim degerinden yararlanilarak

elektriksel gii¢c yogunlugu 5 pW/cm2 olarak hesaplandi.
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3.4.5 EFC Sisteminde Evsel Atiksudan Elektrik Enerjisi Uretimi

Performansi gelistirilen altin nanopartikiiller igeren PP-g-Im polimer tabanli EFC sisteminin
evsel atiksulardan elektrik enerjisi liretebilme potansiyeli arastirildi. Bolim 3.4.4°de verildigi
sekilde hazirlanan EFC sistemi, 10 mL pH 7.4 fosfat tamponuna daldirilip, 0.56 V’luk hiicre
potansiyeli altinda ¢alistirildi. Sistem dengeye geldikten sonra, 6n islem gormiis evsel atiksu
numunesinden 500 pL hiicreye eklendi (atiksu numunesi gili¢ iiretimi sirasinda 20 kat
seyreldi). Ekleme sirasinda cihazin kaydettigi akim degisimi Sekil 3.35’de gosterilmektedir.
EFC sisteminden, seyrelmemis evsel atiksu igerigindeki glikozun yakit olarak kullanilmasiyla

elde edilen gii¢ yogunlugu 460 nW/cm? olarak hesaplandi.

Altin nanopartikiiller iceren PP-g-Im polimer tabanli EFC sistemi bitki deneyine tabi tutuldu

fakat enerji tiretiminin yetersiz kaldigi gézlemlendi.
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Sekil 3.35 0.56 V’luk hiicre potansiyelinde evsel atiksu eklemesi sonucu EFC’deki akim
degisimi.
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3.5 POLI(TAA-co-MT) TABANLI EFC SISTEMI

3.5.1 Farkh Medyatorlerin Denenmesi ve CV Calismalari

Oncelikle, farkli medyatdrlerin elektrot yiizeyinde aktif olacagi/is yapabilecegi uygulama
potansiyellerine karar verilmelidir. Bu nedenle yapiya katilan medyatorlerin ayri ayri
dontistimli voltametri analizleri yapildi. Bu islem i¢in asetonitril i¢ginde 10 mM medyator
iceren ¢ozeltiler hazirlandi. Medyatorlere ait doniisiimli voltametri grafikleri Sekil 3.36’da
verilmektedir. CV ¢ekimleri, -1, +1 V potansiyel aralifinda temizlenmis altin elektrodun,
platin karsit elektrodun ve Ag/Ag® referans elektrodun medyatdr ¢ozeltisi igine
daldirilmasiyla gerceklestirildi. Sekil 3.36’da ferrosenin oksidasyon/rediiksiyon dalgasi -
0.15/0.36 V, p-benzokinonun oksidasyon/rediiksiyon dalgast -0.3/-0.1 V, nétral kirmizisinin
oksidasyon/rediiksiyon dalgast -0.55/0.4 V olarak gozlendi. Medyatoriin elektrot yiizeyinde
elektron aracisi olarak is yapabilmesi igin gozlenen potansiyel degerleri sisteme
uygulanmalidir. Sistemde kullanilan GOx enziminin glikozu oksitledigi teorik potansiyel
degeri -0.32 V, BOD enziminin oksijeni suya indirgedigi teorik potansiyel degeri ise +0.36 V
olarak bilinmektedir. Kullanilacak olan medyatorlerin oksidasyon/rediiksiyon potansiyelleri
enzimlerin teorik potansiyel degerlerine yakindir bu nedenle EFC sisteminde elektron aracisi
olarak kullanilabilir. Sadece p-benzokinon kullanilacagi zaman BOD iceren katot
elektrodunda p-benzokinona ait rediiksiyon potansiyeli -0.1 V oldugundan, bu deger de BOD
enziminin oksijeni indirgedigi teorik potansiyel degeri olan +0.36 V’a yakin olmadigi i¢in

katot tarafina ait filme p-benzokinon aracisi eklemek anlamli olmayacaktir.
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Sekil 3.36 Ferrosene (A), p-benzokinona (B) ve notral kirmizisina (C) ait doniigimlii
voltametri grafikleri.



Poli(TAA-co-MT) kopolimeri ¢alisma kapsaminda farkli medyatorlerle (ferrosen, p-
benzokinon ve noétral kirmizisi) modifiye edilerek Bolim 2.5.1°de  agiklanan
elektropolimerizasyon metodu kullanilarak hazirlandi. 3 farkli medyatér kullanilarak
olusturulan polimerik filmler Poli(TAA-co-MT)/ferrosen, Poli(TAA-co-MT)/ p-benzokinon
ve Poli(TAA-co-MT) / nétral kirmizisi olarak tanimlandi. Kaplanan elektrotlar 2 saat boyunca
karbodiimid ¢ozeltisi (15 mM 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid ve 300 mM N-
hidroksisiiksinamid ¢ozeltilerinin karisimi) i¢inde bekletildi. Siire sonunda anot ve katot
yikandi ve anot, 1 mg/mL’lik GOx enzimi ¢ozeltisine, katot ise 1 mg/mL’lik BOD enzimi
coOzeltisine 2 saat siire ile daldirildi. Elektrotlar saf su ile yikanarak kullanima hazir hale
getirildi. Uygulama potansiyeline karar verildikten sonra Poli(TAA-co-MT)/ferrosen,
Poli(TAA-co-MT)/p-benzokinon ve Poli(TAA-co-MT)/nétral  kirmizist  kapli  calisma
elektrotlarini igeren 3 EFC sistemi c¢alistirildi. Poli(TAA-co-MT)/ferrosen film iceren EFC
sistemi i¢in, anoda ve katoda sirasiyla -0.15 V, +0.36 V, Poli(TAA-co-MT)/p-benzokinon
film i¢eren EFC sistemi i¢in, anoda ve katoda sirasiyla -0.3 V, +0.36 V ve Poli(TAA-co-
MT)/nétral kirmizisi film iceren EFC sistemi i¢in, anoda ve katoda sirasiyla -0.55 V, +0.4 V
potansiyel uygulanarak 3 EFC sistemi 100 mM pH 7.4 fosfat tamponunun 10 mL’sine
daldirildi. Sistem kararli hale gelince reaksiyon ortaminda sirasiyla 30-50-100-200 ve 300
mM glikoz olacak sekilde stok glikoz ¢ozeltisinden ortama ekleme yapildi ve elde edilen akim

degeri kaydedildi (Sekil 3.37).
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Sekil 3.37 Poli(TAA-co-MT)/ferrosen film ile kaplanmis (A), Poli(TAA-co-MT)/nétral
kirmizist film ile kaplanmig (B), Poli(TAA-co-MT)/p-benzokinon film ile kaplanmig
(C) EFC sisteminin glikoz eklemelerine karsi verdigi akim sinyalleri.
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Poli(TAA-co-MT)/métral kirmizisi film ile kaplanarak hazirlanan EFC sisteminde dengeli
kullanilabilir akim degerleri elde edilemedi, buna ek olarak sistem kararliligi gézlenmedi.
Poli(TAA-co-MT) / p-benzokinon film ile kaplanan elektrotlardan sonug alindi fakat akim
degerleri diger filmlere kiyasla oldukga diisiik ¢ikti. Poli(TAA-co-MT)/ferrosen film kaplanan
elektrotlardan anlamli ve yiikksek akim degerleri elde edildi. Medyator olarak ferrosen
kullanilmast sistem performansini artirmistir. Bu nedenle, Poli(TAA-co-MT) filmin ferrosen
ile modifiye edilmesi uygun goriilmistiir. Bir sonraki asamada Poli(TAA-co-MT)/ferrosen
film kaplh -elektrotlar hazirlanarak elektrot fabrikasyon ve isletme kosullar1 optimize

edilmistir.

3.5.2 Fabrikasyon Asamalarinin Optimizasyonu

Katot icin farkli enzimlerin denenmesi (Enzim secimi):

Anot ve katot, Poli(TAA-co-MT)/ferrosen film ile kaplandiktan sonra, enzimleri kimyasal
baglayabilmek icin polimer yapida bulunan TAA’nin karboksil gruplar1 Boélim 3.5.1°de
anlatildig1 gibi karbodiimid c¢ozeltisiyle aktiflestirildikten sonra anot, 1 mg/mL’lik GOx
enzimi ¢ozeltisine, katodun biri 1 mg/mL’lik BOD, digeri ise 1 mg/mL’lik LAC enzimi
¢ozeltisine daldirildi ve 30 dak. bekletildi. Immobilizasyon siiresi sonunda elektrotlar saf
suyla yikanarak baglanmamis enzimden temizlendi. LAC katodunu igeren EFC sistemi 10 mL
100 mM pH 5 sitrat tamponu igerisinde, BOD katodunu igeren EFC sistemi 10 mL 100 mM
pH 7.4 fosfat tamponu igerisinde ¢alistirildi. Her iki EFC sisteminin anot tarafina -0.15 V,
LAC igeren EFC sisteminin katoduna +0.59 V, BOD igeren EFC sisteminin katoduna ise
+0.36 V’luk potansiyel uygulanarak sistem calistirildi. Her iki EFC sistemi dengeye geldigi
zaman 30-300 mM konsantrasyon araligindaki glikoz ¢ozeltileri ardarda hiicreye eklendi ve
elde edilen akim degerleri kaydedildi (Sekil 3.38). LAC enzimi immobilize edilen katoda
sahip EFC sistemi glikoz eklemelerinden akim tiretememis ve sistemden elektriksel bir giic
elde edilememistir. BOD igeren sistem ise artan konsantrasyonlardaki glikoz eklemelerine
kars1 stabil ve yiiksek akim degerleri {iretmistir. Bu sonuca gore, Poli(TAA-co-MT)/ferrosen
film ile hazirlanan EFC’lerin katodu i¢in kesinlikle BOD enzimi kullanilmasi gerektigi

belirlenmistir.

82



6.4

6.0
5.6
5.2
48

4.4

Akim/ 1e-9 A

4.0

36

3.2

2.87""\H"\H"\"H|""|""|""|""
2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000

Zaman/s

Sekil 3.38 Poli(TAA-co-MT)/ferrosen/BOD katodunun glikoz eklemelerine verdigi akim
sinyalleri.

FElektrot materyali secimi:

Altin elektrotlar1 ve camsi karbon elektrotlar: igeren 2 EFC sistemi Boliim 3.5.1°de verildigi
sekilde hazirlandi. Altin anot ve katot materyaline ve camsi karbon anot ve katot materyaline
sahip EFC sistemleri 10 mL’lik 100 mM pH 7.4 fosfat tamponunda isletildi. Anoda -0.15 V,
katoda +0.36 V’luk potansiyel uygulanarak (0.51 V’luk hiicre potansiyeli) sistem calistirildi
ve dengeye gelmesi beklendi. Sistem kararli hale gelince reaksiyon ortamina 30-300 mM
konsantrasyon araligindaki glikoz c¢ozeltileri ard arda eklendi ve elde edilen akim degerleri
kaydedildi (Sekil 3.39). Altin elektrot ile hazirlanan EFC sistemi, artan glikoz miktarina karsi
yliksek akimlar iiretirken, camsi karbon ile hazirlanan katotta artan yakit miktarina karsi
neredeyse ayni akim degerleri iretilmistir. Poli(TAA-co-MT)/ferrosen film ile hazirlanan

EFC’ler i¢in altin elektrot materyalinin uygun oldugu sonucuna varilmistir.
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Sekil 3.39 Farkli eclektrot materyaliyle hazirlanmis Poli(TAA-co-MT)/ferrosen/BOD
katodunun glikoz eklemelerine verdigi akim sinyalleri.

Film vogunlugu deneyleri:

Altin anot ve katot yiizeyinde Poli(TAA-co-MT)/ferrosen elektropolimerizasyonu, doniistimlii
voltametri dongli sayisi, yani elektropolimerizasyon siiresi degistirilerek gerceklestirildi.
Dontigimlii voltametri dongii says1 her bir EFC sistemi ile sirasiyla 5-10-15-20-30 ve 50
dongili olacak sekilde ayarlanarak altin anot ve katot ylizeyleri farkli yogunlukta polimerik
filmlerle kaplandi. Enzim immobilizasyonu gergeklestirildikten sonra (Bolim 3.5.1) her film
yogunlugunda hazirlanan anot ve katot EFC sistemine takildi ve 10 mL’lik 100 mM pH 7.4
fosfat tamponuna daldirildi. Anoda -0.15 V, katoda +0.36 V’luk potansiyel uygulanarak
sistem calistirlldi ve dengeye gelmesi saglandi. Sistem kararli hale gelince reaksiyon
ortaminda 10 mM glikoz olacak sekilde stok glikoz ¢6zeltisinden ortama ekleme yapilarak
elde edilen akim degeri kaydedildi. Bu deney farkli film yogunluguyla hazirlanan her elektrot
icin tekrarlandi. Farkli film yogunluklarinda hazirlanan EFC sistemlerinin 10 mM glikoz
eklemesine kargsi tirettigi akim degerleri kullanilarak birim elektot alan1 bagina gecen akim

miktarlar1 hesaplandi ve Sekil 3.40°da gosterildi. Sekil 3.40’dan goriildiigii iizere 30 dongii
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sayisi ile kaplanarak hazirlanan EFC elektrodundan en yiiksek akim degeri elde edilmis, film
yogunlugu arttikca akimin diistiigii gézlenmistir. Dongii sayisi arttik¢a polimerlesen film
icerisindeki enzim baglayici karboksil fonksiyonel gruplarinin sayisinin artmasi muhtemeldir.
Fakat belli bir film yogunlugu degerinden sonra yiizeyde olusan film tabaka elektron akisina
direng gostererek devreden gececek akimi diisiirebilir. Deney sonucu 30 dongii sayisindan

sonra EFC sisteminde elektron akisinin azaldigini gostermistir.
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Sekil 3.40 Farkli film yogunluklarinda hazirlanmis EFC’lerden elde edilen akim yogunluklari.

Immobilize enzim miktarinin optimizasyonu:

Altin anot ve katot yiizeyinde Poli(TAA-co-MT)/ferrosen film 30 dongiiliik kaplama ile
elektropolimerize edildi. Yiizeyi film ile kaplanan her bir anot 1 mg/mL’lik GOx, katot 1
mg/mL’lik BOD enzim ¢o6zeltisine farkl siirelerde daldirilmak suretiyle immobilize edildi.
Immobilizasyon siireleri sirastyla 15, 30, 60, 90 ve 120 dakika olarak belirlendi. Siire sonunda
anot ve katotlarin ylizeylerinde immobilize enzim miktar1 Bradford Protein Analizi ile

belirlendi. Sonuglar Cizelge 3.3’de gosterilmektedir.
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Cizelge 3.3 Farkli immobilizasyon siirelerine maruz birakilmis EFC elektrotlarinin
yiizeyindeki immobilize enzim miktarlari.

Immobilizasyon Yiizeye baglanmis Yiizeye baglanmis
stiresi/dak. GOx miktar1 /ug BOD miktar1 /ug

15 107 126

30 125 164

60 128 168

90 130 172

120 132 172

Immobilizasyon gerceklestirildikten sonra, farkli miktarlarda bagli enzim igeren anot ve
katottan olusan EFC sistemi 10 mL’lik 100 mM pH 7.4 fosfat tamponuna daldirildi. Anoda -
0.15 V, katoda +0.36 V’luk potansiyel uygulanarak sistem galistirildi ve dengeye gelmesi
sagland1. Sistem kararli hale gelince reaksiyon ortaminda 10 mM glikoz olacak sekilde stok
glikoz ¢ozeltisinden ekleme yapildi, elde edilen akim degerleri kullanilarak birim elektot alani
basma gecen akim miktarlart (J) hesaplandi ve Sekil 3.41°de gosterildi. Sonuglara gore
maksimum akim yogunluguna 30 dakikalik immobilizasyon stiresinde ulagildi. 30 dakikalik
stirede anoda 125 pg GOx, katoda 164 ng BOD enzimi baglanmistir. 30 dakikadan fazla
immobilizasyon stirelerinde {iretilen enerji 6nemli 6l¢iide artis gdstermemistir. Protein analizi
sonuclarimiz da bu durumu desteklemektedir. Cizelge 3.3’de goriildiigii tizere 30 dakikadan
fazla immobilizasyon siirelerinde elektrot ylizeylerinde baglanan enzim miktarlar1 hissedilir
seviyelerde artmamigtir. Bu durum Poli(TAA-co-MT)/ferrosen film biinyesinde bulunan
enzim baglayici karboksil gruplarimin 30 dakikada doldugunu gostermistir. Joule Kanunundan
yola cikilarak, maksimum kapasitede enzim tutmus (30 dakikalik siirede) EFC icin gii¢
iiretimi yaklasik 0.8 uW/cm2 olarak hesaplandu.
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Sekil 3.41 Farkli immobilizasyon siirelerinde hazirlanmis EFC’lerden elde edilen akim
yogunluklari.

3.5.3 isletme Kosullarinin Optimizasyonu

Hiicre potansiveli:

EFC sisteminde en uygun anodik ve katodik potansiyeli tespit edebilmek i¢in bu asamaya
kadar optimize edilen EFC, farkli potansiyel araliklarinda (Anot potansiyel /Katot potansiyel:
-0.1/+0.1, -0.1/+0.2, -0.15/+0.36, -0.2/+0.36, - 0.15/+0.45 V) calistirildi. Her hiicre
potansiyeli degeri i¢in standart olarak sisteme 10 mM glikoz ilave edildi, akim yogunluklari
(J) hesapland1 (Sekil 3.42). Maksimum akim yogunlugu, anot i¢in -0.2 V ve katot i¢in +0.36
V (hiicre potansiyeli 0.56 V) olarak uygulanan potansiyel degerlerinden elde edildi.
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Sekil 3.42 Hiicre potansiyelinin sistem {izerine etkisi.

pH :
pH degerleri 4.4-5.4-6.4-7.4 ve 8.4 olan 100 mM fosfat ve asetat tamponlar1 hazirlandi. EFC
sistemi farkli tampon ortamlarma daldirild1 ve 0.56 V’luk potansiyelde calistirildi. Her pH
degerinde ortama 5 mM standart glikoz eklemesinden iiretilen akim yogunluklarina bakarak
sistem performanst degerlendirildi. Sekil 3.43’den goriildiigli lizere en yiiksek akim
yogunluguna pH 7.4’de ulasildi. Akim yogunlugu pH 4.4’den pH 7.4’e kadar artarken 7.4’den
sonra diigmiistiir. Sonuglar GOx ve BOD enzimleri i¢in en uygun calisma ortaminin pH 7.4

oldugunu agik¢a gostermektedir.
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Sekil 3.43 pH’1n sistem performansina etkisi.

3.5.4 EFC Sisteminin Elektriksel Gii¢ Uretiminin Incelenmesi

Optimizasyon ¢aligmalarinin sonuglarma goére maksimum performansta gili¢ {iretme
kapasitesine sahip EFC sisteminin elektrot fabrikasyonu ve isletilmesi su sekilde olmustur:
Altin anot ve katot, 100 mM (TAA), 10 mM (MT), 10 mM ferrosen ve 100 mM tetrabiitil
amonyum tetrafloroborat iceren 10 mL’lik asetonitril ortamina karsit ve referans elektrotla
birlikte daldirildi. 100 mV/s’lik tarama hizinda, dongii sayist 30 olacak sekilde 0-2 V arasinda
ylizeyde kopolimerizasyon saglandi. Elektrotlar saf suyla yikandiktan kopolimerde bulunan
karboksilik gruplar karbodiimid ¢ozeltisiyle aktiflestirildi daha sonra anot 1 mg/mL’lik GOx
enzim ¢ozeltisine, katot ise 1 mg/mL’lik BOD enzim ¢ozeltisine 30 dakika siireyle yatirildi.
Siire sonunda elektrotlar saf suyla yikanarak kullanima hazir hale getirildi. Cam reaksiyon
hiicresine 10 mL, 100 mM, pH 7.4 potasyum fosfat tamponu eklendi. Sistem kurulduktan
sonra anoda -0.2 V, katoda ise +0.36 V potansiyel uygulanmak (hiicre potansiyeli: 0.56 V)
suretiyle sistem calistirildi. 0.56 V’luk hiicre potansiyelinde EFC sisteminden 10 mM’lik
glikoz eklemesi sonucu elde edilen gii¢ yogunlugu 1 pW/cm?, 5 mM’hik glikoz eklemesi
sonucu elde edilen gii¢ yogunlugu 0.4 uW/cm2 olarak hesaplandi.
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3.5.5 EFC Sisteminde Evsel Atiksudan Elektrik Enerjisi Uretimi

Her asamasi optimize edilen Poli(TAA-co-MT)/ferrosen film tabanli EFC sistemi, 10 mL pH
7.4 fosfat tamponuna daldirildi ve 0.56 V’luk hiicre potansiyeli altinda sistem calistirildi.
Sistem dengeye geldikten sonra siiziilmiis olan evsel atiksu numunesinden 500 uL hiicreye
eklendi (atitksu numunesi gii¢ iiretimi sirasinda 20 kat seyreldi). Ekleme sirasinda cihazin
kaydettigi katodik akim degisimi agik¢a goriildii ve Sekil 3.44°da verildi. EFC sisteminden,
seyrelmemis evsel atiksu icerigindeki glikozun yakit olarak kullanilmasiyla iiretilen giic

degeri 4 uW/cm2 olarak hesaplandi.

Ferrosen ile modifiye edilen Poli(TAA-co-MT) polimer tabanli EFC sistemi bitki deneyine

tabi tutuldu fakat enerji tiretiminin gerceklesmedigi gozlendi.
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Sekil 3.44 0.56 V’luk hiicre potansiyelinde evsel atiksu eklemesi sonucu EFC’den iiretilen
katodik akim.
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3.6 POLI(Py-COOH-co-TAA) TABANLI EFC SISTEMI
3.6.1 Karakterizasyon Calismalar:

p-benzokinon ile modifiye edilen Poli(Py-COOH-co-TAA) film, Boliim 2.5.2°de agiklandigi
sekilde altin anot ve katot iizerinde polimerize edildi. Py-COOH ve TAA’in
kopolimerizasyonunu gosteren doniisiimlii  voltomogram Sekil 3.45°de verilmektedir.
Elektropolimerizasyon metoduyla polimerizasyonda, ortamda bulunan monomerler elektrot
yiizeyinde belli bir potansiyel degerinde okside olarak polimerlesirler. Py-COOH
monomerine ait oksidasyon piki 1.2 V’da ve TAA monomerine ait oksidasyon piki ise 1.4
V’da gozlendi. Reaksiyon ortamina eklenen 2 monomerin de polimerleserek bir kopolimer

olusturdugu CV grafiginden gozlendi.

1.6

Akim/ 1e4 A
o o
» Qo

o
N
[ R

0 _—
02+
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 2.0

Potansiyel/V

Sekil 3.45 Py-COOH ve TAA’e ait kopolimerizasyonun doniistimlii voltametri grafigi.

3.6.2 Fabrikasyon Asamalarimin Optimizasyonu

Film yogunlugu deneyleri:

Altin anot ve katot yiizeyinde Poli(Py-COOH-co-TAA)/p-benzokinon elektropolimerizasyonu

dontisimlii  voltametri dongii sayisi, yani elektropolimerizasyon siiresi degistirilerek
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gergeklestirildi. Dontistimlii voltametri dongii says1 her bir EFC sistemi ile sirasiyla 10-20-25-
30-40 ve 50 dongii olacak sekilde ayarlanarak altin anot ve katot yiizeyleri farkli yogunlukta
polimerik filmlerle kapland1 (Bo6liim 2.5.2). Polimerik film yapisinda bulunan karboksilik
gruplar, karbodiimid ¢o6zeltisi ile 2 saat aktiflestirilerek kimyasal enzim immobilizasyonuna
gecildi. Bunun i¢in 10 mg/mL’lik GOx enzim ¢6zeltisinden anoda 10 puL, 10 mg/mL’lik LAC

enzim ¢6zeltisinden katoda 10 uL damlatilarak oda kosullarinda 2 saat beklendi.

Enzim immobilizasyonu gergeklestirildikten sonra her film yogunlugunda hazirlanan anot ve
katodu igeren 6 EFC sistemi, 10 mL’lik 100 mM pH 7 sitrat tamponuna daldirildi. Anoda -
0.35 V, katoda +0.59 V’luk potansiyel uygulanarak sistem c¢alistirildi ve dengeye gelmesi
saglandi. Sistem kararli hale gelince reaksiyon ortaminda 20 mM glikoz olacak sekilde stok
glikoz ¢o6zeltisinden ortama ekleme yapildi ve elde edilen akim degeri kaydedildi. Farkli film
yogunluklarinda hazirlanan EFC sistemlerinin 20 mM glikoz eklemesine kars1 tirettigi katodik
akim degerleri kullanilarak birim elektot alan1 basina gecen akim miktarlar1 hesaplandi ve
Sekil 3.46°da gosterildi. Sekil 3.46’dan goriildiigii lizere 40 dongii sayist ile kaplanarak
hazirlanan EFC elektrodundan en yiiksek akim yogunlugu elde edildi, bu noktadan sonra film
yogunlugu arttikca akimin diistiigii gozlendi. Dongli sayist arttikga polimerlesen film
icerisindeki enzim baglayici karboksil fonksiyonel gruplarinin sayisinin artmasi muhtemeldir.
Fakat belli bir film yogunlugu degerinden sonra yiizeyde olusan film tabaka elektron akisina

direng gostererek devreden gecen akim miktarini diistirmiistiir.
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Sekil 3.46 Farkli film yogunluklarinda hazirlanmis EFC’lerden elde edilen akim yogunluklari.

Immobilize enzim miktarinin optimizasyonu:

Altin anot ve katot yiizeyinde Poli(Py-COOH-co-TAA)/p-benzokinon film 40 dongiiliik
kaplama ile elektropolimerize edildi. Hazirlanan 40 dongiiliik polimerik film iizerine 10
mg/mL’lik konsantrasyona sahip GOx ve LAC ¢ozeltilerinden farkli miktarlarda (2-5-10-20
ve 30 pL) damlatildi ve immobilizasyonun gergeklesmesi icin yeterli siire beklendi. Bu
sekilde farkli enzim yiiklemelerini iceren 5 EFC sistemi dizayn edildi. Bradford Protein
analizi yapilarak ¢aligma elektrotlarina kimyasal olarak baglanan enzim miktarlar1 saptandi.
EFC sistemleri 10 mM glikoz eklemesiyle test edildi. Sekil 3.47°de farkli enzim miktarlariyla
hazirlan EFC’lerden elde edilen akim yogunluklari ve kimyasal olarak baglanan enzim
miktarlar1 gosterilmektedir. Sekil 3.47 incelendiginde en yiiksek akim yogunlugunun 30
uL’lik enzim damlatmasindan (protein analizi sonucu hesaplanmis baglanan GOx: 10.5 ng ve
LAC: 5.4 pg) elde edildigi agikca goziikkmektedir. Ancak 30 puL’lik enzim damlatmasiyla 10
uL’lik enzim damlatmasi (baglanan GOx: 9.65 ig ve LAC: 4.2 ig) arasinda dikkate deger bir
akim farki yoktur. Sonug olarak sistem i¢cin 10 pL’lik enzim damlatmasinin daha ekonomik

oldugu ve enzim miktarinin daha fazla arttirilmasina gerek olmadig anlasilmistir.
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3.6.3. Isletme Kosullarimin Optimizasyonu

Hiicre potansivyeli:

Glikozun oksidasyon reaksiyonundan salinan elektronlar GOx’mn aktif merkezinden p-

benzokinona asagidaki reaksiyonda gosterildigi gibi transfer edilir (Yakovleva vd. 2012).

p — benzokinon+2e~ +2H* — GO, hidrokinon (3.2)

Reaksiyon sonucu olusan hidrokinon, uygulanan potansiyel (p-benzokinon/hidrokinon redoks
cifti (Esgm2eg) potansiyelinden daha yiiksek) ile ¢alisma elektrodu yiizeyindeki elektronlari

transfer eder.

Euygu Ianar? E BQ/H2BQ

hidrokinon > p — benzokinon + 2e” + 2H" (3.3)

Serbest elektronlar uygulanan anodik potansiyel sayesinde katot tarafina dogru hareket
ederler. Bu elektronlar katodik potansiyel ile birlikte katot tarafina g¢ekilir. Daha sonra p-
benzokinon tarafindan p-benzokinon/hidrokinon redoks ¢ifti formuna doniistiiriilmek {izere

hizlica yakalanirlar. Son olarak LAC bu elektronlar1 kullanarak molekiiler oksijeni suya
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indirger. Yakit olarak glikozun ve medyator olarak p-benzokinonun kullanildigi GOx/LAC

yakit hiicresinin ¢alisma prensibi Sekil 3.48’de gosterilmistir.

p-benzokinon L ¢
o]

| Og L
\HO Qou

hidrokinon

: SNH:\ S Glikoz
N PAW
Ho©/

hidrokinon

E=-0.35V |

E=1+0.59 V

Tampon Cozelti

Sekil 3.48 Yakit olarak glikoz ve medyator/aract olarak p-benzokinonun kullanildigi
GOx/LAC yakit hiicresinin ¢alisma prensibi.

EFC sisteminde en uygun anodik ve katodik potansiyeli tespit edebilmek i¢in bu asamaya
kadar optimize edilen EFC, farkli potansiyel araliklarinda (Anot potansiyel / Katot potansiyel:
-0.2/+0.59, -0.25/+0.59, -0.30/+0.59, -0.35/+0.59, -0.40/+0.59 V) c¢alistirildi. Her hiicre
potansiyeli degeri i¢in standart olarak sisteme 30 mM glikoz ilave edildi ve akim yogunluklari
(J) hesapland1 (Sekil 3.49). Maksimum akim yogunlugu (J = 2.10° Alcmz), anot i¢in -0.35 V
ve katot igin +0.59 V (hiicre potansiyeli 0.94 V) olarak uygulanan potansiyel degerlerinden
elde edildi. LAC enziminin kullanildigi EFC sistemlerinde oksijenin suya indirgendigi
potansiyel degeri 0.59 V’dur ve bu degerin herhangi bir medyatoriin varligiyla degismedigi
bilinmektedir (Atanassov vd. 2007). Bu nedenle sistemin katot tarafina hep sabit 0.59 V’luk
potansiyel uygulandi. p-benzokinon ile modifiye edilen Poli(Py-COOH-co-TAA) film kaph
altin elektrodun fosfat tamponu ic¢indeki CV ¢ekiminden, film igerisinde bulunan p-
benzokinonun maksimum indirgenme akimmmin da -0.35 V civarinda oldugu yapmis

oldugumuz 6n denemelerde gozlenmistir.
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Sekil 3.49 Hiicre potansiyelinin sistem tizerine etKisi.
pH:

Onerilen EFC sisteminde GOx ve LAC enziminin en iyi katalitik aktiviteyi gosterdigi pH
degerini saptayabilmek i¢in pH optimizasyonu yapildi. Bu amagla pH degerleri 4.4-5-5.4-6.4-
7 ve 8.4 olan 100 mM sitrat ve fosfat tamponlar1 hazirlandi. EFC sistemi farkli tampon
ortamlarina daldirildi ve 0.94 V’luk potansiyelde ¢alistirildi. Her pH degerinde ortama 10 mM
standart glikoz eklemesi yapild1 ve liretilen akim yogunluklarina bakarak sistem performansi
degerlendirildi. Sekil 3.50°den gorildiigli lizere en yiiksek akim yogunluguna pH 7°de
ulagildi. Akim yogunlugu pH 4.4’den pH 7’ye kadar artarken 7’den sonra diismiistiir.
Sonuglar GOx ve LAC enzimleri i¢in en uygun calisma ortaminin pH 7 oldugunu acik¢a

gostermektedir.
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Sekil 3.50 pH’1n sistem performansina etkisi.

3.6.4 EFC Sisteminin Elektriksel Gii¢ Uretiminin Incelenmesi

Optimizasyon c¢aligmalarinin sonuglarina gére maksimum performansta gii¢ liretme kapasitesine
sahip EFC sisteminin elektrot fabrikasyonu ve isletilmesi su sekilde olmustur: Altin anot ve katot,
10 mM (Py-COCH), 5 mM (TAA), 10 mM p-benzokinon ve 20 mM tetrabiitii amonyum
tetrafloroborat iceren 10 mL’lik asetonitril ortamina karsit ve referans elektrotla birlikte daldirild.
100 mV/s’lik tarama hizinda, dongii sayis1 40 olacak sekilde 0-2 V arasinda yiizeyde
kopolimerizasyon saglandi. Elektrotlar saf suyla yikandiktan sonra kopolimerde bulunan karboksilik
gruplar karbodiimid ¢ozeltisiyle aktiflestirildi daha sonra anot ylizeyine 10 mg/mL’lik GOx enzim
cozeltisinden 10 pL, katot yiizeyine ise 10 mg/mL’lik LAC enzim ¢ozeltisinden 10 pL damlatilarak
enzimler immobilize edildi. Siire sonunda elektrotlar saf suyla yikanarak kullanima hazir hale
getirildi. Cam reaksiyon hiicresine 10 mL, 100 mM, pH 7 sitrat tamponu eklendi. Sistem
kurulduktan sonra anoda -0.35 V, katoda ise +0.59 V potansiyel uygulanmak (hiicre potansiyeli:
0.94 V) suretiyle sistem caligtirildi. 0.94 V’luk hiicre potansiyelinde EFC sisteminden 30 mM’lik
glikoz eklemesi sonucu elde edilen gii¢ 18.8 uW/cmz, 10 mM’lik glikoz eklemesi sonucunda

maksimum akim yogunlugu 4. 10° Alcm? ve giic yogunlugu 3.8 uW/cmz’lik olarak hesaplandi.
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3.6.5 EFC Sistemi Kullamlarak Carpobrotus Acinaciformis Bitkisinden Elektrik Enerjisi

Uretimi

Hazirlanan EFC sisteminin anot ve Katot tarafi referans ve karsit elektrot ile beraber karanlik odada
bitkinin yapragma batirildi. Sistem 0.94 V’luk hiicre potansiyeli altinda yaklasik 80 dakikada
dengeye geldi ve sonra 151k kaynag ac¢ildi. Isik kaynaginin agilmasiyla ortam aydinlatilarak bitkinin
fotosentez yapmasi saglandi. Bu sirada bitki biinyesinde iiretilmeye baslayan glikozun EFC
sisteminde yakit olarak kullanilmasi sonucu anotta glikoz, GOx enzimi tarafindan oksitlenmeye
baslamis, glikoz iiretimi fotosentezle devam ettik¢e anotta oksidasyon akiminin arttigi, buna bagl
olarak katoda akan elektronlar sayesinde katotta bulunan LAC enziminin oksijeni indirgedigi
gozlemlendi (Sekil 3.51). 2 dakika boyunca 1sik kaynagi ile aydnlatilan bitkiden 9.6 Alem®lik

akim yogunlugu ve 10 nW/ cm?’lik bir glic yogunlugu elde edildi.
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Sekil 3.51 Bitki yapraginda fotosentezle olusan glikozdan 0.94 V’luk hiicre potansiyelinde
EFC’den iiretilen akim degerleri: Anodik akim (A), katodik akim (B).
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3.6.6 EFC Sisteminde Evsel Atiksudan Elektrik Enerjisi Uretimi

Her asamasi optimize edilen Poli(Py-COOH-co-TAA)/p-benzokinon film tabanli EFC
sistemi, 10 mL, 100 mM pH 7 sitrat tamponuna daldirild1 ve 0.94 V’luk hiicre potansiyeli
altinda sistem calistirildi. Sistem dengeye geldikten sonra siiziilmiis olan evsel atiksu
numunesinden 500 pL hiicreye eklendi (atiksu numunesi gili¢ iiretimi sirasinda 20 kat
seyreldi). Ekleme sirasinda cihazin kaydettigi akim degisimi acik¢a goriildi ve Sekil 3.52°de
verildi. EFC sisteminden, seyrelmemis evsel atiksu icerigindeki glikozun yakit olarak

kullanilmasiyla 6 dakikalik operasyon siiresinde 3.3 pW/cm?” lik gii¢c yogunlugu iiretildi.

(A)
3.4

36 -

Evsel atiksu
eklemesi

kim/1e-7 A
A A b
3%} (] o

A
&
I

-4.6

-4.8

2800 3200 3600 4000 4400 4800 5200 5600 6000 6400

Zaman/s

T T T T S

1.70

Evsel atiksu (B)
1.60 eklemesi

1.50
1.40
1.30

1.20

Akim/le-8 A

1.10

1.00

0.90 T T T T T 1
3100 3200 3300 3400 3500 3600 3700

Zaman/s

Sekil 3.52 0.94 V’luk hiicre potansiyelinde 500 uL’lik evsel atiksu eklemesi sonucu EFC anot
(A) ve katotundan (B) tiretilen akim degerleri.
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3.7 PSIS-COOH TABANLI EFC SIiSTEMI
3.7.1 Karakterizasyon Calismalari

Boliim 2.3.4°de sentezi verilen saf PSIS-COOH triblok kopolimerine ait H-NMR spektrumu
tetrametilsilan internal standart1 ile CDCl; kullanarak ¢ekilmistir (Sekil 3.53). Spektrumda 7.1
ppm’de gozlenen pik PS’i (polistiren), 5.2 ppm’de goézlenen pik PI’i (poliizopren), 2.8
ppm’de gozlenen pik —CH,SCH,CH,;COOH gruplarint ve 2 ppm’de gozlenen pik ise PS ve
Pl’in —CH; gruplarin1 gostermektedir. PSIS-COOH triblok kopolimerinin FT-IR spektrumu
Sekil 3.54°de gosterilmektedir. Triblok kopolimerinin FT-IR spektrumunda —COOH grubu
i¢in karakteristik pik 1642 em™ ve 1710 cm™ arasinda tespit edildi.

PS-
PI-
T
Qo
o
Q
<
-CH>-S-CHz
-CH=CH> M
[I— [I—
o o
PS S s L
- oo (— (I— I —
& & 8 = B 3 2
IK T T T I T T L T I T T T T [ T T T T [ T L T T [ T T T T I T T T T | L T T fl
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 ppm

Sekil 3.53 PSIS-COOH kopolimerine ait H-NMR spektrumu.
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Sekil 3.54 PSIS-COOH triblok kopolimerinin FT-IR spektrumu.

Saf PSIS-COOH polimeriyle kapli elektrodun SEM goriintiisii i¢in, altin elektrot tizerine 10
mg/mL’lik kloroformda hazirlanan saf polimer cozeltisinden 3 pL damlatilip kurutuldu.
Grafen ile modifiye edilen PSIS-COOH polimeriyle kapli elektrodun SEM gérintiisii igin,
altin elektrot tizerine 0.1 mg grafen igeren 10 mg/mL’lik kloroformda hazirlanan saf polimer
¢ozeltisinden 3 pL damlatilip kurutuldu. GOx immobilize edilen PSIS-COOH/grafen
polimeriyle kapl elektrodun SEM goriintiisii i¢in altin elektrot iizerine 0.1 mg grafen iceren
10 mg/mL’lik kloroformda hazirlanan saf polimer ¢ozeltisinden 3 pL damlatilip kurutuldu.
Polimerin karboksilik gruplarinin aktiflestirilmesi ve kimyasal immobilizasyona olanak
saglamasi icin elektrotlar 2 saat boyunca karbodiimid ¢ozeltisinde bekletildi. Elektrotlar saf
suyla yikandiktan sonra elektrot yiizeyine 20 mg/mL GOx enziminden 9 pL damlatilip
kurutularak enzimlerin yiizeye kimyasal baglanmasi saglandi. BOD immobilize edilen PSIS-
COOH/grafen polimeriyle kapli elektrodun SEM goriintiisii i¢in ise yukaridaki islemler aynen
uyguland1 ancak GOx yerine elektrot yiizeyine ayni1 miktarda BOD enzimi yiiklemesi yapildi.
Saf PSIS-COOH triblok kopolimerinin, grafen ile modifiye edilen PSIS-COOH (PSIS-
COOH/grafen) triblok kopolimerinin, GOx immobilize PSIS-COOH/grafen’in ve BOD
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immobilize PSIS-COOH/grafen’in Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile goriintiileri
alind1 ve Sekil 3.55’de verildi. Goriintiilerden farkli yiizey morfolojileri acikg¢a gozlendi.
Grafen ile modifiye edilen PSIS-COOH kapli elektrodun daha genis bir ii¢ boyutlu yapiya ve
yiizey alanina sahip oldugu gozlendi. Bu durum enzim immobilizasyonu ve substrat taginimi

icin bir avantaj saglamaktadir.

Sekil 3.55 PSIS-COOH’m (A), PSIS-COOH/grafen’in (B), GOx immobilize PSIS-
COOH/grafen’in (C) ve BOD immobilize PSIS-COOH/grafen’in (D) SEM
goruntiisu.

3.7.2 Fabrikasyon Asamalarmin Optimizasyonu

FElektrot materyali secimi:

Ayni prosediirle hem altin hem de camsi karbon elektrot ile hazirlanan 2 EFC sisteminin
performansi incelendi. Bu amagcla elektot yiizeylerine 0.1 mg grafen igeren 10 mg/mL’lik
kloroformda hazirlanan saf polimer ¢6zeltisinden 3 pL damlatilip kurutuldu. Polimerik film 2
saat boyunca karbodiimid ¢ozeltisinde aktiflestirildikten sonra 20 mg/mL’lik GOx ve BOD
enzim ¢ozeltilerinden 7.5’ar pL olacak sekilde anot ve katoda damlatilarak oda sicakliginda
kurutuldu. Son olarak elektrotlar yikanarak kullanima hazir hale getirildi. Cam reaksiyon

hiicresine 10 mL, 100 mM, pH 7.4 potasyum fosfat tamponu eklendi. Stok glikoz ¢ozeltisi 2
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M olacak sekilde reaksiyon hiicresine eklenen tamponla hazirlandi. Sistem kurulduktan sonra
anoda -0.36 V, katoda ise +0.36 V potansiyel uygulandi. Potansiyostat, amperometrik akim-
zaman programinda calistirildi, Oncelikle arka akim degerinin dengeye gelmesi beklendi.
Akim dengelendikten sonra, reaksiyon ortaminda 30-300 mM araliginda glikoz olacak sekilde
stok glikoz ¢ozeltisinden eklemeler yapildi. Sinyaller cihaz tarafindan kaydedildi (Sekil 3.56).
Altin anot ve katot ile hazirlanan EFC sisteminin, camsi karbon elektrotlarla hazirlanana EFC
sistemine kiyasla yakit miktariyla orantili olarak daha iyi akim degerleri verdigi tespit edildi
ve altin elektrotlar kullanilarak hazirlanan EFC sisteminin performans agisindan daha

kullanisli olduguna karar verildi.

4.5 5 A
. | ____,_ﬂa—-f””'d#
4,0 1 -
3.5
3.0 - /‘
& ) A
S 2.5 X : o
&~ —&— Camsi karbon elektrotlar iceren EFC
i 50 7 / —a&— Altin elektrotlar iceren EFC
.U &
2.5
=151
1.0 H
0.5 4 S
o f.__——-l————___.
0.0 -
'0_.5- T T T T T T T T T I T T
0 50 100 150 200 250 300
Glikoz/mM

Sekil 3.56 PSIS-COOH/grafen triblok kopolimeriyle hazirlanmig altin ve camsi karbon
calisma elektrotlarim1 igeren 2 EFC sisteminden glikoz eklemelerine karsi alinan
akim degerleri.

Film yogunlugu deneyleri:

Film yogunlugu deneyleri igin elektrot yiizeyinde sirasiyla 10-20-30-40-50 pg PSIS-
COOH/grafen polimeri olacak sekilde calisma elektrotlar1 yiizeyleri polimerik filmle

103



kaplanarak 5 EFC sistemi hazirlandi. Polimerik filmin karbodiimid ¢ozeltisiyle
aktiflestirilmesinden sonra, farkli film kalinliklariyla hazirlanan anot iizerine 20 mg/mL GOx
enziminden 7.5 pL, katoda 20 mg/mL BOD enziminden 7.5 pL damlatilip kurutularak
enzimlerin yilizeye kimyasal immobilizasyonu saglandi. Elektrotlar yikanarak 10 mL’lik 100
mM pH 7.4 fosfat tamponuna daldirildi. Anoda -0.36 V, katoda +0.36 V’luk potansiyel
uygulanarak sistem calistirildi ve dengeye gelmesi saglandi. Sistem kararli hale gelince
reaksiyon ortaminda 30 mM glikoz olacak sekilde stok glikoz ¢ozeltisinden ortama ekleme
yapildi ve elde edilen akim degeri kaydedildi. Farkli film yogunluklariyla hazirlanan 5 EFC
sisteminin glikoz eklemelerinden aliman akim degerleri karsilastirildi (Sekil 3.57). Sekil
3.57’den goriildiigii izere 30 pg polimer igeren ¢aligma elektrodundan, ayni miktardaki glikoz
eklemesi i¢in diger film kalinliklarinda hazirlanan ¢alisma elektrotlarindan elde edilen akim
yogunlugu degerlerine kiyasla daha yiiksek sonug¢ elde edildi. 30 pg polimer miktarindan
biliylik miktarlarda, polimerik film kalinlig1 artarak elektron gegisinin yavaslamasina yol

acmis bunun sonucunda ayni glikoz eklemesine karisi elde edilen akim degerleri diismiistiir.

b2 Lad
A =
1 |

-2
=
l

-

J/(nA/cm?)
oo

0,0 T T T T T y T ' |
10 20 30 40

Polimer miktary/ pg

]
-

Sekil 3.57 Farkli film yogunluklarinda hazirlanmig 5 EFC sisteminin glikoz eklemelerinden
trettigi akim yogunluklari.
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Immobilize enzim miktarinin optimizasyonu:

Ayni film yogunluklarinda ve ayni enzim immobilizasyon metodu kullanilarak olusturulan
caligma elektrotlarinda yiizeye yiiklenen enzim miktar1 degistirilerek, ylizeyde tutulan enzim
miktar1 optimize edildi. Bu amagla, altin anot ve katot kullanilarak, 30 pg’lik polimer film
kalinhiginda GOx ve BOD enzimleriyle hazirlanan g¢alisma elektrotlariyla kurulan EFC
sistemlerinde 10 mL, 100 mM, pH 7.4 potasyum fosfat tamponuna yapilan 30 mM’lik glikoz
eklemelerine kars1 anoda -0.36 V, katoda +0.36 V potansiyel uygulanarak elde edilen akim
yogunluklar1 kaydedildi (Sekil 3.58). Elektrotlar hazirlanirken 20 mg/mL’lik GOx ve BOD
enzim ¢ozeltilerinden anot ve katot yiizeyine sirasiyla 3-6-7.5-9-10,5-12 pL (60-120-150-180-
210-240 pg enzim yiikleme) damlatilip yiizey kurutuldu ve enzim immobilizasyonu igin
yeterli siire beklendi. Farkli hacimlerde enzim damlatilarak hazirlanan 6 EFC sisteminin anot
ve katot taraflarinda immobilize olan enzim miktarlarinin tespiti i¢in protein analizi yapildi ve
sonuglar Cizelge 3.4’de verildi. Elektrot yiizeylerine 180 pg GOx ve BOD yiiklendiginde,
maksimum akim yogunluguna (15 pA/cm’®) ulasildi. Cizelge 3.4°den goriildugii iizere
immobilize olan BOD miktari, artan BOD yiiklemeleriyle orantili olarak artarken,
immobilize olan GOx miktari, 180 pg’lik yiikleme miktarindan sonra azalmistir. Sonug olarak
akim yogunlugunun immobilize olan GOx miktartyla dogrudan iliskili oldugu acikg¢a

gozlendiginden, EFC sisteminin anot kontrollii oldugu tespit edildi.
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Sekil 3.58 Farkli enzim miktar1 yiliklemelerinde hazirlanmig 6 EFC sisteminin glikoz
eklemelerinden trettigi akim yogunluklari.

Cizelge 3.4 Farkli miktarlarda enzim yiiklemesiyle hazirlanmis 6 EFC sisteminin, yiizeylere
immobilize olmus enzim miktarlari.

Elektrot ylizeyine damlatilan Immobilize GOx miktari Immobilize BOD miktar1
enzim miktari (ug) (ng) (ng)
60 2 1.7
120 3.5 2
150 12 2.7
180 40 4
210 27
240 20 12
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3.7.3 Isletme Kosullarinin Optimizasyonu

Hiicre potansiveli:

EFC sistemine sirasiyla farkli hiicre potansiyelleri uygulanarak (0.32-0.52-0.72-0.82 ve 1.12
V’luk) sistem calistirildi ve potansiyelin performansa etkisi incelendi. Bu amacla hazirlanan
EFC sistemine farkli hiicre potansiyellerinde 30 mM glikoz ilave edildi, akim yogunluklari
kaydedildi (Sekil 3.59). Akim yogunlugu 0.72 V’a kadar artarken bu degerden sonra diismeye
baslamistir. Maksimum akim yogunlugu, anot i¢in -0.36 V ve katot i¢in 0.36 V olarak

uygulanan potansiyel degerlerinden elde edildi ve hiicre potansiyeli 0.72 V olarak belirlendi.
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Hiicre potansiyeli/'V
Sekil 3.59 Farkli hiicre potansiyellerinde EFC’den tiretilen akim yogunluklari.
pH:

pH degerleri 6.4-7.4 ve 8.4 olan 100 mM fosfat tamponlar1 hazirlandi, sistem 0.72 V’luk

hiicre potansiyelinde c¢alistirilarak her pH degerinde ortama 30 mM standart glikoz eklendi ve
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sistem performansi kiyaslandi. Cizelge 3.5’den goriildiigii iizere en yiiksek akim yogunlugu
pH 7.4 olan fosfat tamponundan elde edildi. Gii¢ yogunlugu pH 6.4’den pH 7.4’¢ kadar
artarken 7.4’den sonra diismiistiir. Sonuglar GOx ve BOD i¢in pH profilini géstermis ve en

uygun ¢alisma ortaminin pH 7.4 oldugunu géstermistir.

Cizelge 3.5 pH’1n akim yogunluguna etkisi.

pH J (uA/cm?)
6.4 8.1
7.4 12
8.4 8.8

3.7.4 Grafenin Sistem Performansina Etkisi

Saf PSIS-COOH ile hazirlanan EFC’den elde edilen akim ve gii¢ yogunluklar1 grafenle
modifiye edilen PSIS-COOH ile karsilastirildi ve grafenin EFC performansina etkisi
incelendi. Bu amagla 1. EFC sisteminin anot ve katot yiizeyinde sirasiyla 30’ar pg saf PSIS-
COOH polimeri olacak sekilde, 2. EFC sisteminin anot ve katot yiizeyinde sirasiyla 30’ar pg
grafenle modifiye edilen PSIS-COOH polimeri olacak sekilde yiizeyler polimerik filmle
kaplanarak EFC sistemleri hazirlandi. Her iki sistemin de elektrot yiizeyleri karbodiimid
cozeltisiyle aktiflestirilmesinden sonra, anot tizerine 20 mg/mL GOx enziminden 9 pL, katoda
20 mg/mL BOD enziminden 9 pL damlatilip kurutularak enzimlerin ylizeye kimyasal
immobilizasyonu saglandi. Elektrotlar yikanarak 10 mL’lik 100 mM pH 7.4 fosfat tamponuna
daldirildi. Anoda -0.36 V, katoda +0.36 V’luk potansiyel uygulanarak sistem ¢aligtirildi ve
dengeye gelmesi saglandi. Sistem kararli hale gelince reaksiyon ortamina 5 mM’ik glikoz
eklemesi yapildi ve elde edilen akim degeri kaydedildi (Sekil 3.60). Sekil 3.60A’dan anot
tarafinda glikoz oksidasyonunun grafenin sistemde olup olmamasindan etkilenmedigi agikca
goriilmektedir. Fakat Sekil 3.60B incelendiginde grafenin akim degerini 6nemli olgiide
etkiledigi goriilmektedir. Bu sonuglara gore, grafen GOXx aktif merkezi ile anot elektrot
materyali arasindaki elektron transferine katki saglamazken, grafenin katot tarafinda BOD
aktif merkezi ile katot elektrot materyali arasindaki elektron akisini hizlandirdig1 anlagilmistir.
Saf PSIS-COOH ile hazirlanan EFC’den elde edilen akim yogunlugu 0.16 uA/cm'2 ve giic
yogunlugu 0.115 pW/ecm™ olarak hesaplanirken, grafen ile modifiye edilen PSIS-COOH ile
hazirlanan EFC’de akim yogunlugu 5.1 pA/ecm™ ve gii¢ yogunlugu 3.7 uW/cm'Z olarak
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bulundu. Degerler incelendiginde grafen ile modifiye edilen EFC’den 32 kat daha yiiksek
akim ve gii¢ yogunlugu elde edildi.
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Sekil 3.60 0.72 V’luk hiicre potansiyelinde saf ve grafen modifiye edilmis PSIS-COOH ile
hazirlanan EFC’lerden elde edilen anodik (A) ve katodik (B) akim degerleri.
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3.7.5 EFC Sisteminin Elektriksel Gii¢c Uretiminin Incelenmesi

Elde edilen sonuglara gore maksimum performansta gili¢ liretme kapasitesine sahip EFC
sisteminin elektrotlart agsagida sekilde hazirlandi: Altin anot ve katot {izerine 0.1 mg grafen
iceren 10 mg/mL’lik kloroformda hazirlanan polimer ¢ozeltisinden 3’er uL (elektrot
yiizeyindeki polimer miktar1 30 pg) damlatilip kurutuldu. Polimerin karboksilik gruplarinin
aktiflestirilmesi ve kimyasal immobilizasyona olanak saglamasi igin elektrotlar 2 saat
boyunca karbodiimid ¢6zeltisinde bekletildi. Elektrotlar saf suyla yikandiktan sonra anoda 20
mg/mL GOx enziminden 9 pL, katoda 20 mg/mL BOD enziminden 9 pL damlatilip
kurutularak enzimlerin yiizeye kimyasal baglanmasi saglandi. Elektrotlar saf suyla yikanarak
kullanima hazir hale getirildi. Cam reaksiyon hiicresine 10 mL, 100 mM, pH 7.4 potasyum
fosfat tamponu eklendi. Sistem kurulduktan sonra anoda -0.36 V, katoda ise +0.36 V
potansiyel uygulandi (Hiicre potansiyeli: 0.72 V). Sistem dengeye ulasinca, reaksiyon
ortaminda 30 mM glikoz olacak sekilde stok glikoz ¢ozeltisinden ekleme yapildiginda elde
edilen elektriksel gii¢ yogunlugu 20 pW/cm?, 5 mM glikoz eklemesinden elde edilen giic
yogunlugu 3.7 pW/cm? olarak hesaplandi.

3.7.6 EFC Sistemi Kullanilarak Carpobrotus Acinaciformis Bitkisinden Elektrik Enerjisi

Uretimi

Boliim 3.7.5°de verildigi sekilde hazirlanan EFC sisteminin anot ve katot tarafi referans ve
karsit elektrot ile beraber karanlik odada bitkinin yapragina batirildi. Sistem 0.72 V’luk hiicre
potansiyeli altinda calistirild1 ve dengeye geldikten sonra 151k kaynagi acildi. Isik kaynaginin
acilmasiyla ortam aydinlatilarak (30 dakika boyunca) bitkinin fotosentez yapmasi saglandi.
Bu sirada bitki biinyesinde iiretilmeye baslayan glikozun EFC sisteminde yakit olarak
kullanilmast sonucu anotta glikoz, GOx enzimi tarafindan oksitlenmeye baslamis, glikoz
iretimi fotosentezle devam ettik¢ce anotta oksidasyon akiminin arttii, buna bagli olarak
katoda akan elektronlar sayesinde katotta bulunan BOD enziminin oksijeni indirgedigi
gozlemlendi (Sekil 3.61). Bitki uygulamasindan iiretilen akim yogunlugu 14 nW/cm? (30
dakikalik siirede) olarak hesaplanda.

Gerek sadece PSIS-COOH ile gerekse de grafenle modifiye edilen PSIS-COOH polimeriyle
hazirlanan EFC sistemlerinden, sistem optimizasyonu yapilarak performans iyilestirilmesi

yapilmig olmasina ragmen evsel atiksudan akim {iretimi gézlenememistir.
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Sekil 3.61 0.72 V’luk hiicre potansiyelinde fotosentez reaksiyonlar:t sonucu EFC’de gozlenen
akim.

3.8 POLi(Py-COOH) TABANLI EFC SISTEMI
3.8.1 Karakterizasyon Calismalari ve Farkli Medyatorlerin Denenmesi

Bolim 2.5.3’deki acgiklandigr sekilde farkli medyatorlerle hazirlanan elektrotlarin
elektropolimerizasyona ait doniisiimlii voltametri grafikleri Sekil 3.62°de gdsterilmektedir.
Sekil 3.62°de 1-1.2 V arasinda Pirol-2-karboksilik asidin oksidasyon piki acik¢a
goriilmektedir (yani bu potansiyel degerinde elektrot yiizeyinde polimerlestigi anlasilmistir).
Ortamda farkli medyatorlerin olmasi piroliin  okside oldugu potansiyel degerini
degistirmemistir. Her 3 medyatér ig¢in de piroliin elektrot yiizeyinde polimerik film
olusturdugu anlasilabilmistir. Calisilan her bir medyatér icin c¢alisma potansiyeli
degiseceginden ve belirlenmesi gerektiginden herbir medyatoriin redoks dalgalarinin
goriilmesi i¢in doniisiimlii voltametri grafigi daha Onceki deneylerde zaten c¢ekilmis ve
medyatoriin oksitlenip indirgendigi potansiyel degerleri bu dongiilerden tespit edilmisti

(Bolim 3.5.1, Sekil 3.36).
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Sekil 3.62 Poli(Py-COOH)/ferrosen (A), Poli(Py-COOH)/p-benzokinon (B), Poli(Py-
COOH)/Noétral kirmizisi (C) elektropolimerizasyonuna ait CV grafikleri.
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Farkli medyatorlerle modifiye edilen polimerle kaplanan elektrotlar 2 saat boyunca
karbodiimid ¢ozeltisi i¢inde hafif karistirma altinda bekletildi. Karbodiimid ¢ozeltisi 2.5 mL
20 mM N-hidroksisiiksinimid ve 2.5 mL 40 mM N-(3-Dimetilaminopropil)-N'-
etilkarbodiimid hidroklorid ¢ozeltisinin karistirilmasiyla hazirlandi. Siire sonunda anot ve
katot yikandi ve anot lizerine 20 mg/mL GOx enziminden 20 pL, katot iizerine 20 mg/mL
LAC enziminden 20 pL damlatilip kurutuldu. Elektrotlar saf su ile yikanarak kullanima hazir
hale getirildi ve dortlii EFC sistemine takildi. Reaksiyon hiicresine 10 mL 100 mM pH 5
sitrat tamponu eklenerek ortam karistirildi. Anoda ve katoda sirasiyla ferrosenli elektrot i¢in -
0.15V, +0.3 V, p-benzokinonlu elektrot i¢in -0.3 V, +0.59 V, noétral kirmizisi igeren elektrot
icin -0.52, +0.59 V (her medyatore ait redoks dalgalarina bakilarak anot potansiyeli belirlendi,
LAC igeren katot tarafalarina enzimin oksijeni rediikleyebildigi +0.59 V’luk potansiyel
uyguland1) uygulanarak sistem calistirildi ve dengeye gelmesi saglandi. Sistem kararli hale
gelince reaksiyon ortaminda sirasiyla 30-50-100 ve 300 mM glikoz olacak sekilde stok glikoz
cozeltisinden ortama ekleme yapildi ve elde edilen akim degeri kaydedildi (Sekil 3.63).
Sekillerden goriildiigli iizere ferrosenle modifiye edilen galisma elektrotlarindan en yiiksek
akim degerleri elde edildi. Ferrosenli calisma elektrotlar1 uygun c¢alisma potansiyelinde
elektron transferini daha ¢ok hizlandirmistir. Bu nedenle Poli(Py-COOH) polimeri ferrosen

medyatori ile modifiye edilerek kullanilmistir.
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Sekil 3.63 Poli(Py-COOH)/ferrosen (A), Poli(Py-COOH)/p-benzokinon (B), Poli(Py-
COOH)/Nétral kirmizist (C) katoduna ait glikoz eklemelerinden elde edilen akim

degerleri.
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3.8.2 Fabrikasyon Asamalarinin Optimizasyonu

Katot icin farkli enzimlerin denenmesi (Enzim secimi):

Ferrosenle modifiye edilen Polipirol-2-karboksilik asitin elektropolimerizasyonu Bolim
2.5.3’de anlatildig1 gibi yapildi. Elektropolimerizasyon ortaminda 10 mM ferrosen eklendi.
Bolim 3.8.1°de verilen prosediirle enzim immobilizasyonu gerceklestirildi. Bu sekilde
hazirlanan 1. EFC sisteminin katoduna LAC enzimi, 2. EFC sisteminin katoduna ise ayni
miktarda LAC yerine BOD enzimi immobilize edildi. LAC katodu igeren 1. EFC sistemi, 10
mL’lik 100 mM, pH 5 sitrat tamponunda, BOD katodu igeren 2. EFC sistemi ise 10 mL’lik
100 mM, pH 7.4 fosfat tamponunda g¢alistirildi. Sistem kurulduktan sonra 1. EFC sistemini
anoduna -0.15 V, katoduna +0.3 V potansiyel, 2. EFC sisteminin anoduna -0.15 V, katoduna
+0.36 V potansiyel uygulandi. Potansiyostat, amperometrik akim-zaman programinda
calistirildi, oncelikle arka akim degerinin dengeye gelmesi beklendi. Akim dengelendikten
sonra, reaksiyon ortaminda sirasiyla 30, 60, 100, 200 ve 600 mM glikoz olacak sekilde stok
glikoz c¢ozeltisinden eklemeler yapildi. Hem anot hem de katot i¢in elde edilen sinyaller cihaz
tarafindan kaydedildi. (Sekil 3.64). BOD katodunu igeren EFC sisteminden diisiikk ve

giiriiltiilii sinyaller alinmistir. Bu nedenle uygun katodik enzim olarak LAC secildi.
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Sekil 3.64 Poli(Py-COOH)/ferrosen polimeriyle hazirlanmig LAC katodunu (A) ve BOD
katodunu (B) i¢eren 2 EFC sisteminin glikoz eklemelerinden iiretilen akim sinyalleri.

FElektrot materyali secimi:

Ayni prosediirle hem altin hem de camsi karbon elektrot ile hazirlanan 2 EFC sisteminin
performansi incelendi. Bu amacla elektot ylizeylerinde ferrosenle modifiye edilen Poli(Py-
COOH) kaplanarak yiizey karboksil gruplari aktiflestirildi. 2 EFC sisteminin anot tarafina 20
mg/mL GOx enziminden 20 pL, katot tarafina ise 20 mg/mL LAC enziminden 20 pL
damlatilip kurutuldu. Cam reaksiyon hiicresine 10 mL, 100 mM, pH 5 sitrat tamponu eklendi.

Sistem kurulduktan sonra anoda -0.15 V, katoda ise +0.3 V potansiyel uygulandi.
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Potansiyostat, amperometrik akim-zaman programinda c¢alistirildi, Oncelikle arka akim
degerinin dengeye gelmesi beklendi. Akim dengelendikten sonra, reaksiyon ortamina sirastyla
30, 60, 100, 200 ve 600 mM glikoz eklemeleri yapildi. Camsi karbon elektrotlar igeren EFC
sisteminden alinan sinyaller Sekil 3.65’de, altin elektrotlar1 igeren EFC sisteminden alinan
sinyaller ise Sekil 3.64A’da verildi. Cams1 karbon elektrot kullanilarak hazirlanan EFC
sisteminden artan glikoz yiiklemeleriyle orantili akim iiretimleri gézlenmedi. Buna karsilik
altin elektrodun Poli(Py-COOH)/ferrosen filmi igin olduk¢a uygun oldugu sonucuna varildi

ve bu sistemin artan yakit eklemelerine kars1 orantili akim degerleri verdigi gozlendi.
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Sekil 3.65 Poli(Py-COOH)/ferrosen polimeriyle hazirlanmis camsi karbon elektrotlari igeren
EFC sisteminin akim sinyalleri.

Film yogunlugu deneyleri:

Film yogunlugu deneyleri igin altin elektrot yiizeyinde Poli(Py-COOH)/ferrosen
elektropolimerizasyonu doniigiimlii voltametri dongii sayis1 yani elektropolimerizasyon stiresi
degistirilerek Boliim 2.5.3°deki gibi yapildi. Doniisiimlii voltametri dongii sayist her bir EFC
sisteminde sirasiyla 5-12-25 ve 37 dongii olacak sekilde ayarlanarak altin anot ve katot
yiizeyleri farkli yogunluktaki polimerik filmlerle kaplandi. Elektrotlar 2 saat boyunca
karbodiimid ¢ozeltisi i¢cinde hafif karistirma altinda bekletildi. Siire sonunda anot ve katot
yikand1 ve anot iizerine 20 mg/mL GOx enziminden 20 pL, katot tlizerine 20 mg/mL LAC
enziminden 20 pL damlatilip kurutuldu. Elektrotlar saf su ile yikanarak kullanima hazir hale
getirildi ve dortlii EFC sistemine takildi. Reaksiyon hiicresine 10 mL 100 mM pH 5 sitrat
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tamponu eklenerek ortam karistirildi. Anoda ve katoda sirasiyla -0.15 V ve +0.3 V’luk
potansiyel uygulandi (hiicre potansiyeli 0.45 V), sistem calistirildi ve dengeye gelmesi
sagland1. Sistem kararli hale gelince reaksiyon ortamina 10 mM’lik glikoz eklemesi yapilarak
elde edilen akim degeri kaydedildi (Sekil 3.66). Bu deney farkli film yogunluklariyla
hazirlanan her EFC igin tekrarlandi. Sekil 3.66’dan goriildiigii iizere 25 dongii sayisi ile
kaplanan anot ve katottan en yiiksek akim degeri elde edildi, film yogunlugu arttik¢a akimin
diistiigi gozlendi. Poli(Py-COOH)/ferrosen filmi ile hazirlanan EFC sistemlerinde optimum

film yogunluguna 25 dongii sayisinda ulasildi.
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Sekil 3.66 Farkli film kalinliklardaki Poli(Py-COOH)/ferrosen filmi ile hazirlanmig EFC
sisteminin glikoz eklemelerinden elde edilen anodik (A) ve katodik (B) akim
degerleri.
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Immobilize enzim miktarinin optimizasyonu:

Ayni film yogunlugunda ve aynmi enzim immobilizasyon metodu kullanilarak olusturulan
calisma elektrotlarinda kullanilan enzim miktar1 degistirilerek, yiizeyde tutulan enzim miktari
optimize edildi. Bu amagla, altin anot ve katot yiizeyinde 25 dongiilik Poli(Py-
COOH)/ferrosen filmi elektropolimerizasyonu gergeklestirildi, daha sonra anot ve Kkatot
yiizeyinde sirastyla 40-100-120-200-280-400 pg enzim olacak sekilde stok enzim
cozeltilerinden damlatildi ve enzim immobilizasyonu icin yeterli siire beklendi. Bu sekilde
farkli miktarlarda enzim yiiklemeleri igeren 6 EFC sistemi dizayn edildi. Reaksiyon hiicresine
10 mL 100 mM pH 5 sitrat tamponu eklenerek ortam karistirildi. Anoda ve katoda sirastyla -
0.15 V ve +0.3 V’luk potansiyel uygulandi (hiicre potansiyeli 0.45 V), sistem g¢alistirildi ve
dengeye gelmesi saglandi. Her enzim miktarinda hazirlanan EFC’lerin 10 mM’lik glikoz
eklemesine verdigi akim sinyalleri kaydedildi (Sekil 3.67). Sonuglara gore 200 pg enzim ile

hazirlanan ¢alisma elektrotlarindan olusan EFC sisteminden maksimum akim elde edildi.
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Sekil 3.67 Farkli miktarlarda enzim yiiklemesine sahip 6 EFC sisteminden glikoz eklemesine
kars1 elde edilen akim degerleri.

3.8.3 EFC Sisteminin Elektriksel Gii¢ Uretiminin Incelenmesi

Elde edilen sonuglara gore maksimum performansta giic iiretme kapasitesine sahip EFC

sisteminin  elektrotlar1 asagida sekilde hazirlandi:  Poli(Py-COOH)/ferrosen  filmin

119



elektropolimerizasyonu icin, 10 mL asetonitril i¢ine konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde
Pirol-2-karboksilik asit, konsantrasyonu 20 mM olacak sekilde tetrabiitilamonyum
tetrafloroborat (TBAFB) ve 10 mM ferrosen eklenerek bir elektropolimerizasyon ortami
hazirlandi. Altin elektrotlar, bu c¢ozeltiye daldirilarak doniisimlii voltametri metodunda
elektrot yiizeylerinde polimerizasyon saglandi. Elektropolimerizasyon sartlari: tarama hizi 50
mV/s, dongli sayis1 25, uygulanan potansiyel araligi: 0-1.3 V arasidir. Polimerle kaplanan
elektrotlar, 25 mL 20 mM N-hidroksisiiksinimid ve 2.5 mL 40 mM N-(3-
dimetilaminopropil)-N'-etilkarbodiimid hidroklorid karisimindan olusan karbodiimid ¢ozeltisi
icinde hafif karistirma altinda 2 saat boyunca bekletildi. Siire sonunda anot ve katot yikandi,
anot ve katot ylizeyine sirasiyla yiizeyde 200 pg GOx ve 200 pg LAC olacak sekilde enzim
cozeltilerinden damlatildi ve elektrotlar kurutuldu. Elektrotlar saf su ile yikanarak kullanima
hazir hale getirildi ve dortlii EFC sistemine takildi. Reaksiyon hiicresine 10 mL 100 mM pH 5
sitrat tamponu eklenerek ortam karistirildi. Anoda -0.15 V, katoda +0.3 V uygulanarak
sistem c¢alistirildi ve dengeye gelmesi saglandi. EFC sistemine 30 mM glikoz yakit olarak
kullandirldiginda 0.45 V’luk hiicre potansiyeli altinda iiretilen gii¢ yogunlugu 100 nW/cm?

olarak hesaplandi.
3.8.4 EFC Sisteminde Evsel Atiksudan Elektrik Enerjisi Uretimi

Performansi iyilestirilmeye ¢alisilan Poli(Py-COOH)/ferrosen film tabanli EFC sisteminin
evsel atiksulardan elektrik enerjisi liretebilme potansiyeli arastirildi. Boliim 3.8.3’de verildigi
sekilde hazirlanan EFC sistemi, 10 mL pH 5 sitrat tamponuna daldirilip, 0.45 V’luk hiicre
potansiyeli altinda ¢alistirildi. Sistem dengeye geldikten sonra, dnceki bdliimlerde anlatildigi
sekilde 6n islemden ge¢mis evsel atiksu numunesinden 500 pL hiicreye eklendi. Ekleme
sirasinda cithazin kaydettigi akim degisimi Sekil 3.68’de gosterilmektedir. Sekilden de
anlasilacag gibi hazirlanan EFC sisteminde giiriiltii problemi gézlemlendi. Giiriiltii problemi,
genel olarak EFC sisteminde sinyal kaybina yol agmakta ve akim degerlerinin diismesine
olanak vermektedir. EFC sisteminden, seyrelmemis evsel atiksu igerigindeki glikozun yakit

olarak kullanilmasiyla elde edilen gii¢ yogunlugu 89 nW/cm? olarak hesaplanda.

Poli(Py-COOH)/ferrosen film ile hazirlanan EFC sisteminde bitkiden enerji iiretimi

gozlenememistir.
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Sekil 3.68 0.45 V’luk hiicre potansiyelinde 500 puL’lik evsel atiksu eklemesi sonucu EFC’den
iretilen akim degeri.

3.9. DEGERLENDIRME VE SONUC

Gerek mikrobiyal gerekse de enzimatik yakit hiicreleri ¢alismalarinda simdiye kadar rapor
edilen en biiylik sikinti, hiicrelerden elde edilen giiciin yetersiz olusudur. Bu sikintinin 6niine
gecebilmek sadece medyator kullanimiyla miimkiin olmamaktadir. Bir EFC sisteminin
performansinin artirilmasi i¢in sistemin bel kemigi olan ¢alisma elektrotlariin fabrikasyon
asamalar1 ve EFC isletme kosullari asama asama incelenerek optimize edilmelidir. Simdiye
kadar yapilan calismalarda, yakit hiicresi performansinin iyilestirilmesi amaciyla hiicre
performansi ilizerine bliyiik etkisi oldugunu diisiindiigiimiiz ¢alisma elektrodu fabrikasyonu
detayli olarak incelenmemistir (Ivanov vd. 2011). Bu bakis agisiyla, tez kapsaminda calisma
ortaminda hali hazirda mevcut ve yenilenebilir glikozu yakit olarak kullanarak, biyokimyasal
reaksiyonlarla kimyasal enerjiyi elektrik enerjisine c¢eviren ve bu enerjiyi mikro ve mini
Olcekli elektronik sistemlerin calismast i¢in kullandirabilen farkli tiplerdeki yiiksek
performansli EFC’ler gelistirildi. Bu amagla dizayn edilen EFC sistemlerinin elektrot

fabrikasyon agsamalar1 ve isletme kosullar1 detaylica optimize edildi.

Ozetle, yukaridaki asamalar katedilerek gelistirilen EFC’lerde anot ve katoda

baglamak/immobilize etmek suretiyle 2 ¢esit enzim kullanildi, bu enzimleri igeren anot ve
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katot arada herhangi bir secici membran olmadan tek bir kompartimana daldirilarak
calistirildi. Bu nedenle, 2 enzimin ayni1 ortamda calisabilecegi optimum calisma kosullarinin
belirlenmesinin sistem performansi iizerine katkisi oldu, ¢alisilan ortamlarda pH degerinin ve
isletme potansiyelinin optimize edilmesi saglandi. Son olarak, elektrot fabrikasyonlar1 ve
isletim sartlar1 optimize edildikten sonra performansi artirilan EFC’lerin dncelikle standart
glikoz ¢ozeltilerinde elektrik tiretim performansi test edildi, daha sonra EFC’lerin in vivo
ortama (bitki bilinyesine) ve evsel atiksuya daldirilmak suretiyle irettikleri elektrik akimi
Olciilebildi. Bu sayede her bir EFC i¢in gii¢ iiretimi hesaplandi. Toplamda tez kapsaminda,
giic tUretim kabiliyetleri gelistirildi, teknik olarak tek bir kompartimanda membran
kullanilmadan pratik olarak yenilenebilir enerji kaynaklarini yakit olarak kullanip elektrik
enerjisine ¢eviren ve bu enerjinin mikro, mini-6l¢ekli elektronik sistemlerin ¢aligmasi igin
kullandiran EFC’lerin dizayni gerceklestirilebildi. Elde edilen sonuglarin EFC ¢alismalari igin

yol gosterici bir literatiir kaynagi olarak katki saglayacagi diisiiniilmektedir.

Tez kapsaminda, ¢alisma elektrotlarinin fabrikasyon ve isletme kosullari optimize edilerek
performansi gelistirilen EFC sistemlerinin iirettigi gii¢ degerleri Cizelge 3.6’da sunulmaktadir.
PP-g-PEG tabanli EFC sistemlerinde, polimer yapisinin farkli elektron aracilar ile
modifikasyonlart sonucu farkli elektriksel gii¢ iiretimleri saglanabildi. Ornegin; PP-g-
PEG/ferrosen tabanli EFC sisteminden 300 mM’lik glikoz eklemelerine karsi 65 nW/cm?’lik
giic elde edilirken, altin ve kobalt oksit nanopartikiiller igeren PP-g-PEG tabanli EFC
sisteminden 20 mM gibi daha diislik bir glikoz konsantrasyonundan 23.5 pW/cmz’lik gii¢
iretimi gozlendi. Cizelge 3.6’da agikga goriildiigii tizere, gelistirilen EFC sistemlerinde glikoz
konsantrasyonuyla orantili olarak artan gii¢ tiretimleri gerceklesdi. Bu da, altin ve kobalt oksit
nanopartikiiller igeren PP-g-PEG tabanli EFC sisteminden 300 mM’lik glikoz eklemesiyle
yaklagik 350 pW/cmZ’lik bir gii¢ iiretilecegi anlamina gelmektedir. Yani, altin ve kobalt oksit
nanopartikiiller iceren PP-g-PEG tabanli EFC sisteminin, PP-g-PEG/ferrosen tabanli EFC
sistemine gore yaklasik 5400 kat fazla elektriksel gili¢c liretme kapasitesinin oldugu acik¢a
sOylenebilir. Yine aym sekilde, Poli(Py-COOH) ve Poli(TAA) polimerlerini igeren farklh
modifikasyonlardaki polimerik filmlerle dizayn edilen EFC sistemlerinden de polimer
tabanlar1 benzer olmasina ragmen farkli gii¢ tiretimlerinin saglandig1 goriildii. EFC sisteminin
performansini artirabilmek i¢in optimizasyon g¢aligmalarinin yanisira elektrot yiizeyindeki
polimer modifikasyonlarinin (gerek kopolimerler olusturularak gerekse de degisik medyator

tiirlerini kullanarak) olduk¢a 6nemli oldugu sonucu ¢ikti. Calisma kapsaminda dizayn edilen
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PP-g-PEG/ferrosen ve Poli(Py-COOH)/ferrosen tabanli EFC sistemlerinden nanovat

mertebesinde gii¢ liretimleri gozlendi.

Genel olarak, tez kapsaminda performansi iyilestirilen EFC sistemlerinden literatiir
sonuglariyla kolaylikla rekabet eden bir gii¢ ¢iktist araligi (65 nW/ cm?®-23.5 pW/em?) elde
edildi. Literatlirde, farkli medyatorlerin kullanildigi EFC sistemlerinde rapor edilen giic
araligi 5-10 uW/cmz’dir (Nazaruk vd. 2008, Tan vd. 2008, Deng vd. 2008). Ustelik bu
sistemler, pahali ve kompleks karbon nanotiip/iyonik sivi, ¢ok duvarli karbon nanotiip ve
elektriksel olarak tiretimis polimer yapilar1 icermektedir. Poroz-silikon iizerine karbon
nanotiip biriktirilerek GOx/LAC enzim ¢iftiyle olusturulan tek kompartmanli bir EFC
sisteminden 4 mM glikoz eklemesiyle 1.38 pW/cm?lik bir gii¢ iiretimi (Wang vd. 2009) ve
glikoz dehidrogenaz enziminin karbon pastasi i¢cine hapsedilerek tutuklanmasiyla elde edilen
tek kompartimanli bir EFC sisteminden 20 mM glikoz eklemesiyle 64 nW/cm?®lik bir giic
iretimi (Okuda vd. 2007) rapor edilmistir. Son yillarda miithis bir elektron aracisi olarak
anilan Osmium tabanli polimerleri iceren EFC sistemleri literatiirde yerini almistir. Osmium
materyalini igeren GOx/LAC enzim ¢iftinin kullanildigt bir EFC’de 0.24 V’luk hiicre
potansiyelinde 700 mM glikoz eklemesiyle 0.11-0.17 pW/cm? araliginda gii¢ iiretimleri rapor
edilmistir (Jenkins vd. 2012). Laktozun yakit olarak kullanildigi osmium redoks polimer
tabanli bir EFC’den 34 mM laktoz ilavesinden 1.9 pW/cm®lik gii¢ iiretilmistir (Stoica vd.
2009). Ivanov vd. 2010 ferroseni medyator olarak kullanmig ve GOx/horseradish peroksidaz
enzim ¢iftini iceren EFC sisteminden 1 mM glikoz eklemesiyle 0.15 uW/cmz’hk giic elde
etmistir. Elektron aracisiz/direkt elektron transferiyle isleyen baska bir EFC sisteminden ise
25 mM etanol ilavesiyle 1.5 pW/cm”lik gii¢ tiretimi rapor edilmistir (Ramanavicius vd.
2008). Zhaoa vd. 2009, karbon nanotiip-hidroksiapatit nanokompozit tabanli yeni bir EFC
dizayn etmis ve sistemden 0.28 V’luk hiicre potansiyelinde 15.8 uW/CmZ’lik giic degeri
iretmistir. Yine tek kompartmanli GOx/LAC enzim ¢iftini iceren monoolein kiibik fazin
immobilizasyon matriksi olarak kullanildig1 ve farkli medyatorlerin test edildigi (ABTS,
tetrathiafulvalene, metilen mavisi ve ferrosen karboksilik asit) bagka bir ¢alismada, 0.125
V’luk hiicre potansiyelinde ulasilabilen maksimum gii¢ yogunlugunun tetrathiafulvalene
kullanildiginda 7 uW/cmz, metilen mavisi kullanildiginda 4.18 uW/cm2 (0.25 V) ve ferrosen
karboksilik asit kullanildiginda ise 1.12 pW/cm?® (0.20 V) oldugu belirtilmistir (Nazaruk vd.
2008). 1,1'-ferrosen dikarboksilik asitin medyator olarak kullanildigi ve GOx/BOD enzim
ciftini igeren bir EFC’de 0.25 V’luk hiicre potansiyelinde maksimum gii¢ yogunlugunun 13
uW/cm2 oldugu raporlanmistir (Shim vd. 2011). Yiiksek poroziteye sahip altin elektrotlarin,
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tek  duvarlh  karbon  nanotiiplerin  ve  altn  nanopartikiil/tetrathiafulvalene
tetracyanoquinodimethane medyatdrlerini barindiran EFC sistemlerinde sirasiyla 6 uW/cmZ,
9.5 pW/em? ve 0.55 pW/cm? giig iiretimleri rapor edilmistir (Du Toit and Di Lorenzo 2014,
Yan vd. 2006, Falk vd. 2013). Kiyaslamalardan anlasildig1 iizere tez kapsaminda performansi
gelistirilen EFC’lerin gii¢ ¢iktilarinin yiiksek oldugu anlasilmakta ve g¢alismamizin amacina

ulastig1 goriilmektedir.

Evsel atiksudan enerji iiretimi kisminda en yiiksek giic iiretimi altin ve kobalt oksit
nanopartikiiler iceren PP-g-PEG tabanli EFC sisteminden saglandi (16 pW/cmZ). Literatiirde
simdiye kadar, enzim tabanli bir biyolojik yakit hiicresi kullanilarak herhangi bir atiksu
iceriginde bulunan organik maddelerden enerji tiretilmemistir. Atiksudaki organik icerikten
enerji Uretebilen mikrobiyal yakit hiicresi sistemleri iizerine ¢alismalar yapilmis, tistelik bu
caligmalarin sayisinin da oldukg¢a az oldugu bilinmektedir. Gangrekar and Shinde (2007),
organik icerikli sentetik bir atiksudan 0.13 uW/cmz’lik giic lretmistir. Baska bir ¢aligma
grubu, bir mikrobiyal yakit hiicresi kullanarak mandira atiksularini enerji kaynagi olarak
degerlendirmis ve 0.034 pW/cm®lik gii¢ iiretimi rapor etmistir (Yokoyama vd. 2006). Cok
cesitli mikrobiyal yakit hiicreleri kullanilarak evsel atiksulardan enerji iiretildigi bagka bir
calismada maksimum gii¢ tiretiminin 2.4 uW/cm2 oldugu rapor edilmistir (Liu vd. 2004).
Literatiir ¢alismalarina bakildiginda tez kapsaminda ilk kez bir EFC’nin evsel atiksuda
isletilerek, iistelik bu alanda yayinlanmis calismalara kiyasla yiiksek giic lirettigi anlagilmistir.
Calisma kapsaminda atiksular, EFC ortamina eklenirken yaklasik 20 kat kadar seyreldi, bu
sayede baska maddelerden ortaya g¢ikabilecek girisimin Oniine gegilebildi. Bununla beraber
GOx enziminin 6zellikle glikoza spesifikligi yiiksek oldugundan ve sadece glikoz ile enzim-
substrat kompleksi olusturdugundan, enzimin olduk¢a seyreltik glikozu algilamasinda bir
problem yasanilmamis, ortamda bulunmasi muhtemel glikozdan ¢ok diisiik karbon seviyesine
sahip ucucu yag asitleri ve alkoller gibi diger maddelerin enzimin kendi substratiyla rekabet

etme sans1 da oldukea diisiik kalmistir.
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Cizelge 3.6 Gelistirilen EFC sistemlerinin elektriksel giic degerleri.

Standart Glikozdan

EFC Sisteminde Kullanilan . Atiksudan Bitkiden Hiicre
L Uretilen Giig-Eklenen . . o
Polimerik Film . Uretilen Giig  Uretilen Giig¢  Potansiyeli
Glikoz Kons.
PP-g-PEG/ferrosen 65 nW/cm?-300mM ) 0.56 VV
Altin ve kobalt oksit nanopartikiiller 23.5 pW/em?- 20 mM 16 pW/cm? 1.3 pW/em?> 056 V

iceren PP-g-PEG

PP-g-Im 5 pW/cm? 15 mM ,
) 460 nW/cm - 0.56 V

1.7 uW/em*- 5 mM

Poli(TAA-co-MT)/ferrosen 1 pW/em?- 10 mM 4 pW/em? - 0.56 V
0.4 uW/cm?- 5 mM

Poli(Py-COOH-co-TAA)/p-benzokinon 18.8 pW/em?- 30 mM 33 uW/em?>  10nW/cm?>  0.94V
3.8 uW/ecm? 10 mM

PSIS-COOH/Grafen 20 pW /cm?- 30 mM - 14nWicm?> 072V
3.7 uW /em?- 5 mM

Poli(Py-COOH)/ferrosen , , -
100 nW/cm*- 30 mM 89 nW/cm 0.45V

Literatiirde biyoyakit hiicreleri {izerine yapilan ¢alismalarinin ¢ogunda anot ve katot farkl
kompartmanlarda ¢alistirilmis ve yakit disaridan ortama ilave edilmistir. Iki farkl
kompartiman, bir yakit hiicresinin in vivo ortamlarda (canli dokularda) kullanimina olanak
saglamamaktadir. Rapor edilen daha az sayidaki tek kompartimanli biyoyakit hiicrelerinde
ise, tartisma kisimlarinda yetersiz gii¢ tiretiminden bahsedilmistir. S6z konusu ¢alismalarda
elektrot fabrikasyon agamalari i¢in detayli caligmalar yapilmadigindan, fabrike edilen ¢calisma
elektrotlar1 performans agisindan iyilestirilememistir. Tez kapsaminda farkli tipte cok sayida
calisma elektrodu, fabrikasyon basamaklart optimize edilerek tasarlandi ve maksimum
kapasitede gii¢ liretebilen EFC sistemleri gelistirildi. Gelistirilen EFC’ler tek kompartmanda
isletilerek in vivo ve dogal ortamlarda bulunan yenilenebilir yakit i¢eriklerinin kullanimina
olanak saglayabilmistir. Tez kapsaminda elektrot yiizeyindeki elektron akigini hizlandirmaya
yonelik tim Onemli parametrelerin tek tek optimize edilmesiyle, kullanilan polimerik
filmlerin orijinal olmasiyla, polimer/kopolimer modifikasyonlariyla, bazi medyatorlerin
polimerik film yapisina katilmasiyla ve gelistirilen EFC sistemlerinin ¢ogunun yenilenebilir

yakit iceren ortamlarda kullanilabilmesiyle elde ettigimiz EFC sistemleri, literatiirdeki diger
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biyoyakit hiicreleri ile kolaylikla rekabet edebilmistir. Ayni zamanda calisma sonuglari,
yiksek performansli bir EFC dizayninda en ¢ok dikkat edilmesi gereken parametreler
hususunda literatiire ciddi katkilar saglamis, in vivo ve oOzellikle atiksu uygulamasi EFC
literatiiriinde bir ilk olmustur. Performansi gelistirilmis bu EFC sistemleriyle, mini-mikro

Olcekli minyatiir cihazlar ¢aligtirabilecek glicte enerji iiretilebilmistir.

Tezde, temel bilimler ve miihendislik disiplininin bir arada kullanilmasiyla uygulama ve
ticarilesme potansiyeli yiiksek EFC sistemleri dizayn edilmistir. Ileriki ¢alismalar icin yine
elektronik ve bilgisayar miihendisligi ile beraber takim ¢alismasiyla, tez kapsaminda dizayn
edilen EFC sistemleri minyatiirize edilip kompakt bir hale getirilebilir, ¢calisma elektrotlar
ciplere donistiiriilerek bu sayede hem pratik kullanim/isletme saglanabilir hem de dizayn
edilen sistemler ticarilestirilebilir. Tez kapsamindaki sonuglardan 6 adet SCI makalemiz
yayinlanmis bulunmaktadir. Bunun yaninda 3 uluslararasi kongreye katilim gergeklestirilerek
3 adet sozlii bildiri, 1 adet poster ve 1 ulusal kongreye katilarak 1 adet sozlii bildiri kongre

kitap¢iklarinda yaymlanmstir.
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