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OZET

Bu tez ¢alismasinda seker hastaliginin erken dénemde tanisina yonelik aktif karbonla
desteklenmis platin-nikel metal nanoparcaciklarla modifike edilmis glikoz sensorii hazirlanmigtir.
Hazirlanan glikoz sensoriiniin optimum ¢alisma kosullar1 belirlenerek Dontistimlii Voltametri
(DV) ve Kronoamperometri (KA) olgtimleri yardimiyla sensoriin  gdstermis oldugu
elektrokimyasal aktivitesi, segiciligi ve uygulanabilirligi test edilmistir. Tasarlanan glikoz
sensoriiniin Karakterizasyon basamaklar1 ise Geg¢irimli Elektron Mikroskobu (TEM), X-Isini
Kirmimi (XRD), X-Isin1 Fotoelektron Spektroskopisi (XPS) ve Raman Spektroskopisi ile
gergeklestirilmistir. Pt-Ni@AK nanosensoriiniin belirlenen tayin smir1 (0.01mM ile 1.2 mM)
arasinda sagladig yiiksek dogrusal aralik sonucunda 0.052 uM olarak hesaplanmigtir. Bunun yani
sira, Pt-Ni@AK nanobiyosensoriiniin glikoza karsi duyarliliginin oldukga yiiksek olmasi

sonucunda 40.9 mA mM* cm ‘lik yiiksek bir hassasiyet degeri elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Glikoz Sensér, Kronoamperometri, Metal Nanopargacik, Nanosensor.
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SUMMARY

In this study, a glucose sensor modified with platinum-nickel metal nanoparticles
supported by activated carbon for early diagnosis of diabetes was designed. This prepared glucose
sensor’s optimum working conditions are determined, and the sensor’s electrochemical activity,
selectivity and applicability are tested thanks to the measurements of cyclic voltammetry and
chronoamperometry. Characterization steps of the designed glucose sensor were performed by
Transmission Electron Microscope (TEM), X-Ray Diffraction (XRD), X-ray Photoelectron
Spectroscopy (XPS) and Raman Spectroscopy. The Pt-Ni @ AK nanosensor was calculated as
0.052 uM as a result of the high linear range provided by the determined boundary limit (0.01mM
to 12 mM). Besides, because Pt-Ni @ AK nanobiosensor has high sensitivity to glucose, a high
sensitive value of 40.9 mA mM-1 cm-2 is obtained. Also, the designed glucose nanobiosensor is

successfully used for the determination of the glucose inside human blood serum.

Keywords: Glucose Sensor, Chronoamperometry, Metal Nanoparticle, Nanosensor.
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1. GIRIS

Seker hastalig1 ya da diyabet, viicudun insiilin {iretme ve/veya kullanma yetenegindeki
kusurlardan kaynaklanan kandaki glikoz seviyeleri ile karakterize edilen bir kronik hastaliktir
(Yang vd., 2013). Yapilan ¢aligmalar sonucunda diinya ¢apinda yaklagik 300 milyon insanin seker
hastas1 oldugu tespit edilmis ve ilerleyen yillarda bu sayinin neredeyse iki katina ¢ikacagi tahmin
edilmektedir (King vd., 1998; Zhang vd., 2010). Kandaki glikozun varligi “glisemi” olarak
adlandirilir. Saglikli bir bireyde kandaki glikoz seviyesi 4,4-6,6 mM araliginda olgiilmiistiir
(Wang, 2008). Kandaki glikoz seviyesi normal degerin altina diismesi halinde “hipoglisemi”;
normal degerin istline ¢ikmasi durumu ise “hiperglisemi” olarak tanimlanir. Kandaki glikoz
ozellikle insiilin hormunu etkisiyle baskilanmaktadir. Insiilin hormonunun etkisiyle diyabet Tip
1 ve Tip 2 olmak fiizere iki farkli tipte tanimlanmistir. Burada insiilin hormonunun yeterli
olmamas1 durumunda kandaki glikoz seviyesi artarak hiperglisemiye neden olmakta ve sonug
olarak kisi seker hastasi olmakta ve ayni zamanda kisinin seker hastaliginin tipi Tip 2 olarak
tanimlanmaktadir. Eger kisi dogustan insiilin hormonu fliretemiyorsa sonradan bir tedavi
olmaksizin daima insiilin takviyesi almak zorundadir. Bunun sonucunda kisiye seker hastaligi
tams1 koyularak tip 1 olarak siniflandirilmasi yapilmustir. (Nichols vd., 2013) Insan kanindaki
glikoz seviyesinin anormalligi sonucunda da kisilerde korliik, sinir yapilarinda degisim ve bobrek
yetmezligi gibi ¢esitli rahatsizliklara rastlanmaktadir. Ayrica seker hastalarinin organlarinda kalici
hasarlar gozlenirken 6liime sebebiyet olmasi nedeniyle de kandaki glikozun siirekli takibi oldukca
hayati 6nem tagimaktadir. Bu nedenle seker hastalarinin giinliik olarak kanda bulunan glikoz
diizeyleri 6l¢iilmektedir. Bu durum glikozu klinik teshislerde yaygin olarak testi gergeklestirilen
analit haline getirmistir. Bu sebeple insanin her anin1 etkileyen seker hastaliginin erken dénemde
teshisi ve tedavisi i¢in kandaki glikozun kantitatif tayini ilgi ¢eken arastirma konularindan biri
haline gelmistir. Glikoz tayini ayn1 zamanda gida endiistrisinde de dikkat ¢eken bir konudur

(Shabnam vd., 2017).

Gegmisten giiniimiize kadar glikoz miktarmin tespitinde yiiksek maliyetleriyle goze
carpan kemiliiminesans, kolorimetrik, optik, floresan, ylizey plazmon rezonansi ve
elektrokimyasal yontemler gibi bir¢ok yontem kullanilmistir (Yamakoshi vd., 2006). Bunlar
arasinda var olan elektrokimyasal yontemler miikemmel segicilik ve duyarlilik, kolay kullanim
stireci, giivenilirlik, basitlik ve siirekli izleme gibi avantajlar1 nedeniyle en dikkat ¢ekici yontem
kabul edilmistir. Bir diger neden ise kan serum ve idrar serumlarinda bulunan bilesiklerin
elektrokimyasal Ozellikte olmalarindan dolay1 elektrokimyasal yontemlerle analiz daha dogru

kabul edilmektedir (Wang, 2008). Ornegin glikoz tayininde kullanilan floresan spektroskopisi



oldukca hassas olmasina ragmen glikozun birkag floresan tabanli in vivo takibi ile miimkiindiir,
ancak bunlarin higbiri seker hastalarinda pratik olarak uygulanabilir degildir (Louro vd., 2013).
Bu yiizden, elektrokimyasal glikoz sensorler, son 40 yildaki hassasligi ve seciciligi nedeniyle en
fazla ilgiyi iizerine ¢eken yontem olmustur. Ek olarak, elektrokimyasal glikoz sensdrler daha
diisiik tespit limiti, daha hizli tepki siiresi, daha uzun siireli stabilite ve ucuzluk gostermektedir.
Elektrokimyasal biyosensorler gostermis oldugu bu 6zelliklerden dolay1 diger yontemlere biiyiik
bir alternatif olusturmustur (Wang, 2008; Castillo, vd., 2003). Halen kullanilmakta olan ticari
sensorlerin sonuglarinin yetersiz kalmasi sonucu arastirmacilar enzimatik ve enzimatik olmayan
sensorler {izerine c¢alismalarini yogunlastirmiglardir. Enzim kullanilarak gergeklestirilen
enzimatik sensorlerin kullanilan enzimlerin ¢abuk bozunmasindan dolayi sensorlerin tekrar
kullanilabilirligini engelleyip kararliligin1 koruyamadigr igin seker hastaliginin erken dénemde
tanisina yonelik enzimatik olmayan glikoz sensorleri daha ¢ok tercih edilmektedir (Castillo vd.

2003).

Elektrokimyasal sensorlerin icinde yer alan glikoz sensorleri glikozu makro ve nano
diizeyde tespit edebilme imkani saglamaktadir. Sensoriin algilama diizeyini arttirmak i¢in daha
aktif ylizey alani olusturmak amaciyla karbon desteklerden yararlanilmaktadir. Karbon destek
malzemelerinden biri olan aktif karbon sahip oldugu miikemmel mekaniksel 6zelligi, iyi derecede
elektrik iletkenligi, genis aktif yiizey alan1 ve gosterdigi yiiksek kimyasal kararlilik agisindan son
derece dikkat cekici destek malzemelerindendir. Bu sebeple aktif karbon elektrokimyasal sensor
calismalarinda sik¢a kullanilan destek malzemesi haline gelmistir. Aynt zamanda destek
malzemesi olan aktif karbon iizerinde glikozun “glikoz oksidasyon” reaksiyonlarini
tamamlanabilmesi igin gecis metalleri, metal oksitler ve cesitli metal kombinasyonlari

kullanilmaktadir (Matsumoto vd., 2003; Wang vd., 1996).

Gergeklestirilen tez ¢alismasinda amacimiz olabildigince hassas, genis Ol¢iim arali§ina
sahip, ekonomik, kararli, tekrarlanabilir ve enzimsiz bir glikoz sensor gelistirmektir. Bu tez
calismasinda amacimiz dogrultusunda klinik agidan tayini olduk¢a 6nemli olan glikozun erken
donemde tan1 ve tedavisi i¢in literatiirde daha dnce yer almayan uygun maliyetli, basit, giivenilir,
kolay tasinabilir, hizli yanit veren, oldukga aktif olan aktif karbon destekli platin ve nikel gegcis
metalleriyle  olusturulmus nanokompozitler sentezlenmistir.  Sentezi  gerceklestirilen
nanokompozitlerin genig yiizey alana sahip olmasindan dolayr glikozun glikonolaktona
doniisiimiinii net bir sekilde algilamas1 sonucu glikoz tespitinde elde edilen yiiksek akim degerleri
sonucunda oldukg¢a biylik dikkat c¢ekmistir. Bu da tezin 06zgiinliigiinii desteklemektedir.
Hazirladigimiz sensoriin (PtNi@AK) cok diisiikk konsantrasyonlarda (mikromolar seviyesi)

glikozu algilama seviyesi de tez ¢alismalari kapsaminda aragtirtlmistir. PEINi@AK sensoriiniin



insan kan serum Ornegindeki glikozu saptayip saptayamayacagi da incelerek sonuclar standart

yontemle kiyaslanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Glikoz

Glikoz (CsH120¢), liziim sekeri, olarak bilinen basit bir hidrokarbondur. Ayni1 zamanda
146 °C’de ergime noktasina sahip bir monosakkarittir. Bu monosakkarit, kan numunelerinde
Olciilen tibbi bir analitti. Kandaki glikoz konsantrasyonu insiilin ve diger mekanizmalar
tarafindan diizenlenmektedir. Yiiksek kan sekeri seviyesi, diyabetik ve diyabetik durumlarin bir
belirtisidir. Glikoz, iki farkli konformasyonda (L ve D) bulunabilmektedir. Fakat insan viicudu

sadece D-glikozu tanimaktadir (Olsan, 1991).
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Sekil 2.1. Glikozun yapisi.

2.2. Glikoz Tayininin Onemi

Insan viicudunun birincil enerji kaynagi karbonhidratlardir. Viicuda alman
karbonhidratlar kan dolagiminda glikoza doéniismek icin parcalanirlar. Pargalanan glikozun
hiicrelerde kullanilmak iizere kandan gegisinden sorumlu en 6nemli hormon insiilindir. Kisilerde
insiilinin {iretilememesi ya da yeterli etkiyi gostermemesi durumunda kandaki glikoz seviyesi
artarak seker hastaligina sebep olmaktadir. Uzun siire devam eden seker hastaliginin gorildigi
kisilerde g6z hastaliklari, damarda tikanikliklar, bobrek hastaliklari, el ve ayaklarda yaralanmalar,
kalp krizi, kalp yetmezligi ve yiliksek tansiyon gibi ciddi hastaliklarinin olusmasini
tetiklemektedir. Dahasi tedavi edilemeyen seker hastaligi Sliime neden olabilen bir hastaliktir. Bu
tip ciddi rahatsizliklarin gériilmemesi i¢in kandaki glikoz seviyesinin olduk¢a normal seviyelerde
(4.4-6.6 mM) tutulmasi hayati 6nem tasimaktadir (Wang, 2001). Bu nedenle seker hastaligi

kandaki glikoz seviyesinin siirekli olarak takibini gerektirmektedir.



2.3. Glikoz Tayin Yontemleri
2.3.1. Gidalarda glikoz tayini

Bitkiler tarafindan firetilen temel besin Ogelerinden bir tanesi karbonhidratlardir.
Karbonhidratlar, viicudun en 6nemli ve en kolay bulunabilen enerji kaynagidir. Karbonhidratlar
iki ana formda bulunurlar. Bunlar besleyici biitiin meyvelerde bulunan fruktoz, glikoz ve laktoz
gibi basit sekerler (basit karbonhidratlar) , nisastali sebzeler, tahillar, piring ve ekmekler ve tahillar
gibi gidalarda bulunan nisastalar (kompleks karbonhidratlar) olmak iizere iki grupta
siniflandirilirlar. Ayrica bu smifta yer alan glikoz ve fruktoz monosakkarit basamaginda yer

alirken sakkaroz ise disakkarit grubunda yer almaktadir.

Fazla karbonhidrat yiiklenmesi kisilerde fazla kilo olusumuyla beraber seker hastaliginin
ortaya ¢ikmasinda etken rol oynar. Bu ylizden kisiler yedikleri paketli gidalarin igeriklerini ve
oranlarini kontrol etmelidirler. Gereginden fazla miktarlarda alinan karbonhidrat ve seker iceren
hazir paketli gidalar gereksiz kilo alimia sebeb olur. Ozellikle tathlar, ¢ikolatalar ve seker orani
yiiksek icecekler gibi i¢cinde direkt seker barindiran yiyecek ve igecekler viicuda alindiginda
viicutta asir1 insiilin salgilanmasi baglayacaktir. Viicutta hizla salgilanan iinsiilin hizlica diisiise
gececektir. Ortaya ¢ikan insiilinin géstermis oldugu ani yiikselme ve algalmasiyla kiside bitkinlik,
asirt yorgunluk ve kisa siirede acikma reaksiyonlariyla sonuglanir. Pankreasta yer alan insiilin
depolart boylelikle kisa siirede tiikenecektir. Sik¢a goriilen bu durum gobek cevresinde
yaglanmayla kendini gosterip belli bir yastan sonta TIP II diyabet hastaliginin habercisi olur. Bu
sebepten dolay1 tiim hazir paketli gidalarin ve dogal gidalarin laboratuarlar ortamlarinda toplam
seker oran1 ve invert seker tespiti gerceklestirilir. Yapilan analizde asil amag gereksizce viicuda

alman seker aliminin 6niine gegmektir.
Gidalara yapilan seker tayini uygulamalarinin, baglica nedenlerini sOyle siralayabiliriz:

1. Paketli gidalarin yapisinda bulunan invert ve toplam seker oranini tespit etmek

2. Uretim esnasinda prosesin isleyisine yol ¢izmek

3. Dogal ve hazir paketli gidalarin igerisinde barindirdiklar1 bilesenlere gore toplam
kalori miktarini hesaplamak

4. Gidalarin belirlenen standartlara ne derecede uygun hazirlanip hazirlanmadigini tespit

etmek.

Gidalarda yapilan seker tayinininde baslica Volumetrik, Gravimetrik, Enstiirlimantal

yontemler kullanilmaktadir.



2.3.2. Kanda glikoz tayini

Kanda var olan glikozun analizi normal deger aralig1 iginde bulunup bulunmadigini tespit
etmek, hiperglisemi, hipoglisemi, diyabet ve prediyabet gibi hastaliklarin arastirmasini yapmak,
tan1 ve takibi igin bu test gerceklestirilir. Kanda glikoz tayini iki farkli yontemle gerceklestirilir.
Bunlar; kolorimetrik ve enzimatik yontemlerdir. Burada kolorimetrik yontemler altinda
Oksidasyon rediiksiyon metodlari, Ortotoluidin Metodu olmak iizere iki farkli yontem mevcuttur.
Oksidasyon rediiksiyon metodu sekerlerin indirgenme 6zelliginden yararlanarak gelistirilmistir,
Ortotoluidin Metodu ise renkli bir karisim olusturulur ve rengin siddetine bagli olarak
olusturulmug bir yontemdir. Enzimatik ydntemlerin altinda ise Glukoz Oksinaz Metodu,
Hekzokinaz Metodu (Enzimatik Ultraviyole) yer almaktadir. Bu yontemlerden yola cikilarak
gelistirilen son yillarda oldukca popiilerlik kazanan bir diger analiz yontemi ise biyosensdrlerdir

(Castillo vd. 2003).
2.4. Biyosensorler

Biyosensorler, bir biyomolekiil, bir biyolojik yap1 veya bir mikroorganizma gibi bir
biyolojik analitin varligin1 veya konsantrasyonunu tespit etmek i¢in kullanilan cihaz olarak

tanimlanmaktadir (Gerard vd., 2002).
2.4.1. Biyosensorlerin tarihcesi

Biyosensorlerin tarihi, 1906 yilinda M. Cremer'in (Cremer 1906), siv1 igindeki bir asit
konsantrasyonunun, bir cam zarin karsit taraflarinda bulunan akigkan bdliimleri arasinda ortaya
¢ikan elektrik potansiyeli ile orantili oldugunu gérmesine dayanir. Bununla birlikte, 1909'da pH
(hidrojen iyonu konsantrasyonu) kavrami, Seren Peder Lauritz Sgrensen tarafindan sunulmus ve
pH olgtimleri igin bir elektrot 1922 yilinda W. S. Hughes tarafindan gergeklestirilmistir (Hughes
1922). 1909 ve 1922 yillar arasinda, Griffin ve Nelson (Griffin vd., 1916, Nelson vd., 1916) ilk
olarak invertaz enziminin aliiminyum hidroksit ve odun komiirii ilizerindeki hareketsizligini
gbstermistir. Ilk biyosensdér 1956'da oksijen algilama igin Leland C. Clark, Jr tarafindan
gelistirilmistir. Biyosensdrlerin babasi olarak bilinir ve oksijen elektrodunun icadi onun ismini
tagimaktadir (Clark elektrot) (Heineman vd., 2006). 1962'de Leland Clark tarafindan glikozun
saptanmasi i¢in bir amperometrik enzim elektrodunun gosterimi, 1969'da Guilbault ve Montalvo,
Jr (Guilbault vd.,1969) tarafindan {ire tespit etmek i¢in ilk potansiyometrik biyosensoriin kesfiyle
takip edilmistir. Sonunda 1975 yilinda ilk ticari biyosensdr, Yellow Spring Instruments (Y SI)
tarafindan gelistirilmistir. Cizelge 2.1’ de 1970-1992 dénemleri arasinda biyosensorlerin tarihsel

ilerleyisi gosterilmektedir.



Cizelge 2.1. 1970-1992 dénemleri arasinda biyosensorlerin tarihsel ilerleyisi.

1970 Bergveld tarafindan iyona duyarli alan etkili transistoriin (ISFET) kesfi (Bergveld, 1970)

1975 Lubbers ve Opitz tarafindan karbon dioksit ve oksijen tespiti igin fiber optik biyosensor
(Vestergaard vd., 2015)

1975 YSI tarafindan glikoz tespiti i¢in ilk ticari biyosensoér (Yoo vd., 2010)

1975 Suzuki vd. Tarafindan 1975 Ilk mikrobe tabanli immiinosensor. (Suzuki vd.,1975)

1982 Schultz tarafindan glikoz tespiti i¢in fiber-optik biyosensor (Schultz, 1982)

1983 Liedberg vd. Tarafindan 1983 Yiizey plazmon rezonansi (SPR) immiinosensorii. (Liedberg
vd., 1983)

1984 1984 ilk aracili amperometrik biyosensor: glikoz oksidazinda glikoz tespiti icin kullanlan
ferrosen (Cass vd.,1983)
1990 Pharmacia Biacore tarafindan 1990 SPR tabanli biyosensor (Vestergaard vd., 2015)

1992 i-STAT tarafindan elde edilen el kan biyosensorii (Vestergaard vd., 2015)

[-STAT sensoriiniin gelistirilmesinden beri biyosensorler alaninda ciddi ilerlemeler
kaydedilmistir. Bu alanda, temel bilimlerin (fizik, kimya ve biyoloji) prensiplerini mikro/nano
teknoloji, elektronik ve uygulamali medikal temelleri ile birlestiren ¢ok disiplinli bir aragtirma
alam haline gelmistir. Ayrica "Web of Science" veritabaninda, 2005'ten giiniimiize kadar

"biyosensorler" konusundaki 84000'den fazla aragtirma metni bulunmaktadir (Bhalla vd., 2016).
2.4.2. Biyosensorlerin yapisi ve fonksiyonlari

Biyosensorlerin ana iglevi biyolojik olarak gergeklesen bir olayin 6l¢iilebilir anlamli bir
sinyale doniistiirmesine dayanmaktadir. Biyosensorler Sekil 2.1°de de gosterildigi lizere iki farkli

kisimdan olusmaktadir.

1. Biyoalgilayici: Biyoreseptor (ligand) olarak da bilinen biyoalgilayicilar analitik
secebilen biyomolekiiler bir yapiya sahiptirler. Biyoreseptorler hedef molekiiliin yakalandigi
biyolojik baglanma bolgesi olarak tanimlanirlar. Biyoalgilayicilara 6rnek  olarak
mikroorganizmalar, organeller, enzimler, antikorlar, niikleik asitler verilebilir. Biyoalgilayici
olarak verilen drneklerden en ¢ok antikorlar ve enzimler kullanilmaktadir (Wang, 1999).

2. Doniistiirii: Genelde transduser olarak adlandirlan doniistiiriiciiler ayn1 zamanda
cevirici olarakta bilinmektedir. Dontistiiriicii kisim gerceklesen baglanma sonucunda ortaya gikan
her tiirli biyokimyasal/fizikokimyasal etkilesimleri Ol¢iilebilir anlamli elektriksel sinyallere

geviren veya doniistiiren kisimdir. Dontstiiriicii sinyallere 6rnek olarak; fizikokimyasal, optik,



piezoelektrik, elektrokimyasal, vb. olarak verilebilir (Sassolas 2011; Sarkar vd., 1999; Zhang vd.,
1999).
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Sekil 2.1. Biyosensorlerin genel yapist ve fonksiyonlari, (https://commons.wikimedia.org/wiki/
File:Biosens%C3%Bo6r_bile%C5%9Fenleri.png).

2.4.3. Biyosensor cesitleri

Biyosensorler, biyolojik elementlerine veya transdiiksiyon elemanlarina gore
gruplandirlabilirler. Biyolojik elementler enzimleri, antikorlari, mikroorganizmalari, biyolojik
dokuyu ve organelleri igerir. Transdilksiyon yontemi, algilama olayindan kaynaklanan
fizikokimyasal degisime baglidir. Baglica Transdiiser biyosensorler kiitle bazli, elektrokimyasal
biyosensorler ve optik biyosensorlerdir. Biyosensorlerin transduser ve biyolojik elementlerine

gore gruplandiriimasi Sekil.2.2’de gosterilmistir (Vo-Dinh ve Cullum, 2000).
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Sekil 2.2. Biyosensor ¢esitleri (Vo-Dinh ve Cullum, 2000).

Bivoreseptor matervyalleri esas alinarak vapilan siniflandirma

Bir hedef bulmak i¢in bir reseptor kullanilir. Biyosensorlerde, hedef bir analittir ve
reseptor, ylizeye yapismis ve tespit edilmesine izin vermek i¢in hedefe baglanan bir maddedir.
Bir hedef substrati (bir analit) taniyabilme kabiliyetine sahip olan herhangi bir biyomolekiil veya
molekiiler diizenek, bir biyoreseptdor olarak kullanilabilir. Genel anlamda kullanilan

biyoreseptorlerin mekanizmalarina gore sekil 2.3’ de goriildiigii gibi li¢ temel gruba ayrilirlar.

Biyokatalitik Biyoalgilama Materyalleri Mekanizmalari p— Biyolojik Esasli
Biyoafinite

organeller

Sekil 2.3. Biyoalgilama mataryeli malzemeleri.

Enzimler en ¢ok kullanilan biyoreseptor molekiilleri olmustur. Son zamanlarda,

biyosensorlerde antikorlar ve proteinler biyoreseptor molekiilleri olarak da kullanilmaktadir. Bir
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biyosensoriin dzgiilliigii, kullamlan biyoreseptdr molekiiliiniin dzgiilliigiinden gelir. Ornegin,
biyomateryal enzim segilerek olusturulan biyosensor enzim elektrodu, DNA olarak belirlendiyse

DNA biyosensorii gibi adlandirmalar yapilmaktadir (Wang, 2008).

Biyokatalitik Esasli immobilize Hiicre Esash
Biyosensorler Biyosensorler
10 nm
—

A . ‘ . . .A AV
1

Sekil 2.4. Biyomalzemeler temek alinarak yapilan sensor drnekleri (Dingkaya, 1999).

Doniistiiriiciiler (Transduserler)

Doniistiirticti, biyokimyasal etkilesimleri olgiilebilir elektronik sinyallere doniistiiriir.
Biyosensor sinyalinin iletimi, ayn1 anda ve biyoalgilama elemaninin 6zel ortaminda bulunan bir
stirectir. Biyokimyasal olarak gergeklesen reaksiyona gore uygun transdiiserler segilir.
Elektrokimyasal, optik ve kiitle degisimini temel alan transdiiserler biyosensorlerde kullanilan
bir¢ok cesittir. Doniistiiriicti dogrudan veya dolayli olarak ¢alisir. Transdiiserlerin verimliligi,
sinyal stabilitesi, biyosensorlerin tekrar kullanabilirligi, tespit limiti ve ¢ogu durumda reaksiyon

stabilitesi ve seciciligi gibi analitik 6zelliklerinin ¢gogunu etkiledigi i¢in énemlidir.

Kiitle hassas sensorler

Kiitle hassas sonsorlerde piezoelektrik kristallerin ¢evirici olarak kullanildig
doniistlriilerdir. Bir santimetre karede nanogram seviyesinde kiitle degisimini rezonans
frekanstaki degisime dayanarak oOlciimlerin gerceklestrildigi bu sistem, antikor-antijen
etkilesimlerinde olduk¢a fazla kullanilan doniistiiriiciilerdendir. Burada kiitle hassas
dondstiiriictilerin ¢alisma prensibi piezoelektrik etkiye dayanmaktadir. Sekil 2.4.’de bir kiitle

hassas sensoriin ¢alisma prensibi sematik olarak gosterilmistir (Masoud, 2016),
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Sekil 2.5. Kiitle hassas sensoriin sematik gosterimi (Paddle, 1996).

Optik esash sensorler

Optik biyosensorler, enzimatik reaksiyonlarda bazi maddelerin optik 6zelliklerinden
yararlanarak, reaksiyona giren maddelerin ve ortaya ¢ikan reaksiyon lriinleri arasindaki 1s1ik
adsorpsiyonundaki farkliligin sonucunda 11k verimini bir liminesan (Liiminesans elektronik
seviyelere uyarilmig fotonlarin emisyonudur) islemle 6lgiimlerin ger¢eklesmesine izin vermek
amaciyla kullanilir. (Sekil 2.6) Bu sensorler sayesinde ¢ok cesitli molekiiler etkilesimlerin afinite
ve kinetiginin belirlenmesi saglanmistir. (Fan vd., 2008). Optik biyosensdrler herhangi bir farkl
elektromanyetik etkiden etkilenmezler, uzak mesafeden algilama saglayabilirler ve tek cihazda
coklu algilamay1 gerceklestirilebilirler. Optik biyosensorler, son on yilda biyomolekiiler

etkilesimleri analiz etmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.

Genel olarak optik biyosensdrler biyomolekiiler etkilesimlerde ortaya ¢ikan
kemiliiminesans, 1s1k sagilimi, floresan ve absorbans degisikliklerini belirleyebilmektedirler
(Garcia, 2009). Biyomolekiillerin etkilesimler sonucu ortaya ¢ikan degisiklikleri belirlemek i¢in
Floresan temelli ve etiketsiz belirleme olmak {izere iki farkli protokol uygulanmaktadir. Floresan
temelli olarak gerceklestirilen belirlemede, hem hedef olarak segilen molekiillerde hemde
biyolojik tanimlayic1 olarak segilen molekiiller boyalara benzer floresan -etiketleriyle

etiketlenirler. Ortaya ¢ikan flerosan yogunlugu hem molekiillerin varligiyla beraber hedefle
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biyoalgilayici arasinda meydana gelen etkilesimin kuvvetini belirtmektedir. Etiketsiz belirlemede
ise, hedef olarak tanimlanan molekiiller degistirilemez yani etiketlenmezler. Bu belirlemede hedef
molekiiler dogal formlarinda belirlenme islemi yapilmaktadir. Bu tip belirleme de molekiiler arasi
etkilesimin kinetik ve kantitatif 6l¢iimiine izin verirken olduk¢a kolay ve ucuz bir belirleme

yontemidir (Fan vd., 2008; Garcia, 2009).

NCAE AT

Do AU e X053 e

\u\ MM ) | Y
AN A

\ 1\ AL '\Qs;

MM 1 ‘ N

»

25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

Sekil 2.6. Optik sensoriin sematik gosterimi (Paddle, 1996).

Elektrokimvasal sensorler

Elektrokimyasal sensorler sensér grubu igerisinde yer alan en eski ve en gelismis
kimyasal sensorlerdir. Elektrokimyasal sensorler analit konsantrasyonuyla degisen elektrik
sinyalini {iretmek icin kullanilan analit ile reaksiyona girerek sonu¢ vermektedir. Yani
elektrokimyasal sensorler, bir analitin konsantrasyonuna bagli olarak ortaya ¢ikardigi redoks
reaksiyonlar1 kullanmaktadir. (Sekil 2.7) (Telefoncu, 1999). Genel olarak bir elektrokimyasal
sensor ¢alisma elektrodu, referans elektrot ve karsit elektrottan olusmaktadir. Bircok uygulama
icin olusturulan bu iiclii elektrot sistemi yliksek girdi saglayan bir potansiyostata bagli referansla
kullanilmaktadir. Karsit elektrot ise hem akimin hem devrenin tamamlanabilmesi i¢in sistemde
yer almaktadir. Ozellikle glikoz takibinde elektrokimyasal biyosensorlerin yiiksek pazar pay1

bulunmaktadir.

Elektrokimyasal sensorlerin {izerine yapilan son c¢alismalar da nanomalzemeler
kullanarak daha fazla etkin elektron gecisini saglamak ve boyut olarak kiigiiltmeye dayali tasarim

ve gelistirme ¢alismalar1 goriilmektedir.
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Elektrokimyasal sensorlerin g¢aligma prensiplerine bagli olarak, kimyasal bilgileri
Olciilebilir bir amperometrik sinyale doniistiiren potansiyometrik, amperometrik ve impedimetrik

olmak iizere ii¢ temel doniistiiriicii kullanilabilir.

e Potansiyometrik Biyosensorler
e Amperometrik Biyosensorler

e Impedimetrik Biyosensorler

Ag katot

Pt katot

Glikoz oksidaz i¢eren 02 Gegirgen membran

enzim tabakasi

Elektrolit

0, Glikoz

Sekil 2.7. Elektrokimyasal biyosensoriin sematik gosterimi (Telefoncu, 1999).

Potansivometrik bivosensorler

Potansiyometrik biyosensorler, bir elektrokimyasal hiicrenin elektrot-elektrolit
arayliziinde meydana gelen redoks reaksiyonlarinin dengesi lizerindeki konsantrasyonun etkisini
kullanarak o6l¢iimii sonuca c¢evirmektedir. (Sekil 2.8) Genel anlamda potansiyometrik
biyosensorlerin ¢alisma prensibi bir referans elektrot ile bir ¢calisma elektorudu arasinda ortaya
c¢ikan potansiyel farkinin 6l¢iilmesine dayanmaktadir. Potansiyometrik biyosensorlerde kullanilan
referans elektrot, tim Olglim siliresi boyunca potansiyeli degismeyen elektrottur. Caligma
elektrodu ise analit konsantrasyonundaki kiiciik degisiklikler i¢in bile potansiyelinde biiyiik
degisiklikler gostermektedir. Elektrot yilizeyinde analitin iyon segici elektroda baglanmasiyla
olusturulan akimda yiik birikimini izlemek igin potansiyometrik Ol¢iimler gergeklestirilir.
Calisma elektrodu, belirli iyonlar veya gazlar icin secici olabilir. Ornegin F-, I, CN", Na *, K*, Ca?
*, H*, NH**, CO,, NH; vb. gibi. Piyasada ¢ok¢a yer alan potansiyometrik biyosensdrlerinde
kullanilan temel elektrotlar (sensorler) daha ¢ok cam elektrotlar (pH), iyon segici elektrotlar, gaz

algilayici elektrotlar (CO, ve NH; duyarli) bunlardan birkagidir.
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L— A (Elektrod dis ceketi)

kl— B (i¢ doldurma ¢ézeltisi)

C (Cam pH elektrot)

(Gaz-gegirgen membran) F —

‘ b . 9 '_”[j<_ D (O-ring)
(Koruyucumembran) G —>{3 & ¢ (immobilize enzimi iceren biyoaktif tabaka)
. Penisilinaz A
Penisilin > Penisiloat + H*

Sekil 2.8. Potansiyometrik biyosensoriin sematik gosterimi (Danielsson, 1990).

Amperometrik bivosensorler

Amperometrik ceviriciler; uygulanan potansiyelde analit ile biyolojik tan1 molekiilii
arasindaki kimyasal reaksiyon sonucunda ortaya ¢ikan akimi 6l¢er. Amperometrik geviricileri
kullanan sensorlere amperometrik biyosensorler denir. Genel olarak amperometrik biyosensorler
akim siddetinin Ol¢iimiine dayanmaktadir. Ortaya ¢ikan akim siddeti kullanilan g¢aligma
elektrodunun biinyesinde barindirdigi indirgen ve yiilseltgen elektro aktif tiirlerin derigiminin bir
fonksiyonu olarak tanimlanmaktadir. Akimin biiyiikliigii elektro aktif tiirlerin ¢6zeltide bulunan
konsantrasyonuyla orantili olarak artar veya azalir. Bu sekilde gerceklesen anadik ve katodik
reaksiyonlarin takibi amperometrik olarak saglanmaktadir. (Towseef vd., 2013). Amperometrik
biyosensorler hem en eski hem de en yaygin olarak kullanilan biyosensor ¢esididir. Amperometrik
biyosensorlerin endiistriyel, ¢evresel ve klinik amagclara hitap eden yiiksek kararlilik ve hassaslik
iceren oldukga giivenilir bir yapis1 bulunmaktadir. Clark ve Lyons'un konuyla ilgili yapmis oldugu
calismalar sonrasinda amperometrik biyosensorler popiilerlik kazanarak giiniimiize kadar temel
alanin bir ¢alisma olmustur. Bu yilizden en yaygin amperometrik biyosensorlerde Clark Oksijen
elektrodu kullanilir. (Clark ve Lyons 1962; Meena ve Rajendran 2010; Hammond vd., 2016).

Amperometrik biyosensoriin genel gosterimi sekil 2.9 da verilmistir.
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Amperometrik esasli bir biyosensoriin

sematik gosterimi
A * A: Galisma elektrodu (Pt)
— B * B: Referans elektrod (Ag/AgCl)

* C: Elektrolit ¢ozelti (KCI)

» D: i¢ gaz gegirgen membran (Teflon)

+ E: immobilize enzimi igeren biyoaktif tabaka
* F: Dis koruyucu membran (Seliiloz asetat v.s)

H,0,+H,0, —3laz_ 1 L ou0

Sekil 2.9. Amperometrik biyosensoriin sematik gosterimi (Danielsson, 1990).

2.4.4. Biyosensoriin uygulama alanlari

Biyosensorler, yasam kalitesini iyilestirmeyi amaglayan ¢ok cesitli uygulamalara sahiptir.
Biyosensorler gevresel izleme, hastalik tespiti, gida giivenligi, savunma, ila¢ kesifleri ve daha
bir¢ok alanda kullanimlar1 bulunmaktadir. Biyosensdrlerin ana uygulamalarindan biri, bir ilacin
ya da bir ilacin hedeflerinin gostergeleri olan biyomolekiillerin saptanmasidir. Ornegin,
elektrokimyasal biyogiivenlik teknikleri, protein kanseri biyobelirteclerini saptamak i¢in klinik
araclar olarak kullanilabilir (Jolly vd., 2015; Formisano vd., 2016). Biyosensorler ayrica, gida
izlenebilirligini, kalitesini, giivenligini ve besin degerini izlemek i¢in de kullanilabilirler (Sharma
vd., 2015; Van Dorst vd., 2010). Bu uygulamalar, “tek kullanimlik” analiz araclar1 kategorisine
girer. Diger taraftan, kirlilik izleme gibi uygulamalarda da kullanilmaktadir (Van Dorst vd., 2010;
Gavrilescu vd., 2015), Bunlar tip uygulamalarda kullanilan biyosensorler birkag saat ile birkag
giin arasinda biyosensoriin iglevini siirdiirmesini gerektirmektedir. Bu tiir biyosensorler “uzun
vadeli izleme” analiz araclari olarakta bilinirler. Ister uzun siireli, ister kisa siireli analiz olsun,
biyosensorler, hem kaynak siirli ortamlarda hem de gelismis medikal kurulumlarda teknolojik
olarak gelismis cihazlar olarak kullanimlar1 bulunmaktadirlar: Ornegin ilag kesfindeki
uygulamalarda, (Bhalla vd., 2015; Bhalla vd., 2014) savunma sanayinin yararina toksik
maddelerin oldugu diisiiniilen baz1 kimyasal ve biyolojik ajanlarin tespiti i¢in, kalp pili ve diger
protez cihazlar (Parker vd., 2015; Grayson vd., 2004) gibi yapay implante edilebilir cihazlarda
biyosensorlerin kullanimi bulunmaktadir (Yang vd., 2015). Biyosensorlerin kullanildig: farkli

arastirma alanlar Sekil 2.10’da gosterilmistir.
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Saglk Hizmetleri
(Glikoz, Yapay Pankreas)
/ ‘
\
l

Sekil 2.10. Biyosensoriin uygulama alanlari (Bhalla vd.,2016).

2.4.5. Hazirlanan biyosensoriin performans faktorleri

Her biyosensoriin sahip oldugu belirli statik ve dinamik 6zellikler vardir. Bu 6zelliklerin
optimizasyonu, biyosensdriin performansina yansir. Biyosensorlerin performansim etkileyen ve
ideal bir sensor olarak tanimlayacagimiz bir biyosensoriin sahip olmasi gereken 6zellikler Sekil

2.11” de listelenmistir.



17

Sekil 2.11. Hazirlanan biyosensoriin performans faktorleri.

» Secicilik: Secicilik belki de bir biyosensoriin en dnemli 6zelligidir. Segicilik, bir
bioreseptoriin, diger katki maddelerini ve kirletici maddeleri iceren bir 6rnekte spesifik bir analit
tespit etme kabiliyetidir. Segiciligin en iyi 0rnegi, bir antijenin antikorla etkilesimi ile anlatilir.
Yani antijen igeren bir ¢dzelti (genellikle tuz igeren bir tampon) daha sonra, antikorlarin sadece
antijenlerle etkilestigi transdiisere maruz birakilir. Segici bir biyosensor olusturmak igin,
bioreseptorii secerken, segicilik esas segenektir. Anlasildig iizere segici bir biyosensor baska

reaktiflere ilgi gdstermez ve hatali sonug vermez.

» Tekrarlanabilirlik: Tekrarlanabilirlik, bir biyosensoriin birden fazla tekrarlanan
deneyler sonucunda ayni yanitlart {iretebilme kabiliyetidir. En kolay tekrarlanabilirlik testi
hazirlanan biyosensoriin ayn1 6rnekle ard arda alinan 6l¢iimler sonucunda elde edilen verilerden
standart sapma ve korelasyon katsayisinin hesaplanmasiyla ortaya cikar. Tekrarlanabilirlik degeri
ne kadar iyi olursa o kadar iyi bir biyosensor elde edilmis olur. Biyosensdrlerin tekrarlanabilirlik
testi sonucunda biyosensoriin giivenilirlik ve saglamlik decerelerinden s6z edilebilir (Kiling vd.,
1996; Ozer vd., 2014).

> Kararhhk: ideal biyosensérler icin en dnemli parametrelerden biri kararliliktir,
Biyolojik materyallerin fiziksel dayanikliklarma gore uzun siire performansini korumasiyla
kararlilik derecesi ortaya g¢ikar. Bu ylizden ideal bir biyosensoriin performansini uzun siirece
muhafaza etmesi istenir. Ancak; biyosensoriin performansi degisen fiziksel ve kimyasal

ozelliklerden (pH, ortam, sicaklik, nem ve O derisimi) dolay1 degisebilecegi unutulmamalidir.



18

> Genis Ol¢iim Araligi: Biyosensoriin lineerligi yani 6lgiim arahigi, test altindaki
biyosensor ve analit konsantrasyonlarinin ¢oziniirligii ile iliskilendirilebilir. Biyosensoriin
¢Oziiniirligii, biyosensoriin yanitinda bir degisiklik meydana getirmek icin gerekli olan bir
analitin konsantrasyonundaki en kiigiik degisiklik olarak tanimlanir. Uygulamaya bagli olarak,
biyosensor uygulamalariin ¢ogu sadece analit tespitini degil ayn1 zamanda genis bir ¢alisma
aralig1 boyunca analit konsantrasyonlarinin dl¢limiinii gerektirdiginden iyi bir ¢oziiniirliik ve iyi
bir algilama gereklidir. Biyosensor cevabiminin analit konsantrasyonlar ile dogrusal olarak
degistigi araliga biyosensoriin 6l¢iim araligi olarak tanimlanir. Bu dogrusal araligin tespit edildigi

en diisiik smir ise gdzlenebilir en “diisiik tayin smir1” olarak tanimlanmaktadir. Ideal bir

biyosensoriin genis dogrusal 6l¢iim araligina ve diisiik gézlenebilme sinirina sahip olmasi istenir.

> Hizh Cevap Zamani: ideal bir biyosensoriin cevap siiresi oldukea kisa olmas istenir.
Burada test aninda analizlenecek madde ¢aligma ortamina eklendigi anda biyosensoriin verdigi

ilk tepki siiresi ol¢iilmektedir.
2.5. Nanoteknoloji

Yunancadan ve Latinceden tiiretilerek dilimize gecen “Nano” kelimesi “ciice” anlamina
gelmektedir. Nanoteknoloji ise; 1 nanometre ile 100 nanometre arasindaki yapilarin sentezlenip
kullanim1 olarak tanimlanmaktadir. Nanoteknolojinin tarihi 1959 yilinda Richard Feynmann
tarafindan yapilan bir konusmaya dayanmaktadir. Richard Feynmann konusmasinda “biyolojik
sistemlerden esinlenerek, molekiiler makineler yapilabilir ve asagida daha ¢ok yer var.” diyerek
nanoteknoloji tarihe ge¢mistir. Richard Feynmann’nin savundugu bu diisiincelerden sonra 1980
yillarinda nanoboyuttaki yapilarin fiziksel biiyiikliiklerini tespit etmek ve nanoboyutta liretim
yapmak i¢in bazi optik cihazlar iizerine calismalar baslamistir. Bu optik cihaz tasarimlari
atomlarin yapilarini, konumlar1 gozleyebilme ve istedigimiz yere tasiyabilmemizi olanak
saglamak i¢indir. Gergeklestirilen ¢aligmalar sonucunda 6nemli bir mesefa kaydedilerek 6nce
karbon nanotoplar ve ardindan karbonnanotiipler kesfedilmistir. Béylece nanoteknoloji donemi

aktif olarak baglamistir.

Nanoteknolojinin ve nanobilimin olduk¢a hizla ilerlemesindeki en biiyiik etmen nano
boyutta dl¢iim ve gozlem yapan mikroskoplarin tasarlanip gelistirilmesi ve nano boyutta islem

yapabilen yontemlerin olusturulmasidir. Bu yontemlerden bazilari;
e Sacilma Yontemleri

e SEM (Taramali Elektron Mikroskobu)



e TEM (Gegirmeli Elektron Mikroskobu)

e AFM (Atomik Kuvvet Mikroskobu) ‘dur.

Son donemlerin popiiler alanlarindan biri olan nanoteknoloji
e Daha fonksiyonel,

e Daha hizli,

e Dabha az yer kaplar,

e Daha az enerji sarfeder,

e Daha mukavemetli,

e Daha ucuz,

e Olaganiistii yeni 6zellikleri sayesinde bir¢ok kullanim alanina sahiptir (Sekil 2.12).

NANOTEKNOLOJi

\—~/

01 MALZEME BILIMI

]

Sekil 2.12. Nanoteknolojinin uygulama alanlari.
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2.6. Nanomateryal

Nanoteknolojinin temelini olusturan nanomateryaller boyutlar1 1 ile 100 nm arasinda
degisen toz ve taneciklerlerdir. Her bir tanecigin milyonlarca atom barindirmasi sonucu
nanomateryellerin farkli ve iist diizeyde 6zellikler gostermesi oldukga dikkat ¢ekmistir. Nano
boyuttaki malzemelerin gdstermis oldugu yiizey alami etkisi sonucu istiin ozellikler
sergilemektedir. Nanomateryaller, bazi aragtirmalarin sonucunda yiizeyin iletkenligini arttirdigi
gbzlenmis ayrica ylizeyin morfolojisi ve biiyiikliigli {izerinde modifikasyon yapilmasini olanak

saglamistir (Telefoncu, 1997).

Son yillarda nanomateryaller nanosensor, nanobiyosensor tasariminda oldukca fazla
kullanilmaktadir. Kullanilan nanomateryallerde maksimum verim elde etmek i¢in nanobiyosensor
tasariminda ¢esittli metaller ve destek malzemeleri kullanilarak bir nanopartikiil veya

nanomateryal hazirlanmaktadir. (Cizelge 2.2)

Cizelge 2.2. Sensor tasariminda 6nemli parametreler.

Sensor tasarmminda onemli

parametreler Ornekler Kaynaklar
Karbon tiirleri Lopez vd., 2004

Destek Maddeleri Silika Boudjahem vd., 2004
Aliimina Balint vd.,2004
Titanyum dioksit Konova vd., 2004
Polimer destekler Greci vd., 2001
Hidrojenasyonlar Grunes vd.,2002

Kimyasal Reaksiyonlar Indirgeme reaksiyonlar Ishiguro vd.,2002
Bozunmalar Delpeux vd.,2002
Fuel Cell Reaksiyonlari Moore vd.,2003
Dehalojenasyon Nutt vd.,2006

2.6.1. Nanobiyosensor destek malzemeleri

Nanobiyosensor ¢alismalarinda siklikla kargimiza ¢gikan karbon sahip oldugu genis yiizey
alan1 ve miikemmel elektrik iletkenliginden dolayr hem kimyasal hem enzimatik biyokiitle
transformasyon reaksiyonlarinda nanosensor ve nanosensor destegi olarak aktif rol oynamaktadir.

Nanobiyosensor ¢alismalarinda kullanilan karbon yapisinin géstermis oldugu katalitik aktivitenin
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iizerine ¢ikmak icin karbon ¢esitli nanometallerle, enzimlerle islevselligi arttirilabilir. Siklikla
kullanilan destek malzemelerine bir¢ok drnek verilebilir. Grafit, grafen, grafen oksit, ¢ok duvarli
karbon nanotiib, aktif karbon, vulkan karbon vb. gibi daha bir¢ok 6rnek sayilabilir. Sekil 2.13°te
karbon tiirevlerinden birkagi gésterilmistir (Wang ve Yi Shi, 2014).

O
08 \%\\\\\\\‘\”ﬂll,’”
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Cok duvarh KNT Aktif Karbon

Sekil 2.13. Grafen, tek duvarli KNT, ¢ok duvarli KNT ve aktif karbonun sematik gosterimi (Wang
ve Yi Shi, 2014).

Gergeklestirilmis olan bu tez ¢aligmasinda sagladigi miitkemmel iletkenlik, genis yiizey
alani sayesinde sekil 2.13°te gosterilen aktif karbon (AK) segilerek indirgenme reaksiyonunda

kullanilmagtir.
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3. MATERYAL - METOT

Nanobiyosensor tasarimlarinda yiiksek iletkenlik, yiiksek hassasiyet ve uzun Omiirlii
olmasi i¢in yiiksek dayanikli yapida olan destek malzemelerin kullanilmasi ile bir¢ok farkli
yapida sensor tasarimlarina ihtiya¢ duyulmustur. Bu sebeble miikemmel bir elektriksel akim,
yiiksek hassasiyet, secici ve dayanikli bir nanobiyosensér i¢in platin-nikel nanometalleriyle
islevsellestirilmis aktif karbon yapisi tasarlanmistir. Burada kullanilan aktif karbon yapinin yiizey
alanin1 ve elektriksel iletkenligi arttirmak i¢in kullanilmistir. Yapinin tamami kimyasal indirgeme
yontemi ile hazirlanmasinin  ardindan elektrokimyasal ve fiziksel karakterizasyonu

gerceklestirilmistir.
3.1. Materyal
3.1.1. Cihaz ve Ekipmanlar

Amperometrik ve potansiyometrik 6lgme islemlerinde Gamry interface 3000 marka
potansiyostat kullamilarak gerceklestirilmistir. Gamry interface 3000 marka potansiyostat cihazi
disinda

» Manyetik karistirici (ISOLAB marka)

» JEOL 200 kV TEM cihazi

» Thermo Scientific spektrofotometre cihazi

» 514 nm’lik lazer yayilimli Raman mikroskobu cihazi

» Ultimatteta-teta yliksek ¢Oziiniirliklii goniometre igeren Panalytical Emperian
difraktometresi cihazi

» Analitik terazi (SHIMADZU AY?220 marka)

» Mikro pipet

ekipmanlar1 kullanilmistir.
3.1.2. Kimyasallar

Bu tez ¢alismasinin deneysel agamasinda 0,1 M glikoz ¢ozeltisi, 10 uM glikoz ¢ozeltisi,

1 M NaOH ¢o6zeltisi kullanilmigtir. Ayrica kullanilan kimyasallar asagida verilmistir.

» PtCly (Platin tetrakloriir) (Sigma-Aldrich)

» Ni(OCOCH3;); * 4H,O (Nikel(II) Asetat tetrahidrat) ( Sigma-Aldrich)
» Aktif karbon (Sigma-Aldrich)

» 9%5’lik Nafyon (Sigma-Aldrich)
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CeH1205 (Glikoz) (Sigma-Aldrich)

NaOH (Sodyumhidroksit) (Sigma-Aldrich)

NaCl (Sodyum kloriir) (Sigma-Aldrich)

CsHaN4O5 (Urik asit) (Sigma-Aldrich)

Dopamin hidrokloriir (Sigma-Aldrich)

Askorbik asit (C¢HgOpg) (Sigma-Aldrich)

(CH3):NH - BH3 (Dimetil Aminoboran) (Sigma-Aldrich)
DMF (N,N-Dimetilformamid) ( Sigma-Aldrich)

YV V. V V V V V V

3.2. Metod
3.2.1. AK, Pt@wAK, Ni@AK, PtNi@AK nanobiyosensorlerin hazirlanmasi

PtNi@AK nanobiyosensoriin sentezinde; 0.25 mmol PtCly metal tuzu ve 0.25 mmol
Ni(acac) metal tuzu 15 ml THF i¢inde yaklasik olarak 2 saat karigtirilarak homojen ¢oziinmesi
saglanmistir. Karigtirma islemi devam ederken topaklanmay1 dnlemek ve homojen bir dagilim
saglamak i¢in bis(hekzametilen)triamin den 0,25 mmol ¢dzeltiye ilave edilmistir. Yaklagik 15
dakika kadar karistirma yapildiktan sonra {izerine 2.5 mmol aktif karbon destek malzemesi ilave
edilerek karistirilmaya devam edilmistir. Platin ve nikel nanoparcaciklarin olusumu igin
indirgeme agsamasindan 6nce gerekli olan azot atmosferi saglanmigstir. Burada olusturulan azot
atmosferinin amaci indirgeme isleminde indirgenen maddelerin oksijen varliginda tekrardan
yiikseltgenmesini engellemektir. Ardindan indirgeme islemini gergeklestirmek i¢in 148 mg
DMAB eklenerek 90°C’ de 2 saat siireyle reflux yapilmisti. DMAB ilavesinden sonra
gbzlemlenen kahverengi-siyah renk degisimi bize platin ve nikel nanopargiklarin olusumunu
kanitlamistir (Sekil 3.1). Hazirlanmig olan aktif karbon bazli platin-nikel nanosensoriiniin sentezi
tamamlandiktan sonra defarlarca etanol ile yikanarak santifriij islemi uygulanmstir. Yikama
isleminin ardindan sentezlenen nanoyapt kurutulmasi i¢in vakumlu etiive birakilmistir.

Gergeklestirilen tiim bu agamalar ayr1 ayr1 AK, Pt@AK ve Ni@AK iginde uygulanmustir.
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Sekil 3.1. Pt-Ni nanopargaciklarin olugumu.

3.2.2. Elektrot soliisyonlarinin ve calisma elektrotlarinin hazirlanmasi

Sentezlenmis olan nanobiyosensdrlerinden elektrot soliisyonlari hazirlanmasi asamasinda
biyonanosensorlerden (AK, Ni@AK, Pt@AK ve Ni-Pt@AK) elektrot soliisyonlar1 hazirlanirken
0,02 gr tartilarak ve 4 ayr flaska alindi. Uzerine 150 pL DMF ve 1000 pL distile su ve 75 pL
Nafyon ilave edildi. Ardindan hazirlanan elektrot soliisyonun homojen karisimi saglamasi igin
ultrosonik banyoda bekletildi. Hazirlanmis olan 4 farkli elektrot soliisyonu mikro pipet yardimiyla
almarak (10 pL) camsi karbon elektort iizerine damlatilarak etiivde kurumaya birakildi.
Boylelikle elektrokimyasal analiz igin gerekli olan calisma elektrotlarinin her biri ayri ayri

hazirlanmig oldu.
3.2.3. Elektrokimyasal hiicrenin hazirlanmasi

Yapilan  calismada  elektrokimyasal  Olglimler  bir  bilgisayar  kontrollil
potansiyostat/galvanostat (Gamry Interface 1000) kullanilarak gergeklestirildi. Elektrokimyasal
Olctimler icin tigli elektrot sistemi kullanildi. Bu tiglii elektrot sistemi ¢alisma elektrotu olarak
camst karbon elektrot (capt 3 mm) kars1 elektrot (platin tel levha) ve referans elektrottan
(Ag/AgCl) olusmaktadir. Elektrokimyasal 6l¢iimler alinmadan dnce galisma elektrotlar aliimina
(AlLO3) ile temizlendikten sonra etanolden gegcirildi. Calisma elektrotlarin temizlenmesinden
sonra hazirlanmis olan sensor soliisyonlart 3 mm capli cams1 karbon elektrotlarina damlatilip
kurutuldu. Ardindan gl elektrot hiicre sistemi Sekil 3.2 ‘de goriildiigli hazirlamp gerekli
baglantilar yapilarak hiicre sisteminden 4-5 dakika azot gazi gecirilerek inert bir ortam

saglandiktan sonra hazirlanan elektrot soliisyonlar1 ile modifiye edilmis cams1 karbon
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elektotlarlar kronovoltametri ve kronoamperometri dl¢iimlerinde kullanildi. Olgiim esnasinda 0.1

M NaOH elektrolit olarak kullanildi.

Sekil 3.2. Elektrokimyasal hiicre diizenegi.

3.2.4. Hazirlanan nanosensoriin karakterizasyonunda kullanilan teknikler

Gecirimli elektron mikroskobu (TEM)

TEM analizi nanoyapilarin karakterizasyonunu gerceklestirmede c¢ok sik kullanilan
malzeme bilimi i¢in ¢ok gliclii bir tekniktir (Sekil 3.3). TEM analizi morfolojik ¢alismalar i¢in
0.3 pm ile 0.15 nm arasinda genisletilerek yiiksek ¢oziiniirliik saglamasi en biiyiik avantajidir.
TEM bu sayede nanoyapilarin yiizey morfolojisi, boyutu, nanoparcaciklarin dagilimi hakkinda
bilgi verir. Gelistirilmis TEM modellerinde yapidaki kafes kusurlarini hatta atom hareketklerini

bile inceleyebilmektedir.

TEM’in ¢aligma presnsibi yiiksek enerjili bir elektron demeti ¢cok ince bir numuneden
gecirilir numuneden gegen elektronlar ve atomlar arasindaki etkilesimler sayesinde kristal yapi,
yapidaki yer degistirme ve tane sinirlar gibi 6zellikler gozlenebilmektedir. Ayrica TEM sayesinde
kimyasal analiz de yapilabilmektedir (Carter ve Williams, 2009). Ayrica bu tez kapsamiinda
hazirlanmis olan nanopargaciklarin gecirimli elektron mikroskobu analizleri, ODTU Merkez

Laboratuvari’nda yer alan JEOL 200 kV TEM cihazi kullanilarak yapilmistir.
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Sekil 3.3. Tipik bir TEM (Transmisyon Elektron Mikroskobu) cihazinin goriintiisti (Carter ve
Williams, 2009).

X-1s1n1 Kirinimi (XRD)

X-1sin1 kirinim teknigi sentezlenen nanoparcaciklarin minerolojik analizinde siklikla
kullanilan bir baska analizdir. Analiz edilen yapiin pargacik boyutunu, bulundugu diizlemi,
kristal yapisini, kafes aralik parametrelerini ve yapinin kimyasal bilesiminin tespit edilmesini
saglamaktadir. XRD kiitiiphanesinde yer alan spesifik piklerin analiz sonucu ortaya ¢ikan piklerle
kiyaslanmasi sonucu analizin edilen maddenin kimyasal yapist hakkinda tanimlama
yapilmaktadir. Ayrica XRD teknigi sentezlenen nanoalasim yapilarin alagim 6zelliginin gergekten

olusup olugsmadigini gostermek icinde kullanilmaktadir.

XRD tekniginde numuneye gonderilen bir demet X-1igin1 numunenin atomlariyla
etkileserek kiigiik ve genis agilarla yansirlar ve atomlarin bulundugu paralel diizlemden sagilirlar.
(Sekil 3.4) Gergeklesen bu sagcinimlar kirinim olarak adlandirilarak bu kirinim ¢ok fazla sayida
atomun sacilmasindan meydana gelmektedir. X-1g1nin kristal yapidaki kirimimi William H. Bragg
ve W. Lawrence Bragg tarafindan kesfedilerek (Moudler vd., 1992) Bragg Kanunu ile

aciklanmistir. Bragg kanunun en basit sekli asagidaki formiil ile gosterilmistir.
nl = 2dSin6 (3.1.)

Sekil 3.4.’de verilen Bragg Kanununda; n kirmmim sabitini, A dalga boyunu, d kafes
araligini ve 0 kirilma agisini ifade etmektedir (He, 2009).
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Bu tez kapsaminda sentezlenen nanoparcaciklarin X-1sin1 kirinimi analizleri igin, KDPU
fleri Teknolojiler Arastirma Merkezi biinyesinde bulunan Ultima-+teta-teta yiiksek ¢oziiniirliiklii

goniometre iceren Panalytical Emperian difraktometresi kullanilarak analiz edilmistir.

Gelen Isin
? Sagilan Isin

Kristal Katmani

Kristal Katmam

Kristal Katmani

Sekil 3.4. Bir kristalde X-1g1n1 kirinimi.

X-151n1 fotoelektron spektroskopisi (XPS)

Malzemelerin ylizeyleri hakkinda kimyasal bilgi edinmek icin kullanilan X-151n1
fotoelektron spektroskopisi oldukca gelismis bir ylizey analiz teknigidir. XPS teknigi vakum
altinda analiz edilecek numuneye Sekil 3.5’ te gosterildigi gibi hv‘lik bir monokromatik X-1sinlar1
gonderilerek uyarilmasini saglar (Sekil 3.5). Numuneye gelen her hv’lik enerjili monokromatik
X-s1m1 ¢ekirdege en yakin kabuktan bir elektron koparir. Boylece kopan elektronlarin kinetik
enerjisi Olgiilerek o elektronun baglanma enerjisi ortaya ¢ikar. Bunun sonucunda maddenin yiizey
ozellikleri ylizeyden sacilan elektronlar ile X-1g1nindaki fotonlar arasindaki enerji farki dlgililerek

anlagilir. (Brandon ve Kaplan, 2008) Asagidaki denklemde Baglanma enerjisi agiklanmaktadir.
Ep=hv—(E;+¢) (3.2)

Bu denklemde Eg; elektron baglama enerjisi/eV, Es; elektron kinetik enerjisi/eV, /; Planck

sabiti/eV.s, v; X 1ginlarinin olay1/s™ frekansi, ¢ ; ylizey islevi/eV olarak tanmimlanmustir.

Bu tez calismas1 kapsaminda sentezlenmis olan nanoparcaciklarm X-i1g1m fotoelektron
spektroskopisi  analizleri igin, ODTU Merkez Laboratuvari’nda Thermo Scientific

spektrofotometre ile kullanilarak gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.5. X-1s1n1 fotoelektron spektroskopisinde ¢ekirdek diizeylerinden sagilan elektronlarin

enerjileri.

Raman spektroskobisi (RS)

Raman spektroskopisi, maddenin monokromatik 1s18in elastik olmayan sag¢ilmasi ile
incelenmesi prensibine dayanmaktadir. Raman spektroskobisi maddenin yapisindaki atomlarin
titresimini inceleyerek kimyasal bilesimi ve madde hakkinda gerekli bilgileri ortaya ¢ikaran bir
analiz teknigidir. (Sekil 3.6). Kaynaktan maddeye gonderilen lazer 15181 sistemdeki fotonlarla
etkilesime girer. Gergeklesen etkilesim sonucunda lazer fotonlarinin enerjilerinde asagi ve
yukariya kayma gozlemlenir (Gouadec vd., 2007). Enerji kaymasi sonucunda sistemdeki foton
modlart ile iligkili bilgi verir. Kisaca raman spektroskopisinde, numune, numune molekiilleri ile
etkilesime giren ve sacilan bir 151k veren monokromatik bir lazer 1s1m1 ile aydinlatilir. Gelen 1s1ktan
farkli bir frekansa sahip olan daginik 151k (esnek olmayan sagilma) bir Raman spektrumu
olugturmak i¢in kullanilir. Raman spektrumu, gelen monokromatik radyasyonu ve numune
molekiilleri arasindaki elastik olmayan carpisma nedeniyle ortaya ¢ikar. Monokromatik bir
radyasyon numuneye carptiginda, numune molekiilleri ile etkilesiminin ardindan her yone dagilir.
Bu dagimik radyasyonun c¢ogu, gelen radyasyonunun frekansina esit bir frekansa sahiptir ve
Rayleigh sagilimini olusturur. Sacilan radyasyonun sadece kiiciik bir kismi, gelen radyasyonunun
frekansindan farkli bir frekansa sahiptir ve Raman sagilimini olusturur. Gelen radyasyonunun
frekansi, dagmik radyasyonun frekansindan yiiksek oldugunda, Stokes c¢izgileri Raman
spektrumunda goriiniir. Ancak olay radyasyonunun frekansi, daginik radyasyonun frekansindan
diisiik oldugunda, Raman spektrumunda anti-Stokes cizgileri belirir. Dagmik radyasyon,

genellikle olay radyasyonuna dik agida Slgiiliir. Stokes kaydirilmis Raman bantlari, daha diisiik
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enerji yliksek titresim seviyelerinden gecisleri icerir ve bu nedenle, Stokes bantlari, anti-Stokes
bantlarindan daha yogundur ve bu nedenle, geleneksel Raman spektroskopisinde dl¢iiliir. Raman
kaymalarinin biiytikliigl, gelen radyasyonunun dalga boyuna bagl degildir. Raman sagilmast,
gelen radyasyonunun dalga boyuna baghdir. Molekiiler titresim sirasindaki polarize
edilebilirlikteki bir degisiklik, numunenin Raman spektrumunu elde etmek icin temel bir
gerekliliktir. Ramanin suya bagl sacilmasi diisiik oldugundan, su numuneleri ¢c6zmek igin ideal
bir ¢oziiclidiir. Bir Raman spektrumu, siddete kars1 dalga boyu kaymasi olarak grafige gegirilir.
Raman spektrumlar1 4000-10 cm™ arahiginda kaydedilebilir. Bununla birlikte, Raman aktif

organik molekiillerin normal titresim modlar1 4000-400 c¢cm ~ !

araliginda gergeklesir.
Spektrofotometrenin tasarimina ve optik bilesenlerine bagl olarak, tipik Raman spektrumlar
dalga boyu bolgesini 400-5 cm ! ile 40003800 ¢m ~ ! arasinda kaplar (Skoog vd., 2006; Willard

vd., 1998; Bumbrah vd., 2016).

Bu tez calismasi kapsaminda kullanilmis olan aktif karbon Raman aktif bir maddedir. Bu
yilizden sentezlenmis olan yapinin alasim yapisim1 gorebilmek i¢in Raman analizi yapilmustir.
Raman analizi ODTU Merkez Laboratuvari’nda yer alan 514 nm’lik lazer yayilimli Raman

mikroskobu kullanilarak gerceklestirilmistir.

Monokromotik Isin

/ Elastik ve Elastik Olmayan Sagilim
Vv, \\

Ve

<~ —
O—wmr—owmw—O v,

< —> <«
V3

TS

Sekil 3.6. Raman sagilim semas1 ve iki atomlu bir molekiiliin olasi titresimleri (Gouadec vd.,

2007).
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3.2.5. Hazirlanan nanosensorlerin elektrokimyasal analiz teknikleri

Doniisiimlii voltametri (DV) teknigi

Elektrokimyasal 6lgiimlerin bir tiirii olan déniisiimlii voltametri (DV) reaksiyon sirasinda
meydana gelen indirgenme ve yiikseltgenme basamaklarini gérmek i¢in kullanilan bir tekniktir.
Doniigiimlii  voltametri dl¢limiinde potansiyelin zamanla degismesi incelenir. Zamanla
potansiyelin degisimi tarama hizi olarak adlandirilir. DV tekniginde anodik (art1) ve katodik (eksi)
yonlerde potansiyel uygulanarak zamanla degiskenlik gosteren akim incelenir. Sekil 3.7’da

Doniigiimlii voltametride potansiyel-zaman grafigi verilmistir.

Potansiyel (V)

10 t1 t2 13 t4
Zaman (s)

Sekil 3.7. Potansiyelin zamanla degisimini gosteren doniistimii.

Genelde doniislimlii voltametri bir ¢ozeltideki bir analitin elektrokimyasal davranislarini
incelemek i¢in kullanilmaktadir. Referans elektrot ile caligma elektrot arasindaki potansiyel
degeri olgiiliirken, calisma elekrtrodu ve karsit elektrot arasinda akim degeri dl¢iiliir. Sonug olarak
potansiyele (E) karst akim (i) grafigi elde edilir. Sekil 3.7’ de doniisiimlii voltametriye ait
potansiyel akim grafiginde ortaya ¢ikan anodik ve katodik tepe akimlar1 gosterilmistir (Kissinger

ve Heineman, 1996).

Bu tez kapsaminda sentezlenen nanoparcaciklarin sensor 6zelliginin arastirilmasi i¢in
gerceklestirilen hazirlanan kronoamperometri (KA) ve doniisiimlii voltametri (DV) analizleri Sen
Research Group Laboratuvari’nda yer alan Gamry Reference 3000 Potentiostat/Galvanostat/ZR A

cihazi kullanilarak yapilmistir.
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Sekil 3.8. Doniigiimlii voltametride potansiyel-akim grafigi.

Kronoamperometri (KA) Teknigi

Kronoamperometri teknigi ile ¢ozelti icindeki calisma elektrodunun potansiyelinde
ortaya ¢ikan ani ve durgun olarak gergeklesen akim-zaman iliskisini verir. (Sekil 3.9) Calisma
elektorduna Sekil 3.9’deki gibi bir E1 potansiyeli uygulandiginda herhangi bir indirgenme
reaksiyonun olmadigi anlasilir. Uygulanan potansiyel aniden E2 seviyesine ¢ikartildiginda ise
indirgenmenin diflizyon kontrollii olarak gerceklesmektedir. Burada agikca ¢alisma elektrodunun
El potansiyelinde herhangi bir tepki vermezken potansiyel E2 ye cikartildiginda calisma
elektrodunun bu potansiyele cevap verdigi gozlemlenmistir. Genel olarak Kronoamperometri

tekniginde elde edilen akim-zaman grafigi sekil 3.9°da verilmistir.

E (V)

t(s)

Sekil 3.9. Doniisiimlii Voltametride Potansiyel-Akim Grafigi (Eren, 2014).

Elektrokimyasal oOl¢limlerden biri olan Kronoamperometri teknigi sayesinde bir
maddenin diflizyon katsayisi hesaplanabilir, gerceklesen reaksiyon mekanizmasi ve kinetigi
hakkinda bilgi sahibi olunabilir, reaksiyon hiz sabiti hesaplanabilir ve elektortta adsorbsiyon

mekanizmasinin gergeklesip gerceklesmedigi bilinebilir. (Bard ve Faulkner, 2001).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Sentezlenen AK, Pt@AK, NIi@AK ve PtNi@AK Nanosensorlerinin
Karakterizasyonu

Bu tez kapsaminda sentezlenen aktif karbon temelli platin-nikel nanoparcaciklariyla
olusturulmus nanobiyosensoriin karakterizasyonu TEM, HR-TEM (Gegirimli Elektron
Mikroskobu) XPS (X-Ismm1 Spektrofotometresi), XRD (X-Isin1 Kirmmimi) ve Raman (Raman
Spektroskobisi)  teknikleriyle  gerceklestirilmistir.  Ayrica  sentezlenen  nanosensoriin
elektrokimyasal caligmalari  Dongilisel Voltametri ve Kronoamperometri kullanilarak
gergeklestirilmistir. Caligmalardan elde edilen sonuglar alt basliklar halinde asagida sirasiyla

verilmistir.
4.1.1. Nanosensorlerin XRD (X-1s1m1 kirinimi) analizi

Bu tez c¢alismasi kapsaminda sentezlenen aktif karbon temelli platin-nikel
nanoparcaciklariyla olusturulmus nanosensoriin kristal yapisin1 anlamak ve ortalama kristal
boyutunu hesaplamak icin XRD analizi yapilmistir. Sekil 4.1°de goriilen XRD analizi sonucunda
sentezlenen nanosensor kristal yapisimin YMK (yiizey merkezli kiibik) yapida oldugu
anlasilmistir. Ayrica sekil 4.1°’de PtNi@AK kirinim piklerinin PtNi@AK kirinim pikinin Pt@AK
kirinim piklerine gore hafifce saga kaymasi PtINi@AK yapisinin alagim oldugunu kanitlanmstir.
Bunun yani sira yaklasik 25.4° lik derecede gozlemlenen karbon piki bize yapida aktif karbonun
varligina isaret etmektedir. PtNi@AK nanosensdr yapisinin XRD analizi sonucunda gézlemlenen
Pt (111), (200), (220) ve (311) kristal diizlemlerine karsilik 260 degerleriyle sirasiyla 39.8°,46.22°,
67.7° ve 81.4°°dir. XRD analizi sonucunda asagida verilen Scherrer denkleminden yararlanarak

yapinin ortalama kristal boyutu 3.72 £+ 0.51 hesaplanmustir.

B) = 5 4.1)
k= katsay1 (0,9)
A=kullanilan X-151m1 dalga boyu (1,54056 A)
B=ilgili kirilma tepe noktas1 tam genisligi, yar1 maksimum kirilma piki (rad)
0= pikin maksimum yiikseklikteki agis1 (rad)

Burada Pt (220) kirimim piki yapinin ortalama kristal boyutunu ve nanopartikiillerin kafes

parametre degerlerini (oPt) hesaplanmak i¢in kullanilmistir. PINi@AK nanosensoriin kafes
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parametre degeri asagidaki kiibik yapi i¢in verilen formiilden 3.927 A olarak hesaplanmistir. Bu
degerin saf Pt icin literatiirde bulunan 3,923 A degeri ile kiyaslandiginda uyum iginde oldugu
goriilmiistiir (Sen vd., 2014).

. AVhZ+k2Z+1x2
Sin = ————

2 (kiibik yapi i¢in) (4.2)
(a) Pt@AK -

—— (b) PINI@AK"" 3
— ,—"/ 2
3 5
x T E
-~ =3
b o 32 34 36 38 40 42 44 46 48 {19"52
) 20(deg)
c
7] C(002)
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Mt Y @
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Sekil 4.1. Ni@AK, Pt@AK, PINi@AK X-1s1n1 kirimim analiz sonucu.

4.1.2. PtNi@AK nanosensoriiniin TEM (Gec¢irimli elektron mikroskobu) analizi

Hazirlanan nanosensor yapisinin yapisal morfolojisi, icerik analizi ve pargacik boyutunun
belirlenmesinde gecirimli elektron mikroskobu (TEM) ve yiiksek ¢oziniirliikli elektron
mikroskobu (HRTEM) kullanilmigtir. Hazirlanan sensdr nanoyapisinda platin-nikel
nanometallerin aktif karbon {izeride homojen dagilimi Sekil 4.2°de goriilmektedir. Ayrica TEM
goriintiisiinde kullanilan nanometallerin kiimelesmedigi ve kiiresel yapida bulunarak sabit kaldigi
gozlemlenmistir. TEM’de goriildiigii tizere homojen dagilimli Pt-Ni@AK nanoyapisinin ortalama
parcacik boyutu 3.81 + 0.52 nm olarak bulunmustur. Ayrica Pt-Ni@AK nanoyapisinin atomik
kafes sagaklarini gormek icin yiiksek ¢oziiniirliiklii elektron mikroskobu (HRTEM) kullanilmig
ve literatiirdeki sonuglarla tutarli oldugu anlasilmistir (Ayranci vd., 2019). Ayrica sekil 4.2c’de
goriilen oklar tizerindeki EELS ¢izgi sonucu hazirlanan nanoyapidaki platin ve nikel

nanometallerinin varligini kanitlamaktadir.
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Sekil 4.2. PINi@AK Nanosensoriiniin (a) TEM-HRTEM goriintiisii (b) pargacik boyutu
histogrami (c)EELS ¢izgi histograma.

4.1.3. PtNi@AK nanosensoriiniin XPS (X-151n1 fotoelektron spektroskopisi) analizi

Hazirlanmis olan PtNi@AK nanosensoriin yapisindaki platin ve nikelin oksidasyon
durumlarint gérmek i¢in X-151m fotoelektron spektroskopisi (XPS) kullanilmistir. Bu ¢aligmada
nanoyapinin Pt 4f ve Ni 2p bdlgesi Gauss-Lorentzian yontemi ile incelenmistir. Sekil 4.3’te XPS
analizi sonucunda nanosensOr yapisinin (Pt-4f7,: 72.1 eV, Ni-2psp: 855.1 eV) ylizeyinde
cogunlukla platin ve nikel sifirlarin varlig1 goriilmektedir. Ayrica literatiirle kiyaslandiginda
sekilde goriilen +2 valanslarin (Pt-4fs50: 73.2 eV, Ni-2piz: 861.2 eV) kiicilikliigli dnemsiz
derecededir. Elde edilen XPS sonuglarina gore hazirlanan nanoyapida kullanilan platin ve nikelin
stfir degerlikli metalik yapida oldugu gdézlemlenmistir. Bununla birlikte yapida indirgenmemis
tiirlerin, sentez ortamindaki ylizey oksidayonu vb. sebebiyle yapida platin (2+) ve nikel (2+)
goriilmektedir. Pt (4f) igin goriilen baglanma enerjisinin Ni (2p)’den olduke¢a yiiksek olmast
sebebiyle Pt i¢in ortaya ¢ikan zirveler Ni zirvelerinden oldukga biiyiiktiir. Bu da yapinin alasim

olusturarak AK yapisi iizerinde tutunmasiyla agiklanabilir.
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Sekil 4.3. PtNi@AK nanosensoriiniin (a) Pt 4f XPS spektrumu (b) Pt 4f'nin 3D gériintimiiniin
XPS spektrumlari (¢) Ni 2p XPS spektrumu (b) Ni 2p'nin 3D gériiniimiiniin XPS spektrumlari.

4.1.4. PtNi@AK nanosensoriiniin RAMAN (Raman spektroskopisi) analizi

Karbon igerikli yapilarda diizenli ve diizensiz karbon yapilarini gzlemleyebilmek icin
Raman spektroskopisi kullanilmigtir. Bu tez c¢alismasinda hazirlanan AK ve PtNi@AK
nanosensor yapisinin raman analizi Sekil 4.4.'te verilmigtir. Sekil 4.4” te goriildiigi gibi 1349 cm
"'ve 1603 cm™'deki pikler, D ve G bandlarini gostermektedir. Burada D bandinin G bandina orani
ID /1G olarak verilmektedir. Degisen ID / IG oran1 AK nanoyapisinin kusurlarini ve modifikasyon
derecelerini gérmek i¢in kullanilmistir. AK ve PINi@AK Nanosensoriiniin raman spektrokopisi
analizi sonuglarinda sirastyla ID/IG degerleri 0,67 ve 1.00 olarak bulunmustur. Elde edilen bu
ID/IG degerleri sonuglarina gore PtNi nanopargaciklarinin AK destegine baglandig1 ve artik AK

kendi yapisindan ¢ikarak farkli bir nanomalzeme olustugunu kanitlamaktadir.
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Sekil 4.4. PtINi@AK nanosensoriiniin Raman spektroskobisi analizi sonucu.

4.2. Sentezlenen AK, Pt@AK, Ni@AK ve PtNi@AK Nanosensorlerinin
Elektrokimyasal Aktivitelerinin Belirlenmesi

Hazirlanmis olan nanosensoriin gerekli karakterizasyon teknikleriyle karakterize
edilmesinden sonra nanosensoriin glikoza karsi elektrokimyasal aktivitesi gérmek i¢in DV

(Doniigiimlii voltametri) ve KA (Kronoamperometri) teknikleri kullanilmistir.

4.2.1. PtNi@AK nanosensorii ile kaplanan elektrodun karsilastirma calismasina

dair bulgular

Gergeklestirilmis olan karsilastirma ¢alismasinda tampon ¢o6zelti olarak 0.1 M NaOH
kullanilarak inert bir ortamda, hazirlanmis olan farkli AK, Pt@AK, Ni@AK, PtINi@AK
nanosensorlerin glikoza karsi gdstermis oldugu aktivite DV ¢aligmasi ile belirlenmistir. Her bir
nanosensor i¢in esit miktar ve molarite de glikoz (0.3 Mm) sisteme ilave edilmistir. Sekil 4.5’te
verilen karsilagtirma ¢aligsmasi sonucunda Pt(II)/ Pt(IIT) ve Ni(II)/Ni(IIl) anodik ve katodik pikleri
0.12 ve 0.49 V’de gozlenmistir. Gergeklestirilen karsilagtirma c¢alismasinda her bir farkli
nanosensor i¢in DV galigmast 50 mVs™! tarama hizinda ve (-0.2 V) ile (0.8 V) potansiyel
araliginda ¢aligilmigtir. Sekil 4.5’ te goruldigi gibi ortamda glikoz bulunurken AK, Pt@AK ve
Ni@AK nanosensorlerin anodik ve katodik piklerinde ¢ok biiyiik artis goriilmezken PtNi@AK
nanosensoriinde ¢ok dikkat c¢ekici anodik ve katodik pik akimlar elde edilmistir. PtNi@AK

nanosensori icin elde edilen bu dikkat ¢ekici anodik ve katodik piklerin sebebi yapida kullanilan
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aktif karbonun saglamis oldugu biiyiik ylizey alami ile birlikte kullanilan platin ve nikel

nanometallerinin  glikozun glikonolaktona elektro-oksidayonunun c¢ok iyi derecede
gerceklestirdiginin bir gostergesidir.
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Sekil 4.5. (a) AK, (b) Pt@AK, (c) Ni@AK ve (d) PtNi@AK nanosensor elektrotlarinin 0,1 M
NaOH igerisinde 50 mV/s tarama hizinda 0,3 mM glikoz ilavesinde DV sonuglari.

4.2.2. PtNi@AK nanosensorii ile modifiye edilmis elektrodun glikoz derisimin etkisi

Hazirlanan PtNi@AK nanosensoriiyle modifiye edilmis elektrodun degisen glikoz

derisimine verdigi tepki DV ile incelenmistir. Sekil 4.6’ da 0.1 M NaOH tampon ¢dzeltisi iginde

PtNi@AK nanosensoériiyle modifiye edilmis elektrodun 0,1 mM ila 1,0 mM arasinda degisen

glikoz derigimleri ilavesiyle ortaya ¢ikan anodik ve katodik akim pikleri gosterilmistir. Bu ¢aligma

sonucunda artan glikoz miktariyla pik yogunlugununda arttig1 géze ¢arpmaktadir.
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Sekil 4.6. 0.1 M NaOH’da PtNi@AK nanosensoriiyle modifiye edilmis elektrot igin artan glikoz
konsantrasyonlarindaki doniistimlii voltamogramlar1 agagidan yukariya dogru: (a) 0,1; (b) 0,2; (c)

0,3; (d) 0,4; (e) 0,5; (f) 0,6 ve (g) 0,7; (h)0,8; (1)0,9; (j)1,0; Ek olarak kalibrasyon grafigi.

4.2.3. PtNi@AK nanosensorii ile modifiye edilmis elektrodun glikoza olan

duyarhhgina tarama hizinin etkisi

PINi@AK nin elektrokimyasal davraniglari tampon ¢ozelti i¢cinde (0,1 M NaOH) artan
tarama hizinda 0.3 mM glikoz varliginda incelenmistir. Gergeklestirilen tarama hizi ¢calismasinda
20 mV/s'den 140 mV/s’ye kadar artan tarama hizinda ortaya ¢ikan yiikseltgeneme ve indirgenme
tepe akimlar1 gézlemlenmistir. PtNi@AK nanosensorii ile modifiye edilmis elektrodun artan
tarama hiziyla beraber gostermis oldugu redoks reaksiyonu i¢in difiizyon kontrollii olarak

gerceklestigi sdylenebilir.
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Sekil 4.7. 0.1 M NaOH’da PtNi@AK nanosensdriiyle modifiye edilmis elektrot i¢in 0.5 mM
glikoz varliginda artan tarama hizlarindaki (20 ile 140 mVs-1.) doniisiimlii voltamogramlari. Ek

olarak kalibrasyon grafigi.

Degisen tarama hizinda elde edilen sonuca gore glikozun elektrokatalitik
oksidasyonunun, glikozun ve PtNi@AK'in redoks reaksiyonundaki yiik transfer kinetik
sinirlamalarin arttigini gostermistir. Bu tez ¢aligmasinda gergeklestirilen tiim elektokimyasal
Olciimlerde giiglii bir destekleyici olan NaOH 0.1 M gibi yiiksek konsantrasyonda
kullanildigindan dolay1 yiiksek omik diisiis nedeniyle Sekil 4.7°de goriilen potansiyel olarak saga

kaymalar1 6nemsizdir.

4.2.4. PtNi@AK nanosensorii ile modifiye edilmis elektrodun glikoza olan

duyarhhgimmin amperometrik olarak tespiti

Bu calismada PtNi@AK nanosensoriiyle modifiye edilmis elektrotun tampon ¢ozelti
icinde 0,55 V’da sirasiyla 0.1 mM (sekil 4.8. (a)) ve 25 uM (sekil 4.8. (b)) glikoz ilavesiyle
elektrotun gostermis oldugu amperometrik cevaplar incelenmistir. Alinan amperometrik
sonuglarda glikozun artan varliginda elektrodun gostermis oldugu akim degerleri dogrusal
denklem ile verilmistir. Sekil 4.9(a) ve Sekil 4.9.(b)’de goriildiigii lizere elektrot ortama her ilave
edilen glikozu oldukc¢a kisa siirede algiladigi goriilmiistiir. Burada PtNi@AK nanosensoriiyle

modifiye edilmis elektrotun 10 uM ila 1,2 mM arasinda degisen glikoz konsantrasyonlari
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araliginda gerceklestirilen amperometrik ¢alismanin sonucunda ¢ok yiiksek dogrusal korelasyon
degerlerine sahip oldugu goriilmiistiir. Bu dogrusal korelasyon katsayilar1 sirastyla 0,9939 ve
0,9914 olarak ortaya ¢ikmustir. Tasarimi gergeklestirilen sensoriin algilayabildigi en kiiciik tayin
sinirt ise 0.052 uM olarak hesaplanmistir (S/N=3).
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Sekil 4.8. (a) PtINi@AK nanosensorii ile modifiye edilmis elektrodun 0,1 mM glikoz ilavesi
sonucu elektrodunun amperometrik yanitlart. (b). PtNi@AK nanosensorii ile modifiye edilmig

elektrodun 25 uM glikoz ilavesi sonucu elektrodunun amperometrik yanitlari.

4.2.5. PtNi@AK nanosensorii ile modifiye edilmis elektroda girisim etkisinde

bulunan maddelerin incelenmesi

Insan kan &rneklerinde sadece glikoz bulunmaz; bunun yaninda fruktoz, laktoz, iirik asit,
dopamin, askorbik asit ve diger karbonhidrat tiirevleride yer almaktadir. Bu nedenle
biyosensorlerin segici olmasi oldukg¢a onemli bir 6zelliktir. Bu yiizden bu c¢alismada tampon
¢ozelti i¢inde PtNi@AK nanosensorii ile modifiye edilmis elektroda +0,5 V potansiyelde 1 mM
glikoz eklendikten sonra sirasiyla 0.1 mM laktoz, fruktoz, NaCl, AA (askorbik asit) , DA
(dopamin) ve UA(iirik asit) eklendikten sonra elektrodun verdigi amperometrik yanitlar
incelenmistir. Incelenen sonuglar dogrultusunda Sekil 4.9°da goriildiigii gibi elektrot sadece
glikoza biiylik bir tepki verirken diger girisim yapan maddelere vermis oldugu tepki dnemsiz

derecededir.
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Sekil 4.9. 0.1 M NaOH’da PtNi@AK nanosensoriiyle modifiye edilmis elektroduna girisim
yapan maddelerin amperometrik yanit1 (0,1 M NaOH c¢ozeltisi +0.5 V'de.).

4.2.6. PtNi@AK nanosensorii ile modifiye edilmis elektrodunun kararhihgnin ve

tekrarlanabilirliginin incelenmesi

Bu baslik altinda tasarladgimiz sensoriin uzun ve kisa donem kararlilik aktiviteleri test
edilmistir. PtNi@AK nanosensoriiniin uzun donem kararlilik caligmasinda 30 giin iginde sensoriin
glikoza verdigi tepkiler lgiilerek degerlendirme yapilmustir. Olgiimler oda sicakliginda tampon
¢ozeltide 0.55 V’da gergeklestirilerek elektordun anodik tepe akimlarinda degisimler
kaydedilmistir. Sonu¢ olarak sensoriin 30 giin boyunca aktivitesinin %89’unu koruyarak
miikemmel bir aktivite ve kararlilik sagladigi gdzlemlenmistir. Uzun donem kararhilik ¢alismasi
siirecince tasarlanan sensor elektrod kullanilmayan zamanlarda buzdolabinda tutulmustur. Ayrica
sensoOriimiiz i¢in kisa donem kararlilik ¢alismasida ¢oklu dongii alinarak belirlenmistir. Coklu
dongiide ise ayni ¢aligma sartlarinda 1000 dongii alinarak yaklasitk 5 mA lik bir disis
gozlemlenmistir. Gergeklestirilen biitiin bu ¢aligmalar sonucunda tasarlanmis olan PtNi@AK
nanosensoriiniin kisa ve uzun vadede oldukga kararli bir yapida oldugunu sdyleyebiliriz. Buna ek
olarak PtNi@AK nanosensorii i¢in dnemli parametreler ¢izelge 4.1°de verilerek Ni, Pt, Pt-Ni bazli
diger sensorlerle karsilagtirma yapilmistir. Bu karsilagtirma sonucunda da anlasilir ki tasarlamis
oldugumuz enzimsiz PtNi@AK nanosensori literatiire gore oldukca iyi performans sergilemistir

(Cizelge 4.1).
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Sekil 4.10. +0.50 V'da 0,1 M NaOH tamponu iginde 1 mM glikoz varliginda 30 giinliik uzun

donem kararlilik ve ¢oklu dongii voltamograma.

Cizelge 4.1. Literatiirde bulunan Pt ve Ni ile hazirlanmis bazi sensorler ve PINI@AK’nin

kiyaslanmasi.
Tayin Stmir1 Dogrusal Arahk Hassasiyet
Sensor Cesitleri Referanslar
(uM) (uM) (rA MM~ cm?)
Ni nanowire arrays 0.1 0.5-7000 1043 (Lu vd., 2009)
Pt-Ni 0.3 0-15000 940 (Zhao vd., 2016)
Ni-Cu 0.8 1000-9000 - (Jafarian vd., 2009)
NiO/Pt/ERGO/GCEs 0.2 50-5660 668.2 (Livd., 2014)
PtNi-ERGO 10 ~35000 20.42 (Gao vd., 2011)
Ni/Cu/MWCNT 0.025 2000-8000 2633 (Lin vd., 2013)
Pt-Ni@AK 0.052 1200’e kadar 40.900 Tez calismasi

4.3. PtNi@AK Nanosensoriiniin Kan Serumunda Glikoz Tayini

Tasarlanan PtNi@AK nanosensoriiniin giinliik yasantimizda kullanilabilirligini test
etmek icin insan serum Ornegindeki glikozu algilanmasinda kullanilmisti. Bu  testi
gerceklestirmek i¢in alinan her serum 6rnegi seyreltildikten sonra 10 mL 0,1 M NaOH c¢dozeltisi
igine her ornekten 20 plL serum 6rnegi ilave edilmistir. Ve her numune i¢in 3 farkli 6l¢iim
yapilmistir. Elde edilen deneysel sonuglar Cizelge 4.2.'de verilmistir. Gelistirilen sensdriin

biyolojik sivida test edilmesiyle elde edilen sonuglar ticari glikoz sensorii ve hastane kan sekeri
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tespit yontemiyle karsilastirilmistir. Cizelgede verildigi gibi tasarlanmis olan sensoriin sonuglari

ile ticari glikoz metre songlarinin uyum igerisinde oldugu dikkat cekmektedir.

Cizelge 4.2. PtNi@AK camsi karbon elektrot kullanilarak insan kan serum numunesinden tayin

edilen glikoz miktarlari.

RSD Glikoz(mM)

Numune | Glikoz (mM) o
(N=4) (ticari glikoz metre)

1 5.38 1.6 5.30
2 5.59 15 5.44
3 6.68 1.8 6.59
4 6.71 4.7 6.68
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5. SONUCLAR

Bu tez kapsaminda tasarlanmig olan olduk¢a homojen dagilimli aktif karbon temelli
platin-nikel nanopargaciklarla olusturulmus PtNi@AK nanosensdrii son derece basit ve kolay bir
yontemle sentezlenmistir. Enzimsiz tasarlanarak sentezlenmis olan PtNi@AK nanosensoril

sadece glikoz tayininde kullanilmustir.

Bu tez galismasinda tasarlanmis olan glikoz naobiyosendsii TEM, HRTEM, XPS, XRD
ve RAMAN teknikleriyle karakterize edilmistir. Gergeklerstirilen TEM analizi sonucunda PtNi
nanoparcaciklarin aktif karbon {izerinde homojen dagildig1 ve topaklanmaya ugramadigi agik¢a
goriilmiigtiir. Ayrica TEM analizi sonucuna gore yapinin ortalama pargacik boyutu 3.81 + 0.52
gibi oldukea kiigiik ve ideal parcacik boyutuna sahip oldugunu gostermistir. XRD analizinde de
TEM analizini destekler nitelikte bir parcacik boyutu elde edilmistir. XRD analizi sonucu yapinin
alasim oldugu ortaya konmustur. RAMAN analizi sonucunda ise aktif karbon destegine PtNi
nanoparcaciklarin baglandigini bir alasim olusturduklarimi ortaya koymustur. Yapinin platin ve
nikel bolgelerinin XPS analizi sonucunda ise platin ve nikel metallerinin (0) degerlikli
pargaciklarinin oraninin (+2) degerlikli pargaciklardan daha yogun oldugu goriilmiistiir. Bu
durum bize elektrokimyasal analiz sonuglarimizda yiiksek akim degerleri elde edecegimize

ongormustur.

Karakterizasyon islemlerinin tamamlanmasinin ardindan elektrokimyasal analiz
sonuglart icin kronoamperometri (KA) ve donilisimli voltametri (DV) analizleri
gerceklestirilmistir. ik elektrokimyasal calisma olarak karsilastirma calismasi yapilmusgtir.
Kargilagtirma caligsmasi igin AK, Pt@AK, Ni@AK, PINi@AK yapilarinin glikoza olan
tepkilerine bakilmistir. Sonug olarak en fazla akim PtNi@AK yapisinda elde edilmisti.Bu sonug
dogrultusunda tiim calismalar PtNi@AK yapisi lizerinden devam etmistir. Daha sonrasinda
PINi@AK yapisimin artan glikoza olan tepkisini dlgmek i¢in doniisiimlii voltametri analizi
gerceklestirilmistir. PEINi@AK yapisinin her dongiide artan glikozu kusursuz sekilde algiladigt
acikea sonuglandirilmigtir. Ayni sekilde artan tarama hizinda gerceklestirilen doniigiimlii
voltametri analizi sonucundada yapinin her artan tarama hizinda biinyesinde bulunan glikozu
rahatga algiladigi tespit edilmistir. Daha sonrasinda gergeklestirilen kronoamperometri (KA)

testlerinde de yapinin glikozu her sekilde her 6l¢iimde rahatca algilayabildigi tespit edilmistir.

Tim elektrokimyasal ¢alismalar sonucunda glikoz tayininde olduk¢a iyi performans
sergileyen PtNi@AK nanosensorii i¢in en diisiik limit smir1 0.052 uM olarak tespit edilmistir.

Enzimsiz olarak tasarlanan PtNi@AK nanosensorii + 0.5 V'de yapilan elektrokimyasal ¢alismalar
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sonucunda oldukg¢a yiiksek bir hassasiyet (40.9 mA mM' c¢cm?) sergiledigi gdzlemlenmistir.
Nanosensoriin gostermis oldugu bu olaganiistii davranislar nanosensoriin tasariminda kullanilan
nanometallerin glikoz doniisiim reaksiyonunda oldukca aktif rol oynadiklarint géstermektedir.
Yani tasarlanmis olan bu nanosensor yapist mitkkemmel derecede elektrokimyasal algilamaya

sahip olmasi yoniinden enzimsiz glikoz sensorler i¢in oldukca iyi bir aday diyebiliriz.

Gelistirilen bu essiz yapi, aktif karbon kullaniminin sonucunda saglamis oldugu yiiksek
yiizey alan1 ve genis i¢ gozenek yapisi ve bununla beraber platin-nikel arasindaki etkilesimler
sonucunda ortaya miikemmel bir iletken yap1 ¢ikarmistir. Fakat PtINi@AK nanosensoriiniin en
onemli Ozelligi kisa ve uzun donemde oldukca kararli bir yapida bulunarak aktivitesini
kaybetmemesidir. Bununla birlikte gerceklestirilmis olan tiim elektrokimyasal caligmalar
sonucunda PtNi@AK nanosensoriiniin; genis calisma araligina, diisiik algilama limitine,
tekrarlanabilir ve kararli bir yapiya sahip oldugu goriilmiistiir. Ayrica PtNi@AK nanosensoriiniin
insan kan serumunda glikoz algilamasi i¢in kullanildiginda ticari glikoz metrelerle oldukca

uyumlu sonuglar ortaya ¢ikardigi unutulmamalidir.

Sonug olarak bu tez kapsaminda enzim kullanmadan tasarlanan glikoz biyosensor seker
hastaliginin erken donemde tanisina yonelik umut vaad eden bir biyonanosensor olmasi agisindan

olduk¢a 6nemlidir.
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