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OZET

Doktora Tezi

DITIYONEPIROL (DTP) TARZI ILETKEN POLIMERLERIN
SENTEZi, KARAKTERIZASYONU VE
BU POLIMERLERIN BiYOSENSOR UYGULAMALARI

Hacer AZAK

Karamanoglu Mehmetbey Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Damisman: Dog. Dr. Hiiseyin Bekir YILDIZ
Arahk 2015, 172 Sayfa

Bu c¢alisma, giderek 6nemi artan ve nanoteknoloji alaninda uygulama alani olusturan,
literatiirde benzer tiirevleri bulunmayan, elektron verici —NH; ile fonksiyonlandirilmis ve
konjuge m yapisma sahip yeni nesil DTP-AIlkil-NH, ve DTP-Aril-NH, bilesiklerinin
sentezini ve biyosensor uygulamalarini kapsamaktadir.

Calismanin ilk asamasinda, Pd ve Cul katalizorleri kullanilarak 3,3’-Dibrom-2,2’-
bitiyofen ve diamin bilesiklerinin kapling reaksiyonu ile, serbest amino gruplarma sahip
10-(4H-Ditiyeno [3,2-b:2’,3’-d] pirol-4-il) dekan-1-amin ve 5-(4H- ditiyol [3,2-b:2°,3’-d]
pirol-4-il) naftalin-1-amin monomerleri sentezlendi. FT-IR, 'H-NMR, *C-NMR ve
floresans spektroskopisi 6lgtimleri ile sentezlenen maddelerin yapisi aydmnlatildi.
Calismanin ikinci asamasmda, DTP-AIKkil-NH, ve DTP-Aril-NH; monomerlerinin
enzimatik ve mikrobiyal biyosensoér uygulamalar1 gergeklestirildi. Enzimatik biyosensor
uygulamasinda DTP-AIkil-NH; ve DTP-Aril-NH, monomerleri camsi karbon elektrot ve
grafit elektrot yiizeylerinde elektrokimyasal olarak polimerlestirildi ve iletken elektrot
yiizeyleri olusturuldu. Iletken polimer kapli elektrot yiizey iizerine ksantin oksidaz (XOXx)
ve glukoz oksidaz (GOx) enzimleri immobilize edilerek Poly (DTP-AIlKil-NH2/XOXx),
Poly (DTP-AIKil-NH,/GOx) ve Poly (DTP-Aril-NH,/GOX) olmak iizere ii¢ tip enzimatik
biyosensor hazirlandi. Hazirlanan enzimatik biyosensorlerin ¢aliyma kosullar1 optimize
edilerek, analitik karakterizasyonlar1 gergeklestirildi ve farkli gida numunelerindeki
glukoz ve ksantin miktarlari amperometrik olarak tayin edildi.

Mikrobiyal biyosensor uygulamasinda ise, grafit elektrot yiizeyi DTP-Alkil-NH;
monomer yapi ile polimerlestirildi ve iletken yiizeye G.Oxydans bakterisi immobilize



edilerek Poly(DTP-Alkil-NH2/G.Oxydans) mikrobiyal biyosensorii hazirlandi. Hazirlanan
yeni nesil mikrobiyal biyosensoriin ¢alisma kosullar1 optimize edilerek analitik
karakterizasyonu gergeklestirildi ve glukoz miktar1 amperometrik olarak tayin edildi.
Sonug olarak elde edilen veriler 6nerilen DTP tiirevi iletken polimerlerin, farkli substrat
tayinlerine duyarl, kararlilig1 yiiksek enzimatik ve mikrobiyal biyosensor sistemlerinin
olusturmasinda 6nemli bilesikler oldugunu kanitladi.

Anahtar Kelimeler: Iletken Polimer, Ditiyonepirol, Enzimatik Biyosensér, Mikrobiyal
Biyosensor, Glukoz Oksidaz, Ksantin Oksidaz, Gluconobacter Oxydans
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THE SYNTHESIS AND CHARACTERIZATiIiON OF DITHIONEPYRROLE
STYLE CONDUCTIVE POLYMERS AND BiOSENSOR APPLIiCATIONS OF
THESE POLYMERS

Hacer AZAK

Karamanoglu Mehmetbey University
Graduate School of Natural and Applied Science
Department of Chemistry

Supervisor: Associate Professor Huseyin Bekir YILDIZ
December 2015, 172 pages

This study presents the synthesis of a new generation conjugated-n structure DTP-AIlKyl-
NH,2, DTP-Aryl-NH, compounds, which are functionalized with electron-donating -NH,
groups, has no similar derivatives in literature and constituted an important field in
nanotechnology applications increasingly, and also offer their biosensor applications.

In the first part of study, 10- ( 4H- dithieno [3,2- b: 2 ', 3'- d] pyrrol -4-yl ) decan -1-
amine and 5- (4H -dithiolane [3,2- b: 2 ', 3'- d] pyrrol -4-yl) naphthalene -1-amine
monomers, which have free amino groups, were synthesized with coupling reactions of
3,3-dibromo-2,2'-bithiophene and the diamine compounds by using Pd and Cul catalyst.
The structure of the synthesized compounds were clarified and characterized with FT-IR,
'H-NMR, *¥C -NMR and fluorescence spectroscopy measurements.

In the second part of study, the enzymatic and microbial biosensor applications of DTP-
Alkyl-NH, and DTP-Aryl-NH, monomers were carried out. In the application of
enzymatic  biosensor, DTP-AIkyl-NH, and DTP-Aryl-NH, monomers were
electrochemically polymerized on the glassy carbon electrode and graphite electrode
surface, and the conductive electrode surfaces were formed. Three type of enzymatic
biosensors; Poly (DTP-Alkyl-NH2/X0x), Poly (DTP-Alkyl-NH,/GOx) and Poly (DTP-
Aryl-NH,/GOx), were prepared by immobilizing xanthine oxidase (XOx) and glucose
oxidase (GOx) enzymes on the conductive polymer coated electrode surface. The
working conditions of constructed enzymatic biosensors were optimized and their
characterization was performed analytically. With these enzymatic biosensors, the
amount of glucose and xanthine in the different food sample were determined
amperometrically.

In the application of microbial biosensor, DTP-Alkyl-NH, monomer was polymerized on
the graphite electrode surface, and the poly (DTP-Alkyl-NH,/G.Oxydans) microbial



biosensor was constructed by immobilizing G.Oxydans bacteria on the conductive
surface. The working conditions of new generation microbial biosensors were optimized
and their characterization was performed analytically, and with these microbial
biosensors, the amount of glucose was determined amperometrically.

As a consequence, the obtained results have proved the suggested conducting polymers of
DTP derivatives are important compounds in forming the stabile enzymatic and microbial
biosensor systems and are sensitive to the determination of various substrates.

Keywords: Conducting Polymer, Ditihionepirol, Enzymatic Biosensors, Microbial
Biosensors, Glucose Oxidase, Xanthine Oxidase, Gluconobacter Oxydans.
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1. GIRIS

Son yillara kadar bilinen organik polimerlerin hepsinin oda sicakhiginda 10™° S/cm veya
daha az iletkenlige sahip yahitkanlar oldugu bilinmekteydi. 10" S/cm den daha az
iletken olmasindan dolayr bu polimerler elektriksel iletkenlik agisindan yalitkan
malzeme olarak kullanilmislardir. Polimerlerin de iletken karaktere sahip olabilecegi ilk
kez bir iletken polimer olan poliasetilen ile ilgili ¢alismalarla aydinlatilmistir. 1977
yilinda Shirakawa, MacDiarmid ve Heeger; Ziegler-Natta katalizorii kullanarak metalik
goriinlimlii ancak yeterince iletken olmayan giimiis renginde poliasetilen filmlerinin;
klor, brom ve i1yot buharlariyla tepkimesi sonucu mekanik 6zelliklerinin iyilestigini ve
ilk hallerinden 10° kat daha fazla iletken olabildiklerini gostermislerdir (Ito ve ark.,
1974; Shirakawa ve ark., 1977).

Dop edilmis (katkilanmis) poliasetilenin iletkenligi bu ydntemle 10° S/m? 'ye kadar
cikarilmistir. Bu deger metallerin iletkenlik degerine yakindir ve bu ilerlemeler
sonucunda “iletken polimer” terimi ortaya cikmustir. Iletken polimerleri, diger
polimerlerden ayiran temel Ozellik, swrayla degisen tek ve cift baglardan olusan bir
zincir yapisma sahip olmalaridir. Bu sekilde sirayla degisen bag yapisina,
"konjugasyon" denir. Dolayisiyla poliasetilen, bunun en giizel Ornegini teskil
etmektedir.

Poliasetilenin metalik iletkenlik 6zelligi géstermesine ragmen, hava ile temas ettiginde,
cabucak oksitlenmesi ve kararli olmamasi, kullanimin1 engellemistir. Bundan dolay1
arastirmalar, atmosfer sartlarinda bozulup degismeyen, oksitlenmeyen, islenebilir yeni
iletken polimerler iizerine kaymistir. Ornegin konjuge-n baglarina sahip olan anilin,
pirol, furan, tiyofen, inden ve azulen gibi heterosiklik bilesiklerden iletken polimerler
sentezlenmistir. Poli(tiyofen) tiirevleri alan-tesirli transistdr yapiminda kullanilabilecek
umut vaad eden iletken polimerlerdendir. Poli(pirol) "stealth" adli radara gériinmeyen
ucaklarin, dis ylizeylerinin kaplamasinda kullanilmak {izere test edilmistir. Ayrica bazi
iletken polimerlerin elektrokromik 6zellikleri, bu polimerlerin, yazimn, giines 15181 altinda

kararan "akilli pencereler"de kullanimina imkan saglamaktadir.



1977 yilinda dop edilmis poliasetilenin metallerdekine yakin bir iletkenlik gosterdigi
tespit edildikten sonra, iletken polimer bilimi bir¢ok dalda hizla gelismeye baslamistir.
Son olarak, yiiksek saflikta polimerler sentezlendikge, yar1 iletken polimerler elektronik
devrelerin yapiminda kullanilmaya baslanmistir. Bu elektronik devrelerin arasinda;
transistorler, FET'ler, fotodiyotlar ve LED'ler bulunmaktadir. Ozellikle polimerik
LED'ler, diisiik maliyet ve hizli iiretimlerinden dolay:1 endiistriyel manada ¢ok cazip
karakteristik ozellikler gostermektedir (Granqvist ve ark., 2007; Bange, 1999; Skotheim
ve ark., 1998).

Iletken polimerlerin bunlardan baska farkli uygulama alanlar1 da vardir. Bu uygulama
alanlarmin arasinda; modifiye elektrotlar, fotovoltaik, elektrokromik cihazlar ve
biyosensorler verilebilir (Mortimer, 1997).

Glinlimiizde iletken polimerler biyomolekiiller i¢cin uygun matrikstirler ve biyosensor
sistemlerinde, yontemin kararliliginin arttirilmasinda, cevap verme siiresinin kisa
olmasinda ve duyarliligmin arttirilmasinda etkili oldugu i¢in medikal teshislerde ¢ok sik
kullanilmaktadirlar. Bu gibi avantajlar1 sayesinde 0zellikle 6n plana ¢ikan
monomerlerden tiyofen ve pirol esash tiirevlerinin sentezlerine ait bir¢ok c¢alisma
yapilmaktadir. Monomerlerde elektron salici (donor) ve elektron ¢ekici (akseptor)
gruplarin ~ bulunmasi, bu monomerlerden sentezlenen iletken polimerlerin
(kopolimerlerin) fiziksel, kimyasal ve elektronik oOzelliklerini onemli 06lglide
etkilemektedir.

Bu tez calismasi kapsaminda alkil ve aril grubu i¢eren daha 6nceki ¢alismalardan farkli
olarak elektron verici —-NH; fonksiyonel grubu igeren pek ¢ok nanoteknolojik alanda
uygulama imkani olacak yeni nesil DTP-AIKil-NH,, DTP-Aril-NH, dithionepirol
bilesikleri sentezlendi. Bu tiir bilesikler elektronik ve fotovoltik 6zelliklere sahiptir.
Sentezlenen —NH; fonksiyonlu grup igeren ditihonepirol bilesiklerinin elektrot yiizeyine
elektropolimerizasyonu sonucunda enzim bazli biyosensorler hemde mikrobakteriyel
bazli biyosensorler hazirlanmistir. Enzim biyosensorlerinin hazirlanmasinda ksantin
oksidaz ve glukoz oksidaz enzimlerinin camsi karbon elektrot yiizeyine gluteraldehit
kimyasali ile immobilizasyonu gerceklestirilmis. Mikrobiyal biyosensoriin hazirlanmasi
icinde G.Oxydans bakteri tiirii kullanilmistir. Bu islem i¢inde elektrokimyasal olarak

polimerlestirilen N-Alkil-NH,, monomeri grafit karbon elektrot iizerine gluteraldehit



kimyasali ile ¢apraz baglanmasiyla elektrot yiizeyi modifiye edilmis ve glukoz tespitine
yonelik biyosensor hazirlanmistir. Her iki ¢esit biyosensorlerde de glukoz ve ksantin
miktar1 amperometrik akim degisimleri ile Ol¢iilmiistiir. Hazirlanan biyosensdrlerin
optimum pH, tayin araligi, sicaklik, kullanim kararliligi ve raf omrii ¢alismalar: ile

analitiksel karaterizasyonuda yapilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. iletken Polimerler

Polimer kelimesi bilindigi gibi birden ¢ok monomer biriminin kovalent baglarla
baglanarak bir araya gelmesi sonucu olusan daha biiyiik makromolekiil bilesiklere
verilen genel isimdir. Polimerleri olusturan monomer birimler ayni kimyasal yapiya
sahip olabilecegi gibi, kimyasal formiilii farkli monomerlerin de birbirine baglayarak
polimer zincirini olusturmak miimkiindiir. Bu sayede farkli molekiil sayisi, 6zellikleri,
cesitleri ve uygulama alanlar1 degismektedir. Ornegin bir polimer bilesigi hem tip
alaninda organ yapiminda kullanilabilmekte hem de bir baska polimer ile yapilan
kompozit ya da karisimi hazirlanarak metal iyonlarmin tutulmasi ve zenginlestirilmesi
amaciyla kullanilabilmektedir. Yine bir baska polimer bilesigi, uzun yillar boyunca
boya maddesi olarak kullanilmis ve simdilerde bu madde yiiksek iletkenlik gosterdigi
icin elektronik devrelerin yapiminda kullanilmaktadir, ayrica bir bagka polimer ile
kompoziti hazirlanarak ylizey koruyucu madde olarak kullanilabilmektedir.

Son yillarda hizla gelisen ve benzer polimer maddelerin kullaniminda yepyeni ufuklar
acan ve yakimn gelecekte cok onemli bir teknoloji haline doniisecek olan bir konu,
elektriksel iletkenlik gosteren polimerlerdir. Bu polimerler, metallerden kimyasal yap1
ve bag karakterleri ile diger polimerlerden ise icerdikleri konjiige baglarin varlhig: ile
ayirt edilirler. Iletken polimerler, sahip olduklar1 6zelliklerden dolay: siklikla “sentetik
metal” olarak adlandirilir. iletken polimerlere ait ilk galismalar Chiang ve ark. (1977)
tarafindan calisilmaya baslanmis ve giiniimiize kadar devam etmistir.

Shirakawa, MacDiarmid ve Heeger tarafindan yalitkan polimer olarak bilinen
polyasetilenin (PA) molekiiliiniin katkilama yoluyla iletkenliginin 10° kat daha fazla
arttiginin bulunmasi iletken polimer kavramini ortaya ¢ikarmistir. Bu konu iizerinde Ki
caligmalariyla Shirakawa, MacDiarmid ve Heeger 2000 yilinda Kimya Nobel Odiilii
almiglardir. Bu bilesikler yapisinda bulunan elektronlarla yeterli diizeyde elektriksel
iletkenligi saglayabilmektedirler. Polimerlerin elektriksel iletkenlik gosterebilmesi igin,
polimer zincirinde bulunan elektronlarin polimer zincir boyunca taginmasini saglayan
uygun yerlerin bulunmasi gerekir. Iletken polimerlerde bu kosulu, monomer yapisinda

ve zincir boyunca uzanan polimer zincir iizerinde bulunan konjuge c¢ift baglar



saglamaktadir. Bu oOzelligin saglanabilmesi i¢in, monomerlerin polimer zincirinde
korunabilecek aromatik veya konjuge karbon-karbon ¢ift baglar1 i¢eren baglarmin
olmasi gerekir ve bu bilgiler literatiirde yer almaktadir (Smith, 1976).

Bilinen heterosiklik bilesikler, karbon atomu basta olmak {izere, oksijen, kiikiirt, azot
gibi heteroatomlar1 yapilarinda bulunduran bilesikleridir. © konjugasyonuna ek olarak
polimerlerin sahip oldugu heteroatomlar da ortaklanmamis elektronlarinin varhigi
konjugasyonunu saglar ve bu da iletkenlik iizerinde etkili olur. Heteroatomlarin
sagladig1 bu konjugasyon genisletilmis konjugasyon olarak bilinir. Konjugasyon
araciligi ile elektronlarm polimer zincir tizerindeki hareketi saglanmis olur. Dolayis1 ile
polimerlerin iletken olma o6zelligi agiklanmis olur. Ancak, ¢ogu zaman tek basina
konjligasyon yiiksek diizeyde iletkenlik icin tek basmna yeterli degildir. Konjuge cift
baglara sahip polimerlerin iletkenligi katkilama (doping veya doplama) islemiyle
arttirilir. Katkilama isleminde polimer yapisma iletkenlik saglayacak olan elektronlar
verilerek yani, indirgenme ile polimer zincirinde eksi yiikler olusturulur veya polimer
yapisindan elektronlar kopartilarak yiikseltgenme yoluyla art1 yiikler olusturulur.
Dolayisiyla konjuge ¢iftli baglar iceren polimer zincirinde -elektronik uyarma
sonucunda, bir elektronun art1 yiiklii bir bosluga veya merkeze gecmesiyle geldigi yerde
de bir art1 yiiklii bosluk olusacaktir. Bu sekildeki elektron hareketliligi ard arda zincir
boyunca veya zincirler arasinda yinelenerek elektrik iletilir.

Iletken polimerler igerisinde polipirol bilesiginin, elektrolitik yontemlerle elektrot
iizerinde iretildiginde kendiliginden iletken hale geldigi saptanmasiyla bu bilesik ilgi
¢ekmeye baslamustir. Bir siire sonrada basta pirol ve tiyofen tiirevleri olmak tizere farkli

organik bilesiklerden de iletken polimerlerin sentezlenmesi gergeklestirilmistir.

2.2. iletken Polimerlerde iletkenlik Mekanizmasi ve Bant Teorisi

Iletken polimerlerin sagladig1 benzersiz iletkenlik 6zelligi, ayn1 bilesik i¢in ¢ok fazla
sayida uygulama alan1 saglamaktadwr. En ¢ok kullanilan iletken polimerler olan
poliasetilen, polianilin ve polipirol gibi polimerlerin optik absorpsiyon calismalar1
sonucunda, bu polimerlerin degerlik bandini iletkenlik bandindan aywran band

mesafesinin yari iletkenlerde ki gibi oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 2.1. Iletken polimer ve diger iletken maddelerin iletkenlik tiirleri ve iletkenlik
siirlarinin Karsilastirilmasi

Polimerlerin iletkenlik 6zellikleri ve erisilen maksimum degerler g6z Oniine alindiginda,
Sekil 2.1'de goriildiigii tizere cam ile metal bilesikleri arasinda Ozellikler ve degerler
gostermektedir. Polimerin yapisinda saglanan maksimum hatasizlik, yiiklenen
maddelerin derigimi, tiiriiniin uygun se¢imi, zincir uzunluklari, ydnlenmelerinin kontrol
edilmesi, sp® hibriti yapmis yapilarin bulunmamasi (konjugasyonu bozucu safsizliklarm
bulunmamasi) ya da zincir lizerinde boyle bir bozuk yapmin olusmasina izin
verilmedigi kosullarda sentezlenen polimerler iletkenlik 6zelligi kazandirilir. Kisacasi
birgok parametrenin kontrolii ile ulasilan en iyi iletkenlik degeri 2x10° S/cm olarak
poliasetilen polimerinde 6lgtilmiistiir (Heeger, 1991).

Poli(asetilen) polimerinde ulasilan iletkenlik degeri 2x10° S/cm olup bu deger metalik

bakirin iletkenlik degerinden 4 kat daha fazladir.



2.2.1. Band Teorisi

Metallerin iletkenligi elektronik iletkenliktir ve bu iletkenlik bant teorisi yardimi ile
aciklanabilir. Bu teoride esas olan maddelerdeki dolu bant (degerlik elektronlarmin
bulundugu bant) ile bos bant (iletim band1) arasindaki enerji farkidir. Bu teoriye gore
katida elektronlar tarafindan doldurulacak stirekli enerji bantlar1 ve elektronlarin
bulunamayacagi enerji araliklar1 bulunur. Teori elektriksel direng ve optik absorpsiyon
gibi bircok olay1 agiklamada biiyiik yarar saglar.

Bu ozelliklerin tam olarak anlasilabilmesi i¢cin molekiiler orbital teorisi ile ise
baslanmas1 gerekir. Bu teoriye gore eger iki atom bir araya gelirse farkli enerjilerdeki
bag, anti-bag orbitalleri olusur. Bu teorideki en 6nemli nokta molekiildeki N atomik
orbitalden dolay1 N tane molekiiler orbitalin olusacagidir. Iki atomik orbitalin birlesmesi
sonucunda 2 tane molekiiler orbital olugsmakta, n tane atomik orbital birlestiginde ise n
tane molekiiler orbital olugsmaktadir. N tane molekiiler orbitalde bulunan bag ve antibag
molekiil orbitalleri bir araya geldiginde (bir kristal ya da polimer yapida) bu orbitallerin
diizenlenmesi ile bir enerji band1 olugsmaktadir (Sekil 2.2). Enerji band1 icinde bulunan
bag yapici ve antibag molekiiler orbitaller sirasiyla, degerlik bandi ve iletkenlik bandi

olarak iglev gormektedirler.

n

Sekil 2.2. 7 sistem modeli



Maddelerin molekiiler orbitallerini bant olarak isimlendirerek metallerin ve yari-
metallerin 6zelliklerini daha rahat anlasilabilir. Yalitkanlar, yar1 iletkenler gibi diger
maddelerin 6zellikleri bant teorisine bagli olarak ifade edilen valans bandi, iletkenlik
band1 gibi kavramlarla agiklanir.

Elektriksel 6zellikler molekiillerin elektronik yapisinin sonucu olarak agiga ¢ikmaktadir.
Polimerlerle ile ilgili bu durum elektronik iletkenliginin mekanizmasi band teorisiyle
aciklanmaktadir.

Bu teoriye gore, bir materyalin iletkenligi, kismen dolu olan degerlik bandi ile bos
iletkenlik band1 arasindaki enerji farkinin az veya sifira yakin olmasina baghdir. Bu iki
enerji diizeyl arasindaki gecisi saglamak icin gerekli enerjiye bant esik enerjisi adi
verilmektedir. Iletkenlerdeki bant boslugu hemen hemen sifirdir. Yalitkanlarda, degerlik
bandi ile iletkenlik bandi arasindaki enerji farki (bant boslugu) elektronlarmn gegisine
olanak vermeyecek Olgiide biiyiliktiir ve bu nedenle elektriksel iletkenlik s6z konusu
degildir. Yar1 iletkenlerde ise, degerlik bandi ile iletkenlik bandi arasindaki enerji farki,
elektronlarm gegebilecegi Olgiidedir (1-4 eV arasinda). Bu enerji, gériiniir bolgedeki
1stmanin enerjisine karsi gelir bu nedenle bu tiir materyaller genellikle renklidir (Blasse

ve Grabmaier, 1994).
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Sekil 2.3. iletken (a), yar1 iletken (b) ve yalitkan (c) maddelerde band aralig



Molekiil orbital teorisine gore bag olusumu sirasinda iki yeni enerji diizeyi ortaya ¢ikar.
Bunlar, iki elektronun bulundugu bag enerji diizeyi (bag orbitali) ve bos olan antibag
enerji diizeyidir (antibag orbitali). Bag enerji diizeyindeki elektronlar, 1s1 veya 1sik
etkisiyle yeterli enerji alarak daha yiiksek enerjili antibag enerji diizeyine ¢ikabilirler.
Daha karmasik molekiiller (birden fazla elektronu olan molekiiller) arasinda bag
olusumu da ayni sekilde agiklanabilir. Molekiiler her yeni atom katilmasinda,
molekiiliin elektronik yapisina yeni bir bag ve anti bag enerji diizeyi eklenir. Bu durum,
yine Sekil 2.4°de orta biiyiikliikte bir molekiil i¢in gosterilmistir. Molekiil biiyikligi
arttikga bag orbitallerinin sayis1 artar ve orbital enerji diizeyleri arasindaki fark azalir.
Bir noktada birbirinden net ayrilmis enerji diizeyleri yerine siirekli goriiniimdeki bir

enerji band1 olusur. Bu banda, bag bandi veya valens band1 denilir.
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Sekil 2.4. Molekiiler orbital diyagrami

Bag band1 igerisinde bulunan elektronlar kolayca yerlerini degistirerek band igerisinde
hareket edebilirler. Bag bandi olusumuna benzer sekilde sayilar1 sonsuza yaklasan
antibag orbitalleri de baska bir enerji bandi1 olusturur (iletkenlik band1). Yiiksek mol
kiitleli polimerlerde yiizlerce, binlerce atom bulunacagi i¢cin molekiil orbitallerinin
sayis1 olduk¢a fazladir. Bag band1 ve iletkenlik band1 arasindaki araliga band esigi veya

band aralig1 denir. Bu araligin gecilmesi igin gerekli enerjiye ise band esik enerjisi adi



verilir. Maddelerin yalitkan, yari iletken, iletken seklinde elektriksel iletkenlikleri
acisindan gruplandiriimasinda band esik enerjisinin biiyiikliigii &nemlidir. Iletken
polimerleri iletkenlik yoniinden diger organik maddelerden ve polimerlerden ayiran en
onemli 6zellik sahip olduklar1 delokalize olmus elektronlardir. Konjuge polimerlerin
molekiiler orbital diyagraminda enerji seviyeleri birbirinden ayrilmaz (bant olusur) ve
HOMO - LUMO seviyeleri arasindaki fark normal & sistemlerine gore daha azdir. Bunu
Sekil 2.4 de ki sekil iizerinden agiklayacak olursak birer elektronu bulunan benzer iki
atomun bir araya gelerek olusturdugu bag yapmadan onceki ve bag yaptiktan sonraki
elektron enerji diizeyleri goriilmiistiir.

Elektriksel iletkenlikten, iletkenlik bandinda, bag bandinda veya bag esigindeki yeni bir
enerji diizeyinde bulunan ¢iftlesmemis elektronlar sorumludur. Bu tiir serbest
elektronlar, sisteme uygulanan potansiyele baglh olarak uygun yonde hareket ederler.
Bag bandi enerji diizeyleri tamamen elektronlarca dolu oldugundan elektronlarin bir
yone akimini saglamak zordur. Boyle bir sistemde 1s1 veya 1sik uyarisiyla serbest
elektronlar olusturulabilir. Yeterli enerjiye ulasan bag bandmin en iist diizeyindeki
elektronlar, band esigini gecerek iletkenlik bandmnin en alt diizeyindeki enerji seviyesine
yerlesirler. Yalitkanlarda band esigi bu gecise izin vermeyecek kadar genistir. Yaygin
kullanilan polimerlerin ¢ogu benzer davranis gosterdikleri i¢in yalitkandirlar. Yari
iletkenlerde band esik uyarisi, yalitkanlardan daha kigtiktiir ve iletkenlikleri 10°°-10?
S/cm araliginda degisir. Bu diizeydeki elektriksel iletkenlik diisiik gibi goziikse de,
yeterli elektrik akimi saglayacak biiylikliiktedir. Ana zinciri iizerinde ardi ardina tek ve
cift bag siralar1 igeren iletken polimerler yar1 iletkenlik gosterebilirler.

Yari iletken polimerlerde degerlik bandi ve iletkenlik bandi arasindaki enerji seviyesi
yeterince diisiik oldugunda, 1s1 veya 151k etkisiyle serbest elektronlar iletkenlik bandinin
en diisiik enerji diizeyine gegebilirler. Bu elektronlar iletkenlik band1 igerisinde hareket
ederek yiik tastyici islevi yapar ve zincir boyunca ilerleyerek art1 yiiklii yone dogru
yonlenir. Bu sirada bag bandi igerisinde kalan art1 ylik boslugu, polimer zinciri lizerinde
elektrona ters yonde hareket eder. Elektrigi bu yolla ileten maddelere intrinsik yar1
iletkenler denir ve iletkenlikleri sicaklik ya da 151k yogunlugunun artisiyla yiikselir.

Serbest elektron olusturma yollarmdan digeri, distan yapilan bir etkiyle polimerden

10



elektron almak veya polimere elektron vermektir. Indirgen ya da yiikseltgen &zellik

gosteren kimyasallar veya elektrokimyasal yontem bu amagla kullanilabilir.

2.2.2. Tletken Polimerlerde Katkilama (Doping) Islemi ve Elektriksel iletkenlik

Yapilan arastirmalar poliasetilen molekiilii i¢in elektriksel iletkenligin nasil olurda
gerceklestigi yoniinde ki soru lizerine odaklanmistir. Bu g¢alismalar neticesinde her
konjugasyona sahip molekiillerin iletken 6zellik gostermedigi sonucuna varilmistir. Ve
sonuglara gore bu sorunun cevabinin polimere uygun yontemler kullanilarak w-sistemi
boyunca kolaylikla elektronlarin uzaklastirilmasi veya polimer igine elektron verilmesi
(katkilamasi1) seklinde ifade edilmektedir. Ve bir polimerin iletkenligini artirmak igin
katkilama doplama veya dop etme islemi ger¢eklestirilmesi gerekmektedir. Polimerlerin
iletkenligi yalitkan veya yari iletkenlik degerlerinden (10™°-10° S/cm), metal iletkenlik
degerlerine (10°-10* S/cm) kadar arttirilabilir. Doplama amaciyla kullanilan kimyasal
maddelere dopant adi verilir. Polimer sentezinde kullanilan dopantin tiirii polimerin
iletkenlik diizeyini etkiler. Polimere elektron verilmis ise, bu elektronlar band bag
esiginde yeni bir enerji diizeyine yerlesebilir ve band esik enerjisini diisiiriir. Doping
yapma islemi, iletken polimerler hazirlamak i¢in konjuge m baglarina sahip olan bir
polimeri uygun bir reaktif ile indirgemek veya yiikseltgemek ile gergeklestirilir

(MacDiarmid ve Heeger 1979).

Elektronik Paramagnetik Rezonans (EPR) calismalar1 da gostermistir ki elektronlari
ciftlesmis halde bulunanan hem nétral hemde agir doplanmis (katkilanmis) iletken
polimerlerin net spinleri yoktur. Fakat buna ragmen orta diizeyde katkilanmis iletken

polimerlerde paramagnetik yapida olabilecegi ortaya ¢gikarmustir.

Ornegin poli(asetilen) polimerinde ana zincir iizerindeki karbon atomlarina ait ve sp’
hibritlesmesine katilmamis pz orbitallerinde bulunan elektronlarla yapilan  orbitalleri
ve bunlarin olusturdugu n bandi kismi olarak doludur ve bu durumu nedeniyle metalik
bir 6zellik gosterir. Fakat kismi dolu m bandmna sahip olmasma ragmen bir metal gibi
iletkenlik gosteremez ve yalitkandir. Ciinkii = bandinda bulunan degerlik ve iletkenlik

bantlar1 arasindaki mesafe elektronun atlamasina izin vermeyecek kadar genistir.
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(AE(m-* gecisi)) bunun sonucu olarak polimerin iletkenlik karakteri metalik
polimerden vyar: iletken polimere donmektedir. Polimere ilave edilen bu kimyasal
maddeler (tipleri farkli olsada p ya da n-tipi) degerlik bandu ile iletkenlik band1 arasinda
bulunan  boslugu  doldurarak  elektronlarn  aktarilmasint  saglamaktadirlar

(Randriamahazaka, 2005).

Dopantlarin yapist iletken polimerlerin kararliliginda 6nemli rol oynar. Polimerin
yapisina katilacak maddenin tiirii ve cinsi polimerin degerlik bandinin elektronik
yapisma gore degisiklik gosterir. Eger elektronlar polimerin degerlik bandindan koparak
elektron eksikligi olan safsizliga (A; akseptor) gecerse madde negatif yiiklii olacaktir.
Bu durumda polimer A'min varhiginda bir polikatyon gibi davranacaktir. Polimerin
degerlik orbitalinde meydana gelen bosluklara (+ yiik merkezlerine) yiiklii anyonlar
elektronlarimi aktararak tiim zincir iizerinde konjiigasyon tamamlanir ve elektron akisi
saglanir. Bu tip bir yiikleme p-katilmasi olarak isimlendirilir. Eger elektronlar
safsizliktan (D; dondr) kopup polimerin degerlik bandina gegerse, polimerde negatif
yiiklii merkezler olacaktir. Bu durumda polimer D+'nin varliginda bir polianyon gibi
davranacaktir. Polimerin degerlik orbitalinde ve polimer zinciri boyunca meydana gelen
- yik merkezleri + yiiklii katyonlarin varliinda elektronlarmi tiim zincir boyunca
aktararak konjligasyonu tamamlar ve bir elektron akisi saglanir. Bu tip bir ylikleme
(doping) n-katilmasi olarak isimlendirilir Eger poli(asetilen) I3~ ve ClO4 gibi anyonlar
ve Na* gibi katyonlarla yiiklenirse iletkenlik degeri metalik degerlere yaklasmaktadir
(Epstein ve ark., 1987, McAndrew, 1997).
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(a) N NS
A ile p-katilma l l M ile n- katilma
N NF NN
A M
—~
(b) NN A 7 r>, ">’ J
XX

Sekil 2.5. a) Poli(asetilen) polimerinin degerlik bandina p ya da n-tipi katilma b) P tipi
katilma durumunda elektriksel iletkenlik mekanizmasi
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Cizelge 2.1. Dop edilmis bazi iletken polimerlerin yapilar1 ve iletkenlikleri

Polimer Tekrar Eden Birim Doping Maddeleri Renk
Doyurulmamis | Doyurulmus
Poliasetilen (trans) N/ I,,Bry,Li, Na, AsFs - -
n
Polipirol m BF,,CIO,,Cl, Tosilat | Sari-Yesil Mavi-siyah
N n
H
Politiyofen 7\ BF,,CIO,ClI Kirmizi Mavi
/[?\ Tosilat,FeCl,
Poliparafenilen C AsFs,Li,K - -
n
Polianilin 'ﬁ+ HCI, Asitler Mavi Yesil
——< >—N
n
Poli  (parafenilen y AsFs - -
vinilen) ] n
PoliFenilen Silfid AsFs - -

g

,

Polimerlerin kimyasal Kkatkilamasi ya AsFs, BFs, |, gibi bilesiklerin gaz halinde

reaksiyonuyla ya da FeClz’iin sulu ¢ozeltisinde gerceklestirilir. Iletken polimerlerde

bant boslugunu belirleyen diger 6zellik molekiilde bulunan donér, akseptér gruplardir.

Donor akseptor tipi polimerler diisiik bant bosluguna sahiptirler. Polimerde bulunan

dondr molekiiliin HOMO enerji diizeyinin yliksek olmasi istenirken akseptoriin LUMO

enerji diizeyinin diisiik olmasi istenir. Polimerlerde donoér akseptdriin birlikte oldugu

durumlarda HOMO enerji diizeyi dondriin HOMO enerji diizeyine ve LUMO enerji

diizeyi de akseptoriin LUMO diizeyine yakin olmalidir. Molekiilde giiclii donor giiclii

akseptoriin bulunmasi halinde bant boslugu daha diisiik olan konjiige polimerler elde

edilir. Bu tir polimerler elektrokromik malzemeler, OLED ve fotovoltaik gibi
cihazlarda kullanilirlar (Malinauskas, 2001).
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2.2.3. Tletken Polimerlerde Atlama (Hopping) Olay1

Iletken polimerlerin iletkenlik mekanizmasmm agiklanmasmin zaman almasinin en
onemli sebebi katkilama esnasma pozitif yiik tasiyicilarin hareketliligidir. Bu yiik
tastyicilarin (elektron aktarimi) hareketi polimer zinciri boyunca zincir iginde taginma
ya da bir zincirden diger zincire sigrama yoluyla yapilabilir. Ve bu farkli polimer
zincirleri arasindaki elektron aktarimi hopping mekanizmasiyla agiklanir. Bu durum
farkli polimer zincirlerin birbirine olan yakinligma baglidir. Yani iletkenlik sadece aym
polimer zincir i¢inde konjugasyon boyunca elektronlarin aktarimi seklinde degil ayni
zamanda yiik taginmasiylada gerceklestirilmektedir. Bir notral soliton kendisinin
bulundugu polimer zincirine yakin bir zincirdeki yiiklii solitonla etkilesir ve solitonun

elektronu, etkilestigi zincirdeki kusurlu yere atlar (Wang ve ark., 1992).
Polimer zincirinde elektronik yiikiin hareketi temelde {i¢ tiptir

v' Kiristal bir yapida zincir tizerinde

v' Kuistal bir yapida zincirden zincir

v' Amorf bir bdlgede zincirden zincire

Sekil 2.6. a) Zincir iizerinde yiikiin tasinmasi, b) Zincirler arasinda yiikiin tasinmasi, c)
Partikiiller arasinda yiikiin taginmasi
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2.3. iletken Polimer Sentez Yontemleri

Iletken polimerlerin sentezi de polimerlerin sentezi gibi baslama, biiyiime ve sonlanma
basamaklarini icermektedir. Baglama basamagi, monomerin yiikseltgenmesi sonucunda
radikal katyonun olusmasini, biiyiime basamagi, monomer katyonlarmm g¢iftlenme
reaksiyonu ile zincir ve zincir iizerindeki reaktif merkezlerde de zincir biiyiimesi ile
gerceklesmektedir. Sonlanma reaksiyonu ise monomer radikallerinin ve zincirler
iizerindeki aktif merkezlerinin ¢iftlesmesi ile gerceklesir.

Iletken polimerler sentezlenirken n-elektron konjugasyonun artirilmasi, ¢oziiniirliigiiniin
1yl olmasi, hem iletken hem de iletken olmayan durumlarda kararli olmasi, sentez
kolayligi, yiiksek verimli olmasi ve polimer zincirinin uzunlugu gibi parametreler goz
oniinde bulundurulur. Bunun i¢in iletken polimerlerin sentezi i¢in en fazla
elektrokimyasal ve kimyasal polimerizasyon yontemleri kullanilmaktadir. Diger taraftan
piroliz ve Kkatalitik polimerizasyon gibi yontemlerde kullanilmaktadir (Kumar ve
Sharma 1998).

Iletken polimerlerin sentezinde, baslangigta kullanilan monomerler sonugta olusan
polimerin yapisinda, korunabilen tipik aromatik veya g¢oklu konjuge bag yapisina
sahiptirler. Ornegin asetilenin polimerizasyonu sonucu konjuge etilen birimleri iceren
polietilen olusmaktadir. Benzenin polimerizasyonunda ise birbirine kovalent bagli
aromatik zincirli poli(p-fenilen) olusur. Bu sekilde elde edilen iletken polimerlerin

yapisinda © konjugasyonunun uzatilmasi ¢ok énemlidir.

2.3.1. Kimyasal Polimerizasyon

Kimyasal polimerizasyon yontemi ile iletken polimer sentezinde, monomer uygun
coziiciide c¢oziilerek, katalizor esliginde, bir yiikseltgeme veya indirgeme araci
(genellikle bir asit, baz veya tuz) kullanilarak polimerlestirilir. Kimyasal polimerizasyon
yonteminin ¢ok miktarda ve diisiik maliyetle iiriin elde etmek gibi avantajlarinin
yaninda yiikseltgenme basamagnin kontrol edilememesi yada elde edilen iirliniin
safsizliklar igermesi gibi dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Bunun yaninda kuvvetli

yiikseltgenler kullanilirsa da polimerler asir1 yiikseltgenecegi i¢in parcalanabilir.
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Kimyasal yontemde, kullanilacak olan doping maddesi ve katalizoriin elde edilecek

iletken polimerin elektriksel iletkenligi lizerinde dnemli etkisi bulunmaktadir.

X X
+ 2n FeCl, + 2n HCI
2n FeCl —>m 2
n\ /o« 3 \ .

X:§,0,Se,N

Sekil 2.7. Kimyasal polimerizasyon (Teasdale ve ark., 2003)

2.3.2. Elektrokimyasal Polimerizasyon

Elektrokimyasal polimerizasyonda monomer ve elektrolit igeren ¢ozeltide, doniistimlii
voltametri (C.V) teknigi ile genellikle ¢alisma elektrotu, karsit elektrot ve referans
elektrottan olusan ii¢ elektrotlu sistem kullanarak gerceklestirilmektedir. Uygun
potansiyel araligi uygulanarak ya da uygun bir sabit potansiyel uygulanarak ¢alisma
elektrodu tizerinde (Pt, Au, ITO kaph cam elektrot, vs gibi) polimer filmi

olusturulmaktadir.

Elektrokimyasal yontemle baslatilmis katilma polimerlesmesinde, aktif tiirlerden biri
katyon, anyon ya da serbest radikal vermek iizere elektrot ylizeyinde reaksiyona girer.
Elektrot ylizeyinde baslatilan polimerlesme reaksiyonu, ¢ozelti igerisinde devam eder ve
genellikle elektrot ylizeyi yalitkan bir polimer tabakasi ¢okeltisiyle kaplanarak,
reaksiyon duruncaya kadar polimerlesme devam eder. Ancak, ¢ozelti icinde meydana
gelen polimerlerin, elektrot yiizeyi tamamen kaplanincaya kadar c¢ozelti icine

dagilmadigi kabul edilir (Rocali,1999).

Anodik aktif aromatik monomerlerden pirol ve tiyofenin polimerlestirilmesinde,
monomer katyon radikale yiikseltgenmektedir. Meydana gelen rezonans yapi, radikalin
kararliligin1 artirir. Monomer radikalleri, dimeri olusturur, olusan dimerin yiikseltgenme
potansiyeli monomerinkine gore daha diisiik oldugundan dimer biiyiir, siirekli

katilmalarla pasiflesme olmadan polimerlesme meydana gelir. Bu polimerler elektrot
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iizerine birikir. Diger polimerlesme tiirlerinden farkli olarak polimerin mol kiitlesi

elektrot tizerinde birikme ile belirlenmez.

Radikal Monomer H

/:\ . // \\ Birlesmesi . \T S..
S S S

Radikal-Radikal

: . /:\ Birlesmesi \_ H S
> +
S P X TN
H —
-2H*

M e e Vs
S" /n S \
Sekil 2.8. Tiyofenin elektropolimerizasyon mekanizmasi

Genellikle, iletken polimerlerin elektrokimyasal sentezi, potansiyostatik ve
galvonastatik  elektrolizlerle  gerceklestirilebilir. Sabit  akim  elektrolizi
(CCE/Galvanostatik), akimin kontrol edildigi elektroliz yontemidir. Sabit potansiyel
elektrolizi(CPE/Potansiyostatik), potansiyel sabitken akim degisimine izin verir. Iletken
polimerler biyolojik tiirler igin uygun bir immobilizasyon ortami olarak kullanilirlar. Bu
malzemelerin redoks Ozelliklerinden dolayr son yillarda kullanimi oldukga
yayginlasmustir. Ozellikle polipirol nispeten daha kararli olmasi, kolay hazirlanmasi ve
iyi iletkenliginden dolay1 sensor ¢aligmalarinda en umut verici iletken polimerdir

(Ahuja ve ark., 2007).
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Iletken polimerler elektron transferini kolaylastiran ferrosen gibi medyatérlerle birlikte
de kullanilabilir. Medyatorler iletken polimerlerin yapisinda yeraldiginda amperometrik
sensorlerin cevabi ve hassasiyeti iizerinde Onemli islevler iistlenir. Medyatorlerin
etkisiyle hizli elektron transferi sayesinde biyosensor iiretiminde kullanilan ince
polimerik filmlerin duyarliliginda 6nemli iyilesmeler olmaktadir (Mao ve ark., 2003;
Xue ve ark., 2005).

2.3.3. Piroliz

Piroliz, iletken organik materyaller elde etmek igin bilinen en eski yontemdir. Bu
yontemde uzun bir aromatik yap1 olusturmak i¢in 1sitma ile polimerden heteroatomlar
(halojenler, oksijen ve azot gibi) ayrilmaktadir. Bu yontemle isitma ile polimerden
halojen, oksijen ve azot gibi heteroatomlar uzaklastirilir bu ydntemle birlikte uzun
zincirli aromatik yapi olusturulur. Isisal uyarma ile olusan radikaller konjuge yapida
sirekli olarak bulunurlar. Bu asamada karbon atomlar1 lizerinde yapida ki kiigiik
degisiklikler polimer zinciri boyunca devam eder. Polimer pirolizinin {iriinii, baslangic
polimerinin yapist ve piroliz sartlarina bagh olarak toz, film veya lif halinde

olabilmektedir (Mac Diarmid ve ark., 1987).

2.3.4. Kondenzasyon Polimerizasyonu

Kondenzasyon polimerleri, kii¢iik bir molekiiliin ¢ikmasi ile benzer veya farkli yapidaki
monomerlerin reaksiyona girmesi sonucu elde edilir. Bu tiir polimerlere kondenzasyon
polimerizasyonu (basamakli polimerizasyonda) denir. Burada en 6nemli 6n kosul, OH',
NHz, COz~ v.b. gibi kiiciik molekiiller ¢ikararak, kondenzasyon polimerlerini
olusturmaktir. Ornegin dikarboksilli asitlerle glikollerden poliesterlerin, dikarboksilli
asitlerle diaminlerden poliamidlerin olugsmasinda yan {iriin olarak su agiga ¢ikar. Bu tip
polimerizasyonda polimer zincirinin tekrar eden biriminin molekiil formiilli, polimerin
olusumunda yer alan monomerde bulunan atomlardan yoksundur. Iletken polimerlere
ornek olarak verilen poliparafenilen (PPP) kondenzasyon polimerizasyonu ile

sentezlenmistir. Elde edilen PPP’nin iletkenlik degeri 10* S/cm olarak Olctilmiistiir. Bu
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deger I, AsFs, SbCls, IFs, SOsF gibi uygun dopantlar ile 10? S/cm arttiriimistir
(Shackette ve ark., 1981; Toptas, 2006).

2.3.5. Emiilsiyon Polimerizasyonu

Emiilsiyon polimerizasyonun da birbiri ile karigmayan iki faz s6z konusudur. Monomer
faz1 dagitict faz ig¢inde emiilsiyon halinde dagitilmistir. Cesitli emiilsiyon yapici
maddeler kullanilarak monomer faz1 dagitma fazi icinde emiilsiyon halde kararh olarak
tutulur. Emiilsiyon polimerizasyonun da, emiilsiyon ortami olarak genellikle su
kullanilir. Monomer emiilsiyon yapici bir madde yardimi ile bu ortamda dagitilir.
Polimerizasyon baglaticis1 suda ¢oziinen bir maddedir ve serbest radikalleri {iretir.
Emiilsiyon yapici aktif bir madde olup, hidrofil ve hidrofob gruplar icerir. Monomerin
az bir kismi misellerin i¢ine girer, bliylik bir kismi ise monomer damlalar1 halinde
dagilir. Polimerizasyon bir serbest radikalin misel icinde difiizlenmesi ile baslar ve
misel aktiftenmis olur. Damlaciklardan diflizyon yoluyla gecen monomer, polimer
taneciklerini siirekli olarak besler. Polimer tanecikleri biiylirken monomer damlaciklari
kiigiiliir. Polimerlesme %50-80 ilerlediginde monomer damlaciklari tiikenir. Geri kalan
monomerlerin  tiimii  polimer tanecikleri iginde bulunur. Genellikle %100
polimerlesmeye erisilir. Emiilsiyon polimerizasyonu yontemi ile de iletken polimerler

sentezlemek miimkiindiir (Osterholm ve ark., 1994).

Bu yontemde monomer, apolar veya zayif polar bir ¢oziicli ve asidik bir tuz, emiilsiyon
olusturan dedosilbenzensiilfonik asit (DBSA) gibi bir yiizey aktif madde ile es zamanl
olarak karistirilmakta, belli sicaklik ve siire sonunda viskoz bir emiilsiyon olusmaktadir.
Bu emiilsiyon da ¢oktiiriilerek saflastirilmakta ve boylece iletken olabilen polimerler

elde edilmektedir.
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2.3.6. Gaz Faz1 Yontemi Polimerizasyonu

Gaz fazi polimerizasyonunda, polimerizasyon reaksiyonlar1 genellikle fotokimyasal
olarak monomer buharinda baslatilir. Yiiksek mol kiitleli polimer ugucu olmadigindan
bliylimekte olan polimer tanecikleri bir sis olusturur. Monomer molekiilleri, gaz
fazindan biiylimekte olan tanecik icine diflizlenir. Bu yontemle, genellikle yalitkan bir
polimer matriksi ve bir yiikseltgen madde karisimina belli bir sicaklikta maruz birakilan
monomer, buhar fazinda polimerlestirilerek ¢oktiiriilmekte ve bu sekilde iletken polimer

veya kompozitler hazirlanmaktadir.

2.3.7. Ara-Yiizey Polimerizasyonu

Bu yontemde, iki fazli bir sistemin ara yiizeyinde iletken polimer sentezlenmektedir. Bir
tuzun sulu cozeltisi ve bir asit c¢ozeltisinin karisimindan olusan polar bir faz ile
monomer ve benzen, toluen gibi ¢oziiciilerin karistirilmasiyla olusan apolar bir faz

arasindaki ara yiizeyde iletken polimer sentezlenmektedir (Genies ve ark., 1990).
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2.4. Pirol ve Tiirevleri

Piroller, ¢ogu dogal {irlinlerin 6ziinii olusturdugundan dolay1 heterosiklik kimyada
pirollerin sentezinin dnemli bir yeri vardwr. Cesitli alkilpirol tiirevlerinin ¢ok iyi bir
derecede biyolojik aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. Bundan dolay1 pirollerin
sentezi amaciyla kullanisli birgok metot olmasina ragmen bu metotlarin bir¢ogu cok
fazla sentetik basamak icerdiklerinden dolay1 sonugta olusan pirol tiirevlerinin verimleri
yeteri kadar yliksek olmamaktadir. Bundan dolay1 pirol tiirevlerinin sentezi i¢in yapilan
caligmalar halen yapilmaya devam etmektedir (Sundberg, 1984; Toyota ve Ihara, 1988;
Leonid ve Belen, 1994; Saxton, 1997).

Sceptrin, yapisinda pirol halkasi i¢eren, antihistamik, antibakteriyal aktiviteye sahip,
samotostatin inhibitdrii ve alzhemir hastaligi tedavisinde kullanmilan dogal bir pirol
alkoloittir (Keifer ve ark., 1991; Rosa ve ark., 1992; Vassas ve ark., 1996; Cefieri ve
ark., 1997; Baran ve ark., 2004).

I\ I\
N N
H H n
1 3

pirol polypirol

sceptrin (X=Cl, AcO, TFA)

Sekil 2.9. Pirol, Sceptrin ve Polypirol Yapilari
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Polipirol (PPy), yapisinda birbirine bagl ¢ok sayida pirol halkasi igeren ve endiistriyel
uygulamalar i¢in umut vaad eden iletken polimerler bilesigidir.Cevresel kararliligi,
coziinlirlik 6zellikleri ve iletkenliginin yliksek olmasindan dolay: ilgi ¢ekmektedir

(Zhang ve ark., 2010; Li ve ark., 2011).

Polipiroliin fiziksel, kimyasal ve yiiksek iletkenliginden dolay1 elektroorganik aygitlarda
(Ginness ve Corry, 1974), siiperkapasitor (Shinde ve ark., 2014; Zhang ve ark., 2014),
elektrokromizm (Coelho ve ark., 2014), giines hiicreleri (Sookhakian ve ark., 2014),
fotokataliz (Zhang ve ark., 2012; Duan ve ark., 2013) gibi ¢ok farkli uygulamalarda
genis bir sekilde kullanilmaktadir.

Ayrica polipiroliin sahip oldugu konjugasyon yapist ve yiiksek iletkenligi sayesinde

fotokataliz reaksiyon sirasinda elektron transferine yardimci olabilecegi de belirtilmistir

(Wang ve ark., 2012).
Polipirol biyosensor alaninda en fazla kullanilan polimerdir. Bunun baslica sebepleri

Biyouyumlu olmas1

Kimyasal ve ¢evresel kararliliga sahip olmasi

Yiiksek iletkenlige sahip olmasi

Enzimin biyokatalitik katmandan ayrilmasini engellemesi

Film kalinligmin kontrol edilebilmesi

DN NI N N SR

Kolaylikla polimerlesmesi sayilabilir

Polipirol (Ppy) hem kimyasal (Kang ve ark., 2000; Ferenets ve ark., 2007; Joshi ve ark.,
2011) hem de elektrokimyasal yontemlerle kolaylikla sentezlenebilmektedir (Lu ve ark.,
2006; Moreno ve ark., 2008; Ding ve ark., 2012).

Biswass ve arkadaglar1 polipirolii amonyum peroksidisiilfat (APS) ile kimyasal
yiikseltgenme polimerlesmesi yontemiyle toluen ortaminda sentezlemislerdir (Biswass

ve ark., 2013).

Bagka bir ¢aligmada ise polipirol kimyasal polimerlesme yontemiyle poli(stiren-ko-
metakrilat asit) kabuk g¢ekirdek yapisinda FeCls-6H,0O yiikseltgeyici olarak saf su

ortaminda sentezlenmistir. Sentezlenen yapmin spektroskopik ve morfolojik
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karakterizasyonunun yani sira elektriksel iletkenligi de ayrintili bir sekilde incelenmistir

(Carrillo ve ark., 2013).

Fakat bunlar arasinda en ¢ok kullanilan elektrokimyasal polimerlesme yontemidir. Bu
alandaki arastirmalar genellikle protik ve aprotik ¢oziicii ortaminda, asetonitiril,
propilen karbonat v.b. gibi ¢oziiciilerde, elektrokimyasal olarak gergeklestirilmistir

(Takakubo, 1987).

Elektrokimyasal olarak ilerleyen polimerlesme reaksiyonunda destek elektrolit
¢ozetisinde ki monomerin anot yiizeyinde yiikseltgenmesiyle meydana gelir. Uygulanan
potansiyelle birlikte yiikseltgenen monomer genellikle radikal katyon olusturur ve yeni
monomer katilmasmi takip eden elektron aktarimlari sonucunda ylizeyde art1 yiikli
polimer zincirleri olusur. Cozeltideki elektrolit olarak bulunan CIO,, BF4; gibi
anyonlar1 da art1 yiiklii polimerlerde dopant olarak yer alir ve nétiirlesmeyi saglarlar.
Yikseltgenmis hale gelen polimer iletken ozellik gostermektedir ve elektrolizle
indirgenince ndtiirlesir ve anyonlar ¢ozeltiye geger, indirgenmis polimer iletkenligini

kaybeder.
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Sekil 2.10. Piroliin elektrokimyasal polimerizasyon mekanizmasi
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2.5. Tiyofen ve Tiirevleri

Tiyofen, yapisinda kiikiirt atomu iceren bes liyeli aromatik heterosiklik bir bilesiktir.
Tiyofen halkas1 ¢ok sayida dogal ve sentetik bilesigin yapisin bulundugundan dolay1

tiirevlerinin sentezi ¢ok yaygin ¢alisilan bir konudur (Downum ve Wen, 1995).

Xanthopappins, yapisinda tiyofen halkasi iceren bu bilesiklerin 151k emilimi, fototoksik

ve bocek oldiriicii etkileri vardir (Downum, 1986).

Politiyofen (PTs), tiyofenin polimerizasyonu sonucu birbirine bagl ¢ok sayida tiyofen
halkas1 iceren bilesiklerdir. Politiyofen, giinlimiizde sensorler, batayalar, optik cihazlar,
giines pilleri, alan etkili transistorlerde uygulama alani bulan 6nemli bir smifini

olusturmaktadir (Gariner, 1996; Katz, 1997; San ve ark., 2007).

B - B
s SO

polytiyofen

tiyofen
xanthopappins

Sekil 2.11. Tiyofen, Xanthopappins ve Politiyofen yapilari

Literatiirde tiyofenin polimerlesmesinde li¢ yontem daha sik kullanilmistir:
v'  Elektropolimerlesme

v' Cifte bozunma polimerlesmesi

v' Kimyasal polimerlesme (Ruo ve Zheng, 2009).

Yapilan bir ¢aligmada 2,5-dibromtiyofenin NiCl, katalizérligiinde polikondenzasyonu
Yamamoto ve ark. tarafindan (1980) gergeklestirilmistir Benzer sonuglar Ni, Pd, Co ve

Fe katalitik sistemlerinde de bulunmustur (Lin ve Dudek, 1980).
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1983’te elektropolimerlesme yontemi ile yiiksek iletkenlik gosteren Politiyofen (PTs)
filmleri hazirlanmistir ama bunlar nadiren elektroliiminesans materyallerin

hazirlanmasinda kullanilmistir (Waltman ve ark., 1983).

1984°te tiyofenin kloroform i¢inde FeCl; ile polimerlesmesi gerceklestirilmistir

(Yoshino ve ark., 1984).

Yapilan bir ¢alismada Politiyofen (PTs) ve polifuranin (PF), asetilen siyahi ile kimyasal
ylikseltgenme yoluyla iletken kompozitleri hazirlanmistir. Tiyofen ve furanin asetilen
siyaht ile siispansiyonu CHClz ortaminda ve susuz FeClz tuzu kullanilarak oda
sicakhiginda  polimerlesmesi  gergeklestirilmistir.  Sentezlenen  kompozitlerin

iletkenlikleri 102 S/cm ile 10 S/cmaraliginda bulunmustur (Ballav ve Biswas, 2005).

Tiyofen monomeri ile sentezlenen bu politiyofenler (PTs) yiiksek iletkenlik ve 1sisal
kararlilik gosterseler de, genel organik ¢oziiciilerde ¢oziinmemektedirler. Bu amagla
tiyofen yerine tiyofen tiirevleri kullanilarak ¢oziinebilir ve islenebilir homopolimer ve
kompozitler sentezlenmistir. 3-metil-4-feniltiyofen iletken polimeri kimyasal ve

elektrokimyasal polimerlesme yontemiyle sentezlenmistir (Pokhodenko ve ark., 1993).

Poli(3-metiltiyofen)-kauguk iletken kompoziti emiilsiyon yoluyla sentezlenmistir.
Polimerlesme gerceklestikten sonra polimer metanol c¢o6zeltisinde c¢okeltilmistir.
Iletkenlik 1,3 S/cm gibi yiiksek bir deger bulunmus ve iyi mekanik ozellikler

gostermistir (Sun ve Ruckenstein, 1995).

2.5.1. 2,5-ditiyofenil-pirol (SNS)

Sekil 2.12°te gosterildigi gibi 2,5-ditiyofenil-pirol (SNS), pirol halkasina 2 ve 5
pozisyonlarindan iki tane tiyofen bagh yapilardir. Bu bilesikler pirol halkasimin —NH
grubunun kolaylikla fonksiyonelestirilebilmesinden dolayr pek c¢ok analogu
sentezlenmistir. m-konjuge sistemleri ve kolaylikla polimerlestirilebilmesinden dolay1
bu bilesiklerin sentez, elektrokimyasal ve optik Ozellikleri arastirmacilarin ilgisini
cekmektedir (Yildiz ve ark., 2008). —-NH grubu benzamin ile fonksiyonellestirilmis
(SNS-NH2) (Sekil 2.12), monomerlerin en son uygulamalarindan biriside elektrot

yiizeyinde polimerlestirilip (Sekil 2.13), —NH, gruplarma da enzim ile kovalent
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baglanmasi1 sonucu biyosensor uygulamasi yapilmistir (Sekil 2.14) (Rockel ve ark.,
1994).

I N\ N\
S N S
I N N\ \
S N S
H
NH,
SNS
SNS-NH,

Sekil 2.12. 2,5-ditiyofenil-pirol (SNS) ve SNS-NH; yapilari

IN NN NN NN N N N N N
S N s s N S s N S s N S

NH, NH, NH, NH,
SNS-NH, polimeri

Sekil 2.13. Anilin ile fonksiyonellestirimis Ditiyofenil-pirol polimerik yapisi

Elektrot

OO OG-0 OO0

29 99

= @ @ &

Sekil 2.14. (SNS-NH,) polimerinin glukoz oksidaz ile kovalent baglanmasinin sematik
gosterimi

28



2.5.2. 2,5-ditiyofenil-pirol (SNS) Sentez ve Yontemleri

Ditiyofenil-pirolbenzamino Sentez Yontemi

Konjuge-n sistemine sahip bilesikler, iletken polimerlerin, nanoteknolojik alanda
kullanilan malzemlerin ve biyoteknolojik alanda uygulama sahasi bulmaktadir. Toppare
ve grubu 2,5-ditiyofenil-pirolbenzamino  (SNS-Aril-NH;) yapisinda monomer
sentezleyerek spektroelektrokimyasal, elektrokromik aygit dzelliklerini incelemislerdir
(Y1ldiz, 2008).

000
@+o:{_\: AlCl, m ‘@' S N s

S ClCl CH2C|2 Propionik asit

NH,

Sekil 2.15. Ditiyolfenil-pirolbenzamino sentez yontemi

Ditiyolfenil-pirol Sentez Yontemi

Demir ve grubu 2,5-ditiyofenil-pirol molekiiliiniin N-pirol analogunu sentezleyerek

floresans ve elektrokromik 6zelliklerini incelemislerdir (Cihaner, 2008).

’}1 S 00 S

N
N
N, W

Sekil 2.16. Ditiyofenil-pirol sentez yontemi
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2.6. Ditihionepirol ve Ozellikleri

Ditiyolpirol (DTP), pirol halkasina kaynasmis iki tiyofen halkasindan olusan bitisik
halka sistemlerini tanimlamak i¢in kullanilan bir terimdir. n-Konjuge sistemlere sahip
bilesikler optik, elektronik, fotovoltik aletlerde uygulamalari, 151k yayan diyotlar, sensor
alan etkili transistor 6zelliklerinden arastirmacilarm ilgisini ¢ekmektedir (Kossmehl ve
ark., 1999; Gong ve ark., 2002; Zhang, 2007; Liu ve ark., 2007; Giines ve ark., 2007;
Shirota ve Kageyama, 2007; Soci ve ark., 2007).

Son yillarda oligo ve poly ditiyolpiroller, diizlemsel yapisi, yeni bir yapida konjuge =
sistemi ve halka sistemindeki (DTP) N-H bagmm alkil gruplariyla kolay
fonksiyonellestirile bilmesinden dolay1 N-alkil DTP bilesikleri nanotekonoloji, organik
sentez kimyast ve polimer kimyasi alanindan pek cok arastirmacinin ¢aligma konusu

olmustur (Ogawa ve Rasmussen, 2007) .

s s S S

4H-dithieno[3,2-b:2",3'-d]pyrrole a:R= CgH3 b:R=C,gH;,4 ¢: R= C(CHj3)
DTP

Sekil 2.17. Ditiyolpirol ve N-Alkil-Ditiyolpirol yapisi
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Sekil 2.18. Ditiyolpirol (DTP) tiirevlerinden elde edilebilen bilesikler

Ditiyolpirol Bilesiginin Termal Sentez Yontemi

Zanardi ve grubu o-azidobitiyofen bilesiginin termal olarak diizenlenmesi ile DTP

bilesiginin ilk sentezini ger¢eklestirmislerdir (Zanirato, 1983).

Sekil 2.19. Ditiyolpirol bilesiginin ilk sentez yontemi
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N-AlKil-Ditivolpirol Bilesiginin i1k Sentez Yontemi

Ramussen ve Ogawa yaptiklari calismada N-alkil siibstitiie DTP bilesiklerinin sentezini
gerceklestirmiglerdir. Sentezledikleri bilesiklerin X-ray analizinde son derece diizlemsel
konjuge-n sistemi gormiislerdir. Bundan dolay1 elektrokimyasal ve fotofiziksel
Ozelliklerini incelemislerdir. Bu c¢alismadan sonra DTP bilesigi son yillarda

arastirmacilarm ilgisini ¢eken bir molekiil olmustur (Ogawa ve Rasmussen, 2003).

R
1 Pd(OAc) 1. NBS, DMF N
C
. i (g e
2. NaOtBut 2.Cu S s
3. Ksilen a: R= CgHyy
1. Pd(OAc), T b: R= p-CgH43Ph
2. NaO'But
3. Ksilen

Sekil 2.20. N-alkil siibstitiie DTP bilesikleri sentezi

N-Asetil Ditiyolpirol Bilesiginin Sentez Yontemi

Rasmussen ve Evenson 3-bromotiyofen molekiiliinden ¢ikarak N-asetil grubu igeren
ikinci nesil DTP molekiilleri sentezleyerek elektrokimyasal ve fotofiziksel 6zelliklerini

incelemislerdir (Evenson ve Rasmussen, 2010).

o O R
Br Br J\R Y
1. LDA HoN N
U 2.2ZnCl, 7'\ s Cul, K;CO3 I\ \
S 3. CuCl, s \ / H o S S
4. kuru O, Br /N\/\”/
toluen a: R= CgHy4
b: R= C/Hys
c: R= C11H23
d: R= fenil

Sekil 2.21. N-Asetil Ditiyolpirol bilesiginin sentezi
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indoleditivofenpirol ve Diindoletiyofenpirol Bilesiklerinin Sentez Yontemi

Valiyaveettil ve grubu indoletditiyofenpirol ve diindoleditoyofenpirol molekiillerin
sentezleyerek elektrokimyasal, fotofiziksel ve kristal yap1 6zelliklerini incelemislerdir

(Parameswaran ve ark.,2009).

Br R

N

/S\ S M/s\ S_ _1-RNHp Pd(But); /|
| ) 2.zn AcOH | /2 Pd,(dba)s s S

Br a
b

l NBS, AcOH

R R
|
N

B(OH +
T\_J\ < /\/\ Br/S\ /S\Blr

S S 1. Pd(PPhg),, THF
2. P(OEt);, 0-DCB
NaOH, CHjl 1. Pd(PPhs),

THF o

< 2.P(OEY, | ™"
l 0-DCB

I\ \ R= a: 4-hekzilfenil b: fenil R
|
N

Z-A

Sekil 2.22. indoleditiyofenpirol ve diindoletiyofenpirol bilesiklerinin sentez yontemleri
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Dimerik ve Trimerik Ditivolpirol Bilesikleri

Roncali ve arkadaglar1 N-alkil DTP molekiillerinin Stille kapling reaksiyonu ile dimer
ve trimer yapilarmi elde ederek elektrokimyasal ve fotofiziksel 0Ozelliklerini

incelemislerdir (Yassin ve ark.,2010).

Br -

4 Pd,dbas . N
/ s . m 1. n-BulLi m
™\ J BINAP s S 2.MegSnCl MesSn™ g S
Br NH,

NBS/THF

<

]

/6 (g Pd(Pphs), N N
+

/N N\ s s [ VW N\

N N
\ / \ s S
Me3Sn/©—Z:> Br /S\ ! S\ Br ° \ [ N °

N

Sekil 2.23. Dimerik ve trimerik ditiyolpirol bilesiklerinin sentez yontemi
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2.7. Kapling Reaksiyonlar:

Kimyasal reaksiyonlar genellikle organik ¢oziiciilerde gergeklestirilir. Organik
sentezlerde kullanilan birgok ¢oziiciiniin alev alici, ugucu ve toksik yani ¢evre ve insana
sagligl i¢in potansiyel bir tehlike yarattigi bilinmektedir. Bu ylizden Ozelikle son
yillarda tehlikeli organik ¢oziiciilerin alternatif ¢oziimlerle yer degistirilmesi iizerine
giderek artan gabalar ortaya ¢ikmustir. Bu alternatif ¢oziimlere su, stiper Kritik ortamlar
(karbondioksit) perflorinli ¢oziiciiler ve iyonik sivilar 6rnek olarak verilebilir. Alternatif
cozlimler 6zellikle cevresel yonden bakildiginda sentezlenme islemleri agisindan bir gok
avantaj1 icermesinin yanisira Uriiniin atik maddelerden kolaylikla ayrilmasi yoniiyle de

oldukea avantajlidir (Anastas ve Kirchoff, 2002; Tzscucke ve ark., 2002).

Gegmisten giinlimiize kadar, ge¢is metalleri organik kimyada Onem kazanan
reaktiflerdir ve gecis metal komplekslerini igeren homojen katalizli reaksiyonlar modern
kimyada biiyiik ©oneme sahiptir. Ozellikle yiiksek segicilik (kemo, regio ve
enantiyosecicilik) gerektiren organik doniisiimlerde olduk¢a yaygm kullanilirlar

(Diderich ve Stangh, 1998).

Son yiizyilda, organopaladyum katalizli C-C bag olusumu organik molekiillerin sentezi
icin en etkili yaklagimlardan biri olmustur. Periyodik tablodaki 85 metalin sadece bir
kacmin organometalik bilesigi bu tiir reaksiyonlar i¢in kullanilir. Palladyum bu amagla
oncelikli olarak bir rol oynamasina karsin gecis metalleri sik sik kullanilmistir (Tsuji,

1995; Malleron ve ark., 1997).

Organopalladyum kompleksleri oldukca kararli bilesikler olup ve toksik olmamalar1
avantajdir (Tsuji, 1990).Organik sentezlerdeki sifir degerlikli palladyumun en biiylik

katkis1 karbon-karbon bag olusumunu saglamasidir.

Organik molekiillerin sentezinde, aril elektrofiller ve niikleofilik substratlar arasinda
metal katalize kapling reaksiyonlar1 en yaygin kullanisli metodlardan biridir (Wu ve
ark., 2010). Metal katalize karbon-karbon bag olusumunda pek ¢ok reaksiyon
bilinmektedir. Bu reaksiyonlarin en {inliileri paladyum katalize Suzuki-Miyaura, Heck
ve Negish kapling reaksiyonalaridir. Suzuki-Miyaura, Heck ve Negish bilime
katkilarindan dolay1 2010 yilinda kimyada dalinda Nobel 6diilii almislardir (Sekil 2.24).
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Heck Reaksiyonu

Pd/L R

Baz

Negishi Reaksiyonu

Pd/L
R-X + RZnX ———>» R-R'

Suzuki Reaksiyonu

Pd/L
RX + RB(OH); —— > R

Sekil 2.24. Palladyum katalizérliigiinde ger¢eklesen reaksiyonlar

Palladyum katalize reaksiyonlar pek c¢ok organik molekiiliin sentezlenmesinde
kullanilmakla birlikte, gilinlimiizde bu reaksiyonlarin ligandlarla gelistirilmesi
kimyacilarin en 6nemli hedeflerinden birisidir. Gliniimiizde kompleks sentetik dogal
irlinlerin  sentezleri incelendiginde bunlarm biiylikk bir c¢ogunlugunda kapling

reaksiyonunun bir veya birden fazla kademede kullanildigi goriilmektedir.

2.7.1. Heck Reaksiyonu

1970’ lerin basinda Richard Heck ilk 6nce Hercule Sirketi’nde daha sonrada Dalware
Universitesi’nde yaptig1 ¢alismalar sonucu paladyum katalizli reaksiyonlar1 ilk olarak
uygulamistir. Reaksiyon, bir alkenin karbon-karbon ¢ift bagindaki vinilik hidrojen ile
haloalken veya haloarenlerin karbon guruplarinin yerdegistirmesi seklindedir ve Heck
Reaksiyonu olarak bilinir. Ozellikle sentetik organik kimyada 6nemli bir yere sahip olan
bu metot yerdegistirme reaksiyonlar1 i¢in sik kullanilan genel metodlardan birisidir

(Sekil 2.25).
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H Pd katalizérii Ro__ . -
RX 4 )=< + g 0 + BHX
Heck reaksiyonu

Haloalken Siibstitiie Bazin
veya Alken Baz olmus konjuge
haloaren alken asidi

Sekil 2.25. Heck reaksiyonunun genel semasi

Aktif Pd(0), katalizlenen oksidatif bir organik halojeniir RX (mekanizmada X olarak Br
ornek verilmistir) ile reaksiyona girdiginde reaksiyon baslar. Bu reaksiyon olusumu ile
bir organo palladyum bilesik olan RPdX’te Pd(0)’dan Pd(I1)’ye yiikseltgenir. Bu siirecte
yeni bir palladyum-karbon bagi olusur. Bir sonraki adimda olefin palladyum igin
koordine olur. Olefin ile R grubu metale monte edilir ve birbiri ile tepkime verebilecek
konuma gelir. Bir sonraki adimda ise, palladyum iizerinde R grubu koordine olmus
olefinin karbonlarindan biri go¢ eder ve palladyuma olefinin diger karbonu baglanir. Bu
stireg, bir gogmen ekleme olarak adlandirilir ve karbon-karbon bagi olusturur. Son
olarak, organik grup organo halojeniir RX, R grubu substrati olefin ile bir hidrojen
atomu yerine yeni bir olefin, 3-eliminasyonu yoluyla olusur. Bu adimda, kisa omiirli
HPdX tiirleri Pd(0) vermek i¢in HX kaybeder. Olusan Pd(0) tiirleri artik baska bir

katalitik dongiisiine girmek i¢in hazir olur.
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HBr

Sekil 2.26. Heck reaksiyon mekanizmasi

2.7.2. Negishi Reaksiyonu

Alkil ve aril halojentirlerin organo ¢inko reaktantlari ile kapling reaksiyonu 1997 yilinda
Negishi tarafindan bulundu ve bu reaksiyon Negishi kapling reaksiyonu olarak
adlandirildi. Palladyumun aktivasyonu sonucu olusan Pd(0), PdL, yapisina alkil veya
aril halojeniirlerin oksidatif katilmas1 sonucu Pd(II) merkezli tetra kordine yap1 olusur.
Pd(IT) merkezli tetra kordine yapiya R’ZnX organo ¢inko reaktantindaki aril veya alkil
grubuyla transmetalasyonu sonucu palladium yapisina transfer olur. Alkil veya aril
halojentirdeki, halojen grubu ¢inko yapisma transfer olarak ZnX, seklinde ayrilir.
Olusan PdL;R; tetra kordine yapisi rediiktiif eliminasyon sonucu R-R’, C-C bagi olusur.
Palladyum (0)’a indirgenerek reaksiyonun katalitik dongiisiine tekrar katilir (Wu ve ark.
2010).
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Pd(0) veya Pd(II)
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Sekil 2.27. Negishi kapling reaksiyonun genel mekanizmasi

2.7.3. Suzuki Reaksiyonu

Palladyum katalizli C-C kapling reaksiyonlar1 arasinda Suzuki (Miyaura-Suzuki
reaksiyonu olarak da adlandirilir) reaksiyonu amiral gemisi gorevini Ustlenmistir.
Suzuki reaksiyonu aril veya vinil boronik asitin, Pd(0) katalizérliigiinde aril veya vinil
halojeniirlerle olan reaksiyonu olarak tanimlanir (Miyaura ve ark. 1979; Miyaura ve

Suzuki, 1979).

Bu tip reaksiyonla 6zellikle poliolefin, siibstitiie bifenil ve stiren tiirevleri sentezlenir.
Bu reaksiyon halojeniirlerin yerine triflat (OTF) gibi psuodohalojeniirler, boronik asit

yerine de boron-esterleri ile de ¢aligilabilir (Miyaura ve Suzuki, 1995; Suzuki, 1999).

Akira Suzuki tarafindan yapilan, Suzuki reaksiyonu ile ilgili ilk ¢alisma 1979 yilinda

yapilmistir. Bu reaksiyonda organik bir kisim i¢eren boronik asit ile bir aril halojeniiriin
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reaksiyonunu igermistir (Sekil 2.28) Burada donilisimil tetrakis (trifenilfosfin)

palladyum (0) kompleksi saglamstir.

| R1

/@ Pd katalizor @_@

Baz

Sekil 2.28. Organik bir kisim igeren boronik asit ile aril halojeniiriin reaksiyonu

Suzuki reaksiyonlari, boronik asit tiirevlerinin 1siya, neme ve havaya karsi kararh
olmasi, toksik olmayan dogasi, ¢ok cesitli yollarla kolay elde edilebilmeleri, ¢ok ¢esitli
fonksiyonel yap1 iceren gruplara karsi toleransli davranmalari, basit deney kosullarinda
kullanilabilmeleri ve olusan {iiriiniin reaksiyon karigimindan kolayca ayrilabilmesi

nedeniyle oldukc¢a avantajhidirlar.

Karbon-karbon kapling reaksiyonlarinda en yaygin kullanilan reaksiyon Suzuki-Miyaru
reaksiyonudur. Suzuki kapling reaksiyonu Pd(IT)’nin Pd(0) indirgenerek aktive edilmesi
veya Pd(0) ile baglar. Aril halojeniirlerin oksidatif katilmas1 sonucu Pd merkezli tetra
kordine yap1 olusur. Aril boranik asitlerin, Pd(II) tetra kordine yapida transmetalasyonu
esnasinda, tetra koordine yapidaki halojen ile aril boranik asitteki aril grubu ile
transmetalasyon gerceklesir. Olusan 2 mol ligand ve 2 mol aril grubu iceren Pd(II) tetra
kordine yapinin rediiktif eliminasyonu sonucu Ar-Ar arasinda karbon-karbon bagi
olusur. Pd(II)’de rediiktif eliminasyondan sonar Pd(0), PdL; yapisina doniiserek tekrar

reaksiyon dongiistine katilir.
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Pd(0) veya Pd(II)

PdL,
Ar-Ar' RX

Ar
L—Pd—Ar

Z
X~ + B(OH); [ArB(OH);|T =—— Ar'B(OH),

Sekil 2.29. Suzuki kapling reaksiyonun genel mekanizmasi

2.7.4. Buchwald-Hartwig Aminasyon Reaksiyonu

Karbon azot arasinda C-N olusturmak i¢in en yaygin reaksiyon palladium temelli
Buchwald-Hartwig aminasyon reaksiyonudur. Reaksiyon dongiisii kataliz Oncesi
palladium aktivasyonu ile baslar. Aril halojeniirlerin aktive edilmis LnPd(0) oksidatif
katilir. Amin grubunun katilmasi ile Pd(II) tetra kordine yap1 olusur. Amin grubundaki
hidrojen bazla deprotonasyonu maruz kalir, halojen ayrilmasi ve rediiktif eliminasyonla

arilamin ile LnPd(0) yapis1 olusur. LnPd(0) tekrar reaksiyon dongiisiine katilir.
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Pd(0) veya Pd(II)
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Sekil 2.30. Buchwald-Hartwig aminasyon reaksiyonun katalitik dongiisii

Karbon azot arasindaki C-N bagi olusturmak flizere kapling reaksiyonalarinda ilk
jenerasyon P(o-tolyl) tek disli ligandlar kullanilmasina karsin Buchwald ve grubu gift
disili biaril fosfin BINAP ligand iizerine ¢alismalar yapti. Cift disli fosfin ligand
BINAP, B-hidriir eliminasyonun engeller, oksidatif katilma ve rediiktif eliminasyona
katki saglar. Buchwald ve grubu c¢alismalarinda Pd,dbas ve BINAP katalize sistemin
primer aminlerin monoarilasyonunda basarili bir sekilde uygulamislar, iirlin verimini
artirarak, inaktif palladium(bis)aminarilhalojen yapisinda olusmadigini bulmuslardir

(Wolfe ve ark. 1996)
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2.8. iletken Polimerlerin Kullanim Alanlar

Iletken polimerler valans band: ile degerlik band1 arasindaki fark olan band enerjisinin

degerine gore ¢esitli uygulamalar i¢in kullanilmaktadir. Temelde {i¢ sinifta toplanabilir.

Kullanimiyla ilgili ilk siniflandirma iletken polimerlerin nétral formlar1 i¢indir. Bu
ndtral formlar1 kullanilacak olan cihaz i¢in 6rnegin Etkili Alan Transistorler gibi. Bu

durum onlarin yari iletken ve liiminesans 6zellikleri i¢in bir avantajdir.

Iletken polimerlerin kullanimlar: ile ilgili ikinci siniflandirma bilesiklerin doplanmis
yani katkilanmig ve iletken formlari i¢indir. Bu siniflandirmada ayn1 6rnek uygulamalari
da elektrostatik yiik dagilimi ve EMI koruyucular enzim immobilizasyonu ve

kapasitorler i¢in elektrot materyaller.

Uciincii grup kategoride ise polimerlerin ¢esitli indirgen ve iletken formlar arasinda ki
tersinir doniisiimiinden yararlanilir. Bu indirgenmis hali ile ¢esitli yiikseltgenmis halleri
arasinda doniigiim sirasinda 1518 farkli dalga boylarinda absorblamasina bagli olarak
polimer renk, iletkenlik ve yiik degisimine ugrar. Bu ozellikleriyle de akilli camlarda
elektrokromik cihazlarda, ilag tasimiminda, fotovoltaik pillerde, organik 1s1k sacan
diyotlarda, gaz ve kimyasal sensorlerde ve biyosensorlerde aktif tabaka olarak

kullanilmaktadir.

Elektrokromik uygulamalarda polimerin indirgenmis hali ile ¢esitli ylikseltgenmis
halleri arasinda ki 15181 absorblama dalga boylarinin farkliligindan yararlanilir. Gaz ve
kimyasal sensorlerde polimerin iletkenliginin degismesi kriter olarak kullanilir.
Biyosensorler ise enzimlerin polimer icerisinde hapsedilmesi yada baglanmasi ile
substratlarma kars1 katalizor islevini yerine getirmesi sayesinde caligirlar. Yar1 iletken
polimerin aktif tabakada 15181 alarak eksiton olusturmasi ve pozitif yiik ile elektronun
gereken elektrotlara ulagmasi ile fotovoltaik pil olusur ve giines enerjisinin elektrik
enerjisine doniislimii saglanir. Isik sagan diyotlarda ise cihaz konfiglirasyonu ayni
olmakla beraber fotovoltaik pilin tersine olarak ¢alisir. Ve uygulanan gerilimi 1s18a

doniistiirr.

Biyosensorler, biyolojik komponent ile fizikokimyasal algilayicidan olusmus, analitin

tespiti i¢in kullanilan analitik cihazlardir (Banica, 2012).
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Bu cihazlar, analitin miktarma bagl olarak sayisal elektrik sinyalleri tiretmektedir.
Biyosensorlerde biyolojik komponent olarak enzimler, mikroorganizmalar, organeller

ve nukleik asitler kullanilabilmektedir.
Olgiim teknigine gore biyosensdrlerin birgok gesiti vardir:

a) Amperometrik biyosensorler; b) Konduktometrik biyosensorler; ¢) Potansiyometrik
biyosensorler; ¢) Optik biyosensorler; d) Termal biyosensorler; e) Piezoelektrik

biyosensorler.

Biyosensorler eczacilik, gida, tarim, tip, savunma ve bircok endiistriyel uygulama

alanlarinda kullanilmaktadir.

2.9. iletken Polimerlerin Modifikasyonu

Elektrokimyasal sentezde potansiyostatik veya galvanostatik kosullar ayarlanarak pek
cok parametre kontrol edilebilir. Boylece geleneksel olarak biyosensor liretiminde
kullanilan diger yontemlere gore pek c¢ok {istiinlilk saglanmaktadir. Elektrokimyasal

immobilizasyon yontemlerinin 6nemli tistiinliiklerini soyle siralayabiliriz.
i) Biitiin immobilizasyon yontemlerinden daha hizli olan tek basamakli bir igslemdir.

i)  Elektrodun geometrisi, boyutu ve sekli ne olursa olsun immobilize enzimin

dagilimi kontrol edilebilir

iii)  Film kalinlig1 biriktirme basamaginda uygulanan yiik miktar1 araciligiyla tam
olarak kontrol edilebilir ve bu c¢ok tabakali/gok enzimli bir yapmimn
olusturulmasmi saglar. Boylece yiizeyin boyut ve geometrisi ne olursa olsun
yiizeye kaplanan polimerin olusumunda bir standart saglanarak yeniden

iiretilebilirlik orani yiikseltilmis olur.
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Biyosensor iiretiminde elektrokimyasal olarak polimerlesebilen filmlerin igine
biyomolekiillerin tutuklanmasi en yaygin yaklasimdir. Burada monomer ve enzimin
yeraldig1 ¢ozeltide elektrokimyasal yiikseltgenme gergeklesirken enzim polimerik yap1

icinde tutuklanir (Sekil 2.31).

GOx Glikoz Oksidaz Enzimi

Sekil 2.31. Polipirol ve glukoz oksidazin etkilesmesi

Polimerlesme gerceklesirken enzim molekiilleri homojen bir sekilde polimer yapida
dagilmis olur. Bu yontem, tek basamakli hazirlama isleminin yeniden iiretilebilirligi ve
basitligi gibi istiinliiklere sahip olan dogrudan immobilizasyon yOontemidir. Ayrica
polimerizasyon c¢ozeltisine eszamanli olarak medyatorler, koenzimler veya diger
enzimlerin eklenmesiyle bu tiirlerin de immobilizasyonu gergeklestirilebilir (Vidal ve

ark., 2003).

Elektrokimyasal olarak sentezlenmis polimer filmlerinin i¢ine enzimin girme
mekanizmasiyla ilgili farkli goriisler vardwr. Elektrostatik etkilesimin enzimin yapiya
girmesinde biiylik rol oynadig: ileri siiriilmektedir ve dolayli deneysel ¢alismalar bu

varsayimi desteklemektedir (Kajiya ve ark., 1991).

Enzimlerin polimerik yapiya immobilize edilmesi i¢in fakli bir yaklasim kovalent
baglanmayla gerceklestirilmektedir. Bu yaklasimda oncelikle belli fonksiyonel gruplara
sahip monomer veya monomer karisimlart uygun bir elektrot yiizeyinde
polimerlestirilmekte ve suda ¢oziinen bir karbodiimit vasitasiyla enzim kovalent olarak
baglanmaktadir. Bu sekilde elde edilen elektrotlarda immobilize enzimin kararliliginda

cok biiyiik oranda iyilesme saglanmaktadir. Sekil 2.32’de poli-(N-3-aminopropil pirol-
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kopirol) kopolimerine iireaz enziminin kovalent olarak nasil baglandigi goriilmektedir

(Rajesh ve ark., 2005).

e EDC + NHS e

® = > ®

i Urea (l;o—H o
OH

EDC Cozinlr karbodiimid
NHS N-Hidrokdi Suksinimid

Sekil 2.32. Poli-(N-3-aminopropil pirol-ko-pirol) kopolimerine kovalent olarak enzim
baglanmasi

2.10. Biyosensorler

Sensorler, fiziksel bir 6zelligi algilayan veya dlgen sonra kayit altina alan, gosteren ya
da bagka bir sekilde cevap olusturan cihazlardir. Burun, kulak, goz, dil ve
parmaklarimiz sensOrii ifade eden en temel Orneklerdir. Laboratuvarlarda kullanilan
turnusol kagidi en iyi bilinen sensor tiriidiir, ortamin asitlik ve bazligi hakkinda bilgi
verir. Daha kesin bir pH 6l¢timii i¢in spesifik indikatorler kullanilir. Bununla beraber,
ortamin asitligini 6lgen en iyi metot elektriksel cevapla pH y1 6lgen bir pH metredir.
Sonugta bu yontemlerde asitligin derecesine gore cevap veren sensor, ya bir kimyasal
madde ya da pH metredeki cam membran elektrottur. Olusan kimyasal ya da elektriksel
cevaplar genellikle gozlerimizle gorebilecegimiz bir sinyale doniistiiriiliir. Turnusol
kagidindaki renk degisiminin sebebi, kimyasal tepkime sonucu goriiniir bdlge 15181
absorbansindaki degisimdir ve bu degisim aydmnlik bir ortamda gdzlerimiz tarafindan
algilanmaktadir. pH metrede ise, olusan elektriksel cevap (potansiyel degisiminden

kaynaklanan) metre gdsterge ibresinin hareketine ya da dijital gdstergede goriilebilen
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bir cevaba doniistiiriilmiistiir. Sensor cihazinin bu doniisiimiinii gergeklestiren kismina

“transdiiser” denmektedir. Sensorler li¢ smifa ayrilmaktadir. Bunlar:
v"  Basing, sicaklik, kiitle, uzaklik gibi 6zellikleri dlgen fiziksel sensorler,
v" Kimyasal ya da fiziksel cevaplar ile kimyasal maddeleri 6lgen kimyasal sensorler,

¥" Biyolojik bilegenleri kullanarak kimyasal maddeleri 6lgen biyosensorlerdir.

Analit Sinyal
(Substrat) Déniistiriici —_—

Sekil 2.33. Bir biyosensoriin sematik gosterimi

Bir biyosensor; bir biyoreseptdr ve bir ¢eviriciden olusan biyolojik tanima sistemine
sahip cihazlar olarak tanimlanir. Biyoreseptorler enzimler gibi biyolojik molekiiler
tirler veya tanima olay1 i¢in bir biyolojik mekanizmayi kullanan yasayan biyolojik
sistemlerdir. Bir enzimin bir biyosensor i¢inde bir elektrot olarak kulaniminmn ilk
gosterilisinden beri, boyle kimyasal cihazlarin gelisimi biliyiik bir ilerleme gostermistir.
Yiiksek duyarhili§i, potansiyel seciciligi, diisiik maliyeti, minyatiirlestirme ve
otomasyon imkanmi sayesinde kimyada ve biyolojide enzim igeren biyosensorler genis

bir 6l¢tide kullanilmaktadir.
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2.11. Biyosensor Bilesenleri

2.11.1. Biyobilesenler

Biyobilesenler bir biyolojik numune ile yiiksek spesifiklikte etkileserek analiz igin ilk
basamagi ger¢eklestirmis olurlar. Fiziksel bilesenler ise biyobilesenlerin biyolojik
reaksiyonu sonucunda meydana gelen degisimi Olgiilebilir fiziksel bir sinyale
dontstiiriirler.  Biyobilesen  olarak  enzimler, antikorlar, niikleik asitler,

mikroorganizmalar, doku kiiltiirleri ve organeller kullanilmaktadir.

Biyobilesen olarak kullanilan mikroorganizmalar ile Ol¢iim ortamdaki oksijen,
karbondioksit, amonyak gibi gaz miktarindaki ya da amonyum, kloriir gibi iyonlarmn
miktarlarindaki  degisimin  amperometrik, potansiyometrik, iletkenlik, optik,
kalorimetrik gibi farkli fiziksel bilesenler kullanilarak mikrobiyal biyosensorler
hazirlanmaktadir. Hazirlanan ilk mikrobiyal biyosensor Sterptococcus faecium
mikroorganizmasinin kullanilmasiyla hazirlanan ve arjine se¢imli bir biyosensordiir ve

Olciim ortaminda olusan amonyak miktarmin tayinine dayanmaktadir.

Biyobilesen olarak niikleik asitlerin kullanildig1 niikleik asit tabanli biyosensorler
toksinler hari¢ bakteri ve viriis gibi tiim canlilarin tesbitinde kullanilabilirler. Cok
hassas olan bu tip biyosensorler de her canlinin kendine has DNA sifresi bulunmasindan
dolayi, polimeraz zincir reaksiyon metodu adi verilen bir metot sayesinde ¢ok az
miktardaki (femto veya attogram DNA) 6rnek iginden istenilen analitin tespiti miimkiin

olmaktadir.
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2.11.2. Fiziksel Bilesenler

Fiziksel bilesenler biyolojik reaksiyon sonucunda meydana gelen degisime bagli olarak

elde edilmek istenen sinyalin tiiriine gére donistiiriiciiler baglica dort alt gruba ayrilirlar.

i) Elektrokimyasal doniistiiriiciiler ii) Optik dondstiiriictiler iii) Piezo-elektrik cihazlar

1v) Termal sensorler

2.11.2.1. Elektrokimyasal Doniistiiriiciiler

Potansiyvometrik Biyvosensorler

Calisma isleyisi, referans elektrodu ve c¢alisma elektrodu ile olusturulan bir
biyokimyasal reaksiyon ortamindaki potansiyel degisimin izlenmesi sonucunda 6l¢iim
ortamimndaki tiirlerin nicel analizine dayanmaktadir. Olgiim ortamindaki calisma
elektrodu ile ayn1 ortamda bulunan referans elektrodu arasinda olusan potansiyel degeri
ile analizi yapilacak tiirlin konsantrasyonu arasinda logaritmik bir iligki vardir.
Potansiyometrik biyosensorler, pH ya da tek degerlikli iyonlara duyarli cam elektrotlar,
anyon ve katyonlara duyarli iyon sec¢imli elektrotlar, karbondioksit veya amonyaga
yonelik gaz duyarli elektrotlardan olusmaktadir. Iyon aktivitesindeki degisiklige cevap
veren iyon se¢imli elektrotlar olarak tanimlanan potansiyometrik sensorler ile Na*, K,
Ca®*, H" veya NH," gibi iyonlarin bulundugu kompleks biyolojik matrikste, uygun iyon
degistirici membrana iyonlarin baglanmasiyla elektrot potansiyelinde olusan hassas

degisiklikten yola ¢ikarak bu iyonlarin tayinleri gerceklestirilmektedir.
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Amperometrik Biyosensorler

Calisma isleyisi bir c¢alisma elektrodu ile bir referans elektrodu arasina denge
potansiyelinden farkli bir potansiyel uygulandiginda, 6l¢iim ortaminda gergeklesen
biyokimyasal reaksiyon sonucunda meydana gelen akim degisikliginin ¢aligma
elektrodunda yiikseltgenen veya indirgenen elektroaktif tiirlerin konsantrasyonlarm da
meydana gelen degisime dayanmaktadir. Caligma elektrodunda indirgenen veya
yiikseltgenen madde bir katyon, bir anyon veya yiiksiiz bir bilesik olabilir. Biyobilesen
olarak enzimlerin kullanildig1 amperometrik biyosensorlerde, enzimatik reaksiyon
esnasinda harcanan O, ve olusan H,O; degisimleri izlenerek ilgili analit tayini
yapilabilmektedir.

Ornek olarak glukoz tayini igin tasarlannus bir glukoz biyosensdriinde, glukoz ile
glukoz oksidaz arasinda oksijen varliginda gerceklesen enzimatik reaksiyonda, harcanan
O, miktar1 veya olusan H,O;, miktar1 amperometrik olarak izlenerek dl¢iim ortaminda
meydana gelen akim degisimi ile glukoz miktar1 tayini yapilmaktadir. Reaksiyon
ortaminda destek elektrolit olarak tanimlanan ve elektrotlar arasmna uygulanan
potansiyellerde elektroaktif olmayan yani elektrot iizerinde indirgenmeyen ve
yiikseltgenmeyen iyonlarin fazla miktarda bulunmasi ¢ozeltinin elektriksel direncini
azaltmaktadir. Ayrica, destek elektrolitin varliginda ve 6l¢iim ortammin karistirilmadigi
durumda ¢alisma elektrodunda indirgenen veya yiikseltgenen tiiriin elektrot yiizeyine
tasinimi sadece difiizyon yoluyla olmaktadir.

Bir elektrot reaksiyonunun hizi, yani akim degisimi, Ol¢iim ortamindan elektrot
yiizeyine dogru tiiriin kiitle aktarim (diflizyon) hizina, ¢aligma elektrodunda reaksiyona
girecek olan maddenin bir kimyasal reaksiyon sonucunda olustugu durumlarda bu
kimyasal reaksiyonun hizina, elektrot reaksiyonunun adsorplanan tiirler iizerinden
yiirlidiigli durumlarda yiizeye tutunma ve yiizeyden ayrilarak 6l¢lim ortamina gegcme
hizlarina ve elektrot ylizeyinde madde ile elektrot arasindaki elektron ya da yiik aktarim

hizina bagli olarak degismektedir.
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Kondiiktometrik Biyvosensorler

Calisma isleyisi, biyokimyasal reaksiyon sonucunda 6l¢iim ortamindaki bazi iyonlarin
konsantrasyonlar1 ile reaksiyon ortaminda meydana gelen iletkenlik degisiminin iki
metal elektrot ciftinin arasindaki iletkenlik Ol¢limiiniin izlenmesine dayanmaktadir
Alan-Etkili-Transistor (AET) temelli sensorler; Bazen yukarida bahsedilen
elektrokimyasal doniistiiriicii tiirlerinden biri silikon-¢ip temelli alan etkili bir transistor
tizerinde daha kiiciikk boyutlarda tasarlanabilir. Bu yontem genellikle potansiyometrik
sensorlerde kullanildigi gibi  kondiiktometrik veya voltametrik olanlarda da

kullanilabilmektedir.

2.11.2.2. Optik Déniistiiriiciiler

Optik biyosensorler, iletici olarak optik lifler {izerine uygun bir yontem ile
biyomolekiiliin immobilizasyonu ile hazirlanan ve biyokimyasal etkilesim sonucunda
meydana gelen degisimin optik 6zelliklerinde ki farkliligma dayanan biyosensorlerdir.
Optik  biyosensorler, biyokimyasal reaksiyon esnasinda absorbans degisimi,
reaktantlardan ya da iiriinlerden birinin fluoresans 6zellik géstermesi sonucu meydana
gelecek fluoresans siddetindeki degisimi ve biyokimyasal reaksiyon sonucunda ortam

kirma indisindeki degisimi temel almaktadir.

2.11.2.3. Piezo-elektrik Doniistiiriiler

Piezoelektrik  biyosensorler karakteristik rezonans frekansindaki farklanmay1
belirleyerek bir piezoelektrik kristal ylizeyinde toplanan 6rnegin kiitlesinin 6l¢iilmesine
dayanmaktadir.

Kalorimetrik biyosensorler ise, enzim ile substrat arasinda gergeklesen biyokimyasal
reaksiyon sonucunda meydana gelen 1s1 degisimi ile substrat konsantrasyonunun

belirlenmesini temel alan biyosensorlerdir.
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2.12. ideal Bir Biyosensériin Ozellikleri

Elektrokimyasal, optik veya diger biyosensor tiirlerini en uygun bir sekilde
tasarlayabilmek i¢in Olciim sisteminin sahip olmasi gereken bazi temel fiziksel
ozelliklerin olmas1 gerekmektedir. Ideal bir biyosensoriin sahip olmasi gereken bazi

onemli karakteristik ve 6zellikler soyle siralanabilir.

Kalibrasyon Gereksinimi

Kalibrasyon grafigi, bir denge akimina gore diizeltilmis kararli hal cevaplarinin
Olciilmesi ve analit derisimine veya logaritmasia kars1 grafige gecirilmesi ile ¢izilir.
Kalibrasyon grafiginde substrat derisimi ile biyosensor cevabi arasindaki iligkinin
dogrusal oldugu derisim araligmna dogrusal calisma araligi adi verilir. Ideal bir
biyosensoriin hi¢ kalibrasyona gerek duymamasi ya da en az kalibrasyona gerek
duymasi istenir. Fakat bu 06zellik uygulamada gerceklestirilememistir. Biyosensor
yanitini etkileyen parametrelerin sensor kalibrasyonunu etkileyecegi unutulmamalidir.

Kullanim 6miirleri boyunca biyosensorler, siklikla kalibre edilmelidirler

Yiiksek Duyarhhk

Hassasiyet, genellikle 6zel bir kimyasalin derisimin de ki degisime (AD) bagl olarak
biyosensor cevabinda meydana gelen degisimin (AC) 6lgiisii olarak (AC/AD) tanimlanir
(Sekil 2.34). Cogu durumda biyosensor Olgiim yaparken, bir kimyasal reaksiyondaki
ilgili reaktifin veya tiriiniin derisiminde ki degisimi tespit eder. Bu yilizden biyosensoriin
analit ile ilgili hassasiyeti kimyasal reaksiyon stokiyometrisine uygun olarak dogrudan
tayin edilen tiir ile ilgili olmaktadir. Baz1 biyosensor tiirlerinde, 6l¢limler biyosensoriin
dinamik cevabi lizerinden elde edilmektedir. Bu durumda hassasiyet derisim degistikce

zamanla sinyalde meydana gelen degisim olarak (AC/AD.At) tanimlanabilir.
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Sekil 2.34. Bir biyosensor igin kalibrasyon egrisi

Egride dogrusal bir cevap araligi (o), tayin smirmin altindaki derisimlerde ve daha
yiiksek derisimlerde dogrusal olmayan davranis (@) goriilmektedir. Hassasiyet dogrusal
cevap araliginin egimi olarak tanimlanur.

Hedef analite yonelik olarak hazirlanan bir biyosensoriin etkin duyarliligmi belirleyen
pek cok etken vardir. Bunlar; sensoriin fiziksel boyutu, membran kalinligi, oérnekten
algilayic1 bolgeye kimyasal tiirlerin kiitle transferi ve biyosensoriin aktivitesini diisiiren
cesitli islemlerdir. Ideal olarak, bir biyosensériin duyarlihigi kullanim émrii boyunca
degismemeli ve doniistiiriiciiniin ¢ikis sinyalinin belirlenebilmesine Yyetecek kadar

yiiksek olmalidir.

Genis Olciim Arahg

Belli bir derisimde standart ¢ozelti ilavesinden sonra ortam kararliliginin bozulmasi,
enzim aktivitesinin azalmasi, elektrot yiizeyinin olusan bazi radikallerle dolmasi gibi
nedenlerle biyosensor cevabi azalir ve ileriki derisimlerde eklemelerden sonra
biyosensor cevabi gézlenmez. Kalibrasyon grafiginde analit derisimi ile sensor yaniti
arasindaki iliskinin dogrusal oldugu bolgeye “dogrusal aralik” denir. Dogru dl¢limiin
yapilabilmesi i¢in biyosensor cevabmnin dogrusal egilim gosterdigi dogrusal bolgeyi
tanimlamak gereklidir. Biyosensor i¢in dl¢tim araligi tanimlanan bu dogrusal araliktir.

Dogrusal araligin genis olmas1 biyosensdr i¢in avantajdir.
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Sekil 2.35. Bir analitik yontemin ¢aligma aralig

Sekil 2.35 de bir analitik yontemin dogrusal ¢alisma araligi gosterilmistir ve bu aralik
tayin edilebilen en diisiik konsantrasyondan (kantitatif 6l¢iim smir1, LOQ) kalibrasyon
egrisinin dogrusalliktan sapma gosterdigi (dogrusallik smiri, LOL) konsantrasyonuna
kadar olan aralig1 kapsamaktadir (Skoog,1998).

Standart sapma ve e8imden giderek hesaplamaya dayali yaklasimlarda genellikle

asagidaki esitlik kullanilir.

338
" 1)

LOD =

Burada LOD belirtme sinir1, S: Standart sapma ve m kalibrasyon grafiginin egimidir. Bu
islem i¢in Oncelikle optimum c¢alisma parametreleri kullanilarak en az 10 noktada
olusan bir kalibrasyon grafigi ¢izilir ve bu grafigin dogru denklemi y=mX+b bulunur

LOD hesabn i¢in esitlikte standart sapma yerine konulacak olan deger degisik sekillerde
elde edilebilir.
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LOO Tayin Simir1 (Limit of Quantation)

Biyosensoriin cevap verebildigi en kiigiik derisim degeri tayin sinir1 olarak adlandirilir.
Bir yontemin tayin sinir1 kabul edilebilir bir dogrulukla (veya gergeklik ve kesinlikle)
tayin edilebilecek en diisiik madde miktar1 yada analit derigimi olarak tanimlanmaktadir.
Tayin sinir1 uygulamada ayni belirtme sinir1 hesaplanirken kullanilan 3,3 ¢arpani yerine

10 carpani kullanilarak ayn1 yollarla hesaplanir.

10 S

LOQ =
)

Diisiik tayin sinir1 biyosensor i¢in bir avantajdir Tayin siniri, elektrot yilizeyinin
biiyiikliigii, biyolojik materyalin analite kars1 ilgisi ve biyolojik materyalin

immobilizasyonunda kullanilan polimerin kalinligindan etkilenir.

Kararhhk

Performans faktorlerinden bir taneside kullanim Omrii hakkinda bilgi veren
biyosensorlerin kararliligidir. Ayni biyosensér ile ne kadar c¢ok sayida Ol¢liim
yapilabilmesine imkan saglamasiyla Ol¢iilmektedir. Biyosensoriin kararliliginin biiyiik
olmasi is giicli ve ekonomik agidan ¢ok dnemli avantajlar saglamaktadir. Enzimin saflik
diizeyi, kaynagi ve immobilizasyon yontemi enzim sensoriiniin kararliligini 6nemli

Olciide etkilemektedir (Emre, 2007).

Kullanim Omrii

Hazirlanan biyosensorler ile yapilan dl¢timler sonucunda biyomolekiiliin aktivitesindeki
degisimin bir Olglisii olarak tanimlanan bir faktordiir. Gerekli calisma ve cevre

kosullarinin olusturulmasi biyosensoriin aktivitesinin koruyucu yonde etki gdsterecek

ve boylece biyosensdriin kullanim émrii uzayacaktir.
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Cevap Siiresi

Biyosensorler i¢in 6nemli bir performans parametresi olan cevap siiresi 6l¢lim ortamina
analitin eklenmesiyle meydana gelen sinyal degisiminin tekrar kararli hal degerine
ulastig1 zaman araligi olarak tanimlanmaktadir. Bir biyosensoriin cevap siiresi, elektrot
materyaline, destek maddesinin cinsine, biyomolekiiliin yapisina, analitin biyomolekiile
olan ilgisine ve analitin elektrot yiizeyindeki redoks potansiyeline bagl olarak degisim

gostermektedir.

Secicilik

Ideal bir biyosensdrde olmas: gereken en énemli 6zelliklerden biri de segiciliktir ¢iinkii
bu 6zellik, biyosensoriin kompleks bir matriks icerisinde tek basina analitik bir 6lgiim
cthaz1 olarak kullanabilmesine olanak saglamaktadir. Bir biyosensoriin seciciligi,
biyosensorii olusturan bilesenlerden olan biyomolekiiliin hedef analite karsi duyarl
olmasit ve Ol¢iim ortaminda olabilecek diger maddelerden etkilenmemesiyle ifade
edilmektedir. ideal bir biyosensdr sadece hedef analit derisimindeki degisime cevap
vermeli ve diger kimyasal tiirlerin varhgindan etkilenmemelidir. Aksi takdirde hedef
analit derisiminin tayininde hata meydana gelir.

Biyosensoriin  se¢imliligini etkileyen sensorle girisimlerin olmasi, biyokatalizatorle

girisimlerin olmasi ve pH degeri gibi bazi faktorler vardir.

Hizh Yanit Zamanm

Amperometrik uygulamalarda analizi yapilacak bir madde 6rnegini ¢aligma ortamina
ilave edilmeden 6nce elektrot yiizeyinde olusan akimin sabit kalmasi istenir (durgun
hal). Akim sabit kaldiktan sonra analit ortama ilave edilir ve akimdaki degisim
kaydedilir. Ikinci bir ilaveden once akim degerinin gene sabit kalmasi beklenir.
Tepkime ortamma analit eklemesi yapildig1 andan akim degisiminin oldugu ve tekrar
kararli hal akimma ulasildigi ana kadar gegen zamana “yanit zamani” denir. Bir

biyosensor elektrodunun yanit zamani, elde edilen akim-zaman egrilerinden
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anlagilabilir. Merdiven basamagi seklinde elde edilen egride basamaklarin sekli yayvan

ve genis ise yanit zamani uzun (yavas), tersi s0z konusu ise yanit zamani kisadir.

2.13. Enzimler

Emil Fischer 1894 yilinda dogal glikozitleri hidrolizleyen enzimlerin sadece bir
stereoizomere, Ornegin sadece dekstro sekline karsin etkin oldugunu ve levo sekline etki
etmedigini gostermis ve enzimler ile substratlar arasinda anahtar kilit iligkisine benzer
bir iligkinin oldugunu bulmustur. Her enzim kendi substratina kars1 etki gostermektedir.
Bu 6zgiillik bazi durumlarda kesin olup bazi durumlarda da sinirli bir genisglige sahiptir.
Fonksiyonlu grup yapisi birbirine benzeyen enzimler birden ¢ok substrata etkiyebilir.
Ama bu durum sonucunda etkime hizlarinda Km degerleri farkliliklar1 olusmaktadir.
Enzimlerde substratin ve koenzimlerin baglanarak biyokimyasal tepkimelerin meydana
geldigi yerler aktif merkez olarak adlandirilir. Aktif merkezler aminoasit kalintilarindan
olugsmus ve 6zel geometriye sahip kisimlardir. Aktif merkez biiylik enzim molekiiliiniin
sadece kiigiik bir kismini kaplar. Enzim molekiiliiniin biiyiilk olmasi, aktif merkezin
geometrik yapismin olusmasi i¢in gereklidir. Sekil 2.36’da gdsterilen modelde substrat,
enzimin aktif merkez bdlgesine baglanir ve bir enzimsubstrat kompleksi olusur. Bu

kompleksin bozunmasi sonucu iiriin meydana gelir ve enzim yeniden serbest kalir.

_ — _
o+ —> || > |+
Enzim Substart Enzim- Substrat Enzim Uriin
Kompleksi

Sekil 2.36. Enzim-substrat kompleksinin olugsmasi
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2.13.1. Enzimlerin Stmiflandirmasi

Enzimlerin ¢esitliginin ve sayismin fazla olmasindan dolayi, enzimlerin belirli gruplar
altinda toplanmasmin enzim bilimi yoniinden biiyiik kolaylik ve biitiinliik saglayacagi
diistiniilerek Uluslararas1 Biyokimya Birligi (IUB) tarafindan yeni bir smiflandirma
sistemi kabul edilmistir. Bu siniflandirma sistemi ile birlikte her enzim 4 rakamli bir
numara Ornegin 2.7.1.1. seklinde kodlanmistir. Kodlama isleminde ilk say1 enzimin
smifini, ikinci say1 enzimin alt smifini, tiglincli say1 grubunu, dordiincii say1 ise enzimin

kendine 6zgii sayisimi gostermektedir.

1. Oksidorediiktazlar: Bu tiir enzimler iki substrat arasindaki yiikseltgenme,

indirgenme reaksiyonlarmi kataliz ederler.

2. Transferazlar: Bu sinifa giren enzimler bir atom grubunun veya molekiiliin

diger molekiile aktarilmasini saglarlar.

3. Hidrolazlar: Genel olarak bu tir enzimler ester, eter, peptit, C—C, P-N

baglarinin hidrolizini kataliz ederler.

4. Liazlar: Hidroliz disindaki mekanizmalar ile substratlardan bazi

gruplarin ¢ikigin1 saglayan enzim tiirleri bu gruba girer.

Genellikle C-C, C-0O, C-N, C-S baglarina etki ederler.

5. Izomerazlar: Molekiildeki karbon atomlarmin yerlerini degistiren ya da gesitli
gruplar1 bir karbon atomundan digerine kaydiran, baska bir

ifadeyle izomerlesmeyi saglayan enzimlerdir.

6. Ligazlar: Bu enzim tirleri ATP de ki ya da ona benzer yapidaki
bilesiklerde bulunan pirofosfat baginin parcalanmasina baglh
olarak meydana gelen enerji ile iki molekiilin birbirine

baglanmasini kataliz ederler.
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2.13.2. Enzim Aktivitesi

Enzim aktivitesi; belirli bir zamanda ve belirli baslangi¢ sartlarinda, bilinen bir enzim
miktarinin etkisiyle degisime ugrayan substrat miktarmin olgiilebilmesiyle ifade edilen
degerdir. Enzim miktar1 yerine “enzim {initesi” (aktivitesi) kullanilmaktadir. Enzim
aktivitesi turnover sayisi ile ifade edilir. Turnover sayisi, enzim molekiilii tarafindan bir
saniyede iirline doniistiiriilen substrat molekiil sayisidir. Bilinen en yiiksek turnover
sayis1 40.000.000’lik degerle katalaza aittir, ikinci olarak en yiiksek degere 400.000 ile
karbonik anhidraza aittir. Turnover sayist sadece saf enzim i¢in ifade edildiginden
enzim aktivitesi, spesifik aktivite ile belirtilir. Spesifik aktivite 1 mg protein basimna
enzim Unitesi (EU/mg protein) olarak tarif edilir. Klinikte, biyolojik sivilarda 6lciilen
enzim aktiviteleri optimum sartlarda 1 saniyede 1 mol substratin iirtine doniistimiinii
katalizleyen enzim miktar1 olarak tanimlanir. Bu birim, uluslararasi birim (katal) olarak
kabul edilir. En ¢ok kullanilan enzim aktivitesi birimi ise [U’dir ve 1 IU enzim aktivitesi
optimum sartlarda 1 dakikada 1 pmol substratin iiriine doniistimiinii katalizleyen enzim
miktarimi ifade eder. Enzimle kataliz edilen tepkimelerin hizin1 etkileyen faktorlerin
tamami (enzim derisimi, substrat derisimi, sicaklik, pH ve inhibitorlerin varligr) klinik

i¢cin Onem tasir.

2.14. Enzimatik Reaksiyon Kinetigi

1913 yilinda Leonor Michaelis ve Maud Menten, enzimli reaksiyonlarin ilk
basamaginda bir ES kompleksi olusumundan hareket ederek bir model gelistirdiler.
Enzimle katalizlenmis reaksiyonlar doyumlu oldugu igin, kataliz hizlar1 artan substrata
dogrusal bir tepki gostermez. Eger ilk reaksiyon hizi ¢esitli substrat konsantrasyonlari
[S] i¢in Olgiiliirse, reaksiyon hizi [S] arttikga artar. Ancak, [S] ylikseldik¢ce, enzim

doygunlagir (satiire olur) ve hiz, enzimin en biiyiik hizi olan Vmax'a ulasir.
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Ket Kio _ o
Enzim(E) + Substrat (S) ~k——‘ ES — Enzim (E) + Urin (U)
-1

reaksiyonun ilk anlarinda iiriin konsantrasyonu ¢ok diisiik olmasmdan dolayi, U iiriinii
ile E enziminin birleserek ara kompleks meydana getirme hizi ¢ok yavas olmaktadir.

Kinetik hesaplamalarda bu kii¢lik hiz degeri 6nemsenmemektedir.
k+2 << k.j_

Kararli durum ilkesine gore, [ES] konsantrasyonunun zamanla degismesi sabit kabul

edilerek asagidaki esitlik yazilabilir.
d[ES])/dt= k41 [E][S]-k4[ES]- k+2 [ES] =0 (1)

Toplam enzim konsantrasyonu i¢in serbest enzim konsantrasyonu ile o andaki enzim
substrat kompleksinin konsantrasyonunun toplami; baslangigta reaksiyon sistemine
konulmus olan enzim konsantrasyonuna, [E]o, degerine esit olmasindan dolayi, esitligi

yazilir.

[E] +[ES] = [E]o (2)

[E], enzim konsantrasyonu igin bulunan bagint1 esitlik (3)’de yerine yazilirsa asagidaki

bagint1 elde edilmektedir.

d[ES)/dt = ks1 [EJo[S]- (ke1[S]- K1 +k+2)[ES] = 0 3)

verilen esitlik diizenlendiginde;

£s) = [E0 D

(k-]+k+2)/k+1 +[S] (4)
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k> [E]o[S]
(k. tkiy)/ky; +[S]

v=k., [ES] =
®)

Substrat konsantrasyonlarinin  biiyiilk oldugu bu bdlgelerde reaksiyon birinci

mertebedendir. Substrat konsantrasyonunun Km sabitine esit oldugu durumda

[S] = K (6)
VoS
K +[S] 0

Bu esitlige Michealis-Menten denklemi denmistir.

Bu durumda Km; Maksimumu hizin yarisina karsilik gelen substrat konsantrasyonu
olarak tanimlanir ve birimi mol/L dir. Michaelis-Menten denklemi enzimatik etkinin
kantitatif incelenmesinde biitiin enzimler i¢in temel bir ifadedir. Enzimlerin Km
degerleri ¢ok farklilik gdsterir. Bircok enzim i¢in bu deger 10°-10° M arasindadir. Km
degeri enzim konsantrasyonuna bagli degildir. Substratin yapisi, pH, sicaklik ve iyonik
siddet ile degisebilir. Bir enzimin birden fazla substrat1 varsa her bir substrat i¢in ayr1
bir Km degeri vardir. Bu durumda Km, ES nin saglamlik 6lgistidiir. Yiiksek Km zayif
baglanmay1 diisik Km kuvvetli baglanmay1 ifade eder. Km enzimin substrat ilgisini
gosterir. Enzimlerin Vmax degerleri de birbirlerinden ¢ok farklidir. Km de degisiklige

neden olan faktorler Vmax da etkiler. Vmax enzimin katalitik aktivitesinin bir ifadesidir.

Bir enzimin kinetik 6zellikleri ile ilgili en faydali bilgi Km ve V max degerlerinden elde
edilir. Bu iki deger deneysel olarak bulunabilir. Degisik substrat konsantrasyonlarm da
hizlar tayin edilir. Bulunan degerler grafik cizilerek veya esitlik formiili ile

hesaplanabilir.
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V= k[E], =V

m
|,
v N — Egitlik dizenlendikten sonra
. _ki[EL[S]
£ ’ Ko =[S]
o
= , egitlijine gore,
"é Vm| __ L K, Michaelis-Menten sabiti,
e 2 ! - ﬂ - h@l V., ENZim reaksiyonunun
V= Km [E]o[$] = Km s - -
N p erigebilecegi maksimum iz
W = olarak tamimlamir.
[} 1—|—__
N 1
i K
oo
!
——
Ko, = [5] [s]

Sekil 2.37. Reaksiyon hizi-substrat konsantrasyonu grafigi

Michaelis Menten esitligini bir dogru denklemine doniistiirmek gerekir. Buda esitligin

her iki tarafi ters gevrilerek yapilir. Bu dogrunun ¢izildigi grafikte;
x=1/[S], y=1/V ve egim m=Km/Vmax ve y ekseninin kesildigi nokta 1/Vmax olur.

Bu egriye Lineweaver-Burk Egrisi adi verilir. Egri x eksenini kesecek sekilde

uzatildiginda kesme noktasi —1/Km vyi verir.

Ko 1 1
Kz E]u m N k2 [E]u

/ egitliginden yararlanarak

y / gizilen Lineweaver-Burk

e diyagramindan K, veV,,
'\.\ dederleri bulanabilir.

A egim =

ﬁ'—l

<

1
Kn

Sekil 2.38. Lineweaver-Burk egrisi
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)
Yada
1 K, 1 1
v Vi [S] Vo )

Bu esitliklere gore 1/v ile 1/[S] arasinda cizilen grafikte, dogrunun ordinati1 kestigi
degerden 1/Vm, dogrunun egiminden de Km/Vm degerleri bulunur. Bulunan bu

degerlerden de Michaelis-Menten sabitleri hesaplanabilmektedir (Pekin, 1979).
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2.15. Enzim immobilizasyonu

Enzim immobilizasyonu, enzim katalizli prosesler de enzim molekiillerinin katalitik
aktifligini koruyarak tekrar ve siirekli kullanimimi saglamak amaciyla bir destek
maddesine fiziksel veya kimyasal baglanmasi olarak ifade edilebilir.

Enzimler canlilar tarafindan dretildiklerinden endiistriyel veya analitik amagh
kullanimlar1 i¢in doku, kan, mikroorganizma gibi canli veya canli kokenli kaynaklardan
saflastirilirlar. Enzim {retiminde hammadde olarak canlilarin kullanimi ekonomik
acidan smirlayic1 bir durum olsa da bu sorun mikrobiyal kaynaklar sayesinde biiyiik
Olciide ¢oziilmiis goriinmektedir. Bununla birlikte enzimlerin mikrobiyal kaynaklardan
saflastirilmasi olduk¢a masrafli bir istir. Endiistriyel uygulamalarda serbest enzimin
aktivitesini kaybetmeden geri kazanilmasi c¢ok zordur. Serbest enzim, reaksiyon
ortamindan istenilen anda uzaklastirilamadigindan reaksiyonun kontrolii ¢ok giictiir.
Reaksiyonun istenilen anda durdurulmasi i¢in inhibitdr katilmasi diisiiniilebilir. Ancak
serbest enzim tarafindan kirletilmis olan reaksiyon triinlerine boylece yeni bir kirlilik
unsuru eklenmis olacaktir. Uriin veya iiriinlerin bu kirlilik unsurlarindan aritilmasi
maliyeti ¢ok arttirmaktadir. Katalizor olarak kullanilan serbest enzimi reaksiyon
ortamindan aktivitesini yitirmeden ¢ikarabilmek olanaksiz oldugundan enzimin yeniden
kullanilmas1 da s6z konusu degildir. Bu ise enzimlerin spesifik ama o dlgliide pahali
katalizOr olmalar1 nedeniyle maliyeti yiikselten onemli bir etmendir. Ayrica serbest
enzimler siirekli liretim sistemlerine de uygulanamazlar. Bu nedenle saflastirilan
enzimlerden olabildigince faydalanmak i¢in immobilizasyon teknikleri gelistirilmistir

(Telefoncu, 1997).
Immobilize enzimin serbest enzime gore iistiinliikleri;

v" Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilir (siizme, santrifiijleme v.b.)

ve Uriinlerin enzim tarafindan kirletilmesi gibi bir problem yaratmaz.
v" Cevre kosullarma ( pH, sicaklik v.s.) kars1 daha dayaniklidir.
v' Birgok kez ve uzun siire kullanilabilir.
v' Siirekli islemlere uygulanabilir.

v" Dogal enzime kiyasla daha kararhdir.
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Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir.
Birbirini izleyen ¢ok adimli reaksiyonlar i¢in uygundur.

Bazi durumlarda serbest enzimden daha yiiksek bir aktivite gosterebilir.

AN N RN

Enzimin kendi kendini parcalama olasilig1 azalir.

2.15.1. Iimmobilizasyon Yéntemleri

Enzim immobilizasyonunda kullanilacak yontemi secerken, immobilizasyon sirasinda
veya immobilizasyondan sonra enzim aktif merkezinin zarar gérmeyecegi bir yontem
olmasma dikkat edilmelidir. Boyle bir se¢im yaparken enzimin yapist ¢ok iyi
bilinmelidir. Enzim ile tasiyici arasinda herhangi bir baglanma s6z konusu ise ya bu
baglanmanin aktif merkez ilizerinden gerceklesmeyecegi tasiyicilar segilmeli ya da

immobilizasyon islemi sirasinda aktif merkez korunmalidir (Ozlii, 2013).

2.15.1.1. Adsorbsiyon

Enzim immobilizasyonunda kullanilan en eski ve en basit yontemdir. Yiizey aktif, suda
¢Oziinmeyen bir adsorbanin (aktif karbon, gdzenekli cam, kiil, silikajel,CaCOs, nisasta,
gluten gibi) enzim ¢ozeltisi ile karistirilmasi ve enzimin asirisiin yikanarak ortamdan
uzaklastirilmasi esasina dayanmaktadir (Nelson ve Griffen, 1916; Klibanov, 2001).

Adsorpsiyon yontemi ile enzim immobilizasyonu islemi 1limli kosullarda
gerceklestirilir, bu sekilde kullanilan tasiyicinin aktiflestirilmesine gerek duyulmaz,
ekonomik olarak avantajlidir ve genellikle immobilizasyon islemi sonunda enzim
aktivitesini biiylik 6l¢iide korur. Her ne kadar yontem basit goziikse de optimizasyon
kosullarinin belirlenmesi zordur. Eger tasiyici ve enzim arasindaki non kovalent
etkilesim yeteri kadar biiylik degilse desorpsiyon ile enzim ortama gecebilir ve

boylelikle iiriin kirlenmesine neden olur (Telefoncu, 1997).
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2.15.1.2. Kovalent Baglama

Kovalent bagli metotlarla proteinlerin immobilizasyonu, immobilizasyon metotlar1
icerisinde en fazla kullanilan metotlardan birisidir. Bu metodu kullanmanin
avantajlarindan birisi, enzim ve matriks arasindaki bagin son derece dengeli ve saglam
olmasidir. Bundan dolay1 enzimin ¢6zeltiye geri kagist onlenmis olmaktadir. Ancak
baglanma aktivite yiizdesini artirmak i¢in kullanilan temel amino asit rezidiilerinin
tastyiciya kovalent baglanmasi engellenmelidir. Bu durum bazi durumarda uygulamanin
ne kadar zor sartlar gerektirdigini gosterir Kovalent baglarin formasyonu genellikle
enzimde gosterilen aminoasitlerin yan zincirlerinde goriiliir. Bir enzimin kovalent
baglanmasi, polimerin reaktif gruplar iceren ajanlarla (etilenin kopolimerizasyonu,
maleik asidin anhidridi) veya polimer ve enzimin arasinda koprii vazifesi gorecek iki
fonksiyonlu ajanlarin etkilesmesiyle olusur. Bunun yanida siilfit, stlfidril, oksit,
amino, karboksil, hidroksil, amonyum, imino, amid, metiltiyol, guanidil ve fenol halkas1

gibi pekcok fonksiyonel grup iceren parcalar kimyasal baglarda etkin olarak gorev alir.

Kovalent Baglamanin Avantajlari

Enzim immobilizasyonunda kovalent baglanmanm bazi 6nemli avantajlar1 asagida

siralanmustir:

v' Enzimlerin tasiyici matrikse adsorpsiyonu olduk¢a uygundur. Bundan dolay1

yaygin sekilde kullanilmas1

v" Genis spektrumlarda baglanma reaksiyonlari, pek ¢ok fonksiyonel grup igeren
tastyiclarla saglam bir bagin olusumu ve baglanmadan sonra enzim a ktivitesinin

devam etmesi

v Kovalent bagli tutunma pH, iyonik siddet ve substrat ile geriye doniis

reaksiyonunun olmamasi
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2.15.1.3. Capraz Baglama

Capraz baglama ile yapilan enzim immobilizasyon yontemlerinde kiigiik molekiil yapili,
bir veya multi fonksiyonel reaktifler, enzim molekiilleri arasinda baglar yaparak suda
¢coziinmeyen kompleksler olusturmaktadir (Govardhan, 1999; Schoevaart ve ark.,2004;
Sheldon ve ark., 2007).

Capraz baglanma derecesi ve immobilizasyon, protein ve reaktif derisimine, pH’ya ve
immobilize edilecek enzime ¢ok baghdir. En ¢ok kullanilan ¢apraz baglama reaktifleri;
glutaraldehit, kloroformat ve karbonilimidazol, heterosiklik halojeniirler, bioksiranlar,
divinilsiilfonlar, p-benzokinon, gecis metal iyonlar1 ve epiklorohidrinlerdir. Genellikle
pahali olmadig1 ve ticari olarak kolay bulundugu i¢cin glutaraldehit capraz baglama

reaktifi olarak kullanilmaktadir.

2.15.1.4. Tutuklama Yontemi

Tutuklama yontemi, enzim molekiiliinii belirli bir mekanda durmaya zorlanmaktadir.
Enzim bulundugu cevreden disariya ¢ikamaz. Bu islem polimer matriks igindeki
kafeslerde  gergeklestirilebilecegi  gibi  yar1  gecirgen  membranlar  i¢inde
mikrokapstilleme ve miseller ile de gerceklestirilebilir. Bu yontemi, kovalent baglama
ve ¢apraz baglama ile immobilizasyondan ayiran en 6nemli 6zellik enzim molekiiliiniin
fiziksel veya kimyasal olarak herhangi bir tasiyiciya baglanmamis olmasidir. Tutuklama
yontemi; polimer matrikste tutuklama, mikrokapsiilleme, lipozom teknigi olmak iizere

tice ayrilir.

o Polimer Matrikste Tutuklama Yontemi

Yiiksek derecede capraz bagli bir polimerin enzim c¢ozeltisi icinde olusturulmasi
temeline dayanir Polimerlesme sonucu enzim molekiilleri ¢apraz bag aglar1 arasinda
tutuklanmakta ve boylece ana ¢ozeltiye gegmeleri engellenmektedir. Bu amagla en ¢ok

kullanilanpolimer N,N’-metilenbisakrilamid ile ¢apraz baglanmis poliakrilamiddir.
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o Mikrokapsiilleme Yontemi

Enzim molekiillerinin yar1 gecirgen bir membran iginde tutuklanmasi esasina dayanir.
Mikrokapsiillerin biiyiikliigii 1100 m arasinda degigsmektedir. Yarigegirgen membranin
gbzenek caplari; substrat molekiillerinin kapsiil igine girisine ve iiriin molekiillerinin
disar1 ¢ikigina olanak verecek bir biiyiikliikkte olmalidir. Substrat molekiilleri ne kadar
kiiciikse bu yontem ile immobilize edilmis enzimin verimliligi o Olgiide yiiksek

olacaktir.

o Lipozom Yontemi

Sivi-ylizey yapict membran temeline dayanir. Yontemin en dnemli tistiinliigii; siireksiz,
donlisimlii ve tamamen fiziksel olusudur. Ayni anda bir adimda birgok enzimin
immobilizasyonuna olanak saglar ve oldukg¢a biiyiik bir kontakt yiizeyine sahiptir.
Onemli sakincalar1 ise; substrat ve iiriiniin membranda gegisinin ¢dziiniirlige bagiml
olmasi, islem sirasnda enzimin inaktive olmasi ve sivi olan membrandan enzimin

kacma olasiligidir.
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Cizelge 2.2. immobilizasyon metotlarmin karsilastirilmasi

Iimmobilizasyon Metodu

Avantajlan

Dezavantajlar

Kolay

Enzimin kimyasal
modifikasyonuna gereksinim

Zayif baglanma ve enzim kagisi
Zayif ya da olmayan stabilite

Adsorbsiyon yoktur Spesifik olmayan baglanma
Tersinirdir, Kiitle transferini onleyebilir.
Genellikle ucuzdur.
Siki baglanma Enzimlerin kimyasal
Cok sayida destek materyali ve modifikasyonu
kovalent baglayier Genellikle pahals

Kovalent Enzim .m1ktar1n1n ve mikro Tasiyicr ile aktivitenin
cevrenin rasyonel olarak :
seyrelmesi

kontroli

Tutuklama ve
Kapsiilasyon

Enzimin kimyasal
modifikasyonuna gereksinim
yoktur.

Basit olabilir
Hiicreler i¢in uygundur.

Zayif yada olmayan stabilite
Cevresel kosullara bagimlidir.

Genellikle kiitle transferinin
onlenmesi

Capraz Baglama

Yiiksek ve hacimsel aktivite

Yiiksek sicaklik ve organik
solventlere uygundur.

Tasiyict gerektirmez
Sik1 baglanma
Hiicreler igin uygundur.

Enzimlerin kimyasal
modifikasyonu

Partikiil 6zelliklerinin
kontroliiniin zor olusu

Kiitle transferini 6nleyebilir.

Enzimlerin kristalizasyonunu
gerektirmesi

2.16. Glukoz Oksidaz Enzimi

Karbohidratlar, biyosferde en bol bulunan organik bilesiklerdir ve metabolik sistemlerin
birgogunda 6nemli rol oynarlar. Bu yiizden onlarin analizleri yasam, gida, tarim ve
medikal bilimlerde biiyliik 6neme sahiptir. Fizyolojik sivilarda karbohidrat analizi,
belirli hastaliklarin tanis1 ve ilaglarm etkilerinin belirlenmesinde dnemlidir. Ornegin,
kan glukoz konsantrasyonunun bilinmesi, diyabet hastaligmmin izlenmesinde gereklidir
ve rutin olarak yapilan analizdir. Glukozun nicel tayini biyokimya, klinik kimya, gida
trinleri ve fermantasyonda ¢ok Onemli yere sahiptir. Refraktif indeks, UV-Vis ve
kolorimetri gibi geleneksel karbohidrat tayin ydntemlerinin se¢imliligi yoktur ve

duyarlilig1 dusiiktiir. Kromatografik metotlar ya da kapiler elektroforezde kullanilan
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dedektore bagh olarak kompleks matrislerde tayinler zor olabilmektedir. Cilinkii ¢ok
fazla sinyal algilanir ya da bazi analitler i¢in tayin limitleri uygun degildir ve analitlerin
tirevlendirilmesine ihtiya¢ duyulur. Ancak, uygun doku, mikroorganizma ya da
enzimlerin biyobilesen olarak kullanildig1 biyosensor sistemleri ile bu tip sinirlamalar
ortadan kaldirilabilmektedir. Son yillarda yapilan c¢alismalar incelendiginde diinyada
biyosensor teknolojisine olan ilgi agiktir ki iilkemizde de bu konuda ¢alismalar hizla
artmaktadir. GOx, biyosensor ¢alismalarinda, farkli formlarda biyoanalitik cihazlarda,
biyoyakit arastirmalarinda en ¢ok kullanilan, glukoz oksidasyonunu gerceklestiren

enzimdir.

Glukoz oksidaz (GOx) (EC 1.1.3.4, B-D-glukoz: oksijen oksiderediiktaz) glukozun
molekiiler oksijen ile yiikseltgenip glukono-1.5-lakton ve hidrojen peroksidin (H,0O-)
olustugu reaksyonu katalizler. Lakton sulu ortamda herhangi bir enzime ihtiyag

duymaksizimn hidroliz olarak glukonik aside doniisiir.

OH OH
HO O] Glukoz Oksidaz_ HO Q
OH TN
OH OH OH O
OH H FAD FADH,
D-Glukoz D-Glukonolakton
H202 02 (a)
(e} (0]
OH OH O
HO H,0 Ho =
HO™ ””’O H I I OH
OH OH OH
D-Glukonolakton Gluconoic acid
(b)

Sekil 2.39. Glukozdan glukonik asitin olugmasinin enzimatik mekanizmasi
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Glukoz oksidazin katalitik merkezinde glutamat (Glu412), Glutamin (GIn329) Histidin
(His 559 ve His 516) aminoasitleri ve bunlarin yakimnlarinda bir FAD molekiilii
bulunmaktadir. Enzim glukozu yiikseltgerken glukoz iizerindeki elektronlar aktif
merkez aminoasitleri tarafindan FAD tizerine taginirlar ve boylelikle FAD indirgenir.

Hidrojen peroksit iiretimine neden olan oksidaz enzimi temelli biyosensorler yaygin
olarak kullanilmaktadir. Son zamanlarda iletken polimerlere biyokatalizorlerin
immobilizasyonu ile ilgili ¢calismalar dikkate deger bir sekilde artmaktadir. Polipirol,
polianilin, politiyofen ve tiirevlerini igeren iletken polimerler ise elektrokimyasal olarak

iiretilen enzimatik elektrotlarin baslicalaridir.

2.17. Ksantin Oksidaz Enzimi

Ksantin oksido-rediiktaz smifinin bir iiyesi olan ve ¢ogunlukla hayvansal tiriinlerden
izole edilen bir enzim tiiriidiir. Bu tip enzimler reaktif oksijen tiirleri {iretirler. Bu
enzimler hipoksantinin oksidasyonuyla ksantine katalizler ve daha da fazlasi ksantinin
oksidasyonuyla tirik aside donistiirtir. Ksantin oksidaz enzimi insan ve memeli
viicudunda bulunan piirin bazlarinin metabolizmasmin kontrol edilmesinde énemli rol
oynar. Ksantin oksidaz enziminin optimum pH degeri yaklasik 8,3 izoelektrik noktasi
ise 5,3-5,4 olarak belirlenmistir. Ksantin oksidaz enzim aktivitesi olarak
tamimlanmaktadir (EC 1.17.3.2). Bu proteinler insanlarin DNA yapisinda XHD
semboliiyle kodlanmis HGNC ye sahiptir. Canli metabolizmasindaki ¢ogu yasamsal

protein ksantin dehirgenaz aktivitesinden olusmustur.
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(0
H

OH H
NN H,O0 + O >+H202

hypoxanthine xanthine

o (o)

H

)\ />+ H20+02

)\ >=O + Hy0,

xanthine uric acid

Sekil 2.40. Ksantin oksidaz tarafindan katalizlenen reaksiyonlar

Ksantin oksidaz genel olarak diisiik spesifilikte siiperoksit iireten bir enzim tiiriidiir.
Diger molekiillerle kombine edilerek enzimler ve reakitif oksidantlar olusturulabilir. Bu
sayede diger substratlar okside edilir. Ksantin oksidaz ile katalize diger bir reaksiyon, S
nitrosotiyollerin reaktif azot tiirlerine ve nitrik aside bozulmasidir. Buda aerobik sartlar
altinda peroksinitrit olusturulmasi igin bir siiperoksit anyon ile olur. Ksantin oksidaz,
ayni zamanda katalaz ve bikarbonat varliginda asetaldehid ile oksidasyonu sonunda

giiclii bir elektron oksitleyici karbonat kokii anyon elde etmek i¢in bulunmustur.

Hypoxanthine

Xanthine Oxidase

Sekil 2.41. Ksantin oksidaz enzimin katalizledigi reaksiyonlar
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Ksantin oksidaz enzimi flavoprotein yapisindadir. Bu yiizden yapisinda FAD, Fe ve Mo
ihtiva eden bir modeli vardir yapilan arastirmalar yapisinda enzimatik birim basma 2

molibden atomu,8 demir atomu ve 2 FAD (Flavin) molekiilii baglanmistir.

Sekil 2.42. Ksantin oksidazin yapisi

Ksantin ve hipoksantin tayinleri tibbi, biyolojik alanlarda ve gida endiistrisinde onemli
bir ilgiye sahiptir Agir Karaciger hastaliklar1 sirasinda kan igine ksantin oksidaz salinir.
Yani herhangi bir kan tahlilinde ksantin oksidaz miktarmmn belirlenmesi karaciger
hasar1 olmus olup olmadigini belirlemek i¢in bir yoldur. Ksantin ve hipoksantinden iirik
asit doniisiimii oldugu icin viicutta iirik asit kristallerinin fazla miktarda birikmesiyle
olusan gut hastaliginin teshisinde ksantin oksidaz enziminden faydalanilmaktadir. Ayni
sekilde baliklarda Olim sonrasinda da devam eden piirin bozunmas: firik asit
olusumuyla sonlanmaktadir. Bozunma sirasinda hipoksantin ve ksantin olusmakta ve bu
maddelerin miktarlar1 ksantin oksidaz enzimi ile belirlenmektedir. Bir organa ya da
vicudun bir boliimiine atardamarlarla gelen kanin azalmasi ya da hi¢ gelmedigi
durumlarda dokular yeterince oksijen elde edemez ve kan araciligiyla attiklari artik

maddeleri temizleyemeyip biriktirmeye baslarlar. Bu olay sonrasinda, dokuda olusan
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stiperoksit radikallerinin biliyiik kisminin kaynagi ksantin oksidaz enzim sistemidir.
Xanthinuria nadir goriilen genetik bir bozukluktur. Ksantin oksidaz eksikligi kanda
ksantin konsantrasyonun artmasima yol agar. Bu durumda bobrek yetmezligi gibi saglik
sorunlarina neden olabilir. Serum iirik asit konsantrasyonun da ki artis kardiyovaskiiler
saglik faktorlerinin bir gostergesi olarak arastirma kapsamindadir. Ve bu durum kalp
nakli yapilan hastalarda daha fazladir.

Ksantin oksidaz aktivitesinin, ksantin ve hipoksantin tayinlerinin tibbi, biyolojik ve gida
acisindan onemi farkli tayin metotlarinin gelistirilmesine olanak saglamistir. Bunun i¢in
yapilan calismalar spektrofotometrik ve spektrofluorometrik metotlarini kapsamaktadir.
Kullanilan bu yontemlere ek olarak elektrokimyasal yontemlerde kullanilmaktadir. Bu
yontemlerde ksantin oksidaz elektrodu ile yapilir ve enzimatik reaksiyon sonucu agiga
cikan hidrojen peroksidin yiikseltgenmesiyle olusan akimin Ol¢ciimii prensibine
dayanmaktadir. Bu sekilde sonuglar daha hizli bir sekilde elde edilir ayrica maliyeti de
daha diisiiktiir. Ksantin oksidaz enzimi ile modifiye edilmis farkli biyosensor sistemleri
hazirlanmistir. Hazirlanan bu biyosensorler de kullanildigi substratlar (ksantin,
hipoksantin) ya da analitler (balik, hiicre kiiltiirii, rat beyni), tayin i¢in kullanilan teknik,
uygulama potansiyeli, biyosensoriin lineer araligi ve biyosensorlerin omrii verilerek

baz1 6zellikler yoniinden karsilastirilmasi yapilmastir.

2.18. Amperometrik Enzim Sensorleri

Enzim ile modifiye edilmis elektrotlar amperometrik biyosensorlerin ve biyo yakit
hiicrelerinin temel pargalarindandir. Enzim elektrotlar1 elektrokimyasal prosesi
immobilize enzim aktivitesi ile kombine eden minyatiir kimyasal iletici sistemlerdir. Bu
sistemler enzimin biyoloji fonksiyonu sayesinde biyolojik orijinli olan substrat
modiillerine kars1 genellikle yiiksek segimlilik gosterir. Bu nedenle enzimlerin sahip
oldugu bu 6zellik enzim sensorleri olugturulmasinda avantaj saglar. Tipik olarak enzim
reaksiyonunun kinetigi {irlin olusumunun ya da reaktantin eksilmesinin hizi olarak
izlenir. Eger iirlin ya da reaktant elektroaktif ise reaksiyon direkt olarak amperometri ile
izlenebilir. Boylece bu tip elektrokimyasal reaksiyonlar amperometrik biyosensorlerin

olusturulmasinda kullanilabilir. Elektrokimyasal biyosensorlerin biiyiik bir kismi
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katalitik reaksiyon sirasinda elektronlar kullanan yada iireten oksido-rediiktaz simifi
enzimleri icerir. Bu elektrokimyasal reaksiyonlar elektrot yiizeyinde gerceklesir ve akim
olusturmak i¢in kullanilir. Enzimatik oksidasyon sonucu agiga ¢ikan elektronlar anoda
transfer edilir. Burada oksijen gibi yiiksek bir elektron alicisina taginir.

Enzim elektrotlarmin degismez parcalari enzimler ve elektrot materyalidir. Elektrot
materyalinin seciminde 6nemli olan parametreler elektriksel iletkenlik ve materyalin
sertligidir. Bu nedenle altin (folyo yada ¢ubuk), platin (folyo yada ¢ubuk) yada karbon
(kagit, cubuk, pasta, metallenmis karbon, camimsi1 karbon, karbon fiber, nanotiip film)
gibi kat1 destek elektrotlar kullamilirlar. Enzim elektrotlarin1 olusturmak amaciyla
kullanilan enzimler analizlemek istedigimiz analitin reaksiyon tipine bagl olarak segilir.
Amperometrik enzim biyosensorlerinin hazirlanmasinda biyolojik materyal olarak en

cok kullanilan enzimler Cizelge 2.3’de verilmistir.
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Cizelge 2.3. Amperometrik biyosensorlerde kullanilan ¢esitli enzimler

Substrat Enzim

Glukoz Glukoz oksidaz ya da glukoz dehidrogenaz
Fruktoz Fruktoz dehidrogenaz
Laktat Laktat Oksidaz

Aldehit Aldehit Dehidrojenaz
H.0, Peroksidaz

Kolin Kolin Oksidaz

Ure Ureaz

H,O,,floriir, siyaniir Katalaz

Galaktoz Galaktoz Oksidaz

Etanol, metanol, formaldehid Alkol Oksidaz

Glutamat Glutamat Oksidaz
Triptofan Triptofan-2-monooksigenaz
Lizin Lizin Oksidaz

Ksantin, Hipoksantin Ksantin oksidaz

Alkol Alkol Dehidrogenaz
Bilirubin Bilirubin Oksidaz
Fenolik bilesikler Lakkaz

Tiyolik bilesikler Siilfidril oksidaz
Indirgenmis Glutatiyon Glutatiyon rediiktaz
Homosistein L-homosistein desiilfliraz
Fenolik bilesikler Tirozinaz

Histamin Monoamin oksidaz
Gliserol Gliserol dehidrogenaz

Redoks enzimleri (oksido-rediiktazlar) en ¢ok kullanilan enzimlerdir. Ayrica lipazlar ve
esterazlar gibi hidrolaz smnifi enzimler de redoks enzimleri ile beraber
kullanilabilmektedir. Tiim bu enzimlerin i¢inde glukoz oksidaz kan glukoz tayininin
oneminden dolay1 en ¢ok kullanilan enzimdir. Enzim elektrotlarinin en 6nemli problemi
ko-substrat olarak oksijene ihtiya¢ duymalar1 ve reaksiyonun amperometrik yontemlerle
izlenmesinin hidrojen perokside dayali olmasidir. Bu problem medyatorler kullanilarak

asilmaya calisilmaktadir.
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Enzim sensorleri hazirlanirken immobilizasyon materyali olarak iletken polimerler,

fonksiyonellestirilmis polimerler, kompozit materyaller, sol-gel ve nanomateryaller

kullanilabilmektedir.

Amperometrik enzim biyosensorlerinin ii¢ gruba ayrildigi goriiliir. Bunlar Birinci Nesil,

Ikinci Nesil ve Ugiincii Nesil enzim elektrotlar1 olarak adlandirilir.

Substrat
O
g 3 02
S "
i ( Enzim Uriin
H,0, € H20,
~_
Diflizyon
(a)

Substrat

Enzim

Mediato
Ox

~_ 7

Oriin

Enzim

Substrat

Q’ Uriin

(©)

(b)

Sekil 2.43. Enzim biyosensorlerindeki gelisimin sematik gosterilisi (a) 1.
biyosensorler, (b) 2. nesil biyosensorler, (c) 3. nesil biyosensorler
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2.18.1. Birinci Nesil Amperometrik Biyosensorler

Bu sistemlerde substratin iiriine doniisiimii sirasinda ortamda bulunan molekiiler oksijen
(O2) hidrojen perokside (H,0O;) indirgenir. Azalan O, derisiminin ya da artan H,O,

derisimin Slgiilmesi ile tiriine doniistiiriilen substrat miktar1 belirlenebilir.(Sekil 2.43a)

Biyomateryal
Substrat + O, > Uriin +H,0,

2.18.2. ikinci Nesil Amperometrik Biyosensor

Bu sistemler ayni zamanda aracili enzim elektrotlar1 olarakta adlandirilir. Enzimatik
reaksiyonda elektron transferi oksijen yerine ortamda bulunan diger bir oksitleyici
reaktif tarafindan gerceklestirilir (Sekil 2.43b). Bu reaktiflere medyatér adi verilir.
Medyatorler koenzimlerin rejenere olmasmi saglarlar kullanilacak medyatorlerin
ortamda Ki oksijenle reaksiyon vermemesi, indirgenmis ve yiikseltgenmis formlarmnin
kararli olmasi indirgenmis koenzim ile hizli reaksiyon verebilmesi gibi ozellikleri

barindirmasi gerekir. Ferrosen bilesikleri en sik kullanilan medyatorlerdir.

2.18.3. Uciincii Nesil Amperometrik Biyosensor

Bu sistemlerin temelini enzim redoks merkezi ile elektrot yiizeyi arasinda dogrudan bir
etkilesim kurulmasi olusturur (Sekil 2.43c). Bu iliski genellikle organik iletken tuzlar
sayesinde kurulur. S6z konusu maddeler ortamda sicakliginda genellikle metalik

ozellikler gosterdiklerinden genellikle organik metaller olarak adlandirilir.
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2.19. Mikroorganizma Temelli Sensorler

Mikroorganizmalar, organizmalar ve hiicre bazli biyosensorler i¢inde en ¢ok kullanilan

biyoreseptor

smifini

olusturmaktadir. Mikroorganizmalarin,

biyoreseptor

olarak

kullanilabilmeleri i¢in en Onemli sart onlarin biyokimyasal yaniti fiziksel sinyale

doniistiiren elektrokimyasal transduser ile etkin bir sekilde entegre olabilmeleridir.

Elektrokimyasal yaklasimlar mikrobiyal biyosensor gelistirilmesinde yaygin olarak

kullanilabilmektedir. Amperometri, elektrokimyasal mikrobiyal biyosensorlerde en ¢ok

kullanilan tekniktir. Cizelge 2.4 de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.4. Amperometrik mikroorganizma temelli biyosensor 6rnekleri

Hedef Analit Mikroorganizma | Elektrot Tayin Limiti | Tayin Arahg1 | Referans

Galactose P.Putida CNT-GE - 0,5-6mM Timur ve ark. (2007)
Glucose G.Oxydans GE - 0,25-4mM Tuncagil ve ark.(2009)
Glucose G.Oxydans GE - 0,05-1 mM Odaci ve ark.(2009)
Glucose P.Putia Cys-Au - 1-7,5mM Timur ve ark.(2007)
Glucose P.Putia CNT-CPE 0,05-2 mM Timur ve ark. (2007)
Mannos P.Flouorescens GE 0,2-1 mM Odaci ve ark. (2008)
Etanol G.Oxydans GCE 3,3uM 10uM-1,5mM | Valach ve ark.(2009)
Vitamin B1 S.Cerevisiae DOE 5-100 mM élé}gér)naz ve ark.
Caffein P.Alcaligenes COE 0,1-1mg/ml Babu ve ark. (2007)
L-lactate H.polymorpHa GE 6 uM-1,6 mM | Smutok ve ark.(2007)
L-Lysine S.Cerevisiae DOE 1-10 uM Akyilmaz ve ark.(2007)
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Amperometrik mikrobiyal biyosensorleri yaygin olarak ¢evre uygulamalar: igin
kullanilmiglardir. Petrol katki maddeleri, pestisitler, kas hastaliklarna sebep olan
sentetik organofosfor bilesikler i¢cin diinya ¢apinda siklikla kullanilmaktadir.
Amperometrik mikrobiyal biyosensorler ayni zamanda saglik ve fermantasyon
uygulamalarinda da hizli ve duyarli Ol¢im sistemleri olabilirler. Gida ve
fermantasyonun kalite kontroliinde ve diyabetin tanisinda, glukozun tespiti bliyliik onem
tasimaktadir. Ayrica global biyosensor pazarinin %85 ini bu sektorde ki biyosensor
uygulamalar1 olusturmaktadir. Glukoz tespiti i¢in ¢ok ¢esitli mikrobiyal biyosensor
solunum aktivitesiyle oksijen tiikketiminin iligkilendirilmesiyle rapor edilmistir.
Biyoreseptor olarak Pseudomonas Fluorescens ve Gluconobacter Oxydans kullanildigi
cesitli sistemler mevcuttur. Bu sistemlerin hemen tamaminda amperometrik yaniti
gliclendirmek i¢in elektrotlar, CNT’ler veya CP’lerle modifiye edilmislerdir. Bu tip
mikrobiyal biyosensorlerin ¢alisma potansiyeli genellikle -0,7 V (Ag/AgCIl,3M KCI )
civarindadir. Ancak pek ¢ok madde bu potansiyelde indirgendigi i¢in bu durum 6nemli
bir girisim sorunu olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Calisma potansiyelinin degerini
diistirmek i¢in osminyum redoks polimerleri, ferrosen ve 2,5- dibromo-1,4-benzokinon
gibi ¢esitli mediyatorler biyosensorlere entegre edilerek kullanilmistir.

Genel olarak glukozun karbon kaynagi olarak kullanilan bakteriler ayrica galaktoz,
katekol, mannoz ve ksiloz gibi diger karbon kaynaklarmni da metabolize edebilecek
genetik yeterlilige sahiptirler. Bu maddelerin tayini i¢in gelistirilmis ¢esitli mikrobiyal
biyosensorler de mevcuttur. Bakterilerin 6zel besiyerinde istenen uygun karbon
kaynagina adaptasyonlarmin saglanmasiyla s6z konusu maddeler i¢in se¢ici mikrobiyal
biyosensorler gelistirilebilir. Bircok alanda alkollerin yiiksek duyarlilik segicilik ve
dogruluk ile tayinlerine gereksinim duyulmaktadir. G.Oxydans, Pichia Angutsa ve
Candida Tropicalis gibi mikroorganizmalar etanolii oksijen varliginda metabolize
edebilirler ve bu 6zellikleri kullanilarak degisik biyosensorler i¢in biyoreseptdr gorevi
gormiislerdir. Ayrica FIA sisteminde etanol Olciimii i¢in mediyatér olarak
ferrisiyaniirin  kullanildigi G.Oxydans temelli amperometrik bir biyosensor de

gelistirilmistir.
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2.20. Biyoreseptor Olarak Mikroorganizma Kullanilmasinin Avantajlar

Bir mikrobiyal biyosensor, elektrot yiizeyine (transdiiser) canli veya cansiz mikrobiyal
hiicrelerin immobilizasyonu esasina dayanmaktadir. Mikroorganizmalarin degisik pH
ve sicaklik araliklarinda calisma imkani saglamalar1 enzimlere kiyasla onlar1 daha
kullanigh kilar. Mikroorganizmalar, kolay immobilize edilebilmeleri, yapilarinda birgok
enzimi bir arada bulundurmalar1 ve dayanikli olmalar1 nedeni ile tercih edilirler.
Enzimler biyosensor sistemlerinde en ¢ok kullanilan biyomolekiiller olmalarina ragmen
calisma basamaklar1 olduk¢a zorlayict ve yiiksek maliyetlidir. Bu nedenle
mikroorganizmalarm duyarliligi yiiksek olan enzimlerin yerine kullanilabilmesi
biyosensor sistemleri acgisindan ¢ok biiyiik Onem taswr. Mikroorganizmalarin

immobilizasyonu kisa siirede kolaylikla gergeklestirilebilmektedir.

Mikrobiyal sensorlerin enzim sensorlerine gore bazi avantajlar1 vardir:

v Enzimler dogal ortamlarinda bulunacaklarindan dis etkilere karsi daha

dayanikhdirlar.

v' Koenzimlerle ¢alisan enzimler i¢in disaridan koenzim ilavesi gerekmez, koenzim

rejenerasyonu hiicre iginde olur.
v' Enzim elektrodlarindan genelde uzun omiirlidiirler.

v' Safenzim yerine hiicre kullanilmasi ekonomiktir.

Enzim sensorlerine gore bazi dezavantajlara da sahiptirler:

v' Hiicre membram difiizyon bariyeri olusturdugundan membrandan gegemeyen

molekiiller i¢in uygun sensor hazirlanamaz.
v" Mikrobiyal sensorlerin cevap siiresi enzim sensorlerinden daha uzundur.

v' Hiicre birgok enzim i¢erdiginden hedef reaksiyonun diger enzimlerce etkilenmesi

s0z konusudur.
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2.21. Gluconobacter Oxydans

Gluconobacter Oxydans Acetobacteracea ailesine ait gram- negatif tiirii bir bakteridir.
G.Oxydans yapisal olarak ¢ubuk ya da degisen oval sekilli bakterilerdir. Bunlarm smirli
metabolik yetenekleri oldugu icin kiigiik bir genom boyutunda olma egilimdedir.
Hareketli veya hareketsiz olabilir. Endospor olusturmazlar. Bu bakteriler
kemoorganotropiktir ve oksijenin son elektron alicis1 oldugu solunum metabolizmasina
sahip, zorunlu aerobtur (De Muynck ve ark., 2008; Odaci, 2010).

Bu o6zellikleri ile oksidatif fermantasyon siirecinde kismen oksitleyici karbohidrat ve
alkolleri igerir. Ve bunlar C Vitamini, D-Glukonik asit ve keto glukonik asitlerin
sentezleri i¢in kullanilmaktadir. G. Oxydans ¢igek, meyve, bahge topragi, alkollii
icecekler, elma sarab1 ve alkolsiiz i¢ecekler bulunur. G. Oxydans en 6nemli 6zelligi ile
tamamen karbon substratlarin okside olmasidir. Karbon substartlara drnek verecek
olursak D- sorbitol, Gliserol, D- frikktoz ve D-glukozun Bu 6zellikleriyle endiistriyel

biyoteknoloji de en fazla kullanilan mikroorganizma sinifina girmektedir.

Sekil 2.44. G. Oxydans hiicrelerinin goriiniimii

G. Oxydans hiicrelerinde elektron tagima sisteminin kompozisyonu hala kesin degildir.
Bu tiir bakteriler acorobik solunum yaptiklar1 igin enerji elde etmek i¢in okside olmalari
gerekir.

Gluconobacter Oxydans en onemli yikim yollardan biri olan pentoz fosfat yolu ile

sekerlerin ve poliollerin yikimimi gerceklestirir. Bu yontemde oksidasyon iirlinii olarak
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sekerler, alifatik ve siklik alkoller, steroidler olusur. Diger bir yontem de pentoz fosfat
yolunda substratlar (polioller ve sekerler) ¢ogu zaman once 6zel kinaz enzimleriyle
fosforilasyonu olur daha sonra dehidrogenazlar ve izomerazlar kullanilarak parcalanir.
Pentoz fosfat yolu disinda, G. Oxydans bircok membrana bagl dehidrogenaz enzimleri
ierir ve bu enzimler alkolleri ve sekerleri kismi olarak okside eder. Uriin olarak olusan
aldehitler, ketonlar ve asitler hiicreden bosaltilir. Bunlar glutamat, aspartat ve siiksinat
biyosentezleri i¢in temelde sorumludurlar. Bundan dolay: trikarboksilik asit dongiisii

boyunca bu 6zelliklere sahiptir.

Dihidroksi asetondan okside gliserole dogru ilerleyen bir siiregte, sorbitol, glukonat ve
arabitol oksitlemek i¢in membrana gliserol dehidrogenaz baglanir. G. Oxydans bir¢cok
membrana bagli dehidrojenazlari icerir ki bunlar biyoteknolojik deneylerde substratlarin
tamamlanmamis oksidasyonu igin ¢ok yararhidir. G.Oxydans hiicrelerinin kullanildigi
biyosensor uygulamalarinda ¢esitli immobilizasyon yontemleri kullanilarak D-Glukoz,
D-Fruktoz, D-ksiloz, laktat, etanol, gliserol, siikroz ve laktoz tayinine yOnelik
biyosensorler hazirlanabilir. Gluconobacter tiirlerinde alkol oksidasyonu, glukoz
oksidasyonunda oldugu gibi farkli metabolik yollarla gergeklestirilir. Birinci yolda alkol
sitoplazmik membran yolu ile tasinir ve sitozolik alkol ve aldehid dehidrogenazlarla
oksidasyonu gerceklestirilir. Ikinci yolda ise membrana bagl dehidrogenazlarla

periplazmik boslukta direkt oksidasyon yapailir.
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3. ATERYAL VE METOT

3.1. Kullanilan Cihazlar

Elektrokimyasal Olciim Cihazi

Amperometrik 6l¢cliim islemlerinde Palm-Sens PcTrace 4,6 elektrokimyasal analiz cihazi
kullanildi. Cams1 karbon ya da grafit elektrotlar ¢alisma elektrodu olarak, Ag/AgCl
elektrotlar (I¢ ¢dzelti olarak doygun AgCl iceren 3M KCI ¢ozeltisi kullanilan
Radiometer Analytical Elektrotlar, REF321) referans elektrot olarak ve platin elektrotlar

(Metrohm, Isvicre) karsit elektrot olarak kullanildu.

Terazi

Hassas tartim islemlerinde 0,0000 hassasiyete sahip Metler Toledo JB1603-C/FACT

marka hassas terazi kullanildi.

Erime Noktasi Tayin Cihazi

Erime noktasi tayinleri, Electrothermal 9100 marka cihaz ile yapild1.

Fourier Transform Infrared (FT-IR) Spektroskopisi

IR spektrumlar1 KBr paletleri halinde Perkin Elmer Spectrum 100 FT-IR

spektrometresinden alindi.

Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) Spektroskopisi

'H NMR ve BC NMR spektrumlar1 ¢6ziicli olarak CDCl; ve DMSO-d6 kullanilarak
Varian ve Bruker 400 MHz spektrometre ile alindi. NMR spektrumunda kayma
degerleri (0) ppm cinsinden belirtildi.

pH Metre

Tampon ¢ozeltilerinin pH’larmin 6l¢lilmesinde Thermo marka Orion model 720A pH

metre cihazi kullanildi
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Fotoliiminesans Spektroskopisi

Sentezlenen bilesiklerin fotofizksel 6zellikleri UV-Vis spektroskopi (¢ift 151 yollu UV-
Vis Spektrofotometresi Perkin Elmer Lambda 25) ve Fotoliiminesans Spektroskopi
Shimadzu RF-5301PC spektroflorometre cihazlari kullanildi.
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3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu ¢aligmada kullanilan kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler; Merck, Fluka, Aldrich ya da

Acros gibi yabanci firmalardan satin alindi. Gerekli olan baz1 baslangic maddeleri ise

laboratuar sartlarinda sentezlendi. Baslangic maddeleri ve ara maddelerin sentezi inert

atmosfer gerektirdiginden tiim cam malzemeler 110°C’de etiivde bir gece bekletildikten

sonra kullanildi. Maddeler reaksiyon ortamina kuru enjektorler yardimiyla eklendi.

Coziictilerin cogu kuru olarak kullanildi.

° Kloroform, metanol, etil asetat ve hekzan gibi ekstra saf ozellikteki ¢oziiciiler
once destillenmis sonra 4A molekiiler sieve iizerinde saklandi.

. Toluen ise CaH; iizerinden destillenip kurutulduktan sonra N, atmosferi altinda
4A molekiiler sieve veya sodyum pargaciklari iizerinde muhafaza edildi.

o Aseton susuz CaCl, iizerinden destillenip 4A molekiiler sieve igerisinde sakland1.

. THF ise kurulan 6zel diizenek ile sodyum metali iizerinden destile edilip
kullanildi.

Kat1 maddeler 1-2 giin 110 %C°de etiivde bekletildikten sonra desikant olarak MgSOyq,

CaCl, kullanilan vakum desikatoriinde muhafaza edildi.

Reaksiyonlar Ince Tabaka Kromatografisi (ITK) ile izlenerek iiriinlerin pek ¢cogu kolon

ve flas kromatografi ile saflastirildi. ITK’da TLC aluminium sheet Merck 60 F254

silikajel kartlar kullanilirken kolon ve flag kromatografide adsorban olarak silikajel 60

(230-400 Mesh) kullanilmistir. Reaksiyon sonrasi ekstraksiyon islemlerinde organik

faz1 kurutmak i¢in susuz MgSQOy kullanildi.

Calismada kullanilan elektrot yiizeylerinin temizlenmesi icin BASI marka temizleme

Kitleri (MF-2060 PK- 4) kullanildi.
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3.3. Kullanilan Cozeltiler

3.3.1. Fosfat Tampon Cozeltisi

PBS (Fosfat Tampon Cozeltisi) tamponu biyolojik uygulamalarda canli organizmadaki
pH kosullarin1 sagladigi i¢in kullanilmaktadir. In vitro hiicre kiltiirii ¢aligmalarinda
hiicrelere uygulanacak 6rnekler PBS tamponunda hazirlanir. Tampon hazirlamak i¢in
asagidaki maddeler belirtilen miktarlarda tartilarak bir beherin i¢ine alind1.

Malzemeler: NaCl 8,0 g/L, KCI 0,2 g/L, Na;HPQO, 1,44 g/L, KH,PO, 0,24 g/L, 500 mL
tampon hazirlamak i¢in beherin iizerine yaklasik 490 mL distile su eklendi. Daha sonra
manyetik karstiricada ¢oziinlinceye kadar karistirildi. Coziindiikten sonra beherdeki
cozelti 500 mL'ye tamamlandi. Daha sonra uygun bir siseye alinarak denemelerde

kullanmak tizere +4°C buzdolabinda saklandi.

3.3.2. Asetat Tampon Cozeltisi

Sodyum asetat belli miktarlarda tartilarak saf suda ¢oziildii, hazirlanan ¢6zeltinin pH’s1
0,1 M Asetik Asit ile 7,0 olarak ayarlandi ve ¢6zeltideki analitik derisimi 0,1 M olacak
sekilde seyreltildi. Farkli pH ve derisimlerdeki tampon ¢ozeltileri hazirlamak i¢in ayni

yol izlendi. Tampon ¢6zeltiler buzdolabinda +4 °C’de saklandi.

3.3.3. Glukoz Cozeltisi

Belli bir miktarda tartilan glukoz pH’s1 7,0 olan 0,1 M fosfat tamponuyla 1 M’lik
cozeltisi hazirlandi. Hazirlanan bu c¢ozeltiden seyreltme islemi yapilarak istenilen
derisimdeki glukoz ¢6zeltileri hazirlandi. Farkli pH’daki glukoz ¢ozeltileri hazirlamak
icinde ayn1 yol izlendi. Hazirlanan glukoz ¢dzeltileri mutarotasyon i¢in 24 saat oda
sicakliginda bekletildi ve en fazla 7 giin kullanildi. Bu siire i¢cinde buzdolabinda +4 °C

de muhafaza edildi.
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3.3.4. Glukoz Oksidaz Enzim Cozeltisi

Glukoz oksidaz enzimi (Aspergillus Niger) 1 mg tartildi ve 5 ml pH 7,0 olan fosfat
tamponunda ¢6ziildii. Deney sirasinda kullanilacak olan enzim ¢dzeltisi buzdolabinda
+4 °C de bekletildi. Uzun siire kullanilmadig1 zaman ¢6zelti derin dondurucuda -20 °C

de muhafaza edildi.

3.3.5. Ksantin Oksidaz Enzim Cozeltisi

Deneysel c¢alisma boyunca hazirlanan enzim biyosensorlerinde kullanilan ksantin
oksidaz enizmi 1 mg tartilip pH 7,0 olan 0,01 M fosfat tampon ¢ozeltisi igerisinde
coziilerek hazirlandi. Ksantin oksidaz ¢ozeltisi seri caligmalar i¢in giinlilk olarak

hazirlanmis ve ¢alismalar boyunca -18 °C’de muhafaza edildi.

3.3.6. Ksantin Cozeltisi

Ksantin ¢Ozeltilerinin hazirlanmasinda derisimi 1,0 x 102 olacak sekilde 50 ml stok
¢oOzelti hazirland1 bunun i¢in, ksantinden Uygun miktarda tartildi ultra saf su ve 0,1 M

NaOH ¢ozeltisi kullanilarak ¢dziildii. Ve ¢alismalar boyunca +4 °C’de muhafaza edildi.

3.3.7. Gluteraldehit Cozeltisi

Derisik Gluteraldehit ¢ozeltisinden uygun miktarlarda alinarak %2,5 ve %]1°lik

gluterladehit ¢ozeltileri hazirlandi.
3.3.8. Diger Cozeltiler
Askorbik asit, ksilol, metanol, 3-asetamidofenol, sodyum benzoat, 1,0x102 M stok

cozeltileri, s6z konusu maddelerin uygun miktarlar tartilarak saf suda ¢oziinmesiyle

hazirlandi.
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Urik asit ¢dzeltisinin hazir Kat1 {irik asitten belli bir miktar tartilarak 0,1 M sodyum
hidroksit ¢ozeltisinde ¢oziildiikten sonra derisimi 0,1 M pH:7,4 olan fosfat tamponu ile

tamamlanarak derisimi 1310 M olan 25 mL stok iirik asit ¢ozeltisi hazirlandu.
3.4. Gluconobacter Oxydans Hiicrelerinin Kiiltivasyonu

G.Oxydans hiicreleri igin biiyiime ortami i¢in agar ortami hazirlandi. Bunun i¢in 100 gr
D-Glukoz (g/L); 10 gr maya ekstrat1 (g/L); 20 gr kalsiyum karbonat (g/L); 20 gr agar
(g/L).Biiyliime ortami i¢in; 5 gr D-Glukoz (g/L); Sgr maya ekstrakti1 (g/L). Stok kiiltiirler
yatik agarda 28 %C’de 24 saat boyunca inkiibe edildi. Hiicreler yatik agardan 5 ml lik
biliylime ortamina alinarak 28 °C’ de,175 rpm calkalamal1 inkiibatorde 24 saat boyunca
inkiibe edildi. Hiicreler 50 ml lik biiyiime ortamuna almarak 28 °C’de 175 rpm 17 saat
boyunca iiremeye birakildi. G.Oxydans hiicrelerinin 17. saatinde biiyiime ortamindan
almarak 10 ml almarak % 0,9 luk NaCl ¢ozeltisi ile yapilan seyreltmelerden dokme
plaka yontemine gore petrilere pipetlendi ve iizerine 45 °Cde besi agar1 dokiildiikten
sonra petriler 28 9C’de 12 saat inkiibe edildi. Hiicrelerin biiylimeleri spektrofotometrik

olarak 600 nm’de absorbanslar1 okunarak izlendi.
3.5. DTP Tiirevlerinin Sentezi ve Karakterizasyonu

Bu tez ¢alismasi kapsaminda 10-(4H-Ditiyeno[3,2-b:2’,3’-d]pirol-4-il)dekan-1-amin ve
5-(4H-ditiyol[3,2-b:2°,3’-d]pirol-4-il)naftalin-1-amin bilesiklerinin Pd ve Cul gibi
katalizorler kullanilarak Sekil 3.1 ve Sekil 3.2°de gosterildigi gibi sentezi 1 ekivalent
3,3’-Dibrom-2,2’-bitiyofen ve 1 ekivalent diamin bilesiklerinin kapling reaksiyonu ile
DTP-Aril-NH; ditiyolpirol ve DTP-AIkil-NH, monomerleri sentezlendi (Azak ve ark.,
2013;Udum ve Ark.,2014).
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Sekil 3.1. DTP-AIkil-NH, ditiyolpirol bilesik sentez semast

\
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NH,

Sekil 3.2. DTP-Aril-NHj ditiyolpirol bilesik sentez semasi

3.5.1. 3,3’-Dibrom-2,2’-bitiyofen Sentezi

Karbon-brom bagi, organik kimyada karbon-karbon ve karbon heteroatom baglari
olusturmada kullanilan en onemli islevsel gruplardan birisidir. 2,2’-Bitiyofen, glasial
asetik asit icerisinde brom ve c¢inko ilave edilerek, 3,3’-dibrom-2,2’-bitiyofen

bilesiginin sentezi asagida anlatildig1 gibi gergeklestirildi.

1,39 g (8,36 mmol) 2,2’-bitiyofen (1), 10 mL glasial asetik asit igerisinde ¢oziilerek,
karigima 10 mL glasial asetik asit icerisinde ¢éziinmiis 4,80 g (30,80 mmol) brom oda
sicakliginda 20 dakikada damlatilarak ilave edildi. Karigim 16 saat oda sicakliginda,
daha sonra 24 saat yag banyosunda 90 °C’de karistirildi. Karigim oda sicakligina
sogutulup iizerine 0,41 g (6,33 mmol) cinko tozu yavas yavas ilave edildi. Karisim yag
banyosunda 16 saat 90 °C’de karistirildiktan sonra oda sicakligma sogutuldu. Karigimin
glasial asetik asit ¢Oziiciisi vakumda uzaklastirildi. Karisim 100 mL CH,Cly’de
¢oziiliip, %10’luk KOH (2x50 mL) ve su (1x50 mL) ile yikandi. Organik faz MgSO, ile

kurutulup, ¢oziiciisii vakumda uzaklastirildi. Ham iirlin etanolden kristallendirildi ve
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%85 verimle 3,20 gr iirlin elde edildi. Ve elde edilen agik gri renkli kristallerin erime
noktasi 102 °C olarak bulundu.

Sekil 3.3’te 3,3’-dibrom-2,2’-bitiyofen (2) sentezi gosterilmistir.

Br

/ \ s Zn, AcOH / \
S S
\ / Br,, AcOH S \

Br
1 2

Sekil 3.3. 3,3’-dibrom-2,2’-bitiyofen (2) sentezi

3.5.2. 10-(4H-Ditiyol[3,2-b:2°,3’-d]pirol-4-il)dekan-1-amin Sentezi

100 mg (0,31 mmol) 3,3’-Dibrom-2,2’-bitiyofen ve 53 mg (0,31 mmol) 1,10-
diaminodekan bilesigi tizerine sirasiyla, BINAP 14 mg (0,02 mmol), Pd,(dba); 14 mg
ve (0,015 mmol), t-BuONa 65 mg (0,67 mmol) 4 mL kuru toluen igerisinde ¢oziildii.
Karisimin igerisinden 10 dakika azot gaz1 gegirildi ve azot atmosferinde yag
banyosunda 130 °C’de 5 giin karistirildi. Reaksiyonun ilerleyisi TLC ile takip edilerek
baslangic maddesinin bittigi anda reaksiyon durduruldu ve ¢6ziici vakum altinda
uzaklastirildi. Ham tiriin 30 mL EtOAc ile ¢oziilerek su (1x20 mL) ile yikandi. Su fazi
tekrar EtOAc (2x30 mL) yikandi. MgSOy ile kurutulan organik ¢ozeltinin ¢oziiciisii
vakumda uzaklastirildi. Ham iiriin silikajel (20 g) kolondan metanol ile eliie edildi.
Organik ¢oziicii vakumda uzaklastirilarak %45 verimle 46 mg elde edildi.
Metanol/hekzanda kristallendirilen sar1 renkli kristallerin erime noktas1 147 °C olarak
bulundu.

Sekil 3.4. 10-(4H-Ditiyol[3,2-b:2°,3’-d]pirol-4-il)dekan-1-amin(3)sentezi gosterilmistir.
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Sekil 3.4. 10-(4H-Ditiyol[3,2-b:2°,3’-d]pirol-4-il)dekan-1-amin (3) sentezi

3.5.3. 5-(4H-ditiyol [3,2-b:2",3’-d]pirol-4-il)naftalin-1-amin Sentezi

200 mg (0,617 mmol) 3,3’-dibromo-2,2’-bitiyofen (2) bilesigi ve 195 mg (1,233 mmol)
1,5-diaminonaftalin (4) bilesigi lizerine sirasiyla Cs,CO3 400 mg (1,134 mmol), Cul 20
mg (0,105 mmol), L-pirolin 15 mg (0,13 mmol) ilave edildi ve 2 mL DMSO igerisinde
coOziilen karigim azot gazi gegirilerek geri sogutucu altinda 110 °C’yi agsmayacak sekilde
8 giin siireyle refliiks edildi. Bu silire boyunca reaksiyonun ilerleyisi TLC ile takip
edilerek baslangic maddesinin bittigi anda reaksiyon durduruldu ve doygun NaCl
¢ozeltisiyle doyurulup EtOAc (3x30 mL) ile ekstraksiyon yapildi, MgSOy ile kurutuldu.
Organik fazin ¢oziiciisii vakum altinda uzaklastirildi. Balonda bulunan madde metilen
kloriir ve n-Hekzan ile kristallendirildi. Ust faz almarak organik ¢dziicii vakumda
uzaklastirildi ve %30 verimle 118 mg olarak elde edildi.

Sekil 3.5’te  5-(4H-ditiyol [3,2-b:2’,3’-d]pirol-4-il)naftalin-1-amin  (5) sentezi

gosterilmistir.
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Sekil 3.5. 5-(4H-ditiyol [3,2-b:2”,3’-d]pirol-4-il)naftalin-1-amin (5) sentezi
3.6. Floresans Ozelliklerinin incelenmesi

Sentezlenen 10-(4H-Ditiyeno[3,2-b:2’,3’-d]pirol-4-il)dekan-1-amin (3) ve 5-(4H-
ditiyol[3,2-b:2°,3’-d]pirol-4-il)naftalin-1-amin (5) monomerlerinin floresans Slgiimleri
THF, DMF, DCM,CHCI3; ve MeOH gibi farkli ¢oziiciiler igerisinde alindi. Uyarim ve
1s1ma slit araligt 3 nm olarak ayarlandi. Analizler 1 mg 6rnek ve 3 ml ¢dziiciiniin

konmasi suretiyle gerceklestirildi.

3.7. Cams1 Karbon Elektrodun Temizlenmesi

Elektrokimyasal analizlerde islemden oOnce elektrotlarm temiz olmasi oldukca
onemlidir. Bu islemdeki amag elektron transferini engelleyen adsorplanmis maddelerin
yiizeyden uzaklastirilmasi ve elektrot yiizeyinin mikro yapismin degistirilmesi olarak
aciklanabilir. Elektrot yiizeyinin yeteri kadar temiz olmamasi, voltamogramlara ait pik
akimmda azalma ve pik potansiyelinde negatif ya da pozitif kaymalar sebebiyle
olumsuz sonuglar dogurabilir. Bu nedenle bu g¢aligmada kullanilan camsi karbon
elektrodun ylizeyi modifikasyon islemine baslamadan once kadife yiizeylere sirasiyla
uygulandi 0,3 ve 0,05 um boyutlarindaki siispansiyon seklindeki aliimina tozlari
varliginda, saat yoniinde ve saat yoniiniin tersi yonde dairesel hareketlerle parlak ve
diizgiin hale getirildi ve bu islem her deneyden once tekrar edildi. Aliimina tozu ile
temizlenen elektrotlarin yiizeyindeki aliimina tozlar1 yilizeyin saf su ile yikanmasiyla
uzaklastirildi, ylizey saf suda ve asetonitrilde 3’er dakika sonikasyon islemine tabi

tutuldu.
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3.8. Elektropolimerizasyon ile Elektrotlarin Hazirlanmasi

3.8.1. 10-(4H-Ditiyeno[3,2-b:2,3’-d]pirol-4-il)dekan-1-amin Monomerinin

Elektropolimerizasyonu

10-(4H-Ditiyeno[3,2-b:2’,3’-d]pirol-4-il)dekan-1-amin monomerinin
elektropolimerizasyonu i¢in , camsi elektrot ylizeyi temizlendikten sonra 0,387g
TBAPFs, 2,50 mg monomer asetonitril ¢ozeltisi icinde hazirlandiktan sonra dongiisel
voltammetrik yontemle -1,0 ile 1,0 V arasinda 0,1 V/s tarama hizinda 20 dongii ile

elektropolimerizasyon islemi uygulanarak elektrot yiizeyi monomer ile modifiye edildi.

3.8.2. 5-(4H-ditiyol[3,2-b:2°,3’-d]pirol-4-il)naftalin-1-amin Monomerinin

Elektropolimerizasyonu

Cams1 elektrot yiizeyi temizlendikten sonra 0,387 TBAPFg 2,50 mg monomer
asetonitril ¢6zeltisi i¢inde hazirlandiktan sonra dongiisel voltammetrik yontemle -1,0 ile
1,0 V arasinda 0,1 V/s tarama hizinda 20 dongii ile elektropolimerizasyon islemi

uygulanarak elektrot ylizeyi monomer ile modifiye edildi.
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3.9. Hazirlanan Biyosensorler

Bu tez caligmasi kapsaminda glukoz ve ksantin tayinine yonelik olarak hazirlanan

biyosensor sistemleri iki sinifta toplanmaktadir.

3.9.1. Enzim Biyosensorler

Glukoz Oksidaz Enzim Biyosensorlerinin Hazirlanmasi

Glukoz tayinine yonelik poly (DTP-Alkil- NHy) ve poly (DTP-Aril-NHy) ile modifiye
edilmis camsi1 karbon elektrotlar1 temel alan glukoz oksidaz enzim biyosensorleri

hazirland1 ve glukoz tespiti igin optimum parametreler belirlendi.

Bunun i¢in, polimerizasyon isleminden sonra glukoz oksidaz enziminin
immobilizasyonu i¢in, 1mg/mL enzim ve %21’lik 5 uL glutaraldehit igeren fosfat
tampon ¢ozeltisini (50 mM, pH 7,0) iletken polimerle kaplanmis camsi elektrot tizerine
yayarak ve oda sicakliginda 1 saat boyunca kurutmaya birakilarak yapildi. Elektrot
yiizeyi destile su ile yikanarak ¢alisma sicakligi ve tamponunda 10 dakika bekletildi

(Her iki monomer iginde ayni islemler ayr1 ayr1 gergeklestirildi).

Bu c¢alismada DTP-AIlKil-NH, ve DTP-Aril-NH, monomerlerinin elektrokimyasal
olarak polimerlesmesiyle elde edilen iletken polimerin serbest amin gruplar1 olmasi
sebebiyle enzim immobilizasyonu yukarida anlatilan islem sayesinde kolaylikla

olmustur.

DTP-Aril-NH; kapli film
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Sekil 3.6. poly(DTP-Aril-NH;) glukoz oksidaz enzim elektrodunun hazirlanmasi



Ksantin Oksidaz Enzim Biyosensoriiniin Hazirlanmasi

Polimerizasyon isleminden sonra ksantin oksidaz enziminin immobilizasyonu igin,
%2,5 lik 5 pL glutaraldehit igeren potasyum fosfat tampon ¢ozeltisini (10 mM, pH 7,0)
iletken polimerle kaplanmis grafit elektrot iizerine yayarak ve oda sicakliginda 3 saat
boyunca kurutmaya birakildi. Gluteraldehit ¢ozeltisiyle modifiye edilmis calisma
elektrot yiizeyi lizerine, amonyum siilfat ¢ozeltisi icinde 2 mgr XOx enziminin 48 saat
boyunca 4 OC ortaminda 150 rpm donme hizinda karistirilmak siiretiyle hazirlanan XOx
enzim soliisyonu yayildi.

By BN ms

ol

(51,
N HoN HoN H,N
B ( (
S S
Elektropolimerizasyon immobilize XOx

N / DTP-Alkil-NH; kapli film XOx immobilize elektrot

Sekil 3.7. poly(DTP-AIkil-NH;) ksantin oksidaz enzim elektrodunun hazirlanmasi

Enzim Biyosensorlerinin Calisma Ilkesi

Uclii elektrot sisteminin kullanildig1 amperometrik &lgiimlerde referans elektrot olan
Ag/AgCl’e kars1 -0,7 V sabit potansiyel uygulanir. O; asagidaki esitlige gore indirgenir
ve tiiketilen O, konsantrasyonu ile orantili olarak akim elde edilir. Oksijen tiiketimine

iliskin reaksiyonlar asagida verilmistir.
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Katodik Reaksiyon : Oz +2H,0 ——— 2 H;0,

H,0, +2e- —» 2HO’

Anodik Reaksiyon : Ag+Cl- ——» AgCl+e

Toplam Reaksiyon: 4Ag + O, + 2H,0 +4ClI" 4AgCl + 4HO'

Yapilan elektropolimerizasyon ve amperometrik deneyler, calisma elektrodu olarak
camsi karbon ve grafit elektrotlar ile Ag/AgCl referans elektrot ve karsit elektrot
olarakda platin elektrot iceren bir ii¢ elektrotlu hiicre konfiglirasyonu ve bir
potensiyostat kullanild1. Biitiin deneyler oda sicakliginda (25 °C) elektrokimyasal olarak
10 mL 50 mM pH:7,0 potasyum fosfat tampon c¢ozeltisi i¢inde yapilmistur.
Amperometrik deneylerde biyosensor tampon cozeltisi icerisinde kalibre edildikten
sonra ortama substrat eklenmesi yapilarak akim yogunlugu (uA/cmZ) Olciilen biyosensor
tepkisi glukoz varliginda -0,7 V sabit potansiyel altinda oksijen tiiketilerek alindi. Her

Olciimiin sonunda tampon ¢ozeltisi yenilendi.

H,0,

H o0, H,0 H
HN N O S HN N
T Ty —— T o
0” >N~ N XOD 0o” >N~ N
H H H

Ksantin Urik Asit

Sekil 3.8. Ksantin oksidaz ile ksantin arasindaki enzimatik reaksiyon

Hazirlanan ksantin oksidaz biyosensoriin isleyisi Sekil 3.8’da gosterilen ksantin oksidaz
ile ksantin arasinda meydana gelen enzimatik reaksiyon sonucunda olusan H,O,’in
yiikseltgenme akiminin Olgtimii lizerinden gerceklesmektedir. Belirli
konsantrasyonlardaki glukoz ve ksantin standartlarina iligkin alman akim degerleri ile
kalibrasyon grafigi elde edilmistir. Kalibrasyon grafiginin egimi kullanilarak dogal

orneklerdeki glukoz ve ksantin miktar1 da tayin edilebilmistir.

97



3.9.2. Mikrobiyal Biyosensor

Hazirlanan her mikrobiyal biyosensoriin ayni sayida hiicre igermesi biyosensorlerin
performans faktorleri agisindan onemlidir. Bu nedenle elde edilen optik yogunluk
sonuclarina bagli olarak gerekli seyreltmeler yapilarak mikrobiyal biyosensorii
hazirlandi. Biyosensorlerin hazirlanisi sirasinda ilk olarak G. Oxydans hiicreleri iceren
10 ml biiyiime ortam1 6000 gr’da 15 dakika santrifiijlendi. Ust faz atildi, ¢oken hiicreler
50-1 oraninda pH: 7,0; 50 mM fosfat tamponunda ¢oziildii ve bu karisim biyosensor

hazirlanmasinda kullanildi.

Mikrobival Biyosensorlerin Calisma Ilkesi

Mikrobiyal biyosensorlerle yapilan dl¢iimlerde canli hiicrelerin metabolik aktiviteleri
sonucu kullandiklar1 oksijenden kaynaklanan sinyal izlenmektedir. Elektrotlarin
yiizeyine canli hiicreler immobilize edilmistir. Ol¢iim hiicresine substrat ilavesinin
ardindan, metabolik aktivite sonucunda oksijenin kullanilmasi ¢oziinmiis oksijen
miktarnin  farklanmasina neden olmaktadir. Coziinmiis oksijen miktarindaki
farklanmanin bakteri hiicrelerini temel alan biyosensorlerle belirlenmesi miimkiindiir.
Yapilan calismalarda reaksiyon -700 mV’da amperometrik olarak akimdaki farklanma
izlendi.

Olgiim yapilmadan dnce mikrobiyal biyosensor termostata bagl reaksiyon hiicresine
almarak ve manyetik karistiric1 ile karistirilarak ¢alisma tamponu ve 30 °C sicaklikta 3
dk. boyunca bekletildi. Substrat ilavesi Oncesinde ve sonrasinda akim degerleri
birbirinden farklandi. Metabolik aktivite sonucunda okunan akim degeri, substrat
yokluguna kiyasla daha disiiktiir. Deneysel c¢alismalarda, her iki denge durumunda
okunan akim degerinin farki alindi. S6z konusu farklanma, substrat derisimiyle
orantilidir ve A/cm’ olarak belirlendi. Bu kisimda éncelikle glukoz derisimi ile akim
degerindeki farklanmalar arasinda grafikler ¢izildi ve ¢esitli parametrelerin sensor

cevabina etkileri belirlendi.
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3.9.2.1. 10-(4H-Ditiyeno[3,2-b:2°,3’-d]pirol-4-il)dekan-1-amin) (DTP-Alkil NH,)
Polimer Bazh G.Oxydans Biyosensorii

Biyosensoriin hazirlanisi sirasinda hiicreler pH: 7,0; 50 mM fosfat tamponunda ¢oziildi
ve bu karisim biyosensor hazirlanmasinda kullanildi. Hazirlanan G. Oxydans hiicre
karigimindan 5 pL ve 5 uL de %1 lik Gluteraldehit ¢ozeltisi iletken polimerle kaplanmig
grafit elektrot lizerine yayarak ve oda sicakliginda 1 saat boyunca kurutmaya birakilarak
yapildi. Elektrot ylizeyi distile su ile yikanarak c¢alisma sicakligi ve tamponunda 10
dakika  bekletildi.  DTP-AIKil-NH, ~ monomerinin  elektrokimyasal  olarak
polimerlesmesiyle elde edilen iletken polimerin serbest amin gruplari olmasi sebebiyle
G.Oxydans bazli biyosensor sisteminin hazirlanmasi kolaylikla gergeklestirildi.
Gelistirilen biyosensor sistemi ile 10 ml pH:7,0 fosfat tamponunda, ortamda
konsantrasyonu 2,5 mM olacak sekilde glukoz eklenerek oksidasyon pikinde meydana

gelen degisimler izlenerek kaydedildi.
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Sekil 3.9. Poly (DTP-AIkil-NH;) / G.Oxydans elektrodunun hazirlanmasi
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3.10. Enzim Biyosensor Elektrotlarinin Optimum Kosullarinin Belirlenmesi
3.10.1. DTP-AIKil-NH; Ditiyolpirol Glukoz Biyosensor Elektrodu

3.10.1.1. Optimum pH

Glukoz oksidaz biyosensoriiniin optimum pH’smi1 belirlemek amaciyla sodyum fosfat
ve sodyum asetat tamponlar1 kullanildi. 50 mM konsantrasyonda sodyum asetat ile
pH’s1 3,0; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5 olan tamponlar hazirlandi. Asetat tamponu glukoz oksidaz
enzimi i¢in en uygun tampon olmasi asetat tampounu hazirlamamiz da sebeb oldu.
Hazirlanan her bir tampon ile alinan biyosensér cevaplari kaydedilerek glukoz
biyosensoriiniin optimum pH degeri belirlendi. Denemeler sonucunda elde edilen

verilere gore biyosensoriin optimum pH-Akim grafigi cizildi.

3.10.1.2. Tarama Sayis1

Bu ¢aligmada tarama sayisinin biyosensor cevabi iizerindeki etkisi belirlendi. Bu amaca
yonelik olarak; biyosensér hazirlanmasinda artan tarama sayisi ile biyosensor cevabi

arasindaki iliski incelendi.

3.10.2. DTP-Aril-NH; Ditiyolpirol Glukoz Biyosensor Elektrodu

3.10.2.1. Optimum pH

Glukoz oksidaz biyosensoriiniin optimum pH’smi1 belirlemek amaciyla sodyum fosfat
ve sodyum asetat tamponlari kullanildi. 50 mM konsantrasyonda sodyum asetat
tamponu ile pH’s1 3,0; 3,5; 4,0; 4,5 olan tamponlar hazirlandi. Hazirlanan her bir
tampon ile alman biyosensor cevaplar1 kaydedilerek glukoz biyosensdriiniin optimum
pH degeri belirlendi. Hazirlanan biyosensor ile pH optimizasyonu yapildi. Bunu takip

eden ¢aligmalarda en yiiksek akim degerinin oldugu pH degerinde devam edilmistir.
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3.10.2.2. Tarama Sayisi

Bu c¢aligmada tarama sayisinin biyosensor cevabi tizerindeki etkisi belirlendi. Bu amaca
yonelik olarak; biyosensdr hazirlanmasinda artan tarama sayisinin biyosensor cevabi

uzerinde ki etkisi incelendi.

3.10.3. DTP-AIKil-NH; Ditiyolpirol Ksantin Biyosensor Elektrodu

3.10.3.1. Optimum pH

Ksantin oksidaz biyosensoriiniin optimum pH’sin1 belirlemek amaciyla sodyum fosfat
(PBS) tamponlar1 kullanildi bunun i¢in 10 mM konsantrasyonda fosfat tamponu (PBS
tamponu) ile pH’s1 5,0 dan 8,0 a kadar olan tampon ¢ozeltiler hazirlandi. Hazirlanan her
bir tampon ile alinan biyosensor cevaplar1 kaydedilerek ksantin biyosensoriiniin

optimum pH degeri belirlendi. Hazirlanan biyosensor ile pH optimizasyonu yapildi.

3.10.3.2. Tarama Sayis1

Elektrot yiizey iizerinde polimer kalinlig1 yani elektropolimerlesme sirasinda ki tarama
sayisi, enzim ile elektrot arasinda ki elektron transferinde etkili oldugu i¢in ¢cok dnemli
bir parametredir. Bunun sebepten polimer film kalinliginin etkisini biyosensor
elektrodunun amperometriksel olarak Olclilmesiyle arastirildi. Polimer kalinliginin
optimizasyonu c¢aligmasinda 1,3,5,10,15,20 dongii sayisina kadar calisma elektrodu
iizerinde polimer film tabakasi kaplandi ve elektrot ylizeyinde optimum kalinlik degeri

bulundu.
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3.10.3.3. Optimum Sicakhk

Ksantin biyosensorlerinin optimum sicakligmin belirlenmesine yonelik caligmalarda
25-45 °C’de diisiik sicakliktan yiiksek sicakliga dogru olciimler yapilarak ksantin
biyosensoriine ait akim yogunlugu degerleri izlendi. Caligmalar pH 7,4; 10 mM fosfat
(PBS) tamponunda gerceklestirildi. Yapilan denemeler sonucunda sicaklik ve %

biyosensor cevabi arasinda grafik ¢izildi.

3.10.3.4. Calisma Potansiyeli

DTP-AIlkil-NH, Ditiyolpirol ksantin biyosensor elektrodun hidrojen perokside
duyarliligimni arastirirken, hidrojen peroksidin yiikseltgenebilmesi i¢in uygun
potansiyelin belirlenmesi amaciyla, ¢esitli caligma potansiyellerinde kalibrasyon egrileri
c¢izildi. Bu potansiyeller -0,3 V ile 0,70 V arasinda degisen potansiyeller uygulandi. Bu

potansiyellerde ¢izilen kalibrasyon egrilerinden en iyi ¢aligma potansiyeli belirlendi.

3.11. Mikrobiyal Biyosensor Elektrodlarinin Optimum Kosullarin Belirlenmesi
3.11.1. DTP-AIkil-NH; Ditiyolpirol G.Oxydans Biyosensor Elektrodu

3.11.1.1. Optimum pH

pH hiicrelerin metabolik aktivitesini belirleyen onemli bir parametredir. G. Oxydans
biyosensoriiniin optimum pH’sin1 belirlemek i¢in 50 mM pH 5,5 sodyum asetat
tamponu ve pH 6,0; 6,5; 7,0 sodyum fosfat hazirlandi ve hazirlanan tamponlar
kullanilarak akim degerlerindeki farklanmalar incelenmistir. Olusturulan grafikte en iyi
akim cevabinmn alindig1 pH degeri ile hazirlanan tampon sistemi tiim ¢alismalar bu pH

degeri iizerinden devam etti.
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3.11.1.2. Tarama Sayisi

Bu ¢aligmada tarama sayisimin biyosensor cevabi tizerindeki etkisi belirlendi. Bu amaca
yonelik olarak; biyosensor hazirlanmasinda artan tarama sayisi ile biyosensor cevabi

arasindaki iligki incelendi.

3.12. Biyosensor Elektrotlarimin Performans Faktorleri
3.12.1. DTP-AIKil-NH; Ditiyolpirol Glukoz Biyosensor Elektrodu

3.12.1.1. Dogrusal Tayin Arahgi

Gelistirilen biyosensorlerin  biyoaktif tabaka bilesenleri ve c¢alisma kosullarmin
optimizasyonu sonrasi karakterizasyonu amaciyla standart akim-konsantrasyon grafigi
cizilerek glukoz Olglim araligi belirlendi. Bunun igin biyosensoriin farkli glukoz
konsantrasyonlarinda ki cevabimni gérmek i¢in 6l¢iimler 50 mM pH 4,5 sodyum asetat
tamponunda oda sicakliginda gergeklestirildi. Belirlenen galisma kosullarinda, farkli

substrat konsantrasyonlarinda elde edilen biyosensor cevaplari kaydedilmistir.

3.12.1.2. Analiz Sonug¢larinin Tekrarlanabilirligi ve Operasyonel Stabilite

Optimize edilmis ¢alisma kosullarinda hazirlanan glukoz oksidaz enzim elektrodu ile
dogrusal tayin araligina giren bir glukoz konsantrasyonu segilerek 60 tekrarli dlgiim
alindi. Kalibrasyon grafikleri yardimiyla konsantrasyon degerleri saptanarak standart
sapma (S.D.) ve varyasyon katsayilar1 (C.V) hesaplandi. Operasyonel stabiliteyi
belirlemek amaciyla hazirlanan glukoz biyosensorii ile alinan tekrarli 6l¢iim sonuglarina
gore sensor cevabinda meydana gelen azalmalar kaydedilerek yiizdesel olarak

hesaplandi.
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3.12.1.3. Bozucu Tirlerin Belirlenmesi

Hazirlanan biyosensor sisteminin farkli substratlara karsi ne dlglide cevap verdigi farkl

substratlar kullanilarak yapilan 6l¢iimlerle belirlendi.

3.12.2. DTP-Aril- NH; Ditiyolpirol Glukoz Biyosensor Elektrodu

3.12.2.1. Dogrusal Tayin Arahgi

Gelistirilen biyosensorlerin  biyoaktif tabaka bilesenleri ve c¢alisma kosullarmin
optimizasyonu sonrasi karakterizasyonu amaciyla standart grafigi cizilerek glukoz
olciim aralig1 belirlendi. Olgiimler 50 mM pH 4,5 fosfat tamponunda oda sicakliginda
gerceklestirildi.

3.12.2.2. Analiz Sonug¢larinin Tekrarlanabilirligi ve Operasyonel Stabilite

Hazirlanan glukoz oksidaz biyosensoriiniin belirli calisma sicakliginda ve dogrusal tayin
araligina giren bir konsantrasyon aralig1 segilerek 50 tekrarli 6l¢iim alindi. Tekrarlanan
Olciimler sonrasinda ilgili substratin kalibrasyon grafikleri yardimiyla konsantrasyon
degerleri saptandi. Operasyonel stabiliteyi belirlemek amaciyla hazirlanan glukoz
biyosensorii ile alinan tekrarl 6l¢iim sonuglara gore sensor cevabinda meydana gelen

azalmalar kaydedilerek yiizdesel olarak hesaplandi.

3.12.2.3. Bozucu Tirlerin Belirlenmesi

Farkli substratlar kullanilarak biyosensor sisteminin cevaplar1 6lciildii. Biyosensoriin
glukoza verdigi cevap % 100 olarak alindi. Belirlenen calisma kosullarinda, farkli
substratlarin (3-asetamidofenol, etanol, L-askorbik asit) kullanimi sonucu elde edilen
biyosensor cevaplari 2 kez tekrarlanarak biyosensor cevabi not edilmis ve daha sonra
girisim kiyaslanmistir. Ve daha sonra girisim yapabilecek olan bilesikler ve glukoz ayni

anda reaksiyon ortamina eklenerek, biyosensor cevaplar1 6l¢iildii.
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3.12.3. DTP-AIKil-NH; Ditiyolpirol Ksantin Biyosensor Elektrodu

3.12.3.1. Dogrusal Tayin Arahgi

Biyosensoriin farkli ksantin konsantrasyonlarm da ki cevabini incelemek amaciyla
ksantin susbtratinin 0,3 ile 25 puM arasinda farkli konsantrasyonlari kullanildi.
Belirlenen ¢alisma kosullarinda, farkli substrat konsantrasyonlarm da elde edilen

biyosensor cevaplari kiyaslandi.

3.12.3.2. Analiz Sonug¢larimin Tekrarlanabilirligi ve Operasyonel Stabilite

Hazirlanan ksantin biyosensoriiniin belirlenen optimum calisma sicakliginda ki dogrusal
tayin araligma giren herhangi bir konsantrasyonda 20 tekrarli Ol¢iimler yapildi.
Tekrarlanan Olclimler sonrasinda ilgili substratin kalibrasyon grafikleri yardimiyla
konsantrasyon degerleri saptandi.

Biyosensoriin - operasyonel kararhiligmmin belirlenmesi amaciyla yeni hazirlanan
biyosensorler daha once optimizasyonu yapilarak belirlenmis olan ¢calisma sicakliginda
ve caligma tamponu icinde bekletilerek 10 mM ksantin standardi i¢in Olgiimler
gerceklestirildi. Baglangicta elde edilen biyosensdr cevaplart % 100 kabul edilerek
belirli zaman dilimlerinde yapilan Glgiimlerde elde edilen biyosensor cevaplari ile
kiyaslandi. Olgiimler sodyum fosfat tamponunda (pH 7,4; 10 mM), 35 °C ve +900
mV ‘da gerceklestirildi.

3.12.3.3. Bozucu Tiirlerin Belirlenmesi
Farkli substratlar kullanilarak biyosensor sisteminin cevaplar1 6l¢iildii. Biyosensoriin
Ksantin substratina verdigi cevap %100 olarak alindi. Belirlenen ¢aligma kosullarinda,

farkli substratlarin (iirik asit, askorbik asit, glukoz, ve sodyum benzoat) kullanimi

sonucu elde edilen biyosensor cevaplari degerlendirildi.
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3.12.4. G.Oxydans Elektrodunun Performans Faktorlerinin Belirlenmesi

3.12.4.1. Dogrusal Tayin Arah@

Optimum olarak bulunan kosullarda hazirlanan biyosensorler icin dogrusal tayin
araligimi belirlemek amaciyla denemeler gergeklestirildi. 100 mV potansiyelde ve pH:
7,0 tamponunda gerceklestirilen denemelerde farkli konsantrasyonlar da alman glukoz
cozeltisiyle ile elektrot sistemi icine ilave edilerek agiga ¢ikan akim farklanmalar
kaydedilmistir. A¢iga c¢ikan akim ve glukoz konsantrasyonlarina bagli olarak grafik

cizilerek glukoz ¢ozeltisi icin dogrusal tayin araligi belirlenmistir.

3.12.4.2. Analiz Sonuclariin Tekrarlanabilirligi ve Operasyonel Stabilite

G. Oxydans biyosensorlerinin analitik karakterizasyonuna yonelik olarak yapilan bir
diger ¢alisma, tekrarlana bilirliklerinin test edilmesiydi. Bunun i¢in her bir sistem igin
belirlenen optimum kosullarda ve elde edilen dogrusal kalibrasyon araliginda ki glukoz
konsantrasyonunda 0,75 mM i¢in 10 kez 6l¢iim alindi. Yapilan 6l¢iimler sonrasinda
elde edilen akim degerleri kalibrasyon grafiginde verilen ilgili denklemde y degeri

olarak kullanilip S.D. degerleri hesaplanda.

3.12.4.3. Bozucu Tiirlerin Belirlenmesi

Gelistirilen biyosensor sisteminin substrat spesifikliginin belirlenmesi amaciyla yapilan
calismalarda farkl substratlar (Glukoz, xylose ve metanol ) kullanilarak sensor cevabi
izlendi. Glukoz i¢in elde edilen cevap %100 olarak kabul edildi ve diger substratlar i¢in

% de biyosensor cevabi hesaplandi.
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3.13. Ger¢cek Numune Analizi

3.13.1. Meyve Sularinda Glukoz Tayini

Son olarak hazirlanan P(DTP-Naftil-NH2)/GOx biyosensor sistemleri ile gergek
orneklerdeki (Fizzy meyve suyu ve fizzy marka portakal suyu) toplam glukoz miktar1
tayin etme caligmasi yapildi. Bunun i¢in spektrofotometrik referans yontem olan
Trinder metotu ile de 6rneklerde ki glukoz miktar1 tespit edilmeye c¢alisildi.(Barham
and Trinder, 1972).

Bu metotta gerceklesen reaksiyonda glukoz, glukoz oksidaz enzimi tarafindan D-
glukonata oksitlenir ve hidrojen peroksit olusur. Peroksidaz varliginda fenol ve 4-
aminoantipirin karigimi hidrojen peroksit tarafindan oksitlenir. Olusan kirmizi renkli
kinon imin glukoz konsantrasyonu ile orantilidir ve spektrofotometrik olarak izlenerek

tayin gerceklestirdi.
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4. BULGULAR

4.1. Sentez Ve Karakterizasyon Sonug¢lar

4.1.1. 3,3’-Dibrom-2,2’-bitiyofen

Boliim 3.5.1. de anlatildig: gibi sentezlenen 3,3°-Dibrom-2,2’-bitiyofen (2) bilesigine ait
'H-NMR, *C-NMR ve IR spektrumu sonuglar1 soyledir:

'"H-NMR (400 MHz, CDCly): § 7.40 (d, J = 5.4 Hz, AB sisteminin A kismi, =CH, 2H),
7.12 (d, J = 5.4 Hz, AB sisteminin B kismi, =CH, 2H).

3C-NMR (100 MHz, CDCls): § 130.8, 128.9, 127.5, 112.7.

IR (cm™): 3105.2, 3087.0, 2925.0, 2854.8, 2519.0, 2351.0, 2146.4, 1737.1, 1712.7,
1550.9, 1444.0, 1340.2, 1157.0, 857.6.

3,3°-Dibrom-2,2’-bitiyofen (2) bilesiginin 1H-NMR spektrumu (CDCls) EK 1°de, *C-
NMR spektrumu (CDCl3) EK 2’de, IR spektrumu EK 7°de yer almaktadir.

Br

/ \ s Zn, AcOH / \
S S
\_/ Br,, AcOH S \

Br
1 2

Sekil 4.1. 3,3’-dibrom-2,2’-bitiyofen
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4.1.2. 10-(4H-Ditiyol[3,2-b:2°,3’-d]pirol-4-il)dekan-1-amin

Boliim 3.5.2. sentez prosediirii verilen 10-(4H-Ditiyol[3,2-b:2°,3’-d]pirol-4-il)dekan-1-
amin (3) monomerinin sentezi i¢in ekivalent miktarlarda 2,2’-bitiyofen ve 1,10 diamino
dekan bilesigi, BINAP, t-BuONa ve Pdy(dba); katalizorliigiinde kapling reaksiyonu
gerceklestirildi. Bu sentezde karsilastigimiz en biiylik problemlerden birisi azot
atmosferi olusturma ve kuru tolueni muhafaza edilmesiydi. Bu sorunlar ¢oziildiikten
sonra reaksiyonlar basarili bir sekilde gerceklestirildi. Ham iiriiniin *H-NMR’na gére
reaksiyonun yiiksek verimle gerceklestigi gortiliirken, silikajel kolon kromatografisiyle
% 45 verimle hedeflenen iiriin elde edildi. Bunun nedeni olarak kolon dolgu maddesi
Si02 asidik karakterde oldugundan 10-(4H-Dithiyeno[3,2-b:2°,3’-d]pirol-4-il)dekan-1-
amin molekiilimiizdeki amin grubuyla bag olusturarak maddemizin bir kismi SiO;
kolonda kaldig1 distiniildii. Saflastrma islemlerinde kolon dolgu maddesi olarak
aliminyum oksit ve florosil de kullanilarak bu sorun giderilmeye ¢alisildi. Sentezlenen
10-(4H-Dithiyeno[3,2-b:2’°,3’-d]pirol-4-il)dekan-1-amin nolu molekiilin 1H-NMR’inda
en ayirt edici piklerden birisi azot atomuna bagli metilenik protonlar1 4,18 ppm’de
triplet olarak rezonans olmasidir.

Bolim 3.5.2. de bahsedilen 10-(4H-Ditiyol[3,2-b:2’,3’-d]pirol-4-il)dekan-1-amin (3)
bilesigine ait "H-NMR, **C-NMR ve IR spektrumu sonuglari soyledir:

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & 7.16 (d, J = 5.3 Hz, AB sisteminin A kismi, =CH, 2H),
6.99 (d, J = 5.3 Hz, AB sisteminin B kismi, =CH, 2H), 4.18 (t, J = 7.0 Hz, CH,, 2H),

2.67-2.63 (M, CHa, 2H), 1.87-1.83 (M, CH,, 2H), 1.42-1.40 (m, CH,, 2H), 1.38-1.23
(M, CH2,NH,, 14H).

C-NMR (100 MHz, CDCls): & 145.0, 122.7, 114.6, 110.9, 47.4, 42.2, 33.9, 30.3,
29.5,29.4,29.4,29.2, 27.0, 26.8

IR (cm™): 3099.1, 3077.8, 2922.0, 2848.7, 1667.0, 1575.3, 1523.4, 1462.3, 1404.3,
1370.7, 1385.5, 1282.1, 1187.5, 1095.9, 1080.6, 1047.0, 845.4, 796.6.

10-(4H-Ditiyol[3,2-b:2°,3’-d]pirol-4-il)dekan-1-amin  (3)  bilesiginin  *H-NMR
spektrumu (CDCls) EK 3’te, "*C-NMR spektrumu (CDCl3) EK 4’te, IR spektrumu EK
8’de yer almaktadir.
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Br

S S
7\ S H2N(CH2)1oNH> S
S
\_/ BINAP, Pd,(dba); N
Br NaOtBut, toluen
NH,
2 3

Sekil 4.2. 10-(4H-Ditiyol[3,2-b:2°,3’-d]pirol-4-il)dekan-1-amin

4.1.3. 5-(4H-ditiyol [3,2-b:2°,3’-d]pirol-4-il)naftalin-1-amin

Bolim 3.5.3. sentez prosediirii verilen sentez sirasinda 5-(4H-ditiyol [3,2-b:2°,3’-
d]pirol-4-il)naftalin-1-amin molekiiliiniin sentezi i¢in 1,5 diaminonaftalin bilesiginin
¢cOziinlirliigii toluende c¢ok diisiik oldugu i¢in toluen ve paladyum katalizorlerle
gerceklestirilemedi. DMSO ¢6ziicii ortaminda Cul katalizorliigiinde, baz olarak Cs,COs,
ligand olarakta L-prolin kullanilarak sentez gerceklestirildi. *H-NMR spektrumu ile
yap1 aydinlatilip, D,O ile de amin grubundaki proton ile déteryum yer degistirilerek
yapiya kesinlik kazandirildi.

5-(4H-ditiyol [3,2-b:2’,3’-d]pirol-4-il)naftalin-1-amin (5) bilesigine ait *H-NMR, **C-
NMR ve IR spektrumu sonuglar1 sdyledir:
'H-NMR (400MHz, CDCls):8 7.41(t, J=5.2 Hz, =CH, 2H),7.34 (d, J=5.2 Hz,=CH,1H

),7.22-7.18 (m,=CH,3H ),7.08 (d, J=5.2 Hz, =CH, 2H) 7.01(d, J=5.2 Hz, =CH, 2H),
4.18-4.01(bs, NHz, 2H).

BC-NMR (100MHz, CDCls): & 132.66, 129.58, 127.52, 127.07, 126.05, 124.13,
122.99, 122.74, 122.48, 122.02, 121.35, 119.63, 119.58, 118.99.

IR (cm™): 3095.9, 2922.8, 2851.6, 1733.2, 1551.0, 1480.5, 1397.5, 1342.9, 1144.7,
1083.0.
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5-(4H-ditiyol [3,2-b:2’,3’-d]pirol-4-il)naftalin-1-amin bilesiginin *H-NMR spektrumu
(CDCl) EK 5°da, *C-NMR spektrumu (CDCls) EK 6°da, IR spektrumu EK 9’da yer
almaktadir.

\
z

7B\ s OO Cul, Cs;,CO3 /A
s \/7 7 DMSO

Sekil 4.3. 5-(4H-ditiyol [3,2-b:2’,3’-d]pirol-4-il)naftalin-1-amin
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4.2. Floresans Olgiimleri

Sentezledigimiz DTP-AIKkil-NH, ve DTP-Aril-NH;, tiirevi bilesiklerinin floresans

ozelliklerini belirlemek amaciyla bolim 3.6 da belirtildigi sekilde uyarma ve emisyon

dalga boylar1 6l¢iilmiis ve Cizelge 4.1., Cizelge 4.2., Cizelge 4.3., Cizelge 4.4., Cizelge

4.5.°de gosterildigi tlizere monomerlerin farkli ¢6ziicii igerisinde

gosterdigi bulunmustur.

Cizelge 4.1. Diklormetan (DCM) ¢dziiciisii iginde ki floresans 6lglim

floresans 0Ozellik

c d c d
Bilesik hex b;\IEm A A *lex fIEm1 Aevax Aevax *lexe fIEmz
(Ex1) (Em1) (Ex2) (Em2)
5 nolu Bil. 252 | 456 251 464 89 84 384 553 385 49
3nolu Bil. 391 | 480 384 469 51 53 410 - 49 -
Cizelge 4.2. Kloroform(CHCI;) ¢6ziiciisii iginde ki floresans 6lglim
gy
. . max
Bilesik a;\-Ex b}\fEm C}\fmax d}‘fmax | Ex1l | Eml (Ex2) d;\4ma>< l Ex2 | Em2
(Ex1) (Em1) (Em2)
5 nolu Bil. 380 | 468 281 447 45 381 - 92 -
3 nolu Bil. 450 | 503 381 511 25 - - - -
Cizelge 4.3. Metanol (MeOH) ¢6ziiciisii i¢inde ki floresans dl¢iim
c d oy d
Bilesik hex b7»Em A A *lea fIEm1 (Exrz)a " A “lec f|Em2
(Ex1) (Em1) (Em2)
5 nolu Bil. 258 | 452 255 449 28 28 351 - 23 -
3 nolu Bil. 360 | 445 243 436 33 51 350 - 53 -
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Cizelge 4.4. THF c¢oziiciisii iginde ki floresans dlglimii

Bilesik a;"Ex b)\'Em C)\'max d}\'max ¢ I Ex1 fl Eml c)\-max d)\-max ¢ | Ex2 fl Em2
(Ex1) (Em1) (Ex2) (Em2)
5 nolu Bil. 289 317 266 309 71 93 290 613 85 14
3 nolu Bil. 266 324 267 308 33 43 290 610 34 9
Cizelge 4.5. DMF c¢oziiciisii iginde ki floresans dlglimii
BileSik a;vEx b;\fEm c;vmax d;\fmax ¢ I Ex1 fl Eml ¢ d)\'max ¢ | Ex2 fl Em2
(Ex1) (Em1) Amax (Em2)
(Ex2)
5 nolu Bil. 296 374 236 393 21 13 337 - 19 -
3 nolu Bil. 382 443 227 450 14 33 271 - 5 -
~ o0 e THF
3 400 (M
- s ) MF
£ 300
2 s (H(I3
E 200 | o(JH
é 100
§ 0
S 200 250 300 350 400 450 500

Wavelenght (nm)

Sekil 4.4. 5-(4H-ditiyol[3,2-b:2°,3’-d]pirol-4-il)naftalin-1-amin monomerinin uyarma spektrum
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Sekil 4.5. 5-(4H-ditiyol[3,2-b:2’,3’-d]pirol-4-il)naftalin-1-amin monomerinin emisyon
spektrum

Sekil 4.4 ve Sekil 4.5’te elde edilen grafikler incelendiginde 5-(4H-ditiyol[3,2-b:2°,3°-
d]pirol-4-il)naftalin-1-amin monomerinin kloroform (CHCIs)¢6ziiciisii igerinde emisyon
dalboyunun (Amax) 468 nm oldugu bulunmustur.Uyarma dalga boyunun da (Amax) 380

nm oldugu bulunmustur.

__60 s THF
3 50 s DCM

<10 s DMF

£ 30 e CHCI3
S 20 s MeOH
=

510

'g 0

£ 200 250 300 350 400 450 500

W

Wavelength (nm)

Sekil 4.6. 10-(4H-Ditiyeno[3,2-b:2’,3’-d]pirol-4-il)dekan-1-amin monomerinin uyarma
spektrumu
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Sekil 4.7. 10-(4H-Ditiyeno[3,2-b:2’,3’-d]pirol-4-il)dekan-1-amin monomerinin emisyon
spekturumu

Sekil 4.6. ve Sekil 4.7. elde edilen grafikler incelendiginde 10-(4H-Ditiyeno[3,2-
b:2’,3’-d]pirol-4-il)dekan-1-amin monomerinin Kloroform (CHCIs) ¢oziiciisii igerisinde
emisyon dalga boyunun (Amax) 503 nm oldugu bulunmustur.Uyarma dalga boyunun ise

(Amax) 450 nm oldugu bulunmustur.

Bu sonuglar agik¢a gostermistir ki sentezledigimiz bu 5-(4H-ditiyol[3,2-b:2°,3’-d]pirol-
4-il)naftalin-1-amin ve 10-(4H-Ditiyeno[3,2-b:2’,3’-d]pirol-4-il)dekan-1-amin
bilesikleri giiclii bir floresans siddeti gostermektedir. Bilesiklerin bu 6zellikleri
sayesinde OLED (Organik Isik Yayan Diyotlar), Elektrokromik Cihaz (ECD), FET
(Alan etkili tranzistor),optik sensorler, ila¢ tagimmimi, kanser hiicre caligmalari,

biyosensorler gibi bir¢cok arastirma ve uygulama alanima sahip oldugu tesbit edilmistir.

Ayrica kullanilan farkh ¢oziiler igerisinde Kloroform (CHCIy) igerisinde yiiksek dalga
boyuna kaymis olmasida artan poliarite ile birlikte floresans emisyonun maksimum

daha uzun dalga boyuna kaydigini gostermistir.
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4.3. Elektropolimerizasyon ile Elektrotlarin Hazirlanmasi

4.3.1. 10-(4H-Ditiyeno[3,2-b:2°,3’-d]pirol-4-il)dekan-1-amin
Elektropolimerizasyonu

Bolim 3.8.1. de verilen elektropolimerlesme sartlariyla gerceklestirilen yOntem
incelendiginde, yiikseltgenme pikinin tamamen tersinmez oldugu ve devam eden
dongiilerde yiikseltgenme pik akim degerlerinin 6nemli 6lciide azaldig1 goriilmektedir.
Bu davranis elektrot ylizeyinde polimerik filmin olustugunu ve ylizeye monomerlerin

ulagmasinin engellendigini géstermektedir (Udum ve Ark., 2014 ).

S S S S
s T
N Elektrokimyasal N
(§)10 Polimerizasyon - (§)10

LL B

04

02

Cument Density (mAxm ')

42 S0 92 04 08 08 10 Y2 Y4 s
Potentiad (V)

Sekil 4.8. Monomerinin asetonitril/diklormetan ¢6ziicii ortaminda 0,1 V/s ile N;
atmosferindeki doniisiimlii voltamogrami
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4.3.2. 5-(4H-ditiyol[3,2-b:2°,3’-d]pirol-4-il)naftalin-1-amin(DTP-Aril-NH,)
Elektropolimerizasyonu

Boliim 3.8.2. de verilen prosediir yapildiginda elde edilen grafik Sekil 4.9 da verilmistir.
Sekil 4.9 incelendiginde, yiikseltgenme pikinin tamamen tersinmez oldugu ve devam
eden dongiilerde ylikseltgenme pik akim degerlerinin Onemli &lgiide azaldigi
goriilmektedir. Bu davranis elektrot yiizeyinde polimerik filmin olustugunu ve ylizeye
monomerlerin ulasmasmin engellendigini gostermektedir (Azak ve ark.,2013). Biz de,
calismamizda bu optimum kosullar1 saglayarak hazirladigimiz polimer filmleri

kullandik.

S S
VLD - Yaw
N Elektrokimyasal n
> N
OO Polimerizasyon
NH, NH,

Current/ mA

1.0 0.5 0.0 0.5 1.0
Potential / V
Sekil 4.9. 5-(4H-ditiyol[3,2-b:2’,3’-d]pirol-4-il)naftalin-1-amin monomerinin

TBAPF¢DCM ortaminda 100 mV/s doniisiimlii voltamogrami
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4.4. Enzim Biyosensor Elektrotlarinin Optimum Kosullarinin Belirlenmesi

4.4.1. DTP-AIkil-NH; Ditiyolpirol Glukoz Biyosensor Elektrodu

4.4.1.1. Optimum pH

Enzimler protein yapisindaki molekiiller olduklar1 i¢in katalitik aktiviteleri g¢evre
kosullarindan ©nemli oranda etkilenmektedir. Enzimin aktivitesi de biyosensoriin
performansin direkt olarak etkiledigi i¢in optimum pH’min belirlenmesi gereklidir. Bu
nedenle immobilizasyonun neden oldugu pH-aktivite davraniglarindaki degisimler
hakkinda elde edilen bilgiler, enzim proteinin yap1 fonksiyon iligkisini anlamak ve 10-
(4H-Dithiyeno[3,2-b:2°,3’-d]pirol-4-il)dekan-1-amin ~ bazli  glukoz  biyosensdriin
optimum c¢alisma kosullarini belirlemek agisindan faydali olacaktir. Biyosensorlerinin
optimum pH‘mn1 belirlemek amaciyla Slgimler gergeklestirildi. Yapilan denemeler
sonucunda pH ve akim degeri (nA) arasinda ¢izilen optimum pH grafigi Sekil 4.10°da
verilmistir. Goriildigl iizere sistem i¢in de akim {izerinde pH 4,5 arasinda artis
gostermis ve pH 5,5’tan sonra biyosensOr cevabinda diisiis goriilmiistiir. Serbest GOx
enzimin optimum pH’1 da 5,5 olarak belirlenmistir. Bu nedenle immobilizasyon
sonrasinda enzimin yapisinin ve ylizeyindeki yiik dagiliminin de§ismedigi sonucuna

varilmistir (Bright and Appleby, 1969; Weibel and Bright, 1971).

0,65 =

0,60 4 %
0,55 4

£
o
< 0,50 i
- /
[
[+]
S 045
5 0454
o
0404 4
0,35 T T T T T T
3,0 35 4,0 45 5,0 55

pH

Sekil 4.10. pH’1n Poly(DTP-AIkil-NH2)/GOx biyosensoril iizerine etkisi [pH 3,5-5,5; 50
mM sodyum fosfat tamponlari; Oda sicakliginda; 100 mV]

118



4.4.1.2. Tarama Sayisi

Biyosensor karakterizasyonunda ilk ¢alisma olarak polimerizasyonda dongii sayismin
biyosensor cevabimna olan etkisi arastirildi. Bunun i¢in 5,10,20 ve 30 dongii sayisinda
polimerizasyon sonucunda meydana getirilen 3 degisik Poly(DTP-AlKil-NH;)/GOx
biyosensoriiniin Ph:4,5 fosfat tamponu ortaminda ve farkli konsantrasyonlarda ki (0,1;
0,25; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 mM ) glukoz substrat1 kullanilarak ortaminda Ki biyosensor
cevaplarmma bakildi. Amperometrik akim farklanmasinin 20 dongiilii enzim elektroda en
yiiksek akim siddeti gozlenmistir. Bunun sebebi 20 dongii sayisinda polimer film
elektron transferi i¢in optimum kalinlikta ve iletkenlikte olmasidir. 20 dongiiden
itibaren enzim elektrodu kullanildiginda  amperometrik cevabin  distigi
gozlemlenmistir. 20 dongii sayisindan fazla yapilmasi durumunda meydana getirilen
polimer filmin elektron transferi igin ¢ok kaln olmasi ve kompak olmayan mikro
yapilarin olusmasina neden olmakta buda amperometrik cevabin diisiirmesi seklinde bu
olayin nedeni yorumlanabilir. Buna karsin 20 dongii sayisindan az dongii sayisi
uygulanmasi da (5,10 déngii sayisinda) enzimi tutuklamak i¢in kullanilan fonksiyonel
gruplarin az olmasma neden olmaktadir ve bu durumda da diislik biyosensor cevaplari

elde edilmektedir (Sekil 4.11).

—a—5 cycles
—8— 10 cycles
1,2 —A— 20 cycles|
—w¥— 30 cycles
1,0 -
~ 0,84
£
o
< o6
-
c
[
t 0,44
=]
(&)
0,2
0,0
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

Concentration (Glucose), mM

Sekil 4.11. Tarama sayisinin Poly(DTP-Alkil-NH, )/GOx biyosensor cevabi lizerine etkisi
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4.4.2. DTP-Aril-NH; Ditiyolpirol Glukoz Biyosensor Elektrodu

4.4.2.1. Optimum pH

Serbest glukoz oksidaz enzimi ig¢in maksimum aktivite pH 5,5’de gorilmistiir.
Poly(DTP-Naftil-NH,)/GOx biyosensorii i¢in maksimum aktivitenin gorildigi pH
degerinin 4,5 oldugu goézlenmis olup, 25 °C’de ki pH optimizasyonlar1 i¢in ortamm pH
degeri 3,5 ile 5,5 arasinda degistirilmistir. Glukoz oksidazin pH 4,0’den diisiik asidik
ortamda denatiirize olmasindan dolay1r pH optimizasyonlar1 enzim elektrotlar1 icin pH
3,5’ten baglatilmistir. Biyosensor cevabi % yiizde olarak ifade edilmis Sekil 4.12°ten
anlagilacagi tlizere biyosensor cevabmin en yksek oldugu pH degeri 4,5 olarak
belirlenmistir. Ve bundan sonra ki Poly(DTP-Aril-NH,)/GOx biyosensor ¢alismalarinda
bu pH kullanilmistir. Bu pH daki ¢alisma araligi serbest halde GOx enziminin ¢alisma
araligina yakindir. Ve bu durum bize immobilize halde enzim yapis1 fazla degisime

ugramadigini gostermektedir.

100 4 %
2
o 80-
(7]
c
o
Q.
o 604 .
~—+
e  40-
kel
[n1]
20
]
0 L] L] L] L] L]
3,5 4,0 4,5 5,0 5,5

pH

Sekil 4.12. pH’nin Poly(DTP-Naftil-NH, )/GOx biyosensorii iizerinde etkisi
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4.4.2.2. Tarama Sayisi

Bunun i¢in 10, 20 ve 30 dongii sayisinda polimerizasyon sonucunda meydana getirilen
3 degisik Poly(DTP-Naftil-NH;)/GOx biyosensoriiniin glukoz ortaminda biyosensor
cevabma bakildi. 20 dongii sayist sonucu olusturulan Poly(DTP-Naftil-NH;)/GOx
biyosensordeki meydana getirilen polimer filmin enzim tutuklamasi i¢in en uygun film
kalmhginda oldugu anlasildi.20 dongii sayisindan fazla yapilmasi durumunda (30 dongii
sayisinda) yani polimerizasyon zamaninin fazla olmasi filmin bozulmasmna neden
olmaktadir bu da biyosensor cevabiin diismesine sabeb olmaktadir. Buna karsin 20
dongii sayisindan az dongli sayist uygulanmasi da (10 dongli sayisinda) enzimi
tutuklamak i¢in kullanilan fonksiyonel gruplarin az olur ve bu durumda da disiik

biyosensor cevabi elde edilir.

1 —=—10cycles
4.504 —e—20 cycles
] —+—30cycles
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Sekil 4.13. Polimerizasyon dongii sayisinin  Poly(DTP-Naftil-NH,)/GOx biyosensor
cevabma etkisi
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4.4.3. DTP-Alkil-NH; Ditiyolpirol Ksantin Biyosensor Elektrodu

4.4.3.1. Optimum pH

Bir biyosensor i¢in en dnemli parametrelerden biride optimum pH nin belirlenmesidir.
Bu amagla Poly (DTP-AIlkil-NH; )/XOx biyosensorii i¢in optimum pH belirlendi.
Serbest ksantin oksidaz enzimi i¢in maksimum aktivite pH 8,0’de goriildi.pH’nin Poly
(DTP-AIKil-NH, )/XOx biyosensorii lizerinde ki etkisini incelemek amaciyla pH 5,0 dan
pH 8,0 kadar 10 mM fosfat tamponunda hazirlanmis ¢ozeltiler igersinde degisen pH
sartlariyla biyosensor cevabi incelendi.ve sonuglar gosterdi ki pH 7,0 da maksimum
biyosensor cevabi gozlendi. Sekil 4.14 de pH 7,4 oldugunda biyosensor cevabinin %30
oraninda geriledigi ve bundan sonra ki artan pH degerlerine bagli olarak biyosensor
cevabinin azaldigir goriildii. Optimizasyon denemesiyle biyosensér hazirlamak icin
immobilize olan XOx enziminin aktivite gosterdigi pH degerini pek degistirmedigi

goriildil.
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Sekil 4.14. Farkli pH lardaki ksantin substrath biyosensor cevab1 PBS tamponunda(+0,5V,
10 mM)
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4.4.3.2. Tarama Sayisi

Elektrot yiizeyi ile enzim arasinda elektronik gecisi kolaylastiran polimer tabakasinin
kalinligr 6nemli bir parametredir.Bu polimer film kalinligi hazirlanan biyosensor
elektrdunun amperometrik cevaplariyla olglilmektedir. Sekil 4.15°te gorildigi tlizere
artan polimer film kalmhigiyla birlikte biyosensoriin akim degerinde dogrusal bir artis
olmadig1 5. dongiiden itibaren artan dongii sayisinda enzim elektrodu kullanildiginda
amperometrik cevabin diistiigli gozlemlendi.Bunun sebebi polimer film igine elektronun
diftize olmasmi siirlandirildig igin akim degerlerinde diisme gézlenmesidir. 5 dongiili
enzim elektroda en yliksek akim siddeti gbzlendi. Bunun sebebi 5 dongii sayisinda

polimer film elektron transferi i¢cin optimum kalinlikta ve iletkenlikte olmasidir.
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Sekil 4.15. Polimerizasyon dongii sayisinin Poly(DTP-alkil-NH,)/XOx biyosensor
cevabma etkisi
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4.4.3.3. Optimum Sicakhk

Calisma sicakliginin belirlenmesi amaciyla termostatik 6l¢tim hiicresi kullanilarak 25 ile
45°C  arasindaki sicakliklarda Olgtimler kullanilarak hazirlanan ksantin oksidaz enzimi
icin uygun sicaklik degeri belirlendi.Sekil 4.16’da verilen biyosensor akim cevaplari
incelendiginde en yiiksek akim degerinin sicaklik 30°C oldugunda gézlendi.30°C deki
alnan maksimum akim degerleri 35°C ile kiyaslandiginda sensor cevabinin  yaklasik
%35, 45°C lerde %355 oranda daha azaldig1 goriildii.Bu artan sicaklikla birlikte protein
yapisinda olan enzimlerin termal olarak akvitelerini kaybetmis olabilecegi

disiiniilmiistiir ¢iinkii ¢ozeltide ki molekiiler oksijen degeri azalmistir.
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Sekil 4.16. Sicakligin etkisi +0,5V (10mM pH 7,0 fosfat tamponu)
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4.4.3.4. Cahsma Potansiyeli

Sekil 4.17 de gorildigi gibi -0,3 V — 0,7 V arasinda artan potansiyelinin biyosensor
cevabina etkisi bakildi. Yiiksek uygulanan potansiyeler ile -0,3 ; 0,0 ve + 0,3 V gibi
diistik potansiyeller ile kiyaslandiginda amperometrik biyosensér cevabi iizerinde
olumsuz bir etkisi gézlenmistir.Maksimum akim cevabi 0,5 V ta elde edildi ve bundan
sonraki uygulanan potansiyellerde biyosensor cevabmin neredeyse % 40 ‘1 geriledigi
goriildii. Boylece optimum ¢alisma potansiyeli 0,5 V olarak segildi ve bundan sonraki

deneysel ¢alismalarda bu potansiyel iizerinden devam edildi.
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Sekil 4.17. Uygulanan ponsiyel etkisi (10mM fosfat tamponu, pH 7,0)
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4.5. Mikrobiyal Biyosensor Elektrtolarinin Optimum Kosullarin Belirlenmesi

4.5.1. DTP-AIkil-NH; Ditiyolpirol G.Oxydans Biyosensor Elektrodu

4.5.1.1. Optimum pH

10-(4H-Ditiyeno[3,2-b:2",3’-d]pirol-4-il)dekan-1-amin) / G.Oxydans biyosensorlerinin
optimum pH’sin1 belirlemek amaciyla 50 mM pH 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 fosfat tamponlarinda
Olgimler alind1. pH ile % biyosensor cevabi arasinda ¢izilen optimum pH grafiginden
(Sekil 4.18) calisma pH‘s1 7,0 olarak bulundu. Bu pH degeri hiicrelerin biiyiime

ortaminin pH°*s1 ile uyumlu oldugu gézlemlendi.

0,40 -
0,35 - *
0,30 -
0,25 -
0,20 -
0,15 -

0,10 " .
0,05 -

Current uA/cm2

6,0 6,5 7,0 7,5 8,0
pH

Sekil 4.18. Biyosensor cevabina pH‘mn etkisi (pH 6,0-8,0; 50 mM tamponlar1;30 °C; -700
mV)

4.5.2.2. Tarama Sayisi
Bu caligmada tarama sayismin biyosensor cevabi lizerindeki etkisi belirlendi. Bu amaca

yonelik olarak; biyosensor hazirlanmasinda artan tarama sayisi ile biyosensor cevabi

arasindaki iliski incelendi.
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4.6. Enzim Elektrotlarinin Performans Faktorleri
4.6.1. DTP-AIkil-NH; Ditiyolpirol Glukoz Biyosensor Elektrodu

4.6.1.1. Dogrusal Tayin Arahg:

Gelistirilen glukoz biyosensorlerinin hazirlama ve ¢aligma kosullarinin optimizasyonu
sonrasinda, karakterizasyonu amaciyla glukoz igin 6lgim araligi belirlendi.Bunun i¢in
biyosensoriin farkli glukoz konsantrasyonlarinda ki cevabini gérmek igin dlgtimler 50
mM pH:3,5 fosfat tamponunda oda sicakliginda dlgitimler gergeklestirilmistir.Belirlenen
calisma kosullarinda, farkli substrat konsantrasyonlarinda elde edilen biyosensor
cevaplart Sekil 4.19’da wverildi. 0,05 -1,5 mM araliginda glukoz dedeksiyonu
gerceklestirilebildi. Glukoz biyosensorleri ile glukoz analizi ¢aligmalarinda cevap siiresi

50. saniye olarak bulundu.

1,0 -
Equation y=a+b*x
Adj. R-Square 0,98472
0,84 Value Standard Error
’ B Intercept 0,00384 0,02952
B Slope 0,56179 0,03493
~ 0,64
<
s 0,4 4
(]
-
=
=1
© 024
0,0 4

T
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Concentration (Glucose),mM

Sekil 4.19. Poly(DTP-AIKil-NH,)/GOx biyosensoriiniin farkli glukoz konsantrasyonlarina
karsilik elde edilen kalibrasyon grafigi [5S0 mM, pH: 4,5 fosfat tamponu;
oda sicakliginda; 100 mV]
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4.6.1.2. Analiz Sonu¢larinin Tekrarlanabilirligi ve Operasyonel Stabilite

Bu boliimde optimize edilmis ¢alisma kosullarinda hazirlanan glukoz oksidaz enzim
elektrodu ile dogrusal tayin araligmna giren bir glukoz konsantrasyonu segilerek 60
tekrarli Olcim alindi. Kalibrasyon grafikleri yardimiyla konsantrasyon degerleri
saptanarak standart sapma (S.D) + 0,034234 mM ve varyasyon katsayilar1 (CV)% 3,261
(n= 60) hesaplandi. Operasyonel stabiliteyi belirlemek amaciyla hazirlanan glukoz
biyosensorii ile alinan tekrarli 6l¢iim sonuglarina gore sensor cevabinda meydana gelen
azalmalar kaydedilerek ylizdesel olarak hesaplandir. Ve bu hazirlanan glukoz

biyosensoriiniin LOD : 0,1973 mM olarak tespit edildi.

4.6.1.3. Bozucu Tiirlerin Belirlenmesi

Farkli substratlar kullanilarak biyosensor sisteminin cevaplar1 6lgiildii. Biyosensoriin
glukoza verdigi akim farklanmasi olarak alindi. Belirlenen ¢alisma kosullarinda, farkl
substratlarin (Glukoz, Askorbik asit+Glukoz, Asetamidofenol+Glukoz,Etanol +Glukoz)
kullanimi sonucu elde edilen biyosensor cevaplar1 Sekil 4.21°de verildi. 3-
asetamidofenol, L-askorbik asit karsi cevap alnamadi. Olgiimler en az 2 kez
tekrarlandi.Fakat esit hacimlerde (2,5 mM) 3-asetamidofenol ile glukozun varliginda,
ve L-askorbik asit ile glukozun ilavesi ye akimlarda meydana gelen farklanma grafige

gecirilmis Sekil 4.21 de gosterildi.
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Sekil 4.20. Poly(DTP-AIKil-NH, )/GOx biyosensoriiniin farkli substratlara (0,1 mM)
cevabi [Fosfat tamponu pH 4,5; 50 mM,100mV]
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4.6.2. DTP-Aril- NH; Ditiyolpirol Glukez Biyosensor Elektrodu

4.6.2.1. Dogrusal Tayin Arahgi

Biyosensoriin farkli glukoz konsantrasyonlarinda ki cevabini incelemek amaciyla
glukozun farkli konsantrasyonlar1 kullanildi. Belirlenen ¢alisma kosullarinda, farkl

substrat konsantrasyonlarinda elde edilen biyosensor cevaplari Sekil 4.22°de verildi.

>
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Current / pA
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y=4.0191x+0.3574
R’=0.9851

L) ¥ ) 9,
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Glucose / mM

Sekil 4.21. Poly(DTP-Aril-NH;)/GOx biyosensoriiniin farkli glukoz — konsantrasyonlarina
karsilik elde edilen kalibrasyon grafigi

4.6.2.2. Analiz Sonu¢larinin Tekrarlanabilirligi ve Operasyonel Stabilite

Poly(DTP-Aril-NH,)/GOx  biyosensoriiniin  kararlilik deneyleri de yapildi. Bu
biyosensorii her giin diizenli olarak 1 kere Olctiikten oda sicakliginda siteril bir ortamda
sakladigimiz zaman 1 hafta sonunda duyarhihiginda % 20 lik bir diisme gozlemlendi.
Eger elektrodu 4 °C’de buzdolabinda sakladigimiz zaman 1 hafta hergiin bir kere
biyosensor responsunu Olgiildiikten sonra duyarliliginda %15 lik bir diisme
gozlemlendi. Hazirlanan glukoz oksidaz biyosensdriiniin belirli ¢aligma sicakhiginda ve
dogrusal tayin araligmna giren bir konsantrasyon araligi secilerek 50 tekrarli dl¢tim

alindi. Tekrarlanan Olglimler sonrasinda ilgili substratin kalibrasyon grafikleri
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yardimiyla konsantrasyon degerleri saptandi.Bu iglemler sonrasinda glukoz oksidaz
biyosensorii ile glukoz igin standart sapma (S.D) 0,164 = 0,006 mM (n=7) ve varyasyon
katsayis1 (C.V) % 3,399 olarak bulundu. Ve bu hazirlanan glukoz biyosensoriiniin LOD
: 0,005 M olarak tespit edildi.

4.6.2.3. Bozucu Tiirlerin Belirlenmesi

Farkli substratlar kullanilarak biyosensor sisteminin cevaplar: 6lciildii. Biyosensoriin
glukoza verdigi cevap % 100 olarak alindi. Belirlenen caligma kosullarinda, farkli
substratlarin (3-asetamidofenol, L-askorbik asit,etanol) kullanimi sonucu elde edilen
biyosensor cevaplar1 Sekil 4.23° te verilmistir. 3-asetamidofenol, L-askorbik asit kars1
cevap almamadi. Olgiimler 2 kez tekrarland1 fakat esit hacimlerde 3-asetamidofenol ile
glukozun varhiginda, ve de L-askorbik asit ile glukozun ilavesi ye akimlarda meydana

gelen farklanma grafige gecirilmis Sekil 4.23” te gosterildi.
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Sekil 4.22. Biyosensoriin farkli substratlara (0,25 mM) cevabi (Sodyum asetat tamponu
pH 4,5; 50 mM, -0,7 V, oda sicaklig)
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4.6.3. DTP-AIkil-NH; Ditiyolpirol Ksantin Biyosensor Elektrodu

4.6.3.1. Dogrusal Tayin Arahgi

Optimum potaniyel araligi ve optimum ¢alisma pH aralig1 belirlendikten sonra 10 ml
fosfat tamponu (10 mM, pH 7,0 ) icine belirli konsantrasyonlarda ksantin ilave edilerek
iletken polimerle basar: ile kaplanip ksantin oksidaz immobilize edilmis elektrottan
aciga c¢ikan akim sinyalleri 6lclildii. Modifiye edilmis elektrot 5 saniye i¢cinde % 95
oraninda kararli duruma geldi. Ve islemler farkli konsantrasyonlarda ksantin substratinin
ortama ilave edimesiyle devam etti. 25 uM ilavesinden sonra artan konsantrasyonla
dogrusalliktan sapma goriildi. Buda Michael —Menten modelinin tipik ozelligini

gostermektedir.

0,3 ile 25 puM arasinda degisen ksantin konsantrasyonu artisi ile biyosensor cevabi da
dogrusal bir sekilde artmustir.korealsayon katsayis1 0,99894 olarak bulunmustur.Ayrica
LOD: 0,074 uM,duyarlilig1 da 124 mAM * bulundu.
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Sekil 4.23. Farkli Ksantin konsantrasyonuna karsilik gelen kalibrasyon grafigi (10mM
PBS pH 7,0)

4.6.3.2. Analiz Sonug¢larinin Tekrarlanabilirligi ve Operasyonel Stabilite

Enzimler kendi katalitik aktivitelerini cok kolay kaybettikleri ve denatiire olduklar1 i¢in
enzimlerin dikkatli depolanmasi ve bakimi ¢ok onemlidir. Enzim elektrotlarmin tekrar
kullanilabilirlik bakimindan stabilitesi 1 giinde 20 basarili 6l¢iim yapilarak ¢alisildi.Ve
biyosensdriin akim cevabi izlendi. Olgiimler 10 mM pH 7,0 fosfat tamponunda 0,50 V
potansiyel uygulamasiyla gerceklesti. Hazirlanan biyosensor cevaplart her 6lgiimden
sonra 5 dakika boyunca 4 °C'de saklayarak deneyler gergeklestirildi.Sekil 4.25° de
goriildiigli gibi biyosensor cevabinin ilk 6 deney de birbirine yakin degerler oldugu
bundan sonraki Olclimlerde biyosensdr cevabmin % 80 oraninda azaldigi goriildii.
Olgiim sayis1 birbirini tekrar eden 20 dlgiime kadar gerceklestirildi. 20. dl¢iimden sonra
biyosensdr cevabinin ilk 6l¢limde alinan biyosensor cevabi yaklasik % 70 oraninda ilk

Ol¢timde verdigi tepkiyi korumus oldu.
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Ksantin tayinine yonelik hazirlanan biyosensor kullanilmadigi zaman elektrot 10 mM
pH 7,0 fosfat tamponu i¢inde +4 °C de muhafaza edildi.Raf dmriiniin belirlenmesi icin
yapilan deneylerde biyosensoriin amperometrik akim tepkisi 8 giin boyunca % 4 liik bir
kayba ugradigi gozlendi. 2 hafta i¢inde devam eden 6lgiimlerde biyosensor cevabimin
ilk Olgiimlere gore % 15 oraninda azaldigi belirlendi.Bunun sebebi bu kadar siire
boyunca biyosensor cevabinda ki azalmanin sebebi enzimin denatiire olmasi veya i¢
membrandan enzimin bagmnin zayiflamasi sonucu ¢ikabilir.Sonug olarak 16. Giiniin
sonunda biyosensdr cevabinin ilk cevaba oranla %80 oraninda muhafaz edildigi

gozlendi.
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Sekil 4.24. A) Sabit konsantrasyonda ksantin eklemesiyle operasyonel kararliligi B)
Hazirlanan biyosensériin zamana bagh cevabi (+4°C’de depolanan 10mM pH:
7,0 PBS)

4.6.3.3. Bozucu Tiirlerin Belirlenmesi

Hazirlanan Ksantin Oksidaz biyosensoriiyle gercek numunelerde ksantin miktari
Olciimili yapilmistir. Bunun i¢in 6nce olasi durumlarda girisimcilik etkisi yapabilecek
(trik asit, askorbik asit, glukoz, ve sodyum benzoat gibi)kimyasallara kars1 bir ¢calisma
yapildi. Sekil 4.26 (A) da goézlendigi gibi girisimci etkisi olusturacak kimyasallarin
degisik konsantrasyonlar da elde edilen biyosensor cevabi ile sabit konsantrasyonda ki
ksantin konsantrasyonunda alman cevaplar kiyaslandi. Girisim etkisi yapan
kimyasallarin varliginda Imax degeri ¢ok fazla degismez buda bu bilesiklerin varlig

ksantin miktarmin belirlenmesine bir girisimi yoktur sonucunu verir.

Sekil 4.26 (B) de gosterilene gore 10 ile 25 giin arasinda lineer dogrusallik

yakalanmigtir. Daha sonraki giinlerde dogrusalligin kayboldugu bulunmustur.
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Sekil 4.25. Biyosensoriin farkli substratlara verdigi cevap

136



4.7. Mikrobiyal Biyosensor Performans Faktorleri
4.7.1. DTP-AIkil-NH; Ditiyolpirol G.Oxydans Biyosensor Elektrodu

4.7.1.1. Dogrusal Tayin Arahg:

Optimizasyon ¢aligmalar1 tamamlandiktan sonra, bulunan kosullarda 10-(4H-
Ditiyeno[3,2-b:2°,3’-d]pirol-4-il)dekan-1-amin)/G. Oxydans biyosensorleri kullanilarak
glukoz tayini gergeklestirildi ve G.Oxydans biyosensorii igin cevap siiresi 30 sn olarak
bulundu. Glukoz konsantrasyonu ve akim arasindaki iliskiden yaralanarak olusturulan
kalibrasyon grafigi sekil 4.27 ‘de verilmistir. Ve elde edilen kalibrasyon neticesinde
y=0,0694x(Mm) -0,0171 (R’=0,9848) esitligi elde edildi. Literatiirlerde G. Oxydans
hiicreleri kullanlarak hazirlanan biyosensorlerin analitik performanslarmin kiyaslanmasi

yapild1.
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Sekil 4.26. Glukoz tayinine yonelik dogrusal tayin araligi [50 mM, pH 7,0 fosfat tamponu;
30 °C; -700 mV]
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4.7.1.2. Analiz Sonug¢larinin Tekrarlanabilirligi ve Operasyonel Stabilite

G. Oxydans biyosensorlerinin tekrarlanabilirliklerinin  test edilmesi hazirlanan
biyosensorlerin analitik karakterizasyonuna yoneliktir. Bu sistem igin 0,25 mM glukoz
iceren standartlar kullanilarak 10 6l¢iim yapildi. Bu islem sonucunda LOD degeri +
0,4943 olarak bulunmustur. Varvasyon katsayis1 (% C.V) degeri de % 4,6951 olarak
hesaplandi. Hazirlanan mikrobiyal biyosensorlerin  operasyonel — kararliliginin
belirlenmesi amaciyla daha 6nce optimizasyonu yapilan kosullarda ard arda Olctimler

alind1

4.7.1.3. Bozucu Tiirlerin Belirlenmesi

10-(4H-Ditiyeno[3,2-b:2’,3’-d]pirol-4-il)dekan-1-amin)/G. Oxydans biyosensorii ile
bazi1 bilesiklerin girisim etkisi yapip yapmayacagini tayin etmek igin glukoz, metanol,
xylol, kullanilarak oGlgtimler yapilmistir. Glukoz disindaki diger bilesikler i¢in elde
edilen sonuglar Sekil 4.28° de gosterildi. Glukoz igin elde edilen cevap %100 olarak
kabul edildi ve diger substratlar i¢in % de biyosensdr cevabi hesaplandi. Sirasiyla
Xylose i¢in % 84; Metanol icin de % 26 biyosensdr cevabi gozlendi. Substrat
spesifikligi sonuglar1 incelendigimizde glukoz daha az duyarlilikla olsa bile doniisiime
ugrattigimi goriilmektedir. Gluconobacter hiicreleri ¢oklu dehidrogenaz aktivitesine
sahiptirler ve bu yiizden substrat araliklar1 genistir. Ancak G. Oxydans ile hazirlanan
biyosensorlerin spesifikligi hiicrelerin dehidrogenaz aktiviteleri kontrol edilerek

degistirilebilir. Dehidrogenaz aktiviteleri hiicrelerin biiylidiigii karbon kaynagina

baglidir (Svitel ve ark., 2006; Lee ve ark., 2002).

Hiicreler glukoz igeren ortamda kiiltive edildigi i¢cin glukoz disindaki higbir
monosakkaride biyosensor sinyal elde edilememisken alkol dehidrogenaz aktivitesinden

dolay1 metanol i¢in biyosensor cevabi gézlenmistir.
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Sekil4.27.10-(4H-Ditiyeno[3,2-b:2’,3’-d]pirol-4-il)dekan-1-amin)/G.Oxydans
biyosensoriiniin farkli substratlara (0,25 mM) cevabi

4.8. Gercek Numune Analizi

Son olarak hazirlanan Poly (DTP-Aril-NH,)/GOx biyosensor sistemleri ile gercek
orneklerdeki (Fizzy meyve suyu ve fizzy marka portakal suyu) toplam glukoz miktar1
tayin etme calismasi yapildi. Bunun igin spektrofotometrik referans yontem olan
Trinder metotu ile de 6rneklerde Ki glukoz miktari tespit edilmeye ¢alisilmistir (Barham
and Trinder, 1972).

Bu metotta gergeklesen reaksiyonda glukoz, glukoz oksidaz enzimi tarafindan D-
glukonata oksitlenir ve hidrojen peroksit olusur. Peroksidaz varliginda fenol ve 4-
aminoantipirin karigimi hidrojen peroksit tarafindan oksitlenir. Olusan kirmizi renkli
kinon imin glukoz konsantrasyonu ile orantilidir ve spektrofotometrik olarak izlenerek
tayin gergeklestirildi. Glukoz miktarinin tayini i¢in 500 nm deki absorbans degerleri
gereklidir. Cizelge 4.6 Poly(DTP-Aril-NH;)/GOx biyosensoriiyle Trinder metodundan
cikan sonuglar1 gostermektedir.

Bunun i¢in gazli 6rnegin gazi alinmis ve 6rnekler 50 mM 4,5 fosfat tamponunda 1:20

oraninda seyreltildi. Giinlik hazirlanmig Poly (DTP -Aril-NH;)/GOx biyosensorii ile
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kalibrasyon egrisi ¢izildi ve oOrneklerden alinan glukoz miktarini saptamak igin
kullanildi. Biyosensorden alinan degerlerle referans yontemden alman degerler
birbiriyle karsilagtirildi. Cikan sonuglara gore Poly(DTP-Aril-NH2)/GOx biyosensorii

gercek numunelerde glukoz tayini i¢in ¢ok rahatlikla kullanilabilir.

Cizelge 4.6. Poly (DTP-Aril-NH,)/GOx biyosensorii ve spektrofotometrik yontemler

kullanilarak meyve sularindaki toplam glukoz tayini deneyleri sonuglari

Glukoz (M)?
Ornek :
DTP-Naftil-NH, Spectrofotometrik Geri Kazanmim %
/GOXx
Fizzy Meyve Suyu 0,064 M + 0,006 0,065 M + 0,001 98,5
0,050 M + 0,001 102

Fizzy (with orange)

0,051 M £ 0,008

(n:3) *Sonuglar ortalamaz+standart sapma olarak verilmistir
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

Ditiyol pirol bilesikleri(DTP) pirol halkasinin 2 ve 3 nolu pozisyonlarindan bitisik
tiyofen halkalar1 igeren yapilardir. Bu bilesiklerin diizlemsel bir yapida m-konjuge
yapida olmasindan dolayr son yillarda bir¢ok uygulama alani bulmustur. Bu tez
calismast kapsaminda alkil ve aril grubu igeren daha dnceki ¢alismalardan farkli olarak
elektron verici —\NH, fonksiyonel grubu igeren pek ¢ok nanoteknolojik alanda uygulama
imkan: olacak yeni nesil N-Alkil-NH;, N-Aril-NH; dithionepirol bilesikleri
sentezlendi.10-(4H-Dithiyeno[3,2-b:2°,3’-d]pirol-4-il)dekan-1-amin molekiil dibromo
tiyofen bilesiginin bir mol 1,10-diaminodekan ile Pd.dba; katalizorliigiinde, ligand
olarak BINAP ve baz olarak NatOBut, ¢oziicii olarak toluen kullanilarak
gerceklestirildi. Onemli bir yere sahip olan son yillarda paladyum katalizor sistemli
kalpling reaksiyonlar1 igerisinde karbon azot arasindaki C-N bagi olusturmak i¢in en
yaygin reaksiyon palladium temelli kapling reaksiyonlarindan biri olan Buchwald-
Hartwig Aminasyon yontemine gore gergeklestirilmis olup yapi tayini yapildi
Gergeklestirilen organopaladyum Kkatalizli C-N bag olusumu reaksiyonuyla organik

kimya alaninda molekiillerin sentezi i¢in en etkili yaklagimlardan biri oldu.

5-(4H-ditiyol  [3,2-b:2°,3’-d]pirol-4-il)naftalin-1-amin ~ molekiili Cul ve Pd
katalizorliigiinde, ligand olarak L-prolin ve baz olarak ta Cs,COj3; kullanilarak DMSO
¢oziiciisii  kullanilarak Ullman Tipi Reaksiyon sistemine gore gergeklestirildi.
Sentezlenen bilesiklerin spektroskopik olarak yapilarinin karakterizasyonu yapildi. Bu
sentez yontemi pahali olan palladyum sartlarina gére ekonomik olarak daha avantajli

olmasiyla dikkat ¢ekti.

DTP-AIlkil-NH, ve DTP-Aril-NH; tiirevi monomerlerin sentez ve karakterizasyon
islemlerinden sonra glukoz ve ksantin tayinine yonelik biyosensorler hazirlandi. Glukoz
miktarmin tespitine yonelik, sentezlenen 5-(4H-ditiyol [3,2-b:2°,3’-d]pirol-4-il)naftalin-
1-amin ve 10-(4H-Dithiyeno[3,2-b:2’,3’-d]pirol-4-il)dekan-1-amin monomerlerinin
cams1 karbon elektrot yiizey lizerine elektrokimyasal olarak polimerlestirildikten sonra,
gluteraldehit kimyasali ile ¢capraz olarak baglandi ve mediyatdr olarak iletken polimer
kullanilan glukoz biyosensorleri hazirlandi.Ve hazirlanan bu  biyosensorlerin

karakterizasyonu ve optimum parametreleri belirlendi.
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Ksantin miktarinin belirlenmesi amaciyla elektrokimyasal olarak elektrot yilizeyine
polimerlestirilen  10-(4H-Dithiyeno[3,2-b:2’,3’-d]pirol-4-il)dekan-1-amin  monomeri
gluteraldehit kimyasalinin ksantin oksidaz enzimine kimyasal olarak baglanmasiyla
iletken polimerin mediyator olarak kullanildig1 ksantin oksidaz enzim biyosensorii elde
edildi ve hazirlanan bu biyosensoriin karakterizasyon ve optimumum degerleri
belirlendi. Hazirlanan ksantin biyosensoriiniin diger yapilan ksantin biyosensor
calismalariyla kiyaslandiginda hazirladigimiz ksantin biyosensoriiniin tayin limit
simirmin ve cevap siiresinin diger hazirlanan sensor cevaplarina gére daha hassas oldugu
goriildii.

Cizelge 5.1. Ksantin oksidaz enzimiyle yapilan farkli ¢aligmalarin kiyaslanmasi

. | Cevap Siiresi | Tayin Arahg: . o
Elektrot Materyali (5)(MAM™) (M) Tayin Limit | Duyarhilik | Referans
(uM)
Poly (DTP-AIKil- 5 0,3-25 0,074 124 Bu tez projesi
NH)
ZnO-NPs-PPy 8 0,8-40 0,80 - Devi ve ark.,
2011
CHT/Pt/PANI/Fe;0, 8 0,2-36 0,10 1,0 Sadeghi ve
ark. 2014
P(GMA-co- 4 2-48 0,12 16 Dervisevic ve
VFc)/MWCNT ark.,2015
P(GMA-co- 3 2-36 0,17 0,17 Dervisevic ve
VFc)/REGO-Fe;04 ark.,2015

Hazirlanan bu biyosensor sistemlerini diger enzim ve mikrobiyal bazlh
biyosensorlerinden farkli kilan stabiliteyi, hizi ve duyarlilig1 arttiran iletken polimerlerin
kullanilmasiydi. Ayn1 zamanda enzim biyosensorlerin de kattig1 bazi avantajlar vardir.
Enzim sensorleri ilgili substratlarina karsi yiiksek spesifiklik gosterirler. Biyomolekiiller
icin uygun bir matriks olan ve bu nedenle biyosensor uygulamalarinda stabiliteyi, hizi
ve duyarlilig1 artirmak amaciyla kullanilabilen iletken polimerler araciligiyla hazirlanan
enzim biyosensoriin dogrusal tayin araliginin genis olmasi, sensor sistemi ile
tekrarlanabilir sonuglar elde edilebilmesi gelistirilen biyosensoriin biyoteknolojik

uygulamalarda kullanim alanma sahip olabilecegini gostermektedir.
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Bulunan sonuglar literatiirde yer alan benzer ¢alismalarla kiyaslandiginda medyator

kullanarak gergeklestirilen DTP-AIKil-NH, ve DTP-Aril-NH; biyosensor ¢aligmalari

iistiinlik tagimaktadir. Bazi durumlarda ortamdaki oksijen varligi analiz sonuglarmni

etkilemektedir ve ortamda oksijen istenmemektedir. Boyle durumlarda mediyatorlii

biyosensorler se¢ilmelidir.

Cizelge 5.2. Amperometrik mikroorganizma temelli biyosensor drnekleri

Hedef Analit Mikroorganizma Elektrot Tayin Limiti | Tayin Arah@ | Referans
Glucose G.Oxydans GE 0,05-1,5mM | Bu tez galigmasi
Galactose P.Putida CNT-GE - 0,5-6mM Timur ve ark. (2007)
Tuncagil ve ark.
Glucose G.Oxydans GE - 0,25-4mM (2009)
Glucose G.Oxydans GE - 0,05-1 mM Odaci ve ark.(2009)
Glucose P.Putia Cys-Au - 1-7,5mM Timur ve ark.(2007)
Glucose P.Putia CNT-CPE - 0,05-2 mM Timur ve ark.(2007)
Mannos P.Flouorescens GE - 0,2-1 mM Odaci ve ark. (2008)
Etanol G.Oxydans GCE 3,3uM 10uM-1,5mM | Valach ve ark. (2009)
Vitamin B1 S.Cerevisiae DOE - 5-100 mM élé}gér)naz ve ark.
Caffein P.Alcaligenes COE - 0,1-1mg/ml Babu ve ark. (2007)
L-lactate H.polymorpHa GE - 6 uM-1,6 mM | Smutok ve ark.(2007)
) o Akyilmaz ve
L-Lysine S.Cerevisiae DOE - 1-10 uyM ark.(2007)
P.aeruginosa+ ) %0,3 (V/V)
Methane K.sp. PtE %1-5 (VIV) Wen ve ark. (2008)
Phenol P.putida CNT-CPE - 0,5-4 mM Timur ve ark. (2007)
p-Nitrophenol Mycobacterium CPE 20nM 20 uM l(\ggécsr;andam ve ark.
Catecol p.Putida Cys-Au - 0,025-0,2 mM | Timur ve ark. (2007)
Bilirubin . Nakamura ve
oxidase S.cerevisiae SPCE - 6,6-220 mg/L ark.(2007)
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Cizelge 5.2. (devami) Amperometrik mikroorganizma temelli biyosensor 6rnekleri

Hedef Analit | Mikroorganizma | Elektrot Tayin Limiti | Tayin Arah@ | Referans

Bilirubin P. Syringae DOE - 5-100 mg /L Kara ve ark.

Oxidase (2009)

Choline A.globiformis COE - 80nM -0,2 Sytoytcheva

mM ve ark. (2006)

Paraoxon P.putida JS444 CPE 1nM 2uM Lei ve ark.
(2007)

parathion P.putida JS444 CPE 1nM 2uM Lei ve ark.
(2007)

Tiim bu sonuglar kullanilan DTP tiirevlerinin enzim ve mikrobiyal molekiilleri tayini

icin biyosensor gelistirilmesinde Onemli

bir katki

sagladigini

gostermektedir.

Sentezlenen DTP tiirevleri monomerleri elektrot yiizeyinde kolayca polimerlesmekte ve

olusturulan ylizeyler elektron akimmi kolaylastirarak yiiksek duyarlilifa sahip yeni

elektrotlar olusturmasinda etkili sistem olusturulmustur.
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EKLER
'H-NMR ve ®*C-NMR SPEKTRUMLARI
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EK 1. 3,3-Dibrom-2,2 -bitiyofen (2) bilesiginin 400 MHz *H-NMR spektrumu (CDCls)
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EK 2. 3,3 -Dibrom-2,2 -bitiyofen bilesiginin 100 MHz **C-NMR spektrumu (CDCls)
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EK 3. 10-(4H-Ditiyol[3,2-b:2 ,3 -d]pirol-4-il)dekan-1-amin bilesigi 400 MHz ‘*H-NMR
spektrumu (CDClI5)
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EK 4. 10-(4H-Ditiyol [3,2-b:2',3 -d]pirol-4-il)dekan-1-amin bilesigi 100 MHz **C-

NMR spektrumu (CDClI5)
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EK 5. 5-(4H-ditiyol [3,2-b:2’,3’-d]pirol-4-il)naftalin-1-amin 400 MHz *H-NMR

spektrumu (CDCl5)
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EK 6. 5-(4H-ditiyol [3,2-b:2,3’-d]pirol-4-il)naftalin-1-amin 400 MHz **C-NMR
spektrumu (CDCls)
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IR SPEKTRUMLARI
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EK 7. 3,3 -Dibrom-2,2 -bitiyofen bilesigi IR spektrumu
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EK 8. 10-(4H-Ditiyol[3,2-b:2 ,3 -d]pirol-4-il)dekan-1-amin bilesigi IR spektrumu
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EK 9. 5-(4H-ditiyol [3,2-b:2°,3’-d]pirol-4

spektrumu
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