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OZET

BiYOKUTKEDEN KARBONIZE ILETKEN ELEKTROT MALZEMESIi URETIiMi
VE BIiYOELEKTRONIK UYGULAMALARDA KULLANIMI

Biyosensorler ve yakit hiicreleri biyobelirteglerin tayini basta olmak iizere bir¢cok alanda
kullanilmaktadir. Enzimatik biyosensdrler ve enzimatik yakit hiicreleri enzimlerin fizyolojik
sartlarda calisabilmeleri, yiiksek Ozgiilliikleri ve kiigiik Olgekte tasarim imkani saglamalari
nedeniyle one ¢ikan sistemlerdir. Bu ¢alismada, farkli biyokiitle kaynaklar1 kullanilarak
karbonizasyon yontemiyle iletken elektrot malzeme hazirlanmig ve elde edilen bu karbonize
malzemenin biyoelektronik uygulamalardaki performansmin incelenmistir. Bu kapsamda ilk
olarak, hasir otu piiskiilii (TT) ve kedi sogiidiinden (PW) karbonizasyon yontemiyle iletken
karbonize malzemeler elde edilmistir (CTT ve CPW). Elde edilen karbonize malzemeler
fiziksel, kimyasal ve elektrokimyasal yontemlerle karakterize edilmis, baski devre karbon
elektrotlar iizerine kaplanmis ve yiizeylerine glikoz oksidaz enzimi tutuklanmistir. Daha sonra
en uygun enzim tutuklama yontemi belirlenmis ve biyosensor ¢alisma potansiyeli, uygulanan
enzim ve mediyator miktarlari optimize edilmistir. Hazirlanan elektrotlar test edilerek, tekrar
edilebilirlikleri, raf 6mirleri, girisim etkileri, dogrusal ¢alisma araliklari, tayin limitleri (LOD
ve LOQ) belirlenmis ve ger¢cek numune testleri gergeklestirilmistir. Daha sonra bu elektrotlar
platin karasi ile gelistirilen katot ile birlestirilerek yakit hiicresi testleri gerceklestirilmistir. CTT
ve CPW modifiye elektrotlarin 5 mM glikoz derisimde tekrar edilebilirlik bagil standart sapma
degerleri sirasiyla % 6,67 ve %12,85 olarak elde edilmis, 30 giiniin sonunda akim degigiminin
sirastyla %12,33 ve %19,56 olarak bulunmustur. Biyosensér, muhtemel girisim yapmasi
beklenen iirik asit, askorbik asit ve insiilin varliginda test edildiginde glikoz cevabina kars1 bu
maddelerin anlamli bir girigsim etkisi goriilmemistir. Sensoriin dogrusal ¢alisma aralig1 her iki
malzeme i¢in de 0 — 10 mM olarak belirlenmis, CTT ve CPW i¢in LOD degerleri ise sirasiyla,
0,45 mM ve 0,31 mM; LOQ degerleri ise sirastyla 1,35 mM ve 0,93 mM olarak hesaplanmistir.
Biyosensorlerin glikoz tayini i¢in uygulanabilirligi gercek numune (¢ilek, visne ve kayisi regeli)
testleri ile gosterilmistir. Son olarak, CTT ve CPW ile hazirlanan yakit hiicrelerinden iiretilen
maksimum gii¢ yogunlugu degerleri ise sirasiyla 3,54 pW/cm? ve 3,31 pW/cm? olarak elde

edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Enzimatik yakit hiicresi, biyokiitle, karbonizasyon, biyosensor,

biyoelektronik, yenilenebilir enerji



ABSTRACT

PRODUCTION OF CARBONIZED CONDUCTIVE ELECTRODE MATERIAL
FROM BIOMASS AND ITS USE IN BIOELECTRONIC APPLICATIONS

Biosensors and fuel cells are used in many applications, especially in the determination of
biomarkers. Enzymatic biosensors and enzymatic fuel cells, on the other hand, stand out due to
the ability of enzymes to work under physiological conditions, their high specificity, and their
miniature design possibilities. This study aims to produce conductive electrode materials using
different biomass sources via carbonization and to examine the performance of this carbonized
material in bioelectronic applications. First, conductive carbonized materials were obtained
from typha tassel (TT) and pussy willow (PW) using the carbonization method (CTT and
CPW). The carbonized materials obtained were characterized by physical, chemical, and
electrochemical methods, coated on screen-printed carbon electrodes and the glucose oxidase
enzyme was immobilized on modified surfaces. The most suitable enzyme immobilization
method was determined and the biosensor working potential, applied enzyme, and mediator
amounts were optimized. The reproducibility, shelf life, interference effects, linear operating
ranges, and detection limits (LOD and LOQ) of the prepared electrodes were determined, and
real sample tests were carried out. Then, these electrodes were combined with the cathode
developed with platinum black, and fuel cell tests were carried out. The relative standard
deviation values of the repeatability of CTT and CPW-modified electrodes at 5 mM glucose
concentration were calculated as 6.67% and 12.85%, respectively, and the current change at the
end of 30 days was found to be 12.33% and 19.56%, respectively. When the biosensor was
tested in the presence of uric acid, ascorbic acid, and insulin, no significant interference effect
was observed against the glucose response. The linear operating range of the sensor is
determined as 0 — 10 mM for both materials, the LOD values for CTT and CPW are 0.45 mM
and 0.31 mM, respectively, and the LOQ values are 1.35 mM and 0.93 mM, respectively. The
applicability of biosensors for glucose determination has been demonstrated by real sample
(strawberry, cherry, and apricot jam) tests. Finally, maximum power density values obtained
from fuel cells prepared with CTT and CPW are 3.54 pW/cm? and 3.31 pW/cm?, respectively.

Keywords: Enzymatic fuel cell; biomass; carbonization; biosensor; bioelectronics; renewable

energy
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1. GIRIiS

Son yillarda niifusun artmasi ve teknolojinin gelismesiyle birlikte enerjiye olan talep
gittikce artmistir. Ayrica kiiresel 1sinmanin artmasi da temiz ¢evre dostu enerji kaynaklariin
elde edilmesini ve verimli kullanilmasini gerektirmistir. Yenilenebilir enerji kaynaklarina
yapilan yatirimlarin ve kullaniminin artmasinin temel nedeni de budur (Nada vd, 2022).
Alternatif veya yenilenebilir enerji bigimleri, geleneksel enerji tiirlerine ek olarak ortaya
cikmistir ve bazi gelismis tlilkelerde enerji tiretiminde dnemli bir paya sahip olmalarina ragmen
bu enerji tiirleri, enerji sektoriinde hala hakkettikleri yeri almamistir (Maradin, 2021). Giinimiiz
sartlar1 goz oniine alindiginda; uygun maliyetli, verimli ve temiz enerji kaynaklari son derece
onemli hale gelmistir. Yenilenebilir enerji, slirekli yenilenen dogal siire¢lerden elde edilir. Elde
edilen cesitli bicimleri ise; dogrudan giinesten, riizgardan, yagmurdan, okyanus gelgitlerinden,

biyokiitleden ve jeotermalden saglanmaktadir (Dstergaard vd, 2020).

Stirdiiriilebilirlik kavrami cevresel, ekonomik ve sosyal faktorleri igerir ve enerji
alaninda disiplinleraras: iligkisini acik¢a gosterir. Enerji stirdiiriilebilirligiyle ilgili kaygilar,
fosil yakitlarin titkenmesi ile ilgilidir (Schirone ve Pellitteri, 2017). Fosil yakitlar yakildiginda
yenilenemeyen bir kaynagi azaltarak karbondioksite (CO2) doniistiiriirken, biyokiitlenin
yakilmast atmosfere yeni CO: katkis1 saglamaz (Ostergaard vd, 2020). Biyokiitle, bu
perspektiften bakildiginda yasam dongiisiine yakin bir yaklasim sagladigi i¢in en ilging enerji
kaynaklar1 arasindadir (McKendry, 2002). Ayrica, her yil tarim, hayvancilik ve insan
faaliyetlerinden kaynaklanan milyarlarca metrik ton biyokiitle israf edilmekte, bu da biyokiitle
atiklar1 ve gereksiz CO2 emisyonlar1 nedeniyle kirlilige neden olmaktadir. Bu nedenle,
yenilenebilir biyokiitle kaynaklarinin karbonlu malzemelere doniistiiriilmesi i¢in bazi yollarin

gelistirilmesi 6nemli bir konu haline gelmistir (Z. P. Zhang vd, 2019).

Biyoelektrokimyasal sistemler (BES), kimyasal enerjiyi elektrik enerjisine ¢evirebilen
ya da tam tersini yapabilen biyokatalitik diizeneklerden yapilmaktadir. BES’ler tipik olarak
enzimatik yakit hiicreleri ve mikrobiyal yakit hiicrelerinden olusmaktadir. BES’de, elektrot
malzemeleri elektrokimyasal performansi belirlemede 6nemli bir parametredir (Herkendell,
2021). Ozellikler enzimatik elektrotlar hazirlanirken genellikle altin, karbon nanotiip ve grafen
gibi maliyetli ve ¢evreye zararli proseslerle tiretilen malzemeler kullanilmaktadir. Dogal, ucuz
ve kolay bulunabilir olmalar1 nedeniyle karbon malzemeler en yaygin kullanilan elektrot

malzemesidir (Bhat vd, 2019; Gong vd, 2017).



Biyokiitle kaynakli karbonizasyon tiriinleri (Biomass-derived carbonaceous materials,
BCM), giiniimiizde ¢evre-dostu uygulamalarinin yaninda sensorler, elektronik cihaz elemant,
yeni nesil elektronik malzemeler, 1s1 esanjorleri, termal yalitimlar, biyomalzemeler,
elektromanyetik koruyucu, elektrotlar vb. endiistriyel kullanim alanlarina sahiptir (Giilesen vd,
2019; Lin vd, 2021). Karbon temelli elektrot malzemelerin iiretiminde, yiiksek iletkenlikleri,
kararliliklar1 ve iyi elektrot yiizey alanlarina sahip olmalar1 nedeniyle BCM tercih edilmektedir
(Erkal vd, 2016; Han vd, 2021). Ayrica karbon temelli elektrot ve tiirevleri, nano sensorler,
glines pili, hidrojen depolama, kapasitorler ve biyo-medikal gibi ¢esitli teknolojik alanlarda
elektro analitik uygulamalara avantajlar saglamaktadir (Bhat vd, 2019). Ozellikle biyosensor
ve enzimatik biyoyakit hiicreleri caligmalarinda elektrotlarin hassasiyetini artirmak ve
biyomolekiiller i¢in tutuklanma yiizeyi olusturmak igin tercih edilmektedir (Uslu ve Ozkan,
2007).

Elektrokimyasal sistemler, hizli cevap siireleri, yliksek duyarlilik ve dogruluk
saglamalar1 nedeniyle hem biyosensorler hem de enzimatik yakit hiicreleri igin temel
olusturmuglardir (L. L. Zhang ve Zhao, 2009). Enzimatik biyosensorler ve yakit hiicreleri
fizyolojik sartlarda calisabilmeleri, yiiksek Ozgiilliikleri ve kiiciik Glgekte tasarim imkani
saglamalar1 nedeniyle, diislik enerjiyle calisan elektronik cihazlarda kullanim potansiyeline

sahiptir.

Hem elektrokimyasal enzimatik biyosensorler hem de enzimatik yakit hiicrelerinin
performansi biyolojik molekiillerin iletken malzemelerin yiizeyleriyle yaptig1 giiglii ve kararli
etkilesimlere baghdir (Xiao vd, 2019). Bu etkilesimler sonucu yiizeye tutuklanmanin verimi
enzimlerin bu ylizeylere nasil baglandigi ve kullanilan malzemelerin biyouyumluluklar: ile
ilgilidir. Giliniimiizde enzimlerin performansini ve iletken yiizeylere elektron transferini
gelistirici birgok tutuklama yontemi kullanilmaktadir (Habermiiller vd, 2000). Bu yontemler
baslica adsorpsiyon, kovalent baglanma ve hapsetme olarak siralanabilir. Her bir yontemin
kendi igerisinde avantaj Ve dezavantaji olmasi nedeniyle, kullanilan enzim, enzimin
baglanacagi ylizey ve gerc¢eklesecek enzimatik reaksiyona gore kullanilan yontemler her sistem
igin farklilik gosterebilmektedir (Datta vd, 2013). Glikoz oksidaz (GOXx), enzimatik sensorlerde
kullanilan en yaygin enzimdir (Wilson ve Turner, 1992). ilk olarak 1964 yilinda ortaya ¢ikan
enzimatik yakit hiicreleri giinlimiize kadar gelisimini siirdiirmeye devam etmistir (Yahiro vd,
1964). Bu hiicrelerde, yakitin (substrat) anotta enzimatik oksidasyonu sonucu agiga g¢ikan
elektronlar elektronik bir devreyle katota ulasir ve burada meydana gelen enzimatik indirgenme

reaksiyonuyla (genellikle oksijen indirgenmesi) iirlin olusur (genellikle su) (Leech vd, 2012;



Mekhilef vd, 2012; Xiao vd, 2019). Boylece iki elektrot arasinda (anot ve katot) bir potansiyel
fark elde edilir.

Elektrokimyasal biyosensorler, basit kullanim, yiiksek hassasiyet ve segicilik nedeniyle
siklikla arastirilmaktadir (Hovancova vd, 2017) ve enzimatik veya enzimatik olmayan
elektrokimyasal biyosensorler olmak tizere iki temel grupta incelenebilir (Leech vd, 2012).
Enzimatik biyosensdrler, miikemmel segicilikleri ve duyarliliklari nedeniyle yaygin olarak
kullanilmaktadir. Enzimatik olmayan sensorlerde ise herhangi bir biyolojik molekiil
kullanilmadan elektrokimyasal biyosensorler gelistirilmektedir (Mohammadpour-Haratbar vd,
2022). Bu tip sensorlerde, platin, altin ve bakir olmak iizere farkli metaller, giiniimiizde ise daha

¢ok nanomalzemeler tercih edilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda, yaygin olarak bulunan ucuz biyokiitle malzemelerin katma degere
sahip degerli trlinlere doniistliriilmesi hedeflenmistir. Bu kapsamda, farkli biyokiitle
kaynaklarindan, piroliz yontemiyle karbonize iletken elektrot malzemeleri elde edilmis ve bu
malzemelerin biyoelektronik uygulamalardaki performanslar1 incelenmistir. Bu amag
dogrultusunda, biyokiitle kaynakli karbonize iletken malzemelerle modifiye edilmis
elektrotlara enzim tutuklanarak biyosensor ve biyo-yakit hiicrelerindeki performansi test

edilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Biyokiitle ve Karbonizasyon

Enerji ihtiyacimi kargilamak icin kullanilan fosil yakitlarin sinirlhi kaynak, hizl tiiketim
ve ¢evresel zararlar1 nedeniyle verimli, ¢evreci ve siirdiiriilebilir enerji depolama sistemlerini
kesfetmek ve gelistirmek gerekmektedir. Enerji depolama sistemlerinde kullanilan elektrot
malzemesi elektrokimyasal performansi belirlemede anahtar parametredir. Diisiik maliyeti,
kararlilig, siirdiiriilebilirligi ve ¢evre dostu olmasi nedeniyle elektrot malzemesi olarak karbon
malzemeler yaygin olarak kullanilmaktadir. Son zamanlarda, elektrot malzemesi olarak

yenilenebilir biyokiitle kaynakli karbon malzemeleri kullanilmaktadir (Gong vd, 2017).

Biyokiitle, diinya ¢capinda hem geligsmis hem de gelismekte olan ekonomiler i¢in modern
toplumun enerji ihtiyaglarina katkida bulunma potansiyeli en yiliksek yenilenebilir enerji
kaynag1 olarak kabul edilmektedir (Bridgwater, 2006). Biyokiitle, enerji kaynagi olarak
kullanilabilen herhangi bir organik maddeye denir ve yakildiginda depolanan enerji 1s1 veya
elektrik iiretmek igin kullanilabilir. Insanlar yiizyillardir biyokiitleyi odun yakarak evlerini
1sitmak i¢in ya da yemek pisirmede kullanmislardir. En ¢ok kullanilan bigimleri arasinda
tarimsal triinler, tiriin artiklart ve orman triinleri bulunmaktadir. (Clarke ve Preto, 2011;

Energy, 2016).

Tablo 2.1. Biyokiitle kullaniminin avantaj ve dezavantajlari

Avantajlar: Dezavantajlan
Yenilenebilir, siirdiiriilebilir ve temiz bir Asir1 kullanimi bitki tahribatina yol agabilir
enerji kaynagidir. ve kiiresel 1sinmay1 etkiler.
Is1 ve elektrik gibi farkli enerji kaynaklarini Yogunlugu diisiik oldugu i¢in tagima
karsilamak i¢in kullanilabilir. maliyetleri fazladir.

Genelde atiklar kullanildig1 i¢in ucuz bir Lifli bir yapiya sahip olduklari i¢in ezilmesi

enerji kaynagidir. ve 0giitiilmesi zordur.

Tablo 2.1°de Dbiyokiitle kullanimmnin avantaj ve dezavantajlart detayli olarak
incelenmistir. Biyokiitlenin yeryiiziinde bol miktarda bulunmasi, yenilebilir bir enerji kaynagi
olmast, her yerde yetisebildigi i¢in 6zellikle kirsal bolgelerin sosyoekonomik olarak kalkinmasi

icin 6nemli bir enerji kaynagidir (Stevanovic ve Stevanovic, 2022). Ayrica son yillarda enerji



depolamasi i¢in siirdiiriilebilir ve yiiksek performansli biyokiitle kaynaklarindan iiretilen
elektrot malzemeleri ile ilgili nemli ¢alismalar gergeklestirilmistir (L. X. Zhang vd, 2015).
Elektrot malzemeleri arasinda karbon; yiiksek iletkenlik, diisiik maliyet, genis yiizey alan1 gibi
ozellikler sunar ve enerji depolama cihazlari igin 6nemlidir. Biyokiitleden elde edilen karbonun,
stirdiiriilebilir ve yenilenebilir siirecinin yani sira ticari perspektifi ve atik geri doniisim
acisindan oldukca 6nemlidir. Karbon temelli elektrotlarin gézenekli yapi, yliksek ylizey alani
ve elektrik iletkenligi gibi 6zellikleri elektrokimyasal performansini arttirmak igin anahtar

parametrelerdir (Chang vd, 2021; Jin vd, 2018).

Gergeklestirilen bu tez ¢alismasinda karbonize elektrot malzeme {iretimi i¢in hammadde
olarak hasir otu ve kedi sogiidii secilmistir. Hasirotu ve kedi sogiidii, sulak alanlarda ve
cevresinde bulunabilir ayrica diisiik maliyetlidir. Hizli biiylimesi nedeniyle ¢evre kirliligine
neden olabilir (Shen vd, 2019). Giines enerjisini etkin bir sekilde kullanir ve tohumlari riizgarla
savrulup sonra su yilizeyinde ylizdigi icin hizla yayilan lignoseliilozlardan olusur
(Anisuzzaman vd, 2015; Labrecque ve Teodorescu, 2003). Genelde biyokiitle lignoseliilozik
biyokiitle olarak adlandirilan bitkileri veya bitki tiirevli malzemeleri ifade eder (L. X. Zhang
vd, 2015). Lignoseliilozik biyokiitle, diinya iizerinde bulunan en bol yenilenebilir biyolojik
kaynaktir (Sahin vd, 2018).

(A)

Sekil 2.1. (A) Hasirotu ve (B) kedi sogiidii

Biyokiitlelerin karbonizasyonundan elde edilen kat1 maddeye karbonize malzeme denir.
Karbonize malzeme iiretmek icin secilen hammaddenin karbon igeriginin yiiksek olmasi
gerekir. Bitkisel kaynak segme sebebimiz de buna dayanmaktadir. Karbonizasyon, inert gaz
(N2 gibi) varliginda hafif hidrokarbonlar ve hidrojen seklindeki ugucu maddeleri uzaklagtirarak

biyokiitlenin karbon bilesimini zenginlestirmek i¢in yapilan bir termal bozundurma islemidir.



Karbon malzemelerin sentezi ve uygulanmasi uzun bir gegmise sahiptir ve karbon siyah1 3000
yildan fazla bir siiredir miirekkep, pigmentler ve dovmeler i¢in kullanilmaktadir (Hu vd, 2010).
Cesitli karbon tiirleri arasinda karbon nanotiiplerin (CNT’ler) 1991°de gézlemlenmesinden bu
yana karbonize malzemelerin elektrot malzemesi i¢in ideal bir aday oldugunu diisiiniilmektedir
(H. Li vd, 2011). Bununla birlikte CNT ve grafen gibi karbon malzemelerin maliyeti yliksektir
ve uygulamada kullanimini sinirlar. Bu malzemelere kiyasla karbonize malzemelerin
karsilastirilabilir yiiksek ylizey alanlarima ve goézenekli yapilara sahip olmasinin yaninda
maliyeti ¢ok daha diisiiktiir (J. L. Wang ve Wang, 2019). Yiiksek yiizey alanli karbonize
malzemeler, enerji depolama cihazlarinda en ¢ok kullanilan malzemelerdir; karbonun genis
ylizey alani, elektrot/elektrolit ara yiiziinde yiik biriktirme kapasitesini artirmaya yardimci
olabilir. Ayrica, oksidasyon kararlilig1 ve yiiksek 6zgiil iletkenlikler (Omik kayiplar1 ve 1s1y1

azaltmak i¢in) gibi 6zellikler 6nemli gelistirme parametreleridir (Zhao vd, 2010).
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Sekil 2.2. Biyokiitleden karbonizasyon iglemi ile karbonize malzeme iiretimi
2.2. Biyosensorler

Biyosensor, temel olarak bir biyolojik tanima bdlgesi (biyoreseptor), 6zel bir transdiiser
(dontstiiriicii) ve sinyal igleme kismindan olusur. Bir biyosensor bagli veya entegre edilmis bir
biyolojik algilama elemanina sahip cihazdir. Amag, belirli bir kimyasalin veya bir dizi
kimyasalin konsantrasyonuyla orantili olan dijital elektronik sinyal iiretmektir ve bu sinyalin
Olclim cihazina iletilmesiyle ilgilidir. Biyosensor cihazlari spesifiktir, hizlidir, ¢alistiriimasi
kolaydir ve minimum numune 6n islemesi dahil edilerek kolaylikla tiretilebilir. Sekil 2.3de
goriildiigii gibi tipik bir biyosensdr analiz edilen numune, biyoreseptor, doniistiiriicii ve

goriintiiden olusur (Mohd Said, 2014).
Analit: Bilesenleri tanimlayan veya belirleyen madde (Orn. glikoz, amonyak ve laktoz).

Biyoreseptor: Hedef substrati (yani bir analiti) taniyabilen bir biyomolekiil veya
biyolojik bir element, biyoreseptdr olarak bilinir (6rnegin, enzimler, hiicreler, aptamerler,
niikleik asit (DNA veya RNA) ve antikorlar). Biyoreseptor ve analit arasindaki etkilesim

sirasinda sinyal {iretim siirecine biyotanima denir.



Doniistiiriicii: Enerjiyi bir bicimden digerine doniistiiren bir cihazdir. Doniistiiriicii, bir
biyosensorde anahtar unsurdur. Biyolojik tanima olayini, kimyasal veya biyolojik bir hedefin
miktar1 veya varhi§inda Olgiilebilir bir sinyale doniistiiriir. Bu enerji doniistiirme islemi
sinyalizasyon olarak bilinir. Doniistliriictiler, analit-biyoreseptor etkilesimlerinin sayisiyla
orantil1 olarak optik veya elektriksel sinyaller iiretir. Calisma prensibine gore donistiiriiciiler
genel olarak elektrokimyasal, optik, termal ve elektronik siniflandirilir.
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Sekil 2.3. Analiz edilen numune, biyoreseptor, doniistiiriicii ve goriintiiden olusan basit bir

biyosensoriin sematik diyagrama.

Goriintiileme: GOriintli birimi, karsilik gelen yanitin kullanici tarafindan okunabilmesi
ve anlasilabilmesi i¢in ¢ikt1 iireten bir bilgisayar gibi kullanict yorumlama sisteminden olusur.
Son kullanict 6n kosuluna bagl olarak, cikti sayisal, grafik, tablo degeri veya bir sekil
bigiminde olabilir (Naresh ve Lee, 2021).

Glikoz temelli biyosensorlerin evrimi, bilesenlerin baglanmasina, yani biyotanima
elemaninin (biyoreseptdr) doniistiiriicliye uyum yontemine gore ii¢ nesilden olugmaktadir.
Glikoz seviyesini 6lgmek i¢in ilk enzim temelli elektrot 1962'de Clark ve Lyons tarafindan
tanitilmistir. Bundan sonra, enzim temelli glikoz biyosensorlerinin gelisimi iic nesilden
geecmistir; birinci nesil, enzimatik reaksiyonun sarf malzemesi olan dogal oksijenin
kullanilmasmma ve reaksiyonunun sonucunda ortaya ¢ikan H2Oz'nin saptanmasina
dayanmaktadir. Bununla birlikte, oksijen diflizyonu ve asir1 potansiyel uygulanmasi GOx ’in
H,0; iiretme yetenegini sinirlamaktadir. Ikinci nesil biyosensorlerde bu smirlama elektronlar:
enzimden ¢aligma elektrotunun yiizeyine tasimak icin redoks aracilari kullanilmasin1 gerektirir.
Ciinkii dogrudan elektron transferini engelleyen bir enzim yapist mevcuttur. Bu nedenle, enzim

ve elektrot arasinda dogrudan elektron transferine izin vererek araciy1 ortadan kaldiran {iglincii



nesil bir glikoz biyosensorii gelistirilmistir (Jayakumar vd, 2021; Tinikul vd, 2022). Ugiincii
nesil ise, yapay aracilardan kurtulmak amaciyla gelistirilmistir. GOX, diisiik maliyeti ve yiiksek
seciciligi ve duyarliligr nedeniyle ticari olarak mevcut glikoz sensoérlerinin ¢ogunda yaygin
olarak kullanilmaktadir (Liu vd, 2022). GOx’e dayali amperometrik enzim elektrotlari, basit
kullanimi1 kolay kan sekeri testine geciste oncii bir rol oynamistir ve siirekli glikoz izlemede
benzer bir rol oynamasi beklenmektedir (Joseph Wang, 2008). Sekil 2.4’de biyosensorlerin lig
nesli gosterilmistir (C. Chen vd, 2013).

Sekil 2.4. Birinci, ikinci ve iiglincii nesil olarak sunulan enzimatik glikoz oksidasyonu

mekanizmalarinin ozeti.

Birinci nesilde, biyosensorler, doniistiiriiciiniin yiizeyine yayilan ve bir elektrik yaniti
iireten biyoreseptor reaksiyonlarinin analitlerinin ve {riinlerinin igerigini olger. Bu tiir
sensOrlere aracisiz amperometrik biyosensorler de denir. Biyosensorlerin babasi olarak
nitelendirilen Clark ilk raporunda biyosensoriin bilesenlerini tanimlamistir. 1956 yilinda
yayinlanan rapor, kandaki oksijen konsantrasyonunu 6lgebilen bir elektrot hakkindayd: (Naresh
ve Lee, 2021). 1962'de Clark ve Lyons tarafindan iretilen ilk glikoz enzim elektrotu, denklem
(2.1)’de gosterildigi gibi O2 varliginda glikoz oksidasyonu ger¢ekleserek kandaki glikoz
miktar1 gelistirilen cihazla tespit edilmistir (Clark Jr ve Lyons, 1962; Naresh ve Lee, 2021).

GO
Glikoz+0, — Glukonik Asit + H,0, 2.1)

Bu reaksiyona bagli olarak hidrojen peroksit konsantrasyonundaki artis ve oksijen
konsantrasyonundaki azalma, her ikisi de glikoz konsantrasyonu ile orantili olmak iizere

elektrokimyasal olarak tespit edilir (Atanasov ve Wilkins, 1994). ikinci nesilde, yardimci
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enzimler ve nanomalzemeler gibi ayri ayri bilesenler, analitik verimliligi artirmak amaciyla
biyosensoriin biyolojik bilesen katmanina entegre edilir. Bu tiir sensorlere aract amperometrik

biyosensorler de denir.

Ucgiincii nesilde, biyoreseptdr molekiilii, temel algilama elemaninin ayrilmaz bir pargasi
haline gelir, yani biyosensorler, elektrolit i¢inde serbest bulunan difiizyon aracilar1 yerine ayni
elektrot iizerinde enzimler ve aracilar kullanmistir. Ara asamalara ihtiyag duymadan elektron
transferi yoluyla enzimler ve elektrot arasinda dogrudan bir etkilesim kurulmustur. Etkilesimin
yan1 sira, diislik tasarim maliyeti ve tekrarlanan l¢iimlere sahip olma olasiligi, ii¢lincii nesil

biyosensoriin avantajlaridir (C. Chen vd, 2013; Naresh ve Lee, 2021).
2.2.1. Biyosensorlerin ozellikleri

Her biyosensoriin sahip oldugu o6zellikler vardir ve bu 06zellikler biyosensoriin

performansina yansimaktadir. Bu 6zellikler kullanilarak biyosensorlerin performansi optimize

edilebilir.

Secicilik (Selectivity): Biyosensoriin bir biyoreseptor secerken dikkate alinmasi gereken
en 6nemli ozelligidir. Segiciligin en gilizel 6rnegi bir antijenin antikorlar ile etkilesimi olarak

gosterilir (Bhalla vd, 2016).

Tekrar iiretilebilirlik  (Reproducibility): Tekrar iretilebilirlik, biyosensordeki
doniistiiriiciiniin ve goriintiilemenin kesinligi (bir numune her 6l¢iildiigiinde benzer sonuglar
¢ikmasi) ve dogrulugu (bir numune birden fazla kez olciildiigiinde sensoriin gergek degere
yakin bir ortalama deger saglama kapasitesi) ile karakterize edilir. Tekrar {retilebilirlik,
biyosensoriin, aynt numune o6lgiildiigiinde ayni1 sonuglari tretmesidir ve tekrar iretilebilir
sinyaller, bir biyosensoriin yaniti iizerinde yapilan ¢ikarimda yiiksek giivenilirlik ve saglamlik

saglar (Bhalla vd, 2016).

Stabilite (Stability): Stabilite (kararlilik), biyoalgilama sistemindeki ve ¢evresindeki
ortam bozukluklarma kars1 duyarlilik derecesidir. Biyosensoriin uzun inkiibasyon adimlari veya

stirekli izleme gerektirdigi uygulamalarda stabilite en 6nemli 6zelliktir (Bhalla vd, 2016).

Dogrusallik (Linearity): Dogrusallik, matematiksel olarak ’y=mx’’ olarak gosterilen
diiz bir cizgiyle Olgiilen yanitin dogrulugunu gosteren Ozelliktir; burada x, analitin
konsantrasyonu, y ¢ikis sinyalidir ve m biyosensoriin hassasiyetidir. Uygulamaya bagl olarak,
cogu biyosensOr uygulamasi yalnizca analit tespitini degil, ayn1 zamanda genis bir calisma

araliginda analit konsantrasyonlarinin Slciimiinii de gerektirir. Iliskili baska bir terim ise,



PR

biyosensOr yanitinin konsantrasyonla dogrusal olarak degistigi analit konsantrasyonlarinin

aralig1 olarak tanimlanan dogrusal araliktir (Bhalla vd, 2016).

Duyarlilik (Sensitivity): Biyosensor tarafindan tespit edilen minimum analit miktarini
(LOQ), tespit sinirin1 (LOD) veya hassasiyetini tanimlar. Numunede analit izlerinin varligini
dogrulamak i¢in az miktardaki analit miktarlarin1 diisiik konsantrasyonlarda dogru sekilde

saptamak 6nemli bir biyosensor 6zelligidir.

Biyosensorler, yasam kalitesini artirmay1 amaglayan ¢ok genis uygulama alanlarina
sahiptirler. Sekil 2.5’te goriildiigii lizere biyosensorlerin; gevresel izleme, hastalik tespiti, gida
giivenligi, savunma, ila¢ kesfi ve daha pek ¢ok alanda kullanimlar1 mevcuttur. Cevre kirliligi
sorunu uzun siiredir ¢ok 6nemli bir konudur. Bir¢ok aragtirmact hizli, ¢evrimigi, siirekli izleme
ekipmani elde etmek i¢in ¢alisma yapmaktadir. Elektrokimyasal biyosensorler ise bu konuda

onemli adaylardir.

implante

\ Cihazlar
Cevresel

izleme

Biyosensor QT

Savunma Hastahk

Guda Tespiti
Giivenligi

Sekil 2.5. Biyosensorlerin kullanildig: farkli aragtirma alanlari.

Biyosensorlerin ana uygulamalarindan biri, bir hastaligin gostergesi veya bir ilacin
hedefi olan biyomolekiillerin tespitidir. Elektrokimyasal sensorler, basit kullanim, yiiksek
hassasiyet ve secicilik nedeniyle 6nemli bir biyomedikal arastirma araci haline gelmistir.
Gilinlimiizde yaygin olarak kullanilan popiiler gida katki maddelerinden biri de dis ¢iirtigii, kalp-
damar hastaliklari, obezite ve tip-2 diyabet gibi istenmeyen hastaliklara neden olan
tatlandiricilardir. Yapay tatlandiricilarin bagimlhilik yaptigina ve bilingsizce bizi daha yiiksek
enerjili yiyecekler yemeye ikna ederek, kontrolsiiz kilo alimina neden oldugu diistiniilmektedir.
Bu nedenle bunlarin saptanmasi ve miktarinin belirlenmesi ¢ok 6nemlidir (Mehrotra, 2016).
Biyosensorler ayrica gida izlenebilirligini, kalitesini, glivenligini ve besin degerini izlemek
Enzim elektrot temelli biyosensor bal, elma suyu, recel ve sarap arasindaki glikoz igerigini
olgebilir (Xiang, 2011).
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2.2.2. Biyosensorlerin Siniflandirilmasi

Sensorler, algilanacak bilesenlerine veya analitlerine gore birkag kategoriye ayrilabilir.
Biyosensorlerin - smiflandirilmasinda ¢esitli  Olgiitler yer almaktadir ve ana hatlariyla

simiflandirma semasi Sekil 2.6'da gosterilmektedir (Kulkarni vd, 2022).

Biyosensorler

Biyoreseptorlere Doniistiiriiciiye Algilama Sistemine Teknolojiye
Dayah Dayah Dayah Dayah

——>» Enzim tabanlh —» Kalorimetrik > Optik —>» Nano
—>» Antikor tabanh
ey = Optik —>» Elektrik —>» Cip lizerine
tabanh 5 Elektronik —>» Mekanik ——>» Minyatiir
——>»Hormon tabanh
—> Nanoparcacik -3 Elektrokimyasal ——>» Manyetik
tabanh

Amperometrik Potansiyometrik Kondiiktometrik Empedimetrik

Sekil 2.6. Biyoreseptdrlerin ve doniistiiriiciilerin farkli kullanimlarina bagli olarak

biyosensorlerin siniflandirilmasi.

Biyoreseptorler, biyosensér yapiminda birincil bilesen olarak kabul edilir.
Biyoreseptore bagli olarak, biyosensorler enzimatik biyosensorler (en yaygin biyosensor sinifi),
immiinosensorler (yiiksek o6zgiilliige ve duyarlilifa sahiptir ve o6zellikle teshiste yararlidir),
aptamer veya niikleik asit temelli biyosensorler ve mikrobiyal veya tam hiicre biyosensorleri

olarak smiflandirilir.

Ikinci smiflandirma déniistiiriicii temelinde yapilir ve sensorler elektrokimyasal
(potansiyometrik, amperometrik, empedans ve kondiiktometrik olarak gruplandirilir),
elektronik biyosensor, termal biyosensor, optik ve kiitle temelli olarak kategorize edilir. Diger
bir smniflandirma ise smirli sayida olan biyoreseptor-analit kombinasyonlarint icermektedir.
Baz1 siniflandirmalar tespit sistemine (optik, elektrik, elektronik, mekanik ve manyetik) ve

teknolojiye (nano, ¢ip iizerinde biyosensorle ve konuslandirilabilir) bagl olarak yapilmaktadir
(Kulkarni vd, 2022).

11



Enzimatik biyosensor ve yakit hiicresinin verimli ¢alisabilmesi igin bazi kosullari
saglamas1 gerekir. Ilk olarak, enzim ucuz, yiiksek katalitik aktiviteye ve stabiliteye sahip
olmalidir. Yakit hiicrelerinde, anot ve katot arasindaki maksimum potansiyel farkini elde
edebilmek i¢in anotun redoks potansiyeli olabildigince negatif olmalidir. Ugiinciisii, enzimden
elektrot yiizeyine siirekli ve verimli elektron transferi i¢in bir aract kullanmak ve enzim

immobilizasyon yontemi gelistirmek gerektirir (Ivnitski vd, 2006).
2.3. Enzimler

Enzimler genellikle katalizér gorevi goren yiiksek molekiiler agirlikli proteinlerdir.
Enzim kelimesi ilk kez 1878 yilinda Alman fizyolog Wilhelm Kiihne tarafindan mayanin
sekerden alkol iiretme yetenegini tarif ederken kullanilmigtir. Ortam kosullar altinda kimyasal
olarak kataliz edilen reaksiyonlara kiyasla cok daha yiiksek reaksiyon hizlariyla sonuglanan
spesifik, cok yonlii ve etkili biyolojik katalizorlerdir (biyokatalizorler olarak da bilinirler)
(Shuler vd). Ornegin; GOX, substrat1 olan B-D-glikoz icin neredeyse tamamen 6zgiilliik gdsterir
ve diger monosakkaritlerle neredeyse hi¢ aktivite gostermez. Bu o6zgiilliikk, karmasik bir
karisimdaki (Orn: bir kan veya idrar numunesi) belirli bir substrat: (Orn: glikoz) 6lgen birgok

analitik deneyde ve cihazda (biyosensoérler) biiyiik 6nem tasir (Robinson, 2015).

Tablo 2.2. Uluslararasit Enzim Siniflandirmasi: EC sistemindeki ana enzim siniflari.

Ik EC hanesi Enzim sinifi Reaksiyon tipi
1. Oksidorediiktazlar ~ Oksidasyon/rediiksiyoin
2. Transferazlar Atom/grup transferi
3. Hidrolazlar Hidroliz
4. Liyazlar Kimyasal baglarin ayrilmasi
5. [zomerazlar [zomerizasyon
6. Ligazlar Iki molekiiliin kovalent baglanmasi
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Enzimlerin isimlendirilmesindeki karmasiklik sebebiyle, bu konunun ele alinmasi igin
Uluslararasi Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB) tarafindan Enzim Komisyonu
kurulmustur. Ilk Enzim Komisyonu Raporu 1961'de yaymlanmistir ve enzimlerin
adlandirilmasina sistematik bir yaklagim saglanmistir. Bu sistem igerisinde, tiim enzimler dort
haneli bir Enzim Komisyonu (EC) numarasi ile tanimlanir (Robinson, 2015; Shuler vd).
Enzimler substrata 6zeldir ve katalize ettikleri reaksiyona gore siniflandirilir. Baslica enzim

smiflar1 ve islevleri Tablo 2.2'de listelenmistir (Robinson, 2015).

Enzimlerin muazzam katalitik aktivitesi, hiz sabiti ya da doniisim sayis1 Keat ile ifade
edilebilir. Bu sabit, birim zamanda (genellikle dakikada veya saniyede) tek bir enzim molekiilii
tarafindan iriine dondstiiriilebilen substrat molekiillerinin sayisini temsil eder. Enzimler,
substrati baglayarak ve bir enzim-substrat kompleksi olusturarak katalize edilen reaksiyonun

aktivasyon enerjisini diisiiriir. Enzimler, serbest enerji degisimini veya denge sabitini etkilemez.

Enzim oOzgilligliniin, substratin ve aktif bolgesinin tamamlayici dogasindan
kaynaklandig1 hipotezi, ilk olarak 1894 yilinda Alman kimyager Emil Fischer tarafindan
onerildi ve "kilit ve anahtar hipotezi" olarak tanindi. Bu hipotez, Sekil 2.7°de gérildiigi gibi
kilidin (enzim) anahtar deligine (aktif bolge) yalnizca dogru boyut ve sekildeki (iiriin) bir
anahtarla takilabilecegini anlatiyordu. Bu bilgiler 1s1ginda, 1958'de Daniel Koshland, Fischer'in
fikirlerini genisletti ve substrat ve enzim baglanmasinin 'indiikklenmis uyum modelini' sundu.
Enzimlerin, daha esnek yapilar oldugu bulgusundan yola ¢ikarak ortaya c¢ikan ve enzim
molekiillerinin substrata baglanmak igin seklini hafifce degistirdigini anlatmaktadir. Ornegin,
benzer sekillere sahip olan el ve eldivenin birlestiklerinde eldivenin elin sekline tam oturarak

miitkemmel bir uyum olusturmasidir (Robinson, 2015; Shuler vd).

Substrat
Aktif bolge

Sekil 2.7. Bir enzim molekiiliiniin aktif bolgesine baglanan substratin gésterimi.
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2.3.1. Enzim Kinetigi

Enzim kinetigi, enzim katalizli reaksiyonlarin hizim1 belirleyen faktorlerin
incelenmesidir. Sekil 2.8’de enzim katalizli bir reaksiyonda zamanla iiriin olusumuna ait bir
grafik verilmistir. Grafikte reaksiyon hizinin zamanla yavaslamasinin nedeni karisim igindeki
substratin tiiketilmesi ve dolayisiyla sinirlayici hale gelmesidir. Alternatif olarak, enzim
kararsiz olabilir ve deney boyunca denatiire olabilir veya bir¢cok reaksiyon proton tiikettigi i¢in
karisimin pH'1 degisiyor olabilir. Bu sinirlamalarin hi¢biri gegerli olmadiginda reaksiyonun hizi

daha fazla enzim eklenmeden hizli bir reaksiyon elde edilemez (Robinson, 2015).

A
Vlll

Vm/ 2

[S]

Sekil 2.8. Substrat konsantrasyonun enzim katalizli reaksiyon hizi lizerindeki iliskisi.

Denklem 2.2 tek substratin iiriine doniistiigli enzimatik bir reaksiyon i¢in yazilabilecek
en basit denkliklerden birisidir. Basit enzim katalizli reaksiyonlarin kinetigi genellikle

“Michaelis-Menten Kinetigi” veya “Doyma Kinetigi” olarak adlandiriimaktadir.

k
E+S$—1ES—2>E+P 2.2)

-1

Bu matematiksel model ilk olarak 1902’de Henri ve 1913'te Michaelis ve Menten
tarafindan gelistirildi. Genellikle, ilk hiz deneyleri yapilarak veriler toplanir. Ornegin; kesikli
reaktore ilk enzim konsantrasyonu ([Eo]) ve substrat konsantrasyonu ([So]) koyulur ve zamana
kars1 iiriin olusumu grafigi elde edilir. Bir enzim ¢o6zeltisi, substratlarin baglanabilecegi sabit
sayida aktif bolgeye sahiptir. Yiiksek substrat konsantrasyonlarinda, tim bu alanlar substratlar
tarafindan isgal edilebilir veya enzim doymustur (Shuler vd).

k_1+ ky

Vinaks = Ko [EO] ve Ky = )

(2.3)
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Boylece Michaelis-Menten denklemi olarak adlandirilan son denklemi asagidaki gibi
elde edilebilir:

Vmaks [S]

V =
0 [S]+ K

(2.4)

Vmaks, tiim enzimlerin substrat ile baglandig1 durumdaki elde edebilecek maksimum hizi
verir. Dolayisiyla daha fazla enzim eklenmeden daha hizli bir reaksiyon elde edilemez.
Denklemden de goriilecegi tizere sadece ilk enzim konsantrasyonuyla degisebilir. Substrat
miktar1 sonsuza dogru gittiginde reaksiyon hizi Vmaks’a yaklasir ve Vmax ne kadar iyi bir
katalizore sahip olundugunun bilgisini verir. Ayni reaksiyonu katalize eden ancak farkli
organizmalardan tiiretilen enzimlerin farkli Km degerlerine sahip olabilecegine dikkat
edilmelidir. Sekil 2.8’de goriildiigii tizere fiziksel olarak Km, Vmaks’in yarisina ulasmak igin
gerekli olan substrat miktar1 olarak tanimlanir. Km ne kadar diisiikk olursa, enzimin substrata
olan afinitesi o kadar yiiksektir. Diisiik bir Km degeri, enzimin doymus hale gelmesi igin
yalnizca az miktarda substrata ihtiya¢c duydugunu gosterir. Bu nedenle, maksimum hiza
nispeten diisiik substrat konsantrasyonlarinda ulasilir. Yiiksek bir Km degeri, maksimum
reaksiyon hizina ulagsmak i¢in yiiksek substrat konsantrasyonlarina ihtiya¢ oldugunu gosterir.
Ayni zamanda afinite veya enzimin substratina olan baglanma istegi olarak da ifade edilebilir
(Robinson, 2015; Shuler vd).

(A) (B)

1/‘/m
\Y% 1/V

—l/Kn]

[S] 1/[S]
Sekil 2.9. Lineweaver—Burk grafiginin kullanimi.

Cogunlukla Sekil 2.8’de gosterildigi gibi elde edilen grafiklerden Km degerlerini tahmin
etmek miimkiin degildir. Cilinkii maksimum hizi1 tahmin edebilmek icin oldukc¢a yiiksek
konsantrasyonlar kullanmak gereklidir. Fakat bunu ihtiya¢ duyulmadan yaygin olarak

kullanilan alternatif yontem Lineweaver-Burk grafigidir. Ornegin Sekil 2.9 (A)’dan dogrudan
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bir ¢izimle Vmax "1 tahmin etmek zordur. Bununla birlikte Sekil 2.9 (B)’de gosterildigi 1/substrat

konsantrasyonuna karsi 1/hiz grafigi cizilirse Vmax Ve Km kolayca bulunur.

Lineweaver-Burk grafigini kullanmanin 6nemli bir dezavantaji, en diisiik substrat
konsantrasyonlarinda yapilan Olgiimlere efimi ve kesim noktasini daha ¢ok etkiler. Bu
konsantrasyonlar hataya yapmaya miisait olabilir ve yavas olduklarindan 6l¢lim hatasina en
yatkin olabilecek reaksiyon hizlariyla sonuglanabilir. Vimax i¢in gayet hassas degerler elde etmek
mimkiindiir fakat Km i¢in aymi seyi sdylenemez. Bu tip hesaplamalarda deney sayisinin
miimkiin oldugunca fazla olmasi dogrunun daha gercekei fit olmasini saglayabilir. Regresyon
analizini dikkatlice yapmak gerekir. Eger dogru iyi fit olursa hassas sonug¢lar almak miimkiindiir

(Robinson, 2015; Shuler vd).
2.3.2. Enzim immobilizasyonu

Belirli bir alanda enzim hareketliliginin kisitlanmasina enzim immobilizasyonu denir.
Elektrotlarda enzim immobilizasyonu hem biyosensorlerin hem de enzimatik yakit hiicrelerin
verimli galigabilmesi i¢in 6nemli bir roldedir. Biyosensorler icin elektrotlarda gelistirilen
enzimlerin immobilizasyonu, enzimatik yakit hiicrelerinin performansini ve stabilitesini
gelistirmek i¢in kullanildi (Rasmussen vd, 2016). Enzim temelli biyosensoérde, belirli bir enzim
destekleyici matris {lizerine sabitlenir ve doniistiiriicii lizerinde tanima elemani olarak islev
gorecek bir kaplama olusturur. Enzimler substratlar1 igin segici olduklarindan, enzim temelli

biyo-algilamay1 ¢ok verimli hale getirir. (U. Gupta vd, 2022).

Immobilize Coziinebilir Enzimler

Hapsolmus Baglanmis
Matris iizerine Zar arasma A]gs?l:bi Eldilmkis l;((z}'alent
hapsolmug hapsolmus (Fiziksel olarak) aglanmis
@ a3 / \ / \
f 7
' Destekleyiciye Enzime

Gozle goriilebilir

Mikro-kapsiillii P
zarlar arasinda
[ —— — — o© /
000000 o
—— N — N — ] o ©

Sekil 2.10. Iki ana kategoriye ayrilan enzim immobilizasyon yontemi.
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Genelde enzimler pahali oldugundan katalizoriin yeniden kullanimi Onemlidir.
Enzimlerin immobilizasyonu, enzimin yeniden kullanilmasi gibi 6nemli avantajlar saglar.
Enzim temelli biyosensorlerin iiretimi i¢in onemli olan baslica enzim immobilizasyon

yontemleri Sekil 2.10 (Shuler vd, 2002)’da; 6zellikleri ise Tablo 2.3’te 6zetlenmistir.

Tablo 2.3. Biyosensorler igin enzim immobilizasyon yontemleri (Gavrilas vd, 2022; Upasana

Gupta vd, 2022; Hoang Hiep vd, 2017; Robinson, 2015; Shuler vd, 2002)

Enzimlerin .
] Yontemin Ozellikleri
Immobilizasyonu
Basit, ucuz, enzimatik aktiviteye daha az zarar verir, ek reaktif
Adsorpsiyon gerekmez. Dezavantaji ise zayif fiziksel baglanmadan dolay1 sartlardaki

degisiklikler enzimin yiizeyden uzaklasmasina neden olabilir.

Stabilite gelistirilebilir ve denatiirasyon daha azdir; adsorpsiyon
Kovalent baglar
durumuna gore daha giiclii baglar vardir.

Kovalent bagin aksine kimyasal etkilesim yoktur. Yiiksek stabilite ve
Hapsetme
sizintty1 engeller.

Gigclii ve kararli baglarla enzimlerin gelistirilmis etkinligi ve kararlilig
Capraz baglama
saglanir.

Enzim immobilizasyon yontemlerinden en kolay: olan adsorpsiyon, Van der Waals
kuvvetleri, elektrostatik ve hidrofobik etkilesimler gibi zayif baglara dayanmaktadir. Enzim
¢Ozelti igerisinde ¢oziiliir ve uygulanan yilizey enzim aktivitesini siirdiiren uygun kosullar
altinda sabit bir siire boyunca ylizeyde tutulur. Adsorplanmamis enzim molekiilleri daha sonra
tamponla yikanarak yilizeyden uzaklastirilir. Adsorpsiyonun avantaji, reaktif icermeyen, diisiik
maliyetli ve genellikle diger yontemlere gore enzim aktivitesine daha az zarar veren basit ve
ekonomik bir yontem olmasidir. Kovalent bag ile enzim immobilizasyonu, en yaygin kullanilan
yontemlerden biridir ve enzim molekiilii lizerindeki fonksiyonel gruplar ile destek matrisi
arasinda kararli kompleksler olusturur. Kovalent immobilizasyon, enzimler ve destek matrisi
arasinda gliclii baglar saglar ve bu nedenle destekten az miktarda enzim sizintis1t meydana
gelebilir. Kovalent olarak immobilize edilmis enzimler, adsorpsiyona goére daha uzun

inkiibasyon siiresi gerektirir ve enzimin baglanmasi daha uzun siirer. Gliglii baglara sahip
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oldugu icin, bu ydntem daha stabildir fakat tekrarlanabilirligi azaltir. Ugiincii yontem olan
hapsetme, enzim yiizeye dogrudan baglanmaz, ancak substratlarin ve triinlerin serbestge
dagildig1 dolayisiyla enzim difiizyonu kisitlanan polimerlerde tutulur. Bu yontemin en biiyiik
avantaji, enzim stabilitesini gelistirebilir ve enzim denatiirasyonunu en aza indirebilir olmasidir.
Bununla birlikte yontemin sinirlamasi ise meydana gelen kiitle transfer direncidir ve bu nedenle
substrat, enzim aktif bolgesine ulasmaz. Hapsetme, kovalent bagin aksine kimyasal bir
etkilesim degildir, enzimlere yiiksek stabilite saglar ve sizma en aza indirilir. Son olarak ¢apraz
baglama ile enzim immobilizasyonu, enzimler arasindaki molekiiller kovalent bag yoluyla {i¢
boyutlu bir enzim kompleksi olusturan geri doniisiimsiiz bir yontemdir. Bu yaklasimda,
enzimler arasindaki gii¢lii ve kararli kimyasal bag nedeniyle enzim sizintist minimumdur ve bu
durum kararlihig: artirir (Upasana Gupta vd, 2022; Hoang Hiep vd, 2017; Robinson, 2015;
Shuler vd, 2002).

2.4. Enzim Temelli Elektrokimyasal Biyosensorler

Mevcut enzimatik biyosensorlerin ¢ogu ya elektrokimyasal (amperometrik ve
potansiyometrik) ya da optik donistiiriiciilere dayanirken (D'Orazio, 2003), diger tip
dontistiiriiciiler  (termal, piezoelektrik vb.) daha az siklikla kullanilir. Genellikle,
elektrokimyasal biyosensorler herhangi bir biyokimyasal materyali 6lgmek igin elektrik
sinyallerine doniistirerek tespit etmektedir. Elektrotlar, biyouyumlu membran malzemeleri,
biyolojik element immobilizasyonundan birlestirilen malzemeler, destekleyici substratlar ve

biyolojik elementler, elektrokimyasal biyosensor tiretimi i¢in gereklidir (Ardakani vd, 2022).

Glikoz takibi, diyabetik hastalarda glisemik kontrol igin zorunlu bir saglik
degerlendirmesi olarak uzun siiredir kullanilmaktadir. Diyabet, kronik olarak yiiksek kan sekeri
seviyesinin neden oldugu onemli bir hastaliktir ve yaklasik 415 milyon kisinin diyabetle
yasadigi tahmin edilmektedir (Tinikul vd, 2022). Diyabet hastalarin kendi kan sekeri
Ol¢iimlerini yapmalarini saglamak icin teknolojik olarak daha gelismis olan elde tutulan kiigiik
biyosensorler gelistirilmistir. Elektrokimyasal glikoz biyosensorleri, kisisel (ev) glikoz testinin
taleplerini iyi bir sekilde karsiladiklar1 i¢in basit, tek adimli kan sekeri testine gegiste dnemli
bir rol oynamistir. Bu tiirdeki ilk cihaz 1986 yi1linda Medisense tarafindan piyasaya siiriilmiistiir
ve Ingiltere'de Cranfield ve Oxford Universitelerinde gelistirilen teknolojiye dayanmaktaydi.
ExacTech kan sekeri 6l¢iim cihazi, bir kalem boyutundaydi ve tek kullanimlik elektrot seritleri
kullanilmist1 (Kyvik vd, 1990). Bu cihaz1 1989'da kredi kart1 tarzi bir 6l¢iim cihazi izlemistir
(Robinson, 2015). 1990'arda yapilan test seritlerinde karbon isleyen bir elektrot ve bir Ag/AgCI
referans elektrot sistemi kullanilmistir. Bu seritler i¢in yiliksek ¢aligma potansiyeli (400 mV),
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biiyilk miktarda kan (20 pL) ve uzun bir test siiresi (yaklagik 20-25 s) gerekliydi. 1999
sonlarinda yapilan test seritler i¢in ¢alisma potansiyeli 300 mV'a diisiiriilerek kan 6rnegi
otomatik olarak bir kilcal mekanizma ile seritlerin kenarindaki reaksiyon alanina aktarilmas,

ornek hacmi 3 uL'ye diistiriilerek test yapilmistir (C. Chen vd, 2013).

Kisisel kan sekeri monitdrlerinin ¢ogu, tek kullanimlik perde baskili enzim elektrot test
seritlerini kullanir. Bu tiir elektrot seritleri ticari olarak serigrafi mikro fabrikasyon veya buhar
biriktirme islemiyle tiretilir. Her serit calisma ve referans elektrotlari igerir ve ¢calisma elektrotu
enzim, araci, stabilizator, yiizey aktif madde ve baglayic1 maddelerle modifiye edilir. Bu
reaktifler genellikle miirekkep piiskiirtmeli baski teknolojisi ile dagitilir ve kuru formda
biriktirilir. Test seritlerinin gelistirilmesinde cihazin minyatiirlestirilmesi ve hizlandirilmasi
amaglanmaktadir. Geleneksel laboratuvarlarda, biyosensorler i¢in elektrokimyasal hiicreler
genellikle karsilik gelen elektrolit ¢6zeltisine yerlestirilen ti¢ ayr1 elektrotla test edilir (C. Chen
vd, 2013).

2.4.1. Literatiir Taramasi

Sekil 2.11, son 7 yilda yaymlanan makalelerin Web of Science veri tabani kullanilarak
“Glikoz biyosensor” anahtar kelimesiyle bulunan yayin sayilarmi goéstermektedir. Glikoz
biyosensorleriyle ilgili 2022 yilina kadar ortalama 748 makale yaymlanmistir ve bu say1 konuya

dair olan ilgiyi acik¢a gostermektedir.

800
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Yayin Sayisi
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Yayinlanma Yih

Sekil 2.11. 2016-2022 yillar1 arasinda yayinlanan glikoz biyosensor yayinlari.
(Erisim tarihi: 01.12.2022)

Yayimlanan 5123 makalenin 252°si derleme makalesi olarak bulunmustur. Yalnizca
“Karbon elektrot’ anahtar kelimesiyle arama daraltildiginda 1516’s1 (%30), “Ferrosen’’

anahtar kelimesiyle arama daraltildiginda 80’1 (%1,5) ve “kitosan’’ anahtar kelimesiyle arama
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daraltildiginda 288 (%6) makale bulunmaktadir. Bu anahtar kelimeler ile taratildiginda 5123
makaleden yalnizca 5 (%0,09) makale bulunmustur. Analizler, gelistirilen enzim temelli glikoz
biyosensoriin elektrot malzemesinin 6zgiin oldugunu ve ayrica tek bir sensor tasariminda

kullanilmadigin1 gostermektedir.

“Glikoz biyosensor” ve ¢° Enzimatik biyoyakit hiicresi’’ anahtar kelimeleriyle arama
yapildiginda ise 5123 makalenin sadece 135’1 (%2,63) bu iki anahtar kelimeyi igermektedir.
Yayinlanan 135 calismanin 52°si (%38,51) ise agirlikli olarak harici bir gii¢ kaynagina ihtiyag
duyulmadan enzimatik biyoyakit hiicreleri kullanarak kendi kendine calisan sensorler
tizerinedir (Chansaenpak vd, 2021; Escalona-Villalpando vd, 2021; Grattieri ve Minteer, 2018;
Reid ve Mahbub, 2020).

Biyosensorler, biyolojik olaylardaki tepkileri elektrik sinyallerine ¢evirerek
numunelerin igerigini belirler ve numunelerin analizini saglamaktadir. Biyosensor
gelistirmenin en Onemli parametrelerinden biri bahsedildigi tizere yiizey modifikasyon
malzemesinin se¢imidir. Analitlerin elektrokimyasal tespiti i¢in giimiis, altin ve platin gibi soy
metal temelli ¢esitli nanomalzemeler kullanilmistir. Yapilan ¢aligsmalarda temel amag analitin
elektrokimyasal olarak algilanmasi i¢in yeni tip metal igermeyen elektrot malzemesi
hazirlamaktir. Tablo 2.4’te enzim ve organik malzeme kullanilan biyosensorler gosterilmistir.
Karbon nanotiipler, grafen ve karbon karasi gibi malzemeler kullanilarak elektrokimyasal
algilama i¢in elektrot malzemeleri gelistirilmistir. Bu karbon nanomalzemelerin ¢ogu pahalidir
ve karmasik sentez siiregleri igermektedir (Asaduzzaman vd, 2023; Fatoni vd, 2013; Portaccio
vd, 2013). Bu nedenle, biyokiitleden elde edilen siirdiiriilebilir karbon, uygun maliyetli,
kullanimi pratik, yenilenme siireci oldukca hizli, kolay erisim imkani ve ¢evre dostu olmasi
nedeniyle karbon nano materyallerin sentezinde kullanilmistir. Ornegin; sogan kabuklari
(Akshaya vd, 2019), tavuk tiiyii (Ganesan vd, 2022), greyfurt kabugu (Sha vd, 2018), deniz
yosunu (Bilge vd, 2020) ve koza ipegi (T. T. Li vd, 2015) biyokiitlelerinin HTC ve pirolizle
sentezlenebilir. Bu ¢aligmalar biyokiitleden iiretilen karbon nanomalzemelerin umut verici

oldugunu gostermektedir.
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Tablo 2.4. Enzim ve organik malzeme temelli biyosensorlere drnekler.

Karbonizasyon

Karbon/Elektrot

Elektrokimyasal Performans

Biyokiitle Analit € g Kaynak
i ‘i a ib Dogrusal Algilama
yontemi malzemesi g & Gercek Numune
Aralik Yontemi
800 °C’de tiip Progesteron 0,037-0,25 Insan kan serumu, (Akshaya vd,
Sogan kabuklari CNS CV, EIS .
firinda hormonu nM inek siitii 2019)
Deniz yosunu Vardenafil 0,0001-10 Insan kan serumu, (Bilge vd,
HTC Karbon . DPV )
(Cystoseira) (Tlag) uM idrar 2020)
Farkli )
) 79,7-2038,9 (T. T.Livd,
Koza ipegi sicakliklarda tiip CNS Glikoz Ccv -
uM 2015)
firinda
Altin ¢gilek . .
700 °C’de tiip (X. Livd,
(Physalis CNP H202 30— 285 uM DPV -
] firinda 2018)
peruviana)
Tavuk tiivii 0,5-176,5 Ganesan vd,
avik vy HTC, Piroliz KSC HQ ve CC DPV Nehir ve g8l suyu (
(Beyaz Leghorn) uM 2022)
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Tablo 2.4. Enzim ve organik malzeme temelli biyosensorlere 6rnekler ’in devami

Cin greyfurtu
kabugu

Hindistan cevizi

kabugu

Bambu

Aktif karbon

CNANA

CPE

RC

Karbon karasi

MWCNT

H-NPC

H.0,

Glikoz

Karbabil

pestisit

BPA

Glikoz

Laktat, glikoz,
sicaklik, pH

5-1760 uM

2-10 mM

5-30 nM

0,5-50 uM

0,010-10 mM

0-15 mM

CcVv

CVv

CA, SWV

Ccv

CA

CA

Insan kan serumu,

idrar
6 adet kan plazma

ornegi

Elma

Domates suyu

Kan plazma 6rnegi

Ter

(Sha vd, 2018)

(Fatoni vd,
2022)

(Nunes vd,
2022; Silva
vd, 2021)

(Portaccio vd,
2013)

(Fatoni vd,
2013)

(Asaduzzaman
vd, 2023)

@HTC: Hidrotermal karbonizasyon,

b CNS: Karbon nanokiire, CNP: Karbon nanoplaka, CNANA: Karbon nanotop aerojelleri CPE: Karbon pasta elektrot, MWCNT: Cok duvarli karbon nanotiip, KSC: Keratinli
camur karbonu, RC: Yenilenebilir karbon (biyokémiir), H-NPC: Hibritlestirilmis Nanogozenekli Karbon, ¢ BPA: Bisfenol A, HQ: Hidrokinon

4DPV: Diferansiyel puls voltametrisi, CV: Déniisiimlii voltametri, CA: Kronoamperometri, EIS: Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi, SWV: Kare dalga voltametrisi



2.5. Enzimatik Yakit Hiicresi

Elektrik enerjisi depolama sistemleri enerji tiretim endiistrisi i¢in ¢ok dnemlidir ¢linkii
performanslari, sistemin verimliligini ve isletme maliyetini belirler. Enerji depolama kavrami
miithendislik teriminde, enerjinin gerektiginde enerji liretmek i¢in yeniden kullanilacagi
bicimde depolanmasi kavramina odaklanir. Cesitli depolama sistemlerinin siniflandirmasi Sekil
2.12’de ayrintili goriilmektedir. Depolanan enerjinin sekli, uygulamaya uygun depolama
cithaziin tiiriinii belirler. Enerji depolama sistemleri, yogun ve yogun olmayan zamanlarda

ongoriilemeyen olaylari siirdiirmek igin tasarlanmigtir (Olabi vd, 2021).

Elektrokimyasal
Enerji Depolama

ENERIJI

DEPOLAMA
SISTEMLERI

Termal Enerji
Depolama

Sekil 2.12. Cesitli enerji depolama sistemleri.

Yakit hiicreleri, enerji doniistiirme ve depolama i¢in kullanilabilen verimli enerji
doniistiirme cihazlaridir. Yakat hiicreleri genellikle, oksidasyonun meydana geldigi bir anottan,
indirgemenin meydana geldigi bir katottan ve iyonlarin elektrotlar arasinda akimi tasidig: bir
elektrolitten olusur (Winter ve Brodd, 2004). Yakit hiicreleri ¢evre dostudur ve hareketli
parcalarin bulunmamasi nedeniyle genellikle elektrik {iretimi sessizdir. Gii¢ iiretimi i¢in yakit
hiicrelerinin kullanilmasinin sagladigi faydalar su sekilde 6zetlenebilir (Abdelkareem vd, 2021,
Stambouli, 2011):

v" Enerji glivenligi: Yakit hiicreleri, genellikle yerel olarak mevcut ve bol yakitlari

kullanarak calisir, dolayisiyla petrol ithalatini ve tiikketimini azaltir.

v Diisiik isletme maliyeti ve yiiksek verim: Sermaye maliyeti fazla olmasina
ragmen, bu durum diisiik isletme maliyeti ile telafi edilir. Mevcut yakitin %50-

70’1ni elektrige doniistiiriir.
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v’ Sabit gili¢ tretimi: Dizel motorlari, yedek jeneratorler veya kesintisiz gii¢

kaynagindan farkli olarak siirekli gii¢ liretir ve miikemmel raf 6mriine sahiptir.

v Yakit segenegi: Genellikle ithal edilen fosil yakitlarin aksine, mevcut olmasina
ve yerel maliyetine bagl olarak bir¢ok yakit tiirtiyle (organik/inorganik, gaz/sivi

vb.) calistirilabilir.

v' Cevre dostu: Cevre dostu bir teknolojidir ve kullanimi 6zellikle sera gazi

emisyonlarini azaltir veya ortadan kaldirir.

v' Sessiz operasyon: I¢ mekana kurulacak kadar sessizdir. Igten yanmali

motorlarda oldugu gibi ses yalitimina veya isitme korumasina ihtiya¢ duyulmaz.

Biyoyakit hiicresi, GOx temelli amperometrik glikoz biyosensorlerinin uygulamasinin
baska bir 6rnegidir. Biyoyakit hiicrelerinin en 6nemli 6zelligi biyolojik ortamda calismalar1 ve
biyolojik malzemelerden enerji elde etmeleridir. Ornegin viicutta siirekli olarak iiretilen
metabolizma ve solunum siiregleri tarafindan alinan glikoz ve oksijen gibi enerji agisindan
zengin bilesiklerden simirsiz elektrik iiretme yetenegi, biyoyakit hiicrelerinin 6nemini
gostermektedir. Bu sebeple gelistirdigimiz biyolojik yakit hiicrelerini glikoz temelli segtik.
Biyoyakit hiicreleri, kullanilan biyokatalizor tipine gore iki kategoriye ayrilir. Mikrobiyal ve
enzimatik biyoyakit hiicreleri, sirasiyla canli hiicreleri ve enzimleri kullanarak yakitin
oksidasyonunu katalize eder (Gamella vd, 2018). Mikrobiyal yakit hiicreleri (MFC), ¢esitli
organik bilesenlerden elektrik enerjisi elde etmek i¢in mikroorganizmalarin katabolik
metabolizmasini kullanir. Bir MFC, bir katot, bir anot, mikroorganizma ve ¢ogu durumda
genellikle organik madde olan oksitleyici tabakadan olusur (Franks ve Nevin, 2010). MFC’nin
en biiyiik avantajlarindan biri, basit sekerleri tamamen karbondioksite oksitleyebilmeleridir.
Atik su aritmada ve uzun siire enerji iiretmek i¢in olduk¢a uygundurlar. Diisiik gii¢ yogunlugu,
hiicresel zarlarin yavas tasinmasi nedeniyle MFC’leri sinirlar. Ote yandan, enzimatik yakit
hiicreleri (EBFC), MFC’lere gore hacim basina daha yiiksek enerji yogunluguna sahiptir ve bu
da onlari, kiiciik operasyonlarda degerli bir arag olabilecekleri giyilebilir ve implante edilebilir

uygulamalar i¢in umut verici hale getirir (Serag vd, 2022).

Sonug olarak, daha diisiik ¢evresel etkiye sahip verimli yenilenebilir enerji tiretilir.
EBFC'ler, genellikle orta pH (5-8) ve sicaklik (25-37 °C) gibi canli organizmalar i¢in uygun
kosullarda islev gorebilir. Fakat enzimlerin ideal olmayan sartlarda hizla bozulmasi ve ortam
degistiginde enzim aktivitesinin uzun siirmemesi EBFC’lerin en biiylik dezavantajlarindan

biridir. Diger bir konu da enzimin diisiik iletkenligi ve sinirli 6mrii tarafindan engellenen, enzim
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ve elektrotlar arasindaki elektron transferinin etkinligidir. Enzimin aktif bolgeleri, elektriksel
temasi1 Onleyen bir protein matrisi tarafindan korunur. Sekil 2.13’te goriildiigii gibi, enzimatik
yakit hiicrelerinde kimyasal enerjiyi glikoz, etanol gibi yakitlarin anotta elektrokimyasal
oksidasyonu ve katotta oksijen indirgeme reaksiyonu gercekleserek dogrudan elektrik enerjisi
iiretmeyi amagclar. Oksidasyon-indirgenme reaksiyonlarini (redoks reaksiyonlari) katalize eden
enzimlere genellikle redoks enzimleri denir. Bu enzimler iki bilesenden olusur: apoenzim
(protein bileseni) ve kofaktor (protein olmayan). Kofaktdr, enzim ve substrati arasindaki

elektron transferinden sorumludur.

)

Glukonik
Asit

Sekil 2.13. Yakit hiicresinin basit sematik gosterimi.

Enzimatik biyoyakit hiicrelerinde elektron transferi iki farkli yonde gerceklesebilir.
Birincisi, Uretilen elektronlarin enzimlerden elektrotlara aktarilmasi; ikincisi ise elektrotlardan
enzime elektronlarin aktarilmasi (indirgeyici reaksiyon). Bu elektronlar, bir araci veya
dogrudan enzim-elektrot iletisimini i¢eren farkli mekanizmalar yoluyla aktarilabilir (Sahin,
2017). Enzimler ve elektrotlar arasinda verimli elektron transferi elde etmek zordur ve
EBFC’lerde gelistirilmesi gereken en 6nemli konulardan biridir. Elektron transferi i¢in iki ana
mekanizma, dogrudan elektron transferi (DET) ve aracili elektron transferidir (MET). DET,
enzimin aktif bolgesinin elektrot yiizeyine yakin oldugu ve redoks reaksiyonlarinin dogrudan
elektrot malzemesi ile enzim arasinda aktarilabildigi ilk elektron transfer seklidir. Enzim ve
elektrot arasindaki bu adim, protein i¢indeki aktif bolgenin konumu tarafindan belirlenir. AKksi
takdirde, yakit hiicresinin kararliligin1 ve gii¢ tiretimini etkileyen acik devre potansiyelini
disiirdiikleri i¢in DET'de redoks aracilar1 kullanilmaz. Sonug olarak, MET olarak bilinen bir
stirec, enzim ve elektrot arasindaki elektron aligverisine yardimet olabilir. Kii¢iik boyutlar1 goz
Oniine alindiginda, bu aracilar miikkemmel elektron transfer kinetiklerine sahiptir. Aracilar,

enzim ve elektro aktif ylizey arasindaki basarili elektron etkilesimini saglamak i¢in enzimin
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aktif merkezinin redoks potansiyeline miimkiin oldugunca yakin bir redoks potansiyeline sahip
olmalidir (Ivnitski vd, 2006; Serag vd, 2022; A. Zebda vd, 2018).

Enzim aktif bolgelerine kolayca ulasabilen ve aktif bolge ile elektrot arasinda verimli
elektriksel yol saglayan nanomalzemeler gelistirilmistir. Cok duvarli karbon nanotiipler
(MWCNT'ler) dahil olmak iizere karbon nanomalzemeler, platin veya altin ve redoks
polimerleri bunlar arasindadir. Karbonun genis kullanilabilirligi, iletkenligi, yapisal ve
fizikokimyasal 6zelliklerin ayarlanabilirligi sayesinde, karbon temelli malzemeler biiyiik umut
vadetmektedir. Degerli olmayan gegis metali temelli muadilleriyle karsilastirildiginda, karbon
temelli katalizorler diisiik maliyetli, daha az agir metal kirliligi ve gevre dostu olma giiciine

sahiptir (J. Wang vd, 2021).

Biyokatot O2'nin indirgenmesini katalize eder, bu nedenle Oz'nin sinirsiz difiizyonu,
biyokatot ve biyoanot arasindaki dengesiz reaksiyon hizin1 6nlemek igin kritik bir noktadir.
O2'nin diistik ¢6ziiniirliigii oldugundan, oksijen azaltici elektro kataliz, O2'nin elektrot yiizeyine
kiitle transferi tarafindan yonetilir; bu, biyoyakit hiicrelerinin gii¢ ¢ikisini sinirlayabilir. Ancak,
bir gaz diflizyon elektrotu, substrat konsantrasyonunu arttirmak i¢in gerekli olan gaz halindeki
substratlar1 gaz fazindan saglama yetenegine sahiptir. COziinmiis sistemdeki bu diisiik
¢ozinlrliklii gazli substratlar i¢in gaz difiizyon elektrotu kiitle transferi sinirlamasini da
¢ozebilir. Gaz difiizyon elektrotlar: i¢in elektrot matrisi olarak karbon siyah1 ve CNT'ler gibi

cesitli hidrofobik karbon malzemeleri siklikla kullanilmaktadir (Huang vd, 2019).

Biyoyakit hiicresi kavrami ilk kez 1912’de kullanilmigtir, ancak 1964'te ilk enzim
temelli biyoyakit hiicresi tarif edilmistir. O zamandan beri, bu tiir bir cihaz diinya ¢apinda
bircok arastirma ekibi tarafindan gelistirilmeye calisilmistir. BFC’ler canli organizmalara ilk
olarak Mano ve Heller tarafindan yerlestirmistir(Mano vd, 2003). Cinquin ve ark. bir fareye
yakit olarak glikoz kullanan ilk BFC'yi implante etmislerdir (Abdelkader Zebda vd, 2013).
Bununla birlikte, bu implante edilebilir BFC'lerin 6zellikle insanlarda gergekgi bir sekilde
kullanilmasindan o6nce, biyouyumluluk ve sterilizasyon sorunlari, zayif operasyonel
kararliliklariyla birlikte ¢oziilmelidir. Bir biyoyakit hiicresi tarafindan {iretilen c¢ikis
potansiyelini artirmanin en basit yolu, birkag hiicreyi seri olarak baglamaktir. Ornegin biyoyakit
hiicresi, 5 ayr1 akis hiicresinden olugan seri bagli devreler kurularak kalp pilinin en az 5 saat
calismasi igin yeterli olan elektrik giicli tiretilmistir (MacVittie vd, 2013). Potansiyel sorunu,
tek bir biyoyakit hiicresi tarafindan iiretilen ¢ikis potansiyelini artiran standart bir elektronik
DC-DC donistiiriicii (charge pump) kullanilarak kolayca ¢oziilebilir. EBFC kullanilarak bir

kalp piline gii¢ saglanmis, bu esnada iiretilen potansiyel bir sarj pompasi yardimiyla arttirilmig
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ve kalp pili kesintisiz olarak birka¢ saat boyunca calistirilmistir (Southcott vd, 2013).
Kullanilacak olan elektronik cihazin her zaman aktif olmasi zorunlu degilse ve uyku moduna
alinip belirli zaman araliklarinda kullaniliyorsa siiper kapasitorler kullanilabilir. DC-DC
doniistiiriicii, kapasitor potansiyeli 6nceden belirlenmis bir degere ulasana kadar sarj edilebilen
bir siiper kapasitor ile bu etki verilebilir. Ardindan kapasitor potansiyeli belirlenen bir degere
diisene kadar depolanan enerji serbest birakilir ve boylece calisma aninda yiiksek gii¢ ¢ikisi
gosterilir. Bu sistem biyoyakit tarafindan sarj edildigi stirece dongii tekrarlanabilir. Benzer bir
yaklagimla Bandodkar ve ark. insan terindeki laktatin oksidasyonu iizerine giyilebilir (cilt
tizerinde bulunan) enzim temelli biyoyakit hiicresi tarafindan iiretilen giicii kullanan mavi LED
lambas1 4 dakika boyunca yanip sonmeye devam etmistir. Enerjiyi biriktirerek dnceden
belirlenen degere ulastiginda potansiteyeli serbest birakmak i¢in bir kapasitor kullanilmigtir
(Bandodkar vd, 2017). Implantasyon disinda analit tespiti icin biyosensdrde bir BFC kullanan
Katz ve Willner, kendi kendine calisan biyosensor fikrini verdiler. Kendi kendine calisan
sensorler, esas olarak, analitin akim ve gii¢ ¢ikisindaki bir artis veya azalma ile tespit edildigi
yakit hiicreleridir (Katz vd, 2001). Gelistirilen BFC ile Walkman cihazina hem de bagli mobil
hoparlorlere ayni anda siirekli glic saglamaya yetecek kadar elektrik iiretmislerdir (Fujita vd,
2014).

2.5.1. Literatiir Taramasi

“Enzimatik biyoyakit hiicresi” anahtar kelimesiyle Web of Science veri tabani
kullanilarak son 7 yilda yayimnlanan yayin sayilar1 Sekil 2.14’te gosterilmektedir. EBFC’lere
olan ilgi, bu konunun siirekli gelisimine katkida bulunabilecek en son makalelerin tartisilmasina

ve gelistirilmesine olanak saglar.
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Sekil 2.14. 2016-2022 yillar1 arasinda yayinlanan EBFC yaylar1

(Erisim tarihi: 01.12.2022).
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Sekil 2.14, EBFC’lerle ilgili 2022 yilina kadar ortalama 200 makale yayimlandigini
gostermektedir. Yayimnlanan 1394 makalenin 252’si derleme makalesi olarak isaretlenmistir.
1394 makalenin, yalnizca “Glikoz oksidaz (GOx)’’ anahtar kelimesiyle arama daraltildiginda
379’u (%27), “Ferrosen’’ anahtar kelimesiyle arama daraltildiginda 21°i (%1,5) ve “kitosan’’
anahtar kelimesiyle arama daraltildiginda 28 (%2) makale bulunmaktadir. Bu {i¢ anahtar kelime
ile taratildiginda 1394 makaleden yalnizca 3 (%0,21) makale bulunmustur. ‘’Platin karas1’’
anahtar kelimesi i¢in hi¢ makale bulunamamistir. Yakit hiicresinin anodu i¢in bulunan 3
makalede de kullanilan elektrot malzemeleri 6zgiin degildir. Bu analizler, tez ¢alismasi i¢in

gerceklestirilen yakit hiicresi tasariminin son 7 yilda hi¢ kullanilmadiginin gostergesidir.

Tablo 1.3’te karbon temelli elektrot malzemelerin tasarlanan yakit hiicreleri iizerinde
uygulanmasindaki son gelismeler gosterilmektedir. Tasarlanan EBFC’ler baglarda herhangi bir
mediyatér olmadan ¢alistirilmistir. Bu tiir biyoyakit hiicrelerinin gelistirilmesi karmasik
prosediirler gerektirmez; sadece hiicrenin yapimi i¢in temel enzim immobilizasyon teknikleri
kullanilmistir. Amag, dogrudan biyoelektrokataliz sergileyen ve biyolojik substratin kimyasal
enerjisini hem Kkatotta hem de anotta doniistiirebilen enzimlere dayanan temel, boliimlere
ayrilmamis, aracisiz biyoyakit hiicresi tasarlamakti. Elektron transfer yontemi olarak DET
ozellikli enzimlerin uygulanmasi redoks mediyatoriine bagli olmamasini saglar (Ramanavicius
vd, 2008). Bununla birlikte, biyoyakit hiicresinin stabilitesi, uzun vadeli ¢alisma i¢in yeterince
istikrarli olmamustir; fakat enzimler FAD temelli olursa EBFC’nin kararliligini ve gii¢ tiretimini
etkileyen agik devre potansiyelinin yiikseltilebilecegi tespit edilmistir (Serag vd, 2022). Bu
dogrultuda Boliim 2.3’te tartisildigi gibi GOx ve MET, EBFC anotlari igin yaygin kullanilmigtir

Sirasiyla anot ve katotta glikoz ve oksijenin kullanildig1 anodik ve katodik reaksiyonlar
icin farkli enzimlere dayanan bir¢ok farkli ¢aligma yaymlanmistir. Bu ¢aligmalarin ¢ogu, insan
kaninda dogal olarak bulunan glikozu kullanmak i¢in fizyolojik kosullar altinda implantasyon
icin yakit hiicrelerinin  gelistirilmesine odaklanmistir. Bunun i¢in karbon temelli
nanomalzemeler karbon karasi, karbon nanotiip (CNT), grafit, grafen, grafen oksit gibi
destekleyici elektrot malzemeleri kullanilds; ¢linkii spesifik ylizey alanlari, kimyasal kararlilik,
yiiksek mekanik dayaniklilik gibi 6zellikleri elektron transferi i¢in milkemmel elektrokimyasal
ozellikler saglamistir. Glikoz/Oz yakitli EBFC’lerde katodun performansi sinirlandirmamasi
icin Pt/C katalizor ve belirli bir akista O» gaziyla beslenmistir. Tablo 1.3’te yayinlanan
caligmalarda incelendiginde genellikle performansi arttirmak i¢in biyoanot kisminin

gelistirilmesine yogunlagmistir.
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Tablo 2.5. DET ve MET kullanilan enzimatik yakit hiicrelerinin yapilari ve performans parametreleri *

Elektron Maksimum
Yakit Anot Katot o OCP Kaynak
transfer tipi giic yogunlugu
(Ramanavicius
Etanol QH-ADH MP-8/A0x DET 0,24V 1,5 uW/cm?
vd, 2008)
Glikoz/O, CNT/PDA/GOXx/PEI/Nafyon CNT/BOD/Nafyon (Pt/C) MET 0,885V 552,8 uW/cm? (Ji vd, 2022)
Glikoz/O, [(TPA/HRP/GOX)] /PEI/CNT Pt-C MET - 2,0 mW/cm?  (Chung vd, 2018)
Glikoz/O> GO/Co (OH)2/chit/GOx GO/Co (OH)2/kitosan/lakkaz MET 0,60 V 517 uW/cm? (Lee vd, 2013)
Nafyon/Pt (Fischback vd,
Glikoz/O; Nafyon/CEC-GOx-CNT MET 0,33V 120 pW/cm? 2006
(Hava soluyan katot) )
) ) (Buckner vd,
Glikoz/O; Chit /GOx/CNT GDE/Pt MET 0,32V 16 pW/cm? 2010)
. (C. Chen vd,
Glikoz/O- CS/PDAC-GOx/Au Karbon katot MET 1,00V 1,62 mW/cm? 2011)

“PDA: Polidopamin, PEI: polietilenimin, CEC: Capraz bagl enzim kiimeleri CNT: Karbon nanotiip, GO: Grafit oksit MWCNT: PG: Kalem grafit, BOx: Bilirubin oksidaz,
GDE: Gaz diflizyonlu elektrot, Chit ve CS: Kitosan, CP: Karbon kagit, HRP: Yaban turpu peroksidaz, TPA: Tereftalaldehit bi-enzimi.



2.6. Modifiye edilen elektrotlarin karakterizasyonu
2.6.1. Elektrokimyasal yontemler

Reaksiyonlar genellikle yalmizca elektrot yiizeyine yakin olarak algilandigindan,
elektrotlar elektrokimyasal biyosensorlerin performansinda ¢ok 6nemli bir rol oynar. Belirli bir
elektrotun secilen islevine bagli olarak, elektrot malzemesi, ylizey modifikasyonu veya
boyutlari, algilama kabiliyetini biiyiik 6l¢iide etkiler (Grieshaber vd, 2008). Bir elektrokimyasal
algilama sisteminde, kimyasal olarak kararli ii¢ veya iki elektrotlu sistemler yaygin olarak
kullanilir. Diisiik maliyetlerle tasmabilir aletler yapma olanagt sunmalar, bu tiir
elektrokimyasal sistemleri biyoalgilama i¢in miikemmel bir se¢im haline getirir. Tipik bir {i¢
elektrotlu elektrokimyasal hiicre ¢alisma (working), karsit (counter) ve referans (reference)
elektrottan olusur. Calisma elektrotu, biyoelektrokimyasal reaksiyonda doniistiiriicii gorevi
gorilirken; karsit elektrot, calisma elektrotuna bir akim uygulanabilmesi ic¢in elektrolitik
¢ozeltiyle bir baglanti kurar. Bu elektrotlar hem iletken hem de kimyasal olarak kararli
olmalidir. Bu nedenle, analite bagli olarak platin, altin, karbon ve silikon bilesikleri yaygin
olarak kullanilir. Referans elektrot, bilinen ve kararli bir potansiyel vermek i¢in genellikle
reaksiyon bolgesinden belirli bir mesafede ve calisma elektrotuna yakin olarak
konumlandirilmistir. Yaygin olarak giimiis/giimiis kloriir (Ag/AgCl)'den yapilan referans
elektrot, bilinen ve kararli bir potansiyeli korumak i¢in reaksiyon bolgesinden uzakta tutulur
(Grieshaber vd, 2008; Rezaei ve Irannejad, 2019). Tez ¢alismasinda kullanilan karbon baskili
elektrotlarin (SPE) referans elektrot ¢esidi ise Ag/AQCI referans elektrotu icerisindeki iyon
yerine AgNOs ilave edilerek elde edilen Ag/ Ag*dir.

Karsit Elektrot ~

(KE)
Cahisma Elektrotu Calisma Elektrotu
1 2
(CE1) (CE2)

e

Sekil 2.15. Karbon baskili elektrotlarin (SPE) yapisi.

Karbon, diisiik fiyat1 ve iiretim kolaylig1 nedeniyle calisma elektrot ylizeyi i¢in tercih

edilen malzemedir. Elektrokimyasal amaglar i¢in aletlerin tasarimi ve seri tiretimi konusunda
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uzmanlasmis farkli firmalardan SPE tipi ticari olarak satin alinabilir. Sekil 2.15°da diisiik tiretim
maliyetleri, yiiksek islem hizlar1 ve hafif agirlik avantajlari sunan elektrot yapilariyla
kullandigimiz SPE gosterilmektedir (Serrano vd, 2013). Iki eliptik karbon ¢alisma elektrotu, bir
karbon Kkarsit elektrot ve bir giimis referans elektrot igerir. Serigrafi teknolojisi,
elektrokimyasal amaglar i¢in sensorlerin ve biyosensorlerin iiretimi i¢in kabul gérmiis bir
yontemdir ve erisilebilir, diisiik maliyetli karakteri, ¢ok sayida yiiksek diizeyde tekrar
iretilebilir tek kullanimlik SPE'lerin iiretilmesine izin verir. Bu ¢ok yonliiliik, minyatiir boyutu
ve onu tasinabilir enstriimantasyona baglama olasiligi, hedef analitlerin son derece spesifik
olarak yerinde belirlenmesini miimkiin kilar. Elektrokimyasal immiinosensorlerde, enzim
temelli biyosensorlerde, DNA ve aptasensorlerde SPE'ler ¢ok cesitli uygulamalarda bu
avantajlardan dolayi tercih edilmektedir (Rezaei ve Irannejad, 2019). Elektrokimyasal 6lgtimler
ile malzemelerin dontisimlii voltametri (CV), dogrusal taramali voltametri (LSV) ve

kronoamperometri (CA) analizleri yapilmaktadir.
Amperometrik yontem

Genellikle biyosensor uygulamalara yonelik kullanilan bu sistem, bir biyokimyasal
reaksiyonda elektrotlarin yiizeyindeki elektroaktif tiirlerin indirgenmesi veya oksidasyonundan
kaynaklanan akimi siirekli olarak belirleyen elektrokimyasal cihazlardir. "Amperometri”
terimi, hiicrede veya calisma ve referans elektrotlar arasinda potansiyel sabit tutulurken, zaman
icinde akimdaki degisimlerin izlenmesi siirecini ifade eder (Rezaei ve Irannejad, 2019). Bu
yontem, sabit potansiyel uygulanarak sistemin verdigi cevabi akim cinsinden Olger. Bu
baglamda, dogrusal bir potansiyel araliginda oSlgiilen tepe akim degeri, ¢ozeltide bulunan

analitin y1gin konsantrasyonu ile dogrudan iliskilidir.

Bir amperometrik biyosensoriin 6zellikleri; immobilize edilen enzimin aktif bolgesi ile
uygun bir calisma potansiyelinin uygulandig1 bir elektrot yiizeyi arasindaki elektron transfer
stirecinin kinetigine baghdir. Yiiksek duyarlilik ve hizli cevap oOzelliklerine sahip bir
amperometrik biyosensor gelistirmenin en basit 6n kosulu; biyobilesenden elektroda hizli bir

elektron transferini miimkiin kilmaktadir (Habermiiller vd, 2000).
Doniisiimlii Voltametri

Referans elektrot ile ¢aligsma elektrot arasindaki potansiyel dlgiiliirken, ¢aligma elektrot
ile karsit elektrot arasindaki akim 6l¢iiliir. Elde edilen 6l¢iimler, voltamogram olarak da bilinen
akima kars1 potansiyel grafigi olarak cizilir. Bu yontemde, bir tepe (pik) seklinde goriinen

mevcut yanit, analit konsantrasyonuna karsilik gelir. Verimli voltametrik yontemler arasinda
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dogrusal taramali voltametri (LSV), diferansiyel puls voltametrisi (DPV), doéniisiimli
voltametri (CV) ve kare dalga voltametrisi (SWV) vardir (Zafar vd, 2022). LSV’de, sabit bir
potansiyel araliginda bir alt sinirdan bir iist sinira dogru taranir. Her egri ayni forma sahiptir,
ancak artan tarama hiziyla toplam akim artmaktadir. Akimin maksimum oldugu noktada, tepe
noktasi ayni potansiyelde meydana gelmektedir. Bu durum hizli elektron transfer kinetigine
sahip elektrot reaksiyonlarinin bir Ozelligidir ve bu siireglere tersinir elektron transfer

reaksiyonu denir (Cambridge, 2022).

CV ise en yaygin kullanilan voltametri yontemlerinden biridir; redoks potansiyeli ve
elektrokimyasal reaksiyon hizlar1 hakkinda bilgi elde etmek igin kullanighidir (Rezaei ve
Irannejad, 2019). Bu yontemde potansiyel, baslangic degerine donmeden once belirli bir
degerden (V1) Onceden belirlenmis bir degere (V) taranir. Tersine c¢evrilebilir bir
elektrokimyasal reaksiyon i¢in kaydedilen CV'nin belirli baz1 6zellikleri vardir (Cambridge,

2022);

:a
i

- Tepe akimlariin orani bire esittir. —IC) =1
i

p
- Tepe akimlari, tarama hizinin karekdkii ile orantilir.

LSV'de oldugu gibi, tarama hizinin etkisi, difiizyon tabakasi kalinlig1 cinsinden tersinir
bir elektron transfer reaksiyonu igin agiklanmaktadir. CV’de tarama hiz1 degistirilerek

reaksiyon adsorpsiyon veya diflizyon kontrollii oldugu bilgisi edinilebilir.
Kronoamperometri

Kronoamperometri (CA), kokli bir amperometrik tekniktir. Bu yontemde, calisan
elektrota bir potansiyel uygulanir ve hiicreden gegen akim zamana karsi belirlenir. Genellikle
zamana bagli sistem karakterizasyonu icin CV gibi diger tekniklere ek olarak kullanilan

kronoamperometri, reaktanlarin etiketlenmesini gerektirmeyen hassas bir tekniktir.
2.6.2. Karakterizasyon Yontemler

Modifiye yiizeylerin karakterizasyonunda kullanilan bir¢ok yontem vardir. Elde edilen
nanoyapili ylizeylerin karakterizasyonu, yiiksek ¢oziiniirliiklii ylizey goriintiileme teknikleri
(transmisyon elektron mikroskobu (TEM), taramali elektron mikroskobu (SEM), taramali
tiinelleme mikroskobu (STM) ve atomik kuvvet mikroskobu (AFM)) ayrintili bilgi verebilir.
Yiizey tabakalarimi aragtirmak ve haritalamak i¢in c¢ok c¢esitli yerlesik teknikler de

kullanilmaktadir. Bu teknikler elipsometri, elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS), X-
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1511 foto elektron spektroskopisi (XPS), X-1sin1 difraktometresi (XRD) Fourier doniistimii-

kizilotesi (FT-IR) spektroskopisi ve Raman spektroskopisi olarak siralanabilir (Monteiro ve
Almeida, 2019).

FT-IR— Diisiik enerjili kizil o6tesi bolgedeki 1sinlart kullanan adsorpsiyon
spektroskopisidir. Bu yontemle veri zaman boyutundan frekans boyutuna gegirilir
ve farkli frekanslardaki absorpsiyonlar grafige dokiiliir. Interferogram denilen bu
spektrum, adsorpsiyon spektrumunun Fourier doniistimidir. Burada olgiilen
absorbanslar pikler ile ifade edilir. Kimyasal baglar (C-H, C-C gibi) ayn1 miktarda
ve ayni sekilde enerji absorplamadiklart i¢in elde edilen pikler, molekiil i¢indeki
fonksiyonel gruplari tanimlar. Pikler yapilarina bagl olarak kuvvetli, orta ve zayif,
sekillerine bagli olarak genis, orta ve dar olarak tanimlanir. IR spektrumlari, piklerin
bulundugu yere, yapilarina ve sekillerine gore irdelenerek numunelerde malzeme

cinsi tayin edilir (Jackson ve Mantsch, 1995).

SEM —> Taramali elektron mikroskobu morfolojik ve topografik bilgi veren
analiz yontemlerinden biridir. SEM tekniginde Ornek, elektron demetleriyle
bombardiman edilir. Elektronlarin dalga boylarinin kisa olmasi nedeniyle optik
mikroskoba gore daha iyi ¢oziiniirliik elde edilir. Elektronlarin 6rnek icerisinden
gecebilmesi icin 0rnegin iletken olmasi gerekmektedir. Analizi yapilacak drnegin
yalitkan olmas1 durumunda yiizeye 6zel yontemlerle altin piiskiirtiilerek ince bir
iletken film olusturulur. Sonug¢ olarak elde edilen goriintiide tipki olagan

fotograflardaki gibi gélge ve perspektif olusur (Skoog vd, 2017).

XRD — X 1sm1 kirmmim analiz yontemi malzemelerin y1gin faz yapisinin
belirlenmesinin yaninda pargacik boyutu ve yigin fazdaki doniisiim kinetiginin
belirlenmesinde kullanilir (Simsek, 2015). Ayrica bu yontem, maddenin veya
malzemenin kristal yapisini inceleyerek mineralojik bilesimlerin belirlenmesinde

kullanilmaktadir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Bu tez caligmasinda malzeme sentezi igin tiip firin (Protherm Furnaces) kullanilmistir.
Sentezlenen malzemelerin fiziksel ve kimyasal karakterizasyon analizleri Bilecik Seyh Edebali
Universitesi'nde bulunan ZEISS marka Supra 40 VP model SEM/EDX (taramal1 elektron
mikroskobu), Fourier donilisiimli kizilotesi spektrometresi (FT-IR, Agilent Cary 360) ve X-
Isin1 Kirmim (XRD, Panalytical-Empyrean) cihazlariyla yapilmistir (Sekil 3.1).

(A)

Sekil 3.1. Fiziksel ve kimyasal karakterizasyon i¢in kullanilan (A) SEM/EDX, (B) XRD ve (C) FT-IR

cihazlari

Malzemelerin tartilmasinda hassas terazi (Radwag/AS 220.R2, Polonya) ve ¢ozelti
hazirlanmasinda 1siticili manyetik karistirict (Ika-c/Mag HS 7, Almanya), ultrasonik banyo
(Bandelin RK 100 H, Almanya) ve vorteks karistiric1 (Jeio Tech/VM-96B, Kore), hazirlanan
cozeltilerin pH Olgiimleri igin pH metre (Mettler-Toledo, Isvigre) kullanilmustir. Sulu
¢ozeltilerin hazirlanmasinda ve yikama islemlerinde MP Minipure Dest Plus ve MP Minipure
Basic M Up cihazindan ultra saf su elde edilmistir. -20 ve/veya -80 °C'de saklanmas1 gereken
maddeler ilgili sicakliga inebilen derin dondurucuda, +4 °C’de saklanmasi1 gereken maddeler
buzdolabinda muhafaza edilmistir. Elektrot kaplama islemi i¢in 1s1 tabancasi (Maestro JS-HG-

12Al1l, Cin) ve mikropipetler (Eppendorf ve Brand) kullanilmistir.

Elektrokimyasal Ol¢timler Dropsens firmasindan alinan SPE (DRP-X1110, calisma
elektrotu alan1: 0,059 cm?) iiclii elektrot sistemi ile yapilmis olup karsit elektrot karbon, referans
elektrot olarak Ag/Ag* (~-0.15 V ve Ag/Ag"), ¢alisma elektrotu ise karbon veya sentezlenmis
karbon malzeme ile potansiyometre (Ivium Technologies, B.V., Hollanda) kullanilarak
yapilmistir. Enzimatik yakit hiicresi performans analizinde rezistans kutusu (Lutron Rbox-408)

ve dijital multimetre (Fluke 17B*) kullanilmistir.
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3.1.2. Kullanilan Kimyasallar

Bu tez calismasi kapsaminda kullanilan kimyasallar Sigma-Aldrich veya Merck
firmasinin temin edilmistir, en az analitik safliktadir ve baska bir isleme tabi tutulmadan

kullanilmustir.
3.1.3. Kullanilan Cozeltiler
Tampon ¢ozeltisi:

0,1 M PBS (Phosphate Buffered Saline) tampon ¢6zeltisi: 8,70 g dibazik fosfat hassas
terazi ile tartilip huni kullanilarak ultra saf su ile 500 mL’ye tamamlanmistir. Ayrica 3,40 g
monobazik hassas terazi yardimiyla tartilip ultra saf su ile 250 mL’ye tamamlanmistir. Elde
edilen stok ¢ozeltiler 15 dakika sonikatorde bekletilmistir. Istenilen pH araligin elde etmek igin
stok ¢ozeltilerden belirli miktarlar da alinarak karistirilmistir. Karistirilan ¢ozelti pH metre ile
Olgiilerek istenilen pH araliginda tampon ¢ozeltisi elde edilmistir (Sekil 3.2). Elde edilen
tampon ¢ozeltinin pH aralig1 7,39-7,44’tiir. Tampon ¢6zeltinin pH aralig1 belirlenen giinlerde
kontrol edilerek sabit bir degerde deneylere yapilmistir. Deneylerde kullanilan tampon

¢ozeltisinin pH’1 7,40 tir. Hazirlanan tampon ¢ozeltiler 23 £2 °C sicakliginda saklanmustir.

Sekil 3.2. Hazirlanan tampon ¢6zeltinin pH 6l¢tiimii
Enzim Cozeltisi:

Enzim ¢ozeltisi icin GOx enzimi Sigma-Aldrich firmasindan satin alinmistir. Enzim
konsantrasyonun etkisini gormek igin stok enzim ¢ozeltileri hazirlanmistir. Stok enzim ¢6zeltisi
icin sirastyla 0,001-0,01-0,02-0,04 g kat1 tartilarak 0,1 M PBS tampon ¢ozeltisiyle 1 mL’ye
tamamlanarak hazirlanmistir. Elde edilen enzim ¢ozeltilerinin konsantrasyonlar1 1 mg/mL, 10
mg/mL, 20 mg/mL, 40 mg/mL’dir. Hazirlanan stok GOx ¢dzeltileri her biri yaklasik 5 uL

olacak sekilde tiiplere boliinmiistiir ve -20 °C’de muhafaza edilmistir.
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Substrat Cozeltisi

0,1 M Glikoz ¢ozeltisi: 0,180 g glikoz tartilip 0,1 M PBS ile 10 mL’ye tamamlanmaistir.
Test c¢alismalarinda kullanilan farkli konsantrasyonlar stok ¢ozeltinin seyreltilmesiyle elde
edilmistir. Test ¢alismalarinda ise 1 mM, 3 mM, 5 mM, 7 mM, 10 mM, 15 mM, 20 mM, 25
mM, 50 mM, 75 mM ve 100 mM glikoz ¢ozeltilerinden 200 pL alinarak kullanilmistir.

Hazirlanan stok ¢ozeltiler +4 °C’de muhafaza edilmistir.
Polimer Filminin Hazirlanist:

0,1 M Asetik asit icerisinde %1 g/mL kitosan (Chit) hazirlanisi: 0,1 g Chit tartilip 0,1
M asetik asitle 10 mL’ye tamamlanmistir. Uygun bir cam siseye alinip isiticili manyetik
karistiricida 50 °C’de 600 rpm devirle 3 saat sonunda ¢ozliinmiistiir (Sekil 3.3). Coziicliniin

ucmast icin parafilmlenmis kaplarda ve oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

Sekil 3.3. Polimer filmin hazirlanma agamasi
Test Calismalarinda Kullanilan Cozeltiler:

0,1 M Potasyum Kloriir (KCl) hazirlanisi: Satin alinan KCI katis1 1,863 g hassas
teraziyle tartilarak balon jojede 250 mL’ye 0,1 M PBS ile tamamlanmistir. Balon jojede
bulunan ¢o6zelti sonikatdr yardimiyla karistirilarak hazirlanmistir. Stok ¢ozelti +4 °C’de

muhafaza edilmistir.

Sekil 3.4. Test ¢ozeltisinde kullanilan FcCOOH ¢6zeltisinin hazirlama basamaklari

0,1 M PBS i¢inde 1 mM Ferrosenkarboksilik Asit (FcCCOOH) hazirlanisi: Satin alinan
FcCOOH katisindan 0,00230 g hassas terazi ile tartilarak balon jojede 10 mL’ye 0,1 M PBS ile

tamamlanmistir. Balon jojede bulunan ¢ozelti sonikatér yardimiyla 15 dakika karistirilarak
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homojen bir ¢ozelti elde edilmistir. Yapilan deney ¢alismalarinin sonucuna bakilarak en uygun
muhafaza kosulu oda sicaklig1 olarak belirlenmistir. Deney ¢alismalart i¢in kullanilacak 0,1 M

PBS igerisinde 1 mM FcCOOH oda sicakliginda muhafaza edilmistir (Sekil 3.4).
3.2. Yontem
3.2.1. Biyokiitleden Karbonize Malzeme Sentezi ve Karakterizasyonu

Tez ¢alismasi kapsaminda belirlenen iki farkli biyokiitle kaynagindan karbonizasyon
yontemiyle karbon malzeme sentezleme islemi Kiitahya Dumlupmar Universitesi
laboratuvarinda gerceklestirilmistir (Sekil 3.5). Sentezlenen CTT ve CPW malzemelerinin
fiziksel ve kimyasal 6zellikleri XRD, FTIR, SEM/EDX ve Mapping yontemleri kullanilarak

belirlenmistir.

TT CTT

Sekil 3.5. Biyokiitle kaynaklarindan karbonizasyon yontemiyle karbon malzeme sentezleme siireci.

CTT ve CPW malzemelerinin molekiiler faz yapilart igin kullanilan XRD analizleri,
HT-XRD cihaziyla 26=5°90° araliginda gerceklestirilmistir. Karbonize malzemelerin
icerisinde bulunan fonksiyonel guruplart tamimlamak i¢in FT-IR analizleri Perkin Elmer-
Spektrum 100 marka IR cihazinda; ATR (Attenuated Total Reflectance) teknigi kullanilarak
4000-300 cm* dalga boyu araliginda gergeklestirilmistir. CTT ve CPW malzemelerinin SEM
goriintiileri, Zeiss Supra VP 40 model SEM/EDX cihazi kullanilarak elde edilmistir. Numuneler
cift tarafli karbon banta yapistirilmistir ve Quorum-Q300 model cihazda vakum altinda 1 dk
boyunca Au/Pd kaplama yapilarak elektriksel iletkenlik kazandirilmistir. Analizler 15 kV
elektron yiikii altinda gergeklestirilmistir.

Sentezlenen malzemelerin farkli ¢oziiciilerle dispersiyon islemleri gerceklestirilmistir

ve en iyi dispersiyonun elde edildigi sartlar belirlenmistir.
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3.2.2. Karbonize Malzemelerin SPE’lere Kaplanmasi ve Elektrokimyasal

Karakterizasyonu

Sentezlenen karbonize malzemeleri SPE’lere kaplamadan once kullanilacak olan her
elektrot i¢in ylizey temizlik islemi yapilmistir. Bu kapsamda, elektrokimyasal temizlik islemi
0,1 M KCl igerisinde 0 — (-2) V (vs Ag/ Ag") araliginda 1 mV potansiyel adimi ve 20 mV/s

tarama hizinda dogrusal taramal1 voltametre (LSV) teknigi kullanilarak gerceklestirilmistir.

Potansiyometre IviumSoft

¥
*

DRP-X1110

(SPE) Konnektor

Sekil 3.6. Elektrokimyasal karakterizasyon i¢in kullanilan sistem diizenegi

CTT ve CPW ile hazirlanan siispansiyonlar SPE’ler iizerine 0,50-0,75-1,00-1,25-1,50
mg/cm? toplam malzeme yogunlugu olacak sekilde kaplanmistir. Damla kaplama (drop
coating), bir ylizey tizerinde bir tabaka biriktirmek ve bunu bir alict eleman ile modifiye etmek
i¢in basit ve hizli tekniktir. Ozellikle laboratuvar sartlarinda, atik malzeme olusturmayan yiizey
modifikasyonu i¢in en kolay yaklagimdir. Kii¢iik ve tanimlanmis bir alanin kaplanmasi i¢in
uygundur, ¢linkii daha biiytlik alanlar i¢in filmin kalinligini, gézenekliligini ve homojenligini

kontrol etmek daha zordur (Bauer vd).

ﬁ Karbonize Malzeme Soliisyonu 1 mM FcCOOH
KCI i
-ze’l —* —=
—
—
=
SPE/CTT
SPE/CPW
| || | |
Elektrokimyasal Temizleme Elektrot Elektrokimyasal
islemi Modifikasyonu Karakterizasyon

Sekil 3.7. Karbonize malzemelerin SPE’lere modifikasyonu ve elektrokimyasal

karakterizasyonun sematik gosterimi
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Elektrokimyasal karakterizasyon Sekil 3.6’da gosterilen sistem diizenegi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Karbon malzemenin etkisini gérebilmek amaciyla hi¢bir malzeme kapl
olmayan SPE de test edilmistir. Kaplanan elektrotlar CTT ve CPW igin sirasiyla SPE/CTT ve
SPE/CPW olarak simgelenmistir. Kaplama islemi tamamlanan elektrotlar CV teknigi
kullanilarak 1 mM FcCOOH igerisinde elektrokimyasal olarak karakterize edilmistir (Sekil
3.7).

Farkli malzeme yogunluklariyla kaplanan SPE’ler CV teknigi kullanilarak -0,1- 0,4 V
(vs Ag/ Ag") potansiyel uygulanarak 50 mV/s tarama hizinda 0,1 M PBS igeren | mM FcCOOH
ile gergeklestirilmistir. Pik akimlari ve SPE’lere yapilan kaplamalarin yilizeye tutulma orani
analiz edilerek maksimum malzeme yogunlugu secilmistir. Se¢ilen malzeme yogunlugunun CV
analiz sonuglart incelenerek CA i¢in uygulanacak potansiyel belirlenmistir. Yapilan tim
deneyler 6nceden yapilan gozlemlerle belirlenen standartlara uygun olarak yapilmistir. Bu

standartlara gore:

e Tim kaplamalar ve elektrokimyasal karakterizasyonlar 23+2 °C sicakliinda

gerceklestirilmistir.

e Kalibrasyon egrisi elde edilirken deneyler en az 4 numune (n = 4) olacak sekilde tekrar

edilmis, ortalamalar1 alinarak standart sapma degerleri hesaplanmustir.
e Hazirlanan siispansiyonlar ertesi giin ve giinler arasi olarak gozlemlenmistir.

e Hazirlanan siispansiyonlar yapilan her deneyden once ultrasonik banyoda 15 dakika

bekletilmistir.

e SPE uygulanan her bir kaplama isleminden sonra test asamasina ge¢cmeden once 15
dakika beklenmistir. Bu islemin uygulanmasinin sebebi kaplamadan hemen sonra test
edildiginde kaplama hemen kurumadig1 i¢in bazi sizintilar gézlemlenmistir. Dolayisiyla

malzeme miktarinda kayip oldugu i¢in elde edilen verilerde farklilik olmustur.

e Malzeme kaybmi engellemek icin oda sicakliginda SPE’nin {izeri kapatilarak oda
sicakliginda bekletilmistir. Bu sekilde yapildiginda malzeme kaybr minimum seviyeye

distirilmistir.

e Elektrokimyasal karakterizasyon islemi 1 mM FcCOOH igeren 0.1 M PBS iginde
gergeklestirilmistir. En uygun standart olarak dolaptan kullanacagimiz miktar kadar

alip, oda sicakligina geldiginde test edilmesi olarak belirlenmistir.
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3.2.3. Enzimatik Elektrotlarin Hazirlanmasi

Bu kisimda sentezlenen karbonize malzemelerden iletken elektrot malzemesi iiretilerek
biyoelektronik uygulamalarda kullanilmistir. Bir biyoelektronik uygulamasi olan biyosensorler
icin enzim temelli elektrotlar gelistirilmistir. Gelistirilen biyosensor i¢in en iyi c¢alisma
kosulunu belirleyebilmek i¢in 4 farkli yontem gelistirilmistir. Biitiin yontemlerde karbonize
malzeme yogunlugu 1 mg/cm? olacak sekilde SPE’lere kaplanmistir. Ayrica enzim tutuklanma
icin ilk olarak -20 °C’de muhafaza edilen GOx (0,1 M PBS igerisinde) calisma elektrotuna
uygulanmadan 6nce 15 dakika +4 °C’de, 15 dakika ise oda sicakliginda bekletilmistir. GOx
enzimi ¢aligma elektrotlarin tizerine 1 pL damlatilmis ve +4 °C’de 24 saat bekletilmistir. Enzim
tutuklanmasi gergeklestirildikten sonra oda sicakliginda 15 dakika PBS’de bekletilmistir ve ii¢
kez yikanarak yiizey ile zayif bag yapan veya baglanmayan enzim ylizeyden uzaklastirilarak

gerekli testler yapilmistir. Hazirlanan elektrotlar kullanima kadar +4 °C’de muhafaza edilmistir.
3.2.3.1. SPE/CTT/GOx ve SPE/CPW/GOx Elektrotlarin Modifikasyonu

Karakterizasyon islemi sonrast SPE/CTT ve SPE/CPW elektrotlarina enzim
tutuklanmas1 Boliim 3.2.3’te anlatildig: gibi gergeklestirilerek GOx enzimi (1 mg/mL) ¢alisma
elektrotlarin tizerine 1 L damlatilmig (SPE/CTT/GOx ve SPE/CPW/GOx) ve +4 °C’de 24 saat
bekletilmistir. Ardindan zaman kaybetmeden SPE/CTT/GOx ve SPE/CPW/GOx ile modifiye
edilmis elektrotlarin glikoz varliginda ve yoklugundaki aktivitesi elektrokimyasal olarak test
edilmistir (Sekil 3.8).

1 mg/cm? 1 uL GOx

~1 T

=
—

SPE SPE/CTT/GOx

SPE/CPW/GOx

| l \ |
Elektrokimyasal Temizleme Islemi Elektrot Modifikasyonu
1 mM FecCOOH
24 sa

%%ﬂ

Elektrokimyasal Karakterizasyon

CA Analizi

Sekil 3.8. SPE/CTT/GOx ve SPE/CPW/GOx ile modifiye edilmis elektrotlarin sematik gosterimi
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3.2.3.2. SPE/CTT/GOx/Chit ve SPE/CPW/GOx/Chit Elektrotlarin
Modifikasyonu

SPE/CTT ve SPE/CPW elektrotlarina enzim tutuklama islemi Boliim 3.2.3’te anlatildig1

KCI 1 mg/em? i 1L coxﬁ
*Zﬂﬁfﬂ’—

gibi gerceklestirilmistir.

%
| —
=
SPE/CTT/GOx
SPE/CPW/GOx
l | | l .
Elektrokimyasal Temizleme islemi Elektrot Modifikasyonu E
1 mM FcCOOH 2 uL Chit ﬁ

\\\\\

« éﬂ bt —«

SPE/CTT/GOX/Chlt
SPE/CPW/GOx/Chit

CA Analizi

Elektrokimyasal Karakterizasyon

Sekil 3.9. SPE/CTT/GOx/Chit ve SPE/CPW/GOx/Chit ile modifiye edilmis elektrotlarin sematik
gosterimi

Birinci yontemden farkli olarak SPE/CTT/GOx ve SPE/CPW/GOx elektrotlarin {izeri
biyouyumlulugu yiiksek dogal bir polimer olan kitosan (Chit) ile kaplanmistir. Bu kapsamda,
0,1 M asetik asit i¢erisinde %1 g/mL Chit SPE/CTT/GOx ve SPE/CPW//GOx ¢alisma elektrotu
tizerine 2 pL  damlatilarak ylizeyde ince bir film olusturulmustur. Hazirlanan
SPE/CTT/GOx/Chit ve SPE/CPW/GOx/Chit ile modifiye edilmis elektrotlarin glikoz
varliginda ve yoklugundaki aktivitesi elektrokimyasal olarak test edilmistir (Sekil 3.9).

3.2.3.3. SPE/CTT-Fc/GOx/Chit ve SPE/CPW-F¢/GOx/Chit  Elektrotlarin
Modifikasyonu

Bu yontemde elektron tasiyicisinin SPE’nin yiizeyinde hapsetmenin elektrokimyasal

olarak performansi arttiracagi ongoriilmiistiir. Bu kapsamda CTT veya CPW malzemeleriyle,

enzim ve elektrotlar arasinda elektron tasiyici olarak kullanilacak ferrosen (Fc) karistirilarak

bir siispansiyon hazirlanmistir. Hazirlanan Fc ¢dzeltisi igin farkli ¢dziiciilerle dispersiyon
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islemleri gerceklestirilmistir ve en iyi dispersiyonun elde edildigi sartlar belirlenmistir. ilk
olarak CTT veya CPW 50 mM Fc ile karstirilarak bir siispansiyon hazirlanmis ve SPE’ler
lizerine malzeme yogunlugu 1 mg/cm? olacak sekilde kaplanmistir. Kaplanan elektrotlar CTT

ve CPW i¢in sirasiyla SPE/CTT-Fc ve SPE/CPW-Fc¢ olarak simgelenmistir.

/

=
SPE SPE/CTT-Fc SPE/CTT-Fe/GOx
SPE/CPW-Fe¢ SPE/CPW-Fc¢/GOx

15 dk

SPE/CTT-Fc¢/GOx/Chit
SPE/CPW-F¢/GOx/Chit

CA Analizi

l |

Elektrokimyasal Karakterizasyon Elektrot Modifikasyonu

Sekil 3.10. SPE/CTT-Fc/GOx/Chit ve SPE/CPW-Fc/GOx/Chit ile modifiye edilmis elektrotlarin

sematik gdsterimi

Boliim 3.2.3’te anlatilan yontem kullanilarak GOx enzimi (1 mg/mL) ¢alisma elektrotu
tizerine 1 pL hacimde damlatilmistir. SPE/CTT-Fc/GOx ve SPE/CPW-Fc¢/GOx elektrotlarin
caligma elektrotu iizerine Chit 2 pL damlatilarak yiizeyde ince bir film olusturulmustur.
SPE/CTT-Fc/GOx/Chit ve SPE/CPW-Fc/GOx/Chit ile modifiye edilmis elektrotlarin glikoz
varliginda ve yoklugundaki aktivitesi elektrokimyasal olarak test edilmistir (Sekil 3.10).

3.2.3.4. SPE/CTT/Fc/GOx/Chit ve SPE/CPW/F¢/GOx/Chit Elektrotlarin
Modifikasyonu

Bu yontemde ise Boliim 3.2.3.3’te anlatilan modifikasyondan farkli olarak mediyator
CTT ve CPW malzemeleri ylizeye kaplandiktan sonra modifiye edilmistir. SPE yiizeyine her
iki malzeme i¢inde malzeme yogunlugu 1 mg/cm? olacak sekilde kaplanmistir ve 15 dakika oda
sicakliginda kurutulmaya birakilmistir. Ardindan Fc yiizeye malzeme yogunlugu 1 mg/cm?

olacak sekilde kaplanmistir ve oda sicakliginda kurutulmustur. Enzim tutuklama islemi ise
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Boliim 3.2.3’te anlatildig1 gibi gergeklestirilerek GOx enzimi (1 mg/mL) calisma elektrotu

1 mg/cm? E 1 mg/cm? ‘ﬁ
KCl
g g

tizerine 1 pL hacimde damlatilmistir.

= =
z =
SPE/CTT SPE/CTT/Fe
SPE/CPW SPE/CPW/Fe¢
l
Elektrokimyasal Temizleme islemi z
w,
PBS
g /-é)’ -
=
SPE/CTT/Fe/GOx/Chit SPE/CTT/Fe/GOx
CA Analizi lSPE/CPW/Fc/GOx/Chit SPE/CPW/Fc¢/GOx
| l |
Elektrokimyasal Karakterizasyon Elektrot Modifikasyonu

Sekil 3.11. SPE/CTT/Fc/GOx/Chit ve SPE/CPW/Fc/GOx/Chit ile modifiye edilmis

elektrotlarin sematik gosterimi

Son olarak 0,1 M asetik asit igerisinde %1 g/mL Chit SPE/CTT/Fc/GOx ve
SPE/CPW/Fc/GOx c¢alisma elektrotu lizerine 2 pL damlatilarak ylizeyde ince bir film
olusturulmustur. Hazirlanan SPE/CTT/Fc/GOx/Chit ve SPE/CPW/Fc/GOx/Chit ile modifiye
edilmis elektrotlarin glikoz varliginda ve yoklugundaki aktivitesi elektrokimyasal olarak test
edilmistir (Sekil 3.11).

3.2.3.5. Modifiye Edilmis Elektrotlarin Glikoz Duyarhhginin Test Edilmesi

Dort farkli yontemle hazirlanan biyosensorlerin glikoz varliginda ve yoklugundaki
aktivitesini test etmek i¢in CV ve CA yontemleri kullanilmistir. CV analizi igin -0,1- 0,4 V (Vs
Ag/Ag") potansiyel, 20 mV/s tarama hizinda, CA analizi igin ise 120 saniye boyunca 0,3 V (vs
Ag/Ag") uygulanmistir. Bolim 3.2.3.1 ve 3.2.3.2°de anlatildigi gibi modifiye edilen
elektrotlarin testleri 0,1 M PBS ile hazirlanan 1 mM FcCOOH ¢ozeltisinin igerisine eklenen
farkl1 glikoz konsantrasyonlariyla gerceklestirilmistir. Boliim 3.2.3.3 ve 3.2.3.4°de anlatildig:
gibi modifiye edilmis elektrotlarin testleri ise 0,1 M PBS igerisinde farkli glikoz

konsantrasyonlari ile gergeklestirilmistir. Test ¢aligmalarinda ise 1 mM, 3 mM, 5 mM, 7 mM,
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10 mM, 15 mM, 20 mM, 25 mM, 50 mM, 75 mM ve 100 mM glikoz ¢ozeltilerinden 200 pL
almarak kullanilmistir ve oda sicakliginda (23+2 °C) gergeklestirilmistir. Kalibrasyon egrisi
elde edilirken deneyler en az 4 numune (n = 4) olacak sekilde tekrar edilmis, ortalamalari

alinarak standart sapma degerleri hesaplanmistir.
3.2.4. Modifiye Edilen Elektrotlarin Optimizasyon Calismalari

Secilen yontem ile elektron tasiyicisinin yiizeyde olmasinin, enzim miktarinin optimize
edilmesinin ve polimerle film olusturarak malzemeleri SPE’nin ylizeyinde hapsetmenin
elektrokimyasal olarak performansi arttiracagi ongoriilmiistiir. Modifiye edilen elektrotlarin
cevap siiresini belirlemek i¢in farki zaman araliklarinda test islemleri ger¢eklestirilmistir. Farkl
siirelerde yapilan deneyler sonucunda en uygun cevap stiresi olarak 120 s belirlenmistir.

Belirlenen siireye gore kalibrasyon egrileri olusturulmustur.
3.2.4.1. Ferrosen Miktarinin Optimizasyon Calismalari

(Cozeltide kullanilacak olan Fc miktarin1 optimize etmek i¢in 25 mM ve 50 mM Fc
SPE’lere kaplanmistir ve enzim tutuklanmasi igin GOx (1 mg/mL) 1 pL damlatilarak
kullanilmigtir. Son olarak 0,1 M asetik asit igerisinde %1 g/mL Chit SPE/CTT-Fc/GOx ve
SPE/CPW-Fc/GOx ¢alisma elektrotu tizerine 2 plL damlatilarak yiizeyde ince bir film
olusturulmustur. SPE/CTT-Fc/GOx/Chit ile modifikasyonu gerceklestirilmis elektrotlarin

glikoz varliginda ve yoklugundaki aktivitesi elektrokimyasal olarak test edilmistir.
3.2.4.2. Glikoz Oksidaz Enzimi Konsantrasyonu Optimizasyon Calsmalar:

Hazirlanan SPE/CTT-Fc ve SPE/CPW-Fc¢ elektrolara enzim tutuklanmasi i¢in GOx
enzimi farkli konsantrasyonlarda kullanilarak en uygun enzim ¢alisma kosulu optimize
edilmistir. Kullanilan enzim konsantrasyonlari sirastyla 1 mg/mL, 10 mg/mL, 20 mg/mL ve 40
mg/mL’dir. Enzim tutuklama yontemi Bolim 3.2.3’te anlatildigi gibi gerceklestirilmistir.
Ardindan zaman kaybetmeden SPE/CTT-Fc/GOx/Chit ve SPE/CPW-Fc/GOx/Chit glikoz

varliginda ve yoklugundaki aktivitesi elektrokimyasal olarak test edilmistir.

3.2.4.3. CA Analizi i¢in Uygulanacak Potansiyelin Optimizasyonu

CA analizi i¢in hassas ve dogru akim 6l¢limleri yapan tekrar edilebilirligi ve hassasiyeti
en uygun olan potansiyel degerini belirleyebilmek igin optimizasyon gergeklestirilmistir.
Bunun i¢in farkli potansiyel degerleri uygulanarak kalibrasyon egrileri elde edilmistir ve

Olctimler sonucunda korelasyon degeri ve duyarliliklart karsilastirilarak analizlerde

uygulanacak potansiyel secilmistir.
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3.2.5. Modifiye Edilen Biyosensoriin Performans Analizleri
3.2.5.1. Tekrar Kullamlabilirlik ve Tekrar Uretilebilirligin incelenmesi

Ayni kosullarda yapilan art arda analizlerde sonuclarin birbirine yakin elde edilmesi
yani gelistirilen biyosensoriin tekrar kullanilabilirlik ve tekrar iiretilebilirliginin iyi olmasi
analizlerin dogru sekilde yapilmasi agisindan olduk¢a 6nemlidir. Hazirlanan biyosensorlerin
tekrar kullanilabilirligini tespit etmek i¢in optimize edilmis ¢alisma sartlar1 altinda hazirlanan
aym elektrot kullanilarak belirlenen glikoz konsantrasyonu ve g¢alisma potansiyelinde elde
edilen akim degerleri kaydedilerek bagil standart sapmasi (%RSD) hesaplandi ve tekrar
kullanilabilme sayisi incelendi. Tekrar iretilebilirligi incelemek amaciyla ayni kosullarda
hazirlanan on farkli elektrot kullanilarak kalibrasyon egrileri elde edildi ve akim farklarindaki

bagil standart sapmalar1 hesaplanarak tekrar tiretilebilirlik incelendi.
3.2.5.2. Girisim Etkisi

Optimizasyonu gergeklestirilen biyosensoriin glikoz saptanmasina miidahale eden,
glikozun bulundugu 6rneklerde bulunabilen askorbik asit, {irik asit ve insiilin gibi maddelerin
girisim etkisi incelenmistir. Bu amagla 0,15 mM iirik asit (UA), 5 mM glikoz, 0,15 nM insiilin
(Ins), 0,45 uM askorbik asit (AA) ve bir adet karisim kullanilmistir. Biyosensoriin akim

degisimleri incelenerek glikoza karsi ne kadar segici oldugu belirlenmistir.
3.2.5.3. Gercek Numune Uygulamasi

Bu tez c¢aligmasinda, modifikasyonu gerceklestirilen biyosensor ile iilkemizde ticari
olarak tiretim yapan KOSKA firmasinin bize sagladig ii¢ii 380 g’lik ekstra geleneksel ve iigii
240 g’lik diyabetik olarak iiretildigi belirtilen regellerin glikoz analizi gergeklestirilmistir.
Ticari olarak satilan ekstra geleneksel regel: Su ile biitiin veya pargali meyvelerin veya bitkilerin
kok, yaprak, c¢igek gibi yenilebilen kisimlarinin seker ilave edilerek veya edilmeden belirli
kivama getirilmis, geleneksel recele oranla daha fazla meyve veya bitki parcasi iceren karigimi
olarak tamimlanmistir (Cemal vd, 2012). Seker tayini yapilacak numunenin homojen olmasi
gereklidir. Eger numune posaliysa belirli miktarda su oOrnekle karistirilir ve tartilarak
homojenlik saglanir. Recel, konserve ve marmelat gibi iirlinlerde bu yontem kullanilir

(Cemeroglu, 1992).

Ger¢ek numune analizi i¢in 10 g regel hassas terazi ile tartilip PBS ile 100 mL’ye
tamamlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler manyetik karistirict yardimiyla 15 dakika boyunca

kanigtirilmistir. Daha sonra 4000 rpm ile 6 dakika boyunca santrifiij gerceklestirilmistir. Son
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olarak analiz gerceklestirilmeden once 0,45 uM filtreden gegirilerek stok ¢ozelti hazirlanmistir
(Sekil 3.12). Orneklerdeki glikoz miktarmin belirlenmesi igin standart ekleme ve kalibrasyon

yontemi kullanilarak farkli regeller i¢in analizler gercgeklestirilmistir. Analizler +0,100 V

potansiyel uygulanarak 120 s sonundaki akim degeriyle bir grafik elde edilmistir.

Sekil 3.12. Modifikasyonu gergeklestirilen biyosensore ger¢ek numune uygulamasi

Standart ekleme yontemiyle cizilen grafiklerden elde edilen x konsantrasyonu
kalibrasyon grafiginde kullanilarak glikoz derisimi tahmin edilmistir. Standart eklemeler i¢in

gergeklestirilen adimlar su sekildedir ;

i.  Numune, ayn1 hacme sahip ayr1 hacimsel siselerde birkag¢ esit pargaya boliniir ve

secilen seyreltici (PBS) ile belirlenen hacme seyreltilerek stok ¢6zelti hazirlanir.

Seyreltilmis Numune

B standart (Glikoz)

fooa

Sekil 3.13. Analiz i¢in numunelerin hazirlanmasi
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ii.  Calismada 4 adet 1,5 mL’lik eppendorf marka tiip kullanilmigtir. Her tiipe seyreltilen
numune ayni hacimlerde bdliinlir. Ardindan sirasiyla 2 mM, 4 mM ve 6 mM glikoz

tiiplere eklenmistir (Sekil 3.13).

"B /&—{2. Seyreltilmis numuneye; x+A,
3. Ekstrapole edilerek numunenin ‘A x+B, x+C standartlan eklenir.
konsantrasyonu bulunur. 3

\ o T—{ 1. X konstrasyonun sinyali okunur|

» Konsantrasyon
X

Sekil 3.14. Standart ekleme grafiginin hazirlanig asamalari

lii.  Ardindan her bir tiipe belirli miktarlarda standart (glikoz) eklenir. Daha sonra tim
seyreltilmis numuneler i¢in cihaz yanit1 6lgiiliir ve veriler, x ekseninde eklenen hacim

standard1 ve y ekseninde cihaz yaniti ile ¢izilir (Sekil 3.14).

iv.  Lineer regresyon gergeklestirilir ve numunedeki analit konsantrasyonunu hesaplamak
icin kalibrasyon egrisinin egimi ve y-kesme noktasi kullanilarak analit konsantrasyonu

hesaplanabilir.
3.2.5.4. Raf Omrii

Modifikasyonu gergeklestirilen biyosensorlerin raf émriiniin belirlenebilmesi igin 30
giin boyunca belirli araliklarla akim degerleri 6l¢tilmiistiir. Ayni sartlarda hazirlanarak 4°C’de
saklanarak farkli giinlerde (1, 7, 14 ve 30 giin) 5 mM ve 10 mM glikoz konsantrasyonlarina
verdigi cevaplar CA teknigiyle izlenmistir. Deneyler en az 4 numune (n=4) olacak sekilde
tekrar edilmis, ortalamalar1 alinarak standart sapma degerleri hesaplanmistir. Testi

gergeklestirilen biyosensor tampon ¢ozeltiyle yikanarak tekrar +4°C’de saklanmistir.
3.2.6. Katot Hazirlanmasi ve Yakit Hiicresi Karakterizasyonu
Katot Hazirlanmast

Yakit hiicresinin katodunda Sigma-Aldrich firmasinin satin aliman platin karasi
(Platinum Black, PtB) kullanilmistir. PtB igin DMF (dimetilformamid), etanol ve ultra saf su
coOziiciileriyle c¢ozeltiler hazirlanmistir. Hazirlanan PtB  ¢ozeltisi SPE yiizeyine farkli
miktarlarda kaplanarak SPE/PtB yiizeyi analiz edilmistir. Hazirlanan SPE/PtB’nin oksijen

varliginda ve yoklugunda performansini inceleyebilmek i¢in 0,1 M PBS ilk olarak azota, daha
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sonra havaya doyurulup 0,7 — 0 V (vs Ag/Ag") araliginda 1 mV potansiyel adimi ve 20 mV/s
tarama hizinda LSV teknigi kullanilarak elektrokimyasal olarak test edilmistir.

Yakat hiicresi karakterizasyonu i¢in anodu SPE/CTT-Fc/Chit ve SPE/CPW-Fc/Chit olan
katodu SPE/PtB olan enzimatik yakit hiicresi hazirlanmis ve polarizasyon egrileri elde edilerek
performans analizi yapilmistir. Yapilan analiz sonuglarinda SPE’lerin diisiik yiizey alanindan
dolay1 yakit hiicresinin performansini kisitladigr goriilmiistiir. Hazirlanan yakit hiicresinin
performansinin katot tarafindan kisitlanmamasi i¢in PtB kaplanmis gaz diflizyonlu karbon
elektrot (Gas Diffusion Electrode, GDE) kullanilmistir. PtB 0,15 cm? alana iizerine maksimum
malzeme dolulugu saglanacak sekilde kaplanmistir. GDE kullanilarak ve birim alan basina
maksimum malzeme yogunlugu saglanarak yakit hiicresi performansinin katot tarafindan

kisitlanmamasi saglanmustir. Yakit hiicresinin katodu GDE/PtB olarak simgelenmistir.
Enzimatik yakit hiicresi karakterizasyonu

Tez calismasi kapsaminda enzimatik yakit hiicresinin gelistirilen yontemle Sekil 3.15°te
gosterilen sistem diizenegi kurularak karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Bu kapsamda 5 mM
glikoz ¢ozeltisiyle enzimatik yakit hiicresinin {irettigi potansiyel fark dijital multimetreyle
Ol¢iilmiistiir. Enzimatik yakit hiicrelerinin polarizasyon egrileri ve kararliligi incelenerek
karbonize malzemelerin yakit hiicrelerinde kullanildigindaki performans analizi

gerceklestirilmistir.

(A) (B)

Sekil 3.15. (A) Enzimatik yakit hiicresi i¢in kullanilan sistem diizenegi (B) Enzimatik yakit

hiicresi

Polarizasyon egrileri enzimatik yakit hiicresinin anot ve katodu arasma farkli yiikler
bindirilerek (direng¢ eklenerek) elde edilmistir. Bu egrileri olusturmak i¢in devreye degisken bir
dis diren¢ kutusu seri baglanmis ve farkli direng degerleri i¢in enzimatik yakit hiicresinde

olusan potansiyel farklar dl¢iilmiistiir. Ohm Yasast (V = I x R) kullanilarak elde edilen
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potansiyel degerlerinden gii¢ degerleri (P = I x V) hesaplanarak polarizasyon egrileri elde
edilmistir. Son olarak enzimatik yakit hiicresinin potansiyeli, segilen giic degerinde kararlilik
testine tabi tutularak zamanla gii¢ degerindeki degisim incelenmistir. Hazirlanan enzimatik
yakit hiicrelerine SPE/CTT-Fc¢/Chit anodu ve GDE/PtB katoduna 80 kQ direng, SPE/CPW-
Fc/Chit anodu ve GDE/PtB katodunal00 kQ diren¢ uygulanarak 24 saat boyunca maksimum
gii¢ degerleri elde edilmistir.

49



4. DENEYSEL SONUCLAR
4.1.Biyokiitleden Karbonize Malzeme Sentezi ve Karakterizasyonu

Bu tez calismasi kapsaminda literatiir taramas1 yapildiktan sonra belirlenen iki farki
biyokiitle kaynagindan karbonizasyon yoOntemiyle karbon malzeme sentezleme islemi
gerceklestirilmigtir.  Belirlenen malzemelere ait gorseller Sekil 4.1'de  verilmistir.
Karbonizasyon iglemi hasir otu piiskiilii ve kedi so6glidii biyokiitle kaynaklarinin tiip firin

kullanilarak literatiire uygun olarak gergeklestirilmistir (Erkal vd, 2016).

R Wy
Sekil 4.1. (A) Kedi sogiidii ve (B) Hasir otu
Analizlere ait siirecler sirasiyla asagida agiklanmistir.

1. Isleme baslamadan dnce secilen biyokiitlenin lifleri (piiskiillerini) ayrilmistir.

2. Biyokiitleyi firina yerlestirmeden once firmmin ig¢indeki oksijen azot gazi verilerek

uzaklastirilmistir.

3. Segilen biyokiitleden elde edilen lifler bir kaba alinarak 1s1 kalkaniyla birlikte firinin

tam ortasina yerlestirilmistir.
4. Yukarida bahsedilen iglemler bittikten sonra karbonizasyon islemi icin firin sicakligi
asagidaki gibi degistirilmistir;
a. 60 dakika da firin sicaklig1 1000 C° ¢ikarilmaktadir.
b. 60 dakika boyunca firin sicakligi 1000 C° kalmaktadir.
C. Son olarak firin sicaklig1 diisiiriilerek sogutulma islemi gergeklestirilmektedir.

Gergeklestirilen bu ¢aligma kapsaminda sentezlenen CTT ve CPW malzemelerinin
fiziksel ozellikleri XRD, FTIR, SEM/EDX ve Mapping analiz yontemleri kullanilarak
belirlenmistir. Karbonizasyon yontemiyle sentezlenen CTT ve CPW malzemelerinin molekiiler
faz yapilarmi icin kullamlan XRD analizleri, Bilecik Seyh Edebali Universitesi Merkezi
Arastirma Laboratuvarindaki Panalytical Empyrean Ht-Xrd cihaziyla 26=5% 90° araliginda
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gerceklestirilmistir. Karbonizasyon sonrast malzemelere ait genis act XRD analiz sonuglari

karsilastirmali olarak Sekil 4.2.’de verilmistir.

(A) (B)
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Sekil 4.2. (A) CPW malzemesine ait genis agt XRD kirinim diyagramlari, (B) CTT
malzemesine ait genis act XRD kirinim diyagramlari, (C) CTT ve CPW malzemelerinin XRD

kirinim diyagramlari

Biyokiitleler i¢in literatiirde yapilan XRD analizleri incelendiginde, 206=18-28°
arasindaki amorf yap1 seliilloz igerisinde yer alan hidrojen baglaryla iliskilendirildigi
goriilmistiir (Bandodkar vd, 2017; Giilesen vd, 2019; Hovancova vd, 2017; X. Li vd, 2018;
Panjan vd, 2017; Semenova vd, 2018; Zare vd, 2017; L. X. Zhang vd, 2015). Sekil 4.2°de
goriildiigii gibi her iki biyokiitlenin karbonizasyonu sonrasinda 26=27°, 40-45°, 50-60°’de elde
goriinen amorf ve kristal yapilar ise karakteristik grafit yapisini isaret etmektedir (Nanda vd,
2013). Birinci pik, karbon atomlarinin (002) dizilimine aittir (Pawlyta vd, 2015). 40-45°
arasindaki desenler (100) ve (101) dizilimlerini gdstermektedir. Ugiincii desen ise karbon
atomlarmin (004) dizilimini isaret etmektedir (Radon ve Lukowiec, 2017). XRD analiz
sonuglarina gore, elde edilen temel Bragg piklerinin polikristalin karbon yapiya sahip literatiire

ile uyumlu olduklar1 gézlenmistir.
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Bu ¢alisma kapsaminda sentezlenen karbonize malzemelerin FT-IR analizleri Bilecik

Seyh Edebali Universitesi Kimya miihendisligi Laboratuvarindaki Agilent Cary 360 marka IR

cihazinda; ATR teknigi kullanilarak 4000-300 cm™ dalga boyu araliginda gergeklestirilmistir.

Gergeklestirilen FT-IR analiz sonuglar1 Sekil 4.3’te verilmistir.
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Sekil 4.3. 3500-500 cm? spektrum araliginda FTIR analizleri: (A) CPW, (B) RPW ve CPW
analiz karsilastirilmast, (C) CTT, (D) RTT ve CTT analiz karsilastirilmast

Karbonizasyon oncesi ve sonrast CTT ve CPW malzemelerinin FT-IR analiz sonuglari

incelendiginde, yaklasik 3400-3500 cm™ dalga boylar1 arasindaki yapr hidroksil gruplarinin

varligini isaret etmektedir (Bhat vd, 2019; L. L. Zhang ve Zhao, 2009), O-H titresimleri ise

2350 cm™ dalga boyunda gozlenmistir. 2845, 3110 cm™ dalga boylar sirasiyla alifatik ve

aromatik C-H gruplarina karsilik gelmektedir. Karbonil gerilme titresimleri ise 1800-2100 cm”

! araliginda keskin bir pik olarak gdzlenmis ve aromatik C—H deformasyon bantlar1 750 ile

1100 cm™ arasinda belirlenmistir (Nanda vd, 2013). Diger yandan, karbonizasyon sonras1 elde

edilen CTT ve CPW’nin FTIR spektrumlari incelendiginde grafen ve grafit ile benzer

karakteristik yapilara sahip oldugu sdylenebilir (Naebe vd, 2014). Ayrica, 1600-1700 cm™
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arasinda goriinen zayif pik ve titresimler aromatik halka moduna ait C=C bag formasyonunu ve

dolayisiyla karbonize yapinin olustugunu desteklemektedir.

(A)

cps/eV
352
30‘_ Element Series unn. C norm. C Atom. C Error (1 Sigma) 304 Element Series l:mn. C norm. C Atom. C Error (1 S:i;na)
%] ] [wt.%] % [wt. %]
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ZO: : 100.00 100.00 204 Total: 100.00 100.00 100.00
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5 S—i
|
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Sekil 4.4. (A) CPW ve (B) CTT’nin SEM goriintiileri ve EDX & Mapping analizi
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Sentezlenen malzemelere analiz 6ncesinde vakum altinda platinle kaplanarak elektriksel
iletkenlik kazandirilmis ve analizler numunelere platin kaplanarak gergeklestirilmistir. TT ve
PW malzemelerine ait elde edilen analiz sonuclar1 Sekil 4.4°te verilmistir. Gergeklestirilen
SEM analiz sonuglarina gore, biyoelektronik uygulamalar i¢in 6nemli olan iki boyutlu ylizey
alanlarinin birbirine bagl karbonlu liflerle karbon baglantilarinin polikristal-karbon yapilariyla
elde edildigi gozlenmistir. Karbonizasyon sonrasi elde edilen SEM goriintiilerinin literatiirle
uyumlu olduklar1 goézlenmistir (Sahin, 2019). EDX analiz sonuglarina gére PW ve TT
karbonize {iriinlerine ait C (karbon) igeriklerinin birbirine yakin olduklari belirlenmistir.
Karbonize iiriinlerdeki C (karbon) ve O (oksijen) elementlerinin dagilimlart Mapping analiz
yontemiyle belirlenmis elde edilen sonuglar Sekil 4.4’te verilmistir. Sonuglarin EDX

sonuclartyla uyumlu oldugu gézlenmistir.

(A)

(B)

Sekil 4.5. Ogiitiilme islemi gerceklestirilen (A) CTT nin 6nceki ve sonraki, (B) CPW nin

onceki ve sonraki islem basamaklar1 gosterilmistir.

Karbonizasyon islemi sonucunda sentezlenen CTT ve CPW malzemelerinin farkli
coziiciilerle  olusturduklar1  dispersiyonlar  incelenmistir. ~ Dispersiyon  islemleri
gerceklestirilmeden oOnce karbonize malzemeler Once O6giitiiliip daha sonra ise elekten
gecirilmistir (Sekil 4.5). Dispersiyon islemleri farkli agirliklarda (12 mg-20 mg) ve sabit ¢oziicii
hacminde yapilmistir. Gergeklestirilen dispersiyon islemleri iki farkli ¢oziicii kullanilarak
denenmistir ve elde edilen sonuglar Tablo 4.1 ve Tablo 4.2’de ayrintili olarak verilmistir.
Dispersiyon islemi ultrasonik banyo kullanilarak her iki malzeme i¢in esit sartlarda
gerceklestirilmistir ve belirli araliklarla degerlendirilerek 3 saatin sonunda CTT ve CPW’nin

DMF igerisinde disperse oldugu goriilmiistiir. Ertesi giin ve gilinler arasi incelenmek tiizere

54



birakilan siispansiyonlarda deneye baglamadan 6nce 15 dakika ultrasonik banyoda bekletmenin

malzemenin ¢okmesini engelledigi goriilmiistiir.

Tablo 4.1. 6 mg/mL igin karbonize malzemelerin iki farkli ¢6ziictide (Etanol ve DMF)

dispersiyonu

Karbonize Malzeme (6 mg/mL) DMF Etanol
CTT v X
CPW v X

Tablo 4.2. 10 mg/mL igin karbonize malzemelerin iki farkli ¢6ziiciide (Etanol ve DMF)

dispersiyonu

Karbonize Malzeme (10 mg/mL) DMF Etanol
CTT v X
CPW v X

4.2. Karbonize Malzemelerin SPE’lere Kaplanmasi ve Elektrokimyasal

Karakterizasyonu

Bu tez ¢alismasi kapsaminda elektrokimyasal temizlik islemi Boliim 3.2.2°de anlatildig:
gibi  gerceklestirilmistir. Kaplamalarda CTT-DMF ve CPW-DMF  siispansiyonlari
kullanilmigtir ve Boliim 3.2.2°de belirtildigi gibi elektrokimyasal olarak karakterize edilmistir.
Elde edilen CV egrileri Sekil 4.6 ve 4.7°de verilmistir. CTT ile yapilan kaplama miktar1 sonucu
elde edilen CV sonuclart Sekil 4.6 (A)’da gosterilmistir. Goriildiigii gibi pik akim degeri
malzeme kaplanmamis hale gére malzeme 1,5 mg/cm? yogunlugunda kaplandiginda yaklasik
3,4 kat artmistir. Fakat yliksek kaplama miktarlar1 kaplamanin fiziksel olarak zor olmas1 ve

malzeme tasimi olmasi nedeniyle test edilememistir.
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Sekil 4.6. (A) CTT’nin SPE’ler iizerine farkl1 kaplama miktariyla kaplanmasi sonucu olugan CV akim
yanitlar1 gosterilmektedir. Tiim deneyler 50 mV/s tarama hizinda FcCOOH ile gergeklestirilmistir. (B)
SPE ve SPE/CTT kapl elektrotlarin elde edilen anodik pik akim degerleri verilmistir.

Kaplamada kullanilan SPE’nin smurli yilizey alan1 nedeniyle belirli bir yogunlugun
tizerinde CTT ile kaplandiginda kaplama merkeze birikmistir. Malzemenin elektrot yiizeyi ile
zayif etkilesimi nedeniyle yapilan elektrokimyasal testlerde sizintilar ve dolayisiyla malzeme
kaybi1 oldugu gozlemlenmistir. Bu nedenle, Sekil 4.6 (B)’de goriildiigii iizere diisiik hata payina
sahip en yiiksek akim degerini saglayan 1 mg/cm? malzeme yogunlugu enzim deneyleri i¢in
optimum olarak se¢ilmistir. Se¢ilen malzeme yogunlugunda akim degeri kaplanmamis SPE’ye

gore yaklasik 2 kat artmastir.
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Sekil 4.7. (A) CPW’nin SPE’ler iizerine farkli kaplama miktariyla kaplanmasi sonucu olusan CV akim
yanitlar1 gosterilmektedir. Tiim deneyler 50 mV/s tarama hizinda FcCOOH ile gergeklestirilmistir. (B)
SPE ve SPE/CPW kapli elektrotlarin elde edilen anodik tepe akim degerleri verilmistir.
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Sekil 4.7’de CPW kaplandigi zaman yapilan deneyler sonucunda elde edilen
elektrokimyasal akim degerleri gosterilmektedir. Akim degerleri CTT ile benzer davranis
gostermis olup, kaplanmamis hale gore malzeme 1,5 mg/cm? yogunlugunda kaplandiginda

yaklasik 2,9 kat artmistir.

Dolayisiyla, CTT ve CPW ile yapilan deneylerden elde sonuglara gore benzer
elektrokimyasal performans elde edilmistir. SEM, EDX ve Mapping sonuglari da
elektrokimyasal deney sonuglariyla beraber degerlendirildiginde malzemelerin benzer yapilara
sahip oldugu degerlendirilmistir. CPW’nin elektrot yiizeyi ile zayif etkilesimi nedeniyle yapilan
elektrokimyasal testlerde sizintilar ve dolayisiyla malzeme kaybi oldugu goézlemlenmistir.
CTT’ye benzer olarak CPW i¢in de diisiik standart sapma ve kaplamanin zorluklari1 sebebiyle
yapilacak olan enzim deneyleri i¢cin optimum yilikleme miktar1 olarak 1 mg/cm? segilmistir.
Akim degeri se¢ilen malzeme yogunlugunda kaplanmamis SPE’ye gore yaklasik 2 kat artmigtir.
Her iki malzeme i¢in de daha diisiik bir kaplama miktar1 se¢ilmesinin bir bagka nedeni ise, CTT
ve CPW kapl elektrotlar i¢cin maksimum denenen malzeme miktarinda (1,5 mg/cm?) tekrar

edilen deneylerin standart sapmalarinin ¢ok fazla artmis olmasidir.
4.3. Enzimatik Elektrotlarin Hazirlanmasi

Tez calismasi1 kapsaminda biyosensor uygulamalarinda kullanilmak iizere enzim temelli
elektrotlar hazirlanmistir.  Gelistirilen elektrotlar icin en uygun c¢alisma kosulunu
belirleyebilmek igin dort farkli enzim tutuklama yontemi gelistirilmistir. Optimizasyon
sonuglarima gore elde edilen kalibrasyon grafikleriyle enzim temelli elektrotlarin kinetik

parametreleri (Km, Vmax) hesaplanmistir.
4.3.1. SPE/CTT/GOx ve SPE/CPW/GOx Elektrotlarin Modifikasyonu

Hazirlanan SPE/CTT/GOx ve SPE/CPW/GOx elektrotlarin  farkli  glikoz
konsantrasyonuna karsi elde edilen elektrokimyasal akim degisimi CV ve CA yontemleri ile
incelenmistir. Sekil 4.8 (A) ve Sekil 4.8 (D) ’de CV teknigiyle 20 mV/s tarama hizinda -0,1-
0,4 V (vs Ag/Ag") potansiyel araliginda 5 ve 10 mM glikoz konsantrasyonlarinda elde edilen
voltamogramlar gosterilmektedir. Anodik ve katodik akim pikleri incelendiginde enzimin
glikoz ile reaksiyona girmesi sonucu olusan elektronlarin akim degerini arttirmasi nedeniyle

enzimin basarili bir sekilde SPE/CTT ve SPE/CPW’ye tutuklandigi goriilmektedir.
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Sekil 4.8 (B) ve Sekil 4.8 (E)’de SPE/CTT/GOx ve SPE/CPW/GOx elektrotlarin CA
teknigiyle 120 saniye boyunca 0,3 V (vs Ag/Ag") uygulanarak sirasiyla | mM, 3 mM, 5 mM,
7 mM ve 10 mM glikoz konsantrasyonlarina verdigi cevaplar incelenmistir. Grafikte goriildigi

lizere artan glikoz konsantrasyonuyla beraber akim degisimi dogrusal olarak artmuistir.
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Sekil 4.8. SPE/CTT/GOx elektrotun (A) CV, (B) CA, (C) kalibrasyon egrileri ve
SPE/CPW/GOx elektrotun (D) CV, (B) CA, (F) kalibrasyon egrileri gosterilmistir. CV
(tarama hizi: 20 mV/s) ve CA (V = 0,3 (vs Ag/Ag")) analizleri 1 mM FcCOOH igerisine

eklenen farkli glikoz konsantrasyonlariyla gerceklestirilmistir.

Sekil 4.8 (C) ve Sekil 4.8 (F)’de hazirlanan biyosensorlerin  farkli glikoz
konsantrasyonlarinda verdigi akim cevaplari incelenerek bir kalibrasyon egrisi elde edilmistir.
CTT ve CPW ile modifiye edilmis elektrotlarin 0-10 mM glikoz konsantrasyonundaki akim
degisimi dogrusal bir denklemle verilmistir ve ¢cok yiiksek korelasyon degerlerine sahip oldugu
goriilmektedir. Grafikler incelendiginde tasarimi gerceklestirilen biyosensorlerin 0 mM ile 1
mM arasinda akim deger araligi az oldugu igin bu elektrot konfigiirasyonu ic¢in diisiik
konsantrasyonlarda hassas 0l¢iim yapilamayacagini goriilmistiir. Glikoz yoklugunda benzer
akim cevaplar alsalar da konsantrasyon arttikca CPW malzemesi ile yapilmis biyosensoriin
duyarliligimin (dogrusal denklemin egimi olarak alinmistir) daha fazla oldugu goriilmektedir.
CTT malzemesinin duyarliliginin az olmasinin sebebinin ise ¢ozelti igerisinde test edilirken

yasanan malzeme kayb1 oldugu diisiiniilmektedir.

58



4.3.2. SPE/CTT/GOx/Chit ve SPE/CPW/GOx/Chit Elektrotlarin Modifikasyonu

Gergeklestirilen modifikasyon yonteminde enzim tutuklama islemi igin fiziksel
adsorpsiyon ve hapsetme kullanilmistir. Bu yontemin tercih edilmesinin sebebi uygun bir
tastyici ile ucuz ve kolay olmasidir (Krajewska, 2004). Ancak fiziksel adsorpsiyonun en biiyiik
dezavantaji enzim ve tastyici arasinda olusan zayif kuvvetlerden dolay1 adsorbe olmus enzimin
yilizeyden kolayca ayrilmasidir. Boliim 4.3.1.’deki sonuglar incelendiginde, test asamasinda
yasanilan malzeme kayb1 ve tutuklanmis enzimin yiizeyden ayrilmasindan dolay1 sensorlerin
hassasiyetinin diisiik oldugu disiiniilmektedir. Enzim tutuklama yonteminin kararliligini ve
dayanikliligini arttirmasi igin secilen bir destek ile tutuklanan enzimin performanst énemli
oOl¢iide artmaktadir. Enzimler i¢in genel bir destek materyali olmadig1 bilinmekle birlikte ortak
istenilen bazi1 6zellikler vardir. Bunlar; proteinlere yiiksek afinite, mekanik stabilite ve sertlik,
sisteme gecirgenlik ve uygun yiizey alani saglayan farkli geometrik konfigiirasyonlarda
yeniden iretilebilirlik ve hazirlama kolayligidir (Krajewska, 2004). Ayrica artan halk saghgi
ve cevre kirliligine yanit verebilmek i¢in kullanilan materyaller biyolojik olarak parcalanabilir,

ekonomik ve ucuz olmalidir.
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Sekil 4.9. SPE/CTT/GOx/Chit elektrotun (A) CA, (B) kalibrasyon egrileri ve SPE/CPW/GOx/Chit elektrotun
(C) CA, (D) kalibrasyon egrileri gosterilmistir. CA (V = 0,3 (vs Ag/Ag*)) analizleri 1 mM FcCOOH igerisine

eklenen glikoz konsantrasyonlari ile ger¢eklestirilmistir.
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Chit bu 6zelliklerin ¢ogunu sundugundan dolay1 gelistirilen yontem de kullanmak igin
uygundur. Bu amagla SPE/CTT/GOx ve SPE/CPW/GOx iizerine Chit damlatilarak yiizeyde
ince bir film olusturulmustur. Sekil 4.9°da SPE/CTT/GOx/Chit ve SPE/CPW/GOx/Chit ile
modifiye edilmis elektrotlarin degisen glikoz derisimine verdigi tepki CA teknigi ile
incelenmistir. Sekil 4.9 (A) ve Sekil 4.9 (C)’de hazirlanan sensorlerin 1 mM FcCOOH
icerisinde eklenen glikoz konsantrasyonlarina verdigi akim degisimleri incelenmistir. Her iki
grafik incelendiginde, akim degisimi 1-10 mM glikoz konsantrasyonu araliginda dogrusal
sekilde artmustir. Sekil 4.9 (B) ve Sekil 4.9 (D)’de ise alinan amperometrik sonuglarda glikozun
artan varliginda elektrotun gostermis oldugu akim degerleri ile bir kalibrasyon egrisi elde
edilmis ve dogrusal denklem ile verilmistir. CTT ve CPW ile modifiye edilmis elektrotlarin 0-
10 mM glikoz konsantrasyonundaki akim degisimi dogrusal bir denklemle verilmistir ve

yiiksek korelasyon degerlerine sahip oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.10. (A) SPE/CTT/GOXx ve SPE/CTT/GOXx/Chit (B) SPE/CPW/GOx ve SPE/CTT/GOX/Chit

elektrotlarinin kalibrasyon egrilerinin karsilastirilmistir.

Gergeklestirilen modifikasyonlar sonucunda CTT ve CPW malzemeleri i¢in gelistirilen
yontemler kiyaslanmistir (Sekil 4.10). Sekil 4.10 (A)’da kalibrasyon egrilerinden elde edilen
denklemler incelendiginde hassasiyetin %22 azaldigi ve 0-10 mM glikoz konsantrasyonu
arasinda SPE/CTT/GOx’de akimin 1,52 kat, SPE/CTT/GOx/Chit’da ise 1,37 kat arttig1
goriilmiistiir. Sekil 4.10 (B)’da kalibrasyon egrilerinden elde edilen denklemler incelendiginde
hassasiyetin %15 azaldig1 ve SPE/CPW/GOx’de akimin 1,85 kat, SPE/CPW/GOx/Chit’da ise
1,76 kat arttign goriilmiistir. SPE/CTT/GOx ve SPE/CPW/GOx ile modifiye edilmis
elektrotlara Chit damlatildiktan sonra ¢ok biiyilk akim degisimleri yasanmamustir; fakat
sensorlerin hassasiyetinde bir degisim oldugu gozlemlenmistir. Ayrica, 0 mM glikoz

konsantrasyonunda benzer akim cevaplari elde edilmistir.
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Sekil 4.11. (A) SPE/CTT/GOx, (B) SPE/CTT/GOx/Chit ve (C) SPE/CPW/GOX, (D)
SPE/CTT/GOx/Chit elektrotlarinin depolama kararliligi. 5 mM ve 10 mM glikoza verilen
yanitlar, elektrotlar 0,1 M PBS tamponunda 4 °C’de saklanirken farkli giinlerde (1, 4 ve 7

giin) izlenmistir.

Sekil 4.10 (A) ve (B) incelendiginde ise 0 mM glikoz konsantrasyonunda benzer akim
tepkileri alinmasina ragmen glikoz konsantrasyonu arttik¢a akimin arttirmamasinin sebebinin
olas1 bir difiizyon problemi olabilecegi Ongoriilmiistiir. Fakat Chit ylizeyde ince bir film
olusturmus ve malzeme yiizeye iyi bir sekilde kaplanmistir. Bu nedenle ayni kosullar altinda
tiretilen elektrotlar ve yapilan deneyler sonucunda Chit damlatilan elektrotlarda hata pay1
oldukea diisiik ¢cikmistir. Bunun sonucu olarak deneylerin dogrulugunun artmasinin yani sira
kararliligina olumlu etki edilecegi diisiiniilmiistiir. Bu nedenle kararliligi inceleyebilmek igin
SPE/CTT/GOx, SPE/CTT/GOx/Chit, SPE/CPW/GOx ve SPE/CTT/GOx/Chit elektrotlar1 0,1
M PBS tamponu igerisinde 4 °C’de tutulmustur ve farkli zamanlarda CA teknigiyle akim
cevaplari incelenmistir. Sekil 4.11°de elde edilen akim cevaplari incelenip Tablo 4.3 ve Tablo

4.4’te detayl olarak yiizdesel olarak degisim analizi yapilmistir.
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Tablo 4.3. SPE/CPW/GOx ve SPE/CPW/GOx/Chit elektrotlarin 0,1 M PBS tamponunda 4 °C’de

saklanirken farkli giinler arasindaki akim cevaplarinin yiizdesel olarak akim degisimi.

) Yiizdelik Degisim

Glikoz

Konsantrasyonu SPE/CPW/GOx SPE/CPW/GOX/Chit
(mM)
1&4 Giin 4&7 Giin 1&4 Giin 4&7 Giin

0 - %2 - %31 - %0 - %11
5 - %24 - %3 - %12 - %0
10 - %32 - %23 - %25 - %7

Tablo 4.4. SPE/CTT/GOx ve SPE/CTT/GOx/Chit elektrotlarin 0,1 M PBS tamponunda 4 °C’de

saklanirken farkl giinler arasindaki akim cevaplarinin yiizdesel olarak akim degisimi.

] Yiizdelik Degisim
Glikoz
Konsantrasyonu SPE/CTT/GOx SPE/CTT/GOXx/Chit
(mM)
1&4 Giin 4&7 Giin 1&4 Giin 4&7 Giin
0 - %12 - %4 - %10 - %6
5 - %7 - %22 - %15 - %9
10 %1 - %32 - %22 - %10

Analiz sonuglarina gore Chit’in kararliliga anlamli bir sekilde etki ettigi goriilmiistiir.
Ayrica, Chit ile modifiye edilmeyen elektrotlarda bir hafta icerisinde SPE/CPW/GOXx
elektrotunda akim cevaplari cinsinden %55’lik biiyiik bir degisim, SPE/CTT/GOXx elektrotunda
ise %31°lik bir degisim yasanmustir. Fakat, SPE/CPW/GOx/Chit ile modifiye edilmis elektrotta
akim cevaplar1 %33, SPE/CTT/GOx/Chit elektrotunda ise %32 oraninda bir degisim elde
edilmistir. Sonuglar, elektrotlarin ylizeyinin ince bir filmle kaplanmasindan dolayr enzim
sizintisina minimum seviyede izin verdigini géstermektedir. Ayrica, bu ¢alisma tek kullanimlik
uygulama i¢in test edilse de bu kararliligin uzun siire kullanim i¢in uygun olabilecegi

goriilmektedir.
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Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde SPE/CTT/GOx/Chit ve SPE/CPW/GOx/Chit
elektrotlar 4 °C’de kuru olarak saklanirken farkli giinlerde (1, 4, 7, 15 ve 30 giin) 5 mM ve 10
mM glikoz konsantrasyonlarina verdigi cevaplar CA teknigiyle izlenmistir. Sekil 4.12°de
goriildiigli  tizere 30 giinlin sonunda SPE/CTT/GOx/Chit elektrotun 5 mM glikoz
konsantrasyonuna verilen akim cevab1 %56, 10 mM glikoz konsantrasyonuna verilen akim
cevabl %87 degismistir. Yine 30 giinlin sonunda SPE/CPW/GOx/Chit elektrotun ise 5 mM
glikoz konsantrasyonuna verilen akim cevabt %17, 10 mM glikoz konsantrasyonuna verilen
akim cevab1 %47 degismistir. Dolayisiyla, gerceklestirilen bu modifikasyonda SPE/CTT/GOx
ve SPE/CPW/GOx iizerine Chit damlatilarak yapilacak olan biyoelektronik uygulamanin

stabilitesi ve kararlilig1 arttirilmistir.
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Sekil 4.12. (A) SPE/CTT/GOx/Chit ve (B) SPE/CTT/GOx/Chit elektrotlarinin raf émri. 5 mM ve 10 mM
glikoza verilen yanitlar, elektrotlar 4 °C’de kuru olarak saklanirken farkli giinlerde (1, 4, 7, 15 ve 30 giin)
izlenmisgtir.
4.3.3. SPE/CTT-Fc/GOx/Chit ve  SPE/CPW-Fc/GOx/Chit  Elektrotlarin
Modifikasyonu

Tez calismasi kapsaminda Bolim 4.3.1 ve 4.3.2°deki elektrokimyasal sonuglar analiz
edilmistir. Bu boliimde ise ¢6zelti igerisinde bir mediyatdr kullanmak yerine, bu mediyatoriin
elektrot iizerine enzim ile uygulanmasinin biyoelektronik uygulamanin performansi ve
kullanilabilirligi agisindan daha uygun oldugu degerlendirilmistir. Bu kapsamda CTT veya
CPW, 50 mM Fc’den olusan bir slispansiyon hazirlanmis ve SPE’lere kaplanmistir. Ardindan
SPE/CTT-Fc ve SPE/CPW-Fc elektrotlarina GOx enzimi 1 mg/mL konsantrasyonunda 1 pL

damlatilmistir.

Sekil 4.13 (A) ve Sekil 4.13 (C)’de hazirlanan sensorlerin PBS tampon ¢ozeltisi
icerisinde CA (V = 0,3 (vs Ag/Ag")) teknigiyle glikoz konsantrasyonlaria verdigi cevaplar
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incelenmistir. Her iki grafige de bakildiginda akim degisimi glikoz konsantrasyonuna gore
dogrusal sekilde artmustir. Sekil 4.13 (B) ve Sekil 4.13 (D)’de ise alinan amperometrik
sonuglarda glikozun artan varhiginda elektrotun gostermis oldugu akim degerleri ile bir
kalibrasyon egrisi elde edilmis ve dogrusal denklem ile verilmistir. CTT ve CPW ile modifiye
edilmis elektrotlarin ¢ok yiiksek korelasyon degerlerine sahip oldugu goriilmektedir ve

determinasyon katsayilar1 her iki malzeme i¢in de 0,994 olarak elde edilmistir.
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Sekil 4.13. SPE/CTT-Fc/GOx/Chit elektrotun (A) CA, (B) kalibrasyon egrileri ve SPE/CPW-
Fc/GOx/Chit elektrotun (C) CA, (D) kalibrasyon egrileri gosterilmistir. CA (V = 0,3 (vs Ag/Ag"))
analizleri 0,1 M PBS igerisine eklenen glikoz konsantrasyonlari ile gergeklestirilmistir. Kullanilan Fc

miktar1 50 mM’dur.

Sekil 4.13’te elde edilen sonuglar incelendiginde modifiye edilmis elektrotlarda ¢6zelti
icerisinde bir mediyator kullanmak yerine enzimle beraber elektrot yiizeyine uygulamak
performanst arttirmustir. Ozellikle CTT malzemesi ile gelistirilen sensériin duyarliligi artmis ve
diisiik konsantrasyonlarin tespiti i¢cin daha hassas bir 6l¢iim yapabilmeye imkan saglamistir.
CPW’ye gore duyarliliginin daha iyi olmasinin sebebinin malzeme kayiplarinin en aza

indirgenmesi olarak goriilmektedir.
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Sekil 4.13 (B) ve (D)’de kalibrasyon egrilerinden elde edilen denklemler incelendiginde
0-10 mM glikoz konsantrasyonu arasinda SPE/CTT-Fc/GOx/Chit’de akim 9,52 kat, SPE/CPW-
Fc/GOx/Chit’de ise 6,96 kat artmustir. Elektrot iiretme asamasinda, modifikasyonla ilgili en
bliylik problemin aynm1 miktarda karbon malzeme ve Fc yilizeye hapsedilemeyecegi olarak
ongoriilmiistiir. Bunula birlikte, yapilan tekrarlar sonucunda Sekil 4.13’te de gorildigi iizere
hata oranlart oldukga diisiik ¢ikmistir. Sonuglar incelendiginde mediyatorii elektrot yiizeyine
hapsetmenin calisma arali§in1 ve hassasiyeti arttirdig1 goriilmektedir. Ayrica, Chit’den dolay1

olast bir difilizyon problemini de ortadan kaldirmistir.

43.4. SPE/CTT/Fc/GOx/Chit ve SPE/CPW/Fc¢/GOx/Chit Elektrotlarin
Modifikasyonu

Gergeklestirilen islemlerin bu basamaginda Boliim 4.3.3’ten farkli olarak CTT ve CPW
malzemeleri ylizeye kaplanmis ve mediyator bir sonraki adimda elektrot lizerine uygulanmustir.
SPE yiizeyine her iki malzeme i¢inde malzeme yogunlugu 1 mg/cm? ve Fc yiizeye malzeme
yogunlugu 1 mg/cm? olacak sekilde kaplanmistir. Kullanilan Fc miktar1 énceki boliimlerde
oldugu gibi 50 mM’dir. Enzim tutuklama islemi ise Bolim 3.2.3’te anlatildigi gibi
gerceklestirilerek GOx enzimi (1 mg/mL) calisma elektrotu {izerine 1 pL hacimde

damlatilmistir.

Hazirlanan Sekil 4.14 (A) ve Sekil 4.14 (C)’de SPE/CTT/Fc¢/GOx/Chit ve
SPE/CPW/Fc/GOx/Chit ile modifiye edilmis elektrotlarin glikoz varliginda ve yoklugundaki
aktivitesi elektrokimyasal olarak CA (V = 0,3 (vs Ag/Ag®)) teknigi ile incelenmistir. Her iki

grafige de bakildiginda glikoz konsantrasyonuna gore akim dogrusal sekilde artmistir.

Kalibrasyon egrilerinden elde edilen denklemler incelendiginde 0-10 mM glikoz
konsantrasyonu arasinda SPE/CTT/Fc¢/GOx/Chit’de akim 7,54 kat, SPE/CPW/Fc/GOx/Chit’de
ise 3,74 kat artmustir (Sekil 4.14 (B) ve (D)). Modifikasyonla ilgili yasanilan en biiyiik problem,
elektrotun smirli yiizey alanindan dolayr kaplamanin fiziksel zorluklaridir ve Fc yiizeye
kaplanirken tasmalar yasanmustir. Bu nedenle deneylerin tekrarlanabilirligi ve tekrar
uretilebilirligi azalmistir. Fakat net sekilde elde edilen sonug, mediyatoriin yiizeye

hapsedilmesinin hassasiyeti ve performansi arttirdigidir.
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Sekil 4.14. SPE/CTT/Fc/GOx/Chit elektrotun (A) CA, (B) kalibrasyon egrileri ve SPE/CPW/Fc/GOx/Chit
elektrotun (C) CA, (D) kalibrasyon egrileri gosterilmistir. CA (V = 0,3 (vs Ag/Ag*)) analizleri 0,1 M PBS

icerisine eklenen glikoz konsantrasyonlar ile gergeklestirilmistir. Kullanilan Fe miktart 50 mM’dir.
4.4. Modifiye Edilen Elektrotlarin Optimizasyon Calismalar:

Sekil 4.15’te CTT ve CPW igin 4 farkli modifikasyon yontemi karsilastirilmis ve
hazirlanan enzimatik elektrotlarin sonuglar1 incelenerek uygun modifikasyon yoOntemi
belirlenmigstir. CTT ve CPW igin gelistirilen elektrot modifikasyon yontemlerinde benzer
sonuglar elde edilmistir. Her iki malzeme i¢inde Boliim 4.3.3’te anlatilan modifikasyon
yontemi uygulandiginda sensorlerin hassasiyeti ve stabilitesi artmistir. Ayni zamanda
tekrarlanan deney sonuglarinda da hata payi oldukca azalmistir ve ¢ok yiiksek korelasyon
katsayilar1 deneyin dogrulugunun baska bir ispatidir. Boliim 4.3.4’te anlatilan modifikasyon
yontemi uygulandiginda SPE/CTT/Fc/GOx/Chit ile hazirlanan enzimatik elektrotun hassasiyeti
Boliim 4.3.3’te anlatilan yonteme gore yiiksek oldugu goriilmektedir. Fakat hazirlanan
elektrotlarda karsilagilan kaplamanin fiziksel zorluklar1 ve tekrarlanan deneylerde hata payiin

ylksek olmasindan dolay1 bu yontem se¢ilmemistir.
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Sekil 4.15. (A) SPE/CTT ve (B) SPE/CPW ile hazirlanan dort farkli enzimatik elektrotun CA
(V = 0,3 (vs Ag/Ag")) sonuglarindan elde edilen kalibrasyon egrileri kargilastirilmustir.

Analiz sonuglar1 incelendiginde malzeme-Fc ¢6zeltisinin ylizeye basariyla kaplandigi
ve performansi arttirdigi goriilmistiir, ayn1 zamanda karbon malzemelerin benzer fiziksel ve
kimyasal 6zellikte oldugunu sonucuna da ulasilabilir. Bu kapsamda, Boliim 4.3.3’te anlatilan
modifikasyon yontemi segilerek optimizasyon calismalar1 gergeklestirilmistir. Bu nedenle
yapilacak olan optimizasyonlar i¢in bir karbon malzeme segilerek sonraki deneylerde
kullanilmasimin uygun olacag degerlendirilmistir. Optimizasyon sonuclarim1 ¢ok fazla
etkilememesi i¢in numuneler arasindaki standart sapmanin az olmasi karbon malzeme
seciminde belirleyici bir faktordiir. Standart sapmanin numuneler arasindaki farki en az olarak
belirlenen malzeme CTT’dir. Bu nedenle, tez ¢alismasi kapsaminda gergeklestirilecek olan
optimizasyon caligmalar1 i¢in CTT kullanilmistir. Bu kapsamda Fc’nin, enzim miktarinin ve
CA analizi i¢in uygulanacak olan potansiyelin optimize edilmesinin biyoelektronik

uygulamalarin performansini etkileyecegi ongoriilmiistiir.
4.4.1. Glikoz Oksidaz Enzimi Konsantrasyonu Optimizasyon Caliymalari

Modifikasyon yontemi belirlenen elektrotlar i¢in enzim konsantrasyonu optimize
edilerek daha iyi performans elde edilmesi hedeflenmistir. GOx enzimi farkli
konsantrasyonlarda kullanilarak sabit pH ve sicaklik degerlerinde elektrokimyasal olarak test
edilmistir ve degisen glikoz miktarlarina gore kalibrasyon egrileri elde edilmistir. Enzim

tutuklama yontemi Boliim 3.2.3’te anlatildig1 gibi gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.16. SPE/CTT-Fc elektrotunun tizerine tutuklanmig farkli enzim konsantrasyonlart ile
CA (V =0,3 (vs Ag/Ag")) sonuglarindan elde edilen kalibrasyon egrileri. Testler 0,1 M PBS

igerisine eklenen glikoz konsantrasyonlar ile gergeklestirilmistir. Kullanilan Fc miktar1 50

mM’dir.

Sekil 4.16°da goriildiigii iizere enzim konsantrasyonu arttik¢a (1 mg/mL, 10 mg/mL, 20
mg/mL ve 40 mg/mL) enzim performans: substrat konsantrasyonundan bagimsiz olarak
artmistir. CA sonuglarindan elde edilen kalibrasyon egrileri karsilastirildiginda en yiiksek
enzim aktivitesine sahip enzim konsantrasyonlar1 40 mg/mL ve 20 mg/mL’dir ve sensorlerin
duyarhliklart %24 artmistir. Bu iki konsantrasyonun kalibrasyon egrilerinden elde edilen
denklemlere bakildiginda hassasiyet degisimi %2,29’dur ve 0-10 mM glikoz konsantrasyonu
arasinda 20 mg/mL’de akim 7,80 kat, 40 mg/mL’de ise 6,65 kat artmistir. Ayrica enzim
konsantrasyonu 20 mg/mL’den daha fazla kullanilsa bile, 10 mM glikoz konsantrasyonunda
akimin 6,94 pA’de sabitlendigi goriilmiistiir. Bu nedenle modifiye edilen elektrotlarda enzim

konsantrasyonu optimum degeri 20 mg/mL olarak belirlenmistir.
4.4.2. Ferrosen Miktarimin Optimizasyon Calismalar:

[k olarak CV teknigi kullanilarak tarama hizi-pik akimi degisiminden faydalanilarak
adsorpsiyon ve diflizyon gibi elektrot-¢ozelti ara ylizeyinde gerceklesen kimyasal reaksiyonlar

incelenmistir.
Bu amagla Sekil 4.17 (A), (C) ve (D)’de goriildiigii tizere 0,1 M PBS igerisinde ¢esitli
tarama hizlarinda CV teknigiyle -0,5- 0,6 V (vs Ag/Ag") potansiyel araliginda elektrokimyasal

performansi test edilmistir. Sekil 4.17 (B), (D) ve (F)’de gosterildigi lizere yiiksek tarama

hizlariin karekokiiyle pik akimlarinin dogrusal olarak artmasi diflizyon kontrollii oldugunu
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gostermektedir. Fc’nin bir diflizyon mediyatorii oldugunu diisiiniiliirse; CTT ile modifiye

edilmis SPE ile Fc mediyatoriiniin arasindaki basarili ve verimli elektron transfer

mekanizmasinin basariyla elde edildigini goriilmektedir. SPE/CTT yiizeyine modifiye edilen

Fc’nin miktart arttikga daha yiliksek pik akimlar gozlenmis fakat artistaki dogrusal cevabin

artan Fc miktariyla orantili olarak azaldig1 gézlenmistir.
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Sekil 4.17. (A) SPE/CTT-25 mM F, (C) SPE/CTT-50 mM ve (E) SPE/CTT-75 mM elektrotlari CV teknigi

kullanilarak test edilmistir. (B), (D) ve (F)’de ise farkli tarama hizlar1 sonucunda elde edilen anodik ve katodik

pik akimlarmin karekokii arasindaki iligki incelenmistir. CV’ler 0,1 M PBS igeresinde gerceklestirildi.
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Elektrokimyasal aktivitelerden sonra ¢ozeltide kullanilacak olan Fc miktarini optimize
etmek i¢in 25 mM, 50 mM ve 75 mM Fc SPE’lere kaplanmistir. Hazirlanan SPE/CTT-25 mM
Fc/GOx/Chit, SPE/CTT-50 mM Fc/GOx/Chit ve SPE/CTT-75 mM Fc/GOx/Chit ile modifiye

edilmis elektrotlarin degisen glikoz derisimine verdigi tepki CA ile incelenmistir.
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Sekil 4.18. CA (V = 0,3 (vs Ag/Ag")) teknigi kullanilarak (A) ’da SPE/CTT-25 mM Fc/GOx/Chit, (B) *de
SPE/CTT-50 mM Fc¢/GOx/Chit ve (C)’de SPE/CTT-75 mM Fc/GOx/Chit’in glikoz konsantrasyonlarinin akim
degisimi. (D) Fc miktarini belirleyebilmek icin kalibrasyon egrileri karsilagtirilmistir. Testler 0,1 M PBS
icerisine eklenen glikoz konsantrasyonlari ile gergeklestirilmistir.

Sekil 4.18 (A)’da SPE/CTT-25 mM Fc¢/GOx/Chit’in, Sekil 4.18 (B)’de SPE/CTT-50
mM Fc/GOx/Chit ve Sekil 4.18 (C)’de SPE/CTT-75 mM Fc/GOx/Chit’in PBS tampon ¢6zeltisi
icerisinde CA teknigiyle glikoz konsantrasyonlarina verdigi akim degisimi gosterilmistir. Sekil
4.18 (D)’de ise alinan amperometrik sonuglarda glikozun artan varliginda elektrotun gostermis

oldugu akim degerleri ile bir kalibrasyon egrisi elde edilmis ve dogrusal denklem ile verilmistir.

Gergeklestirilen elektrokimyasal karakterizasyon deneyleri ve elde edilen kalibrasyon
egrileri karsilagtirildiginda 25 mM ve 50 mM Fc ile modifiye edilen elektrotlarin akim
cevaplarinda biiytik bir farklilik olmadigi goriilmiistir. Aymi kosullarda hazirlanmis
elektrotlarin standart sapma degerleri incelendiginde ise malzeme-Fc ¢ozeltisinde 25 mM Fc
kullanilan elektrotlarin standart sapmasinin daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Bu da tiretim igin
farkli zamanda ayni kosullarda yeniden iiretilecek elektrotlar i¢in benzer elektrokimyasal

performanslarinin elde edilebileceginin bir gostergesidir. Daha fazla Fc kullanilan elektrotlarda
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daha ytiksek hassasiyet elde edilmesine ragmen, dogrusalligin daha az oldugu ve Fc’nin difiizif
davraniginin diisiik miktarlardaki kaplamalara gore azaldigi goriilmiistiir. Bu nedenle mazleme-

Fc ¢ozeltisinde kullanilacak olan Fc miktar1 25 mM olarak belirlenmistir.
4.4.3. CA Analizi I¢in Uygulanacak Potansiyelin Optimizasyonu

Enzim ve mediyator i¢cin optimum parametreleri belirlenen elektrotlar i¢in CA
tekniginde kullanilacak potansiyel degeri optimize edilmistir. Uygulanacak olan potansiyelin
optimize edilmesinin en biiyiik sebebi yapilacak olan biyoelektronik uygulamanin maksimum
verimle calistirilmak istenmesidir. Bu kapsamda Sekil 4.19°da SPE/CTT-Fc/GOx/Chit
elektrotlarmin PBS tampon ¢ozeltisi igerisinde CA (0,05 V, 0,100 V ve 0,300 V) teknigiyle
glikoz konsantrasyonlarina verdigi akim cevaplart karsilagtirilmigtir. Sekil 4.19°da bulunan
kalibrasyon egrilerinden elde edilen denklemler incelendiginde en yiiksek hassasiyet 0,100 V
uygulandiginda elde edilmistir. Dolayisiyla yapilacak olan sensor uygulamalarinda maksimum

verim ve diigiik hata paylar1 elde edildigi i¢in bu potansiyelin uygulanmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.19. SPE/CTT-Fc/GOx/Chit elektrotuna farkli potansiyeller uygulanarak elde edilen kalibrasyon egrileri
karsilastirilmistir. CA analizleri 0,1 M PBS icerisine eklenen glikoz konsantrasyonlar ile gerceklestirilmistir.
Kullanilan Fc miktar1 25 mM’dur.

Daha sonra ise malzeme ile modifiye etmenin iletkenligi nasil arttirdigim
inceleyebilmek icin Sekil 4.20°de goriildiigii lizere SPE/Fc/GOx/Chit ile SPE/CTT-
Fc/GOx/Chit elektrotlarinin PBS tampon ¢ozeltisi igerisinde CA teknigiyle 0-15 mM glikoz
konsantrasyonlarina verdigi akim degerleri ile elde edilen kalibrasyon egrileri
karsilagtiritlmistir. SPE/Fc/GOx/Chit ile modifiye edilen elektrotun hassasiyeti ve 6lgiim aralig
oldukca diistiktiir. Grafik incelendiginde 10 mM glikoz konsantrasyonuna kadar akim degerleri

artmis fakat daha sonrasinda enzim doyurucu glikoz konsantrasyonuna ulasmis ve elde
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edilebilecek en yiiksek reaksiyon hizina ulasilmigtir. SPE/CTT-Fc/GOx/Chit ile elde edilen
kalibrasyon egrisi incelendiginde ise 15 mM glikoz konsantrasyonunda bile enzimin aktif
bolgesi doyuma ulasmamistir ve hassasiyeti artmistir. Dolayisiyla iletkenligin ve o6lgiim

araliginin arttig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.20. SPE/Fc/GOx/Chit ve SPE/CTT-Fc/GOx/Chit ile modifiye edilen elektrotlarmm CA (V = 0,1 (vs
Ag/Ag*)) sonuglarindan elde edilen kalibrasyon egrileri karsilagtirilmistir. Testler 0,1 M PBS igerisine eklenen
glikoz konsantrasyonlart ile gergeklestirilmistir. Kullanilan Fc miktar1 25 mM’dir.

Son olarak modifiye edilen biyosensoriin performans analizlerini gergeklestirebilmek
icin dogrusal bir aralik secilmistir. Sekil 4.21 incelendiginde her iki malzeme i¢inde, 0-15 mM
glikoz konsantrasyonu arasinda dogrusal olarak arttigi, 100 mM glikoz konsantrasyonundan
sonra ise sabit kaldig1 goriilmiistiir. 0-10 mM glikoz konsantrasyon araliginin dogrusal bolge
oldugu belirlenmistir ve orta deger segilerek (5 mM) tekrar edilebilirlik ve tekrar tiretilebilirlik

testleri i¢in bu deger kullanilmistir.

Enzimatik reaksiyonlar1 anlayabilmek i¢in substrat {izerinde bir enzimin performansi,
Michaelis-Menten sabiti (Kmn) ve maksimum reaksiyon hizina (Vmax) baglidir. Sekil 4.21°de
gosterilen grafik incelendiginde malzeme degisse de ilk reaksiyon hizinin substrat miktari ile
dogru orantilt oldugu goriilmektedir. Fakat yiiksek glikoz konsantrasyonlarinda enzimatik
reaksiyon hizi substrat konsantrasyonuna gore sifirinci derece olur, yani substrat miktarindan
bagimsiz degisir. Ciinkii enzimin aktif bolgesi substrata doymustur ve artik artan substrat
miktarinin iirlin olusumuna bir etkisi kalmamuistir. Yani daha fazla enzim eklemeden daha hizli
bir reaksiyon elde edilemeyecegi igin Vmax’a ulagsmistir. Km ise tepkimenin Vmax/2 degerine

ulagmak i¢in gerekli substrat miktar1 yani afinitedir. Enzimatik reaksiyonlar1 anlayabilmek i¢in
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substrat iizerinde bir enzimin performansi, Michaelis-Menten sabiti (Km) ve maksimum

reaksiyon hizina (Vmax) baghdir.
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Sekil 4.21. (A) SPE/CTT-Fc/GOXx/Chit ve (B) SPE/CPW-Fc/GOx/Chit elektrotlarin akim degisimi ile elde

edilen Michaelis-Menten grafigi. CA (V = 0,1 (vs Ag/Ag")) analizleri ile edilen akim degisimi 0,1 M PBS

icerisine eklenen glikoz konsantrasyonlari ile gergeklestirilmistir. Kullanilan Fe miktar1 25 mM ve enzim
konsantrasyonu 20 mg/mL’dir.

Sekil 4.21°de gosterilen grafik incelendiginde malzeme degisse de ilk reaksiyon hizinin
substrat miktar1 ile dogru orantili oldugu goriilmektedir. Fakat yiiksek glikoz
konsantrasyonlarinda enzimatik reaksiyon hizi substrat konsantrasyonuna gore sifirinci derece
olur, yani substrat miktarindan bagimsiz degisir. Ciinkii enzimin aktif bolgesi substrata
doymustur ve artik artan substrat miktarinin iirin olusumuna bir etkisi kalmamistir. Yani daha
fazla enzim eklemeden daha hizli bir reaksiyon elde edilemeyecegi i¢in Vmax’a ulagmistir. Km
ise tepkimenin Vmax/2 degerine ulagmak igin gerekli substrat miktari yani afinitedir.
Optimizasyon sonuglarina gore elde edilen Michaelis-Menten grafikleriyle enzim temelli
elektrotlarin  kinetik parametrelerini (Km, Vmax) Olgmek olduk¢a zordur. Bu nedenle
hesaplamalarin kolaylagsmasi i¢in Sekil 4.22°de gosterilen Lineweaver ve Burk yontemi
kullanilarak Km Ve Vmax hesaplanmistir. Fakat bu egrilerin Vmax tahmini iyi olmasina ragmen
Km degerlerini okumak zordur. Ciinkii diisiik substrat konsantrasyonlarindaki degerler egimi ve
kesme noktasini etkilemektedir (Shuler vd, 2002). Sekil 4.22 (A)’da Vmax degeri 13,7 pA ve
Sekil 4.22 (B)’de Vmax degeri 30,3 pA olarak hesaplanmistir. Sekil 4.21 (A)’dan elde edilen Kn
degeri 13,58 mM ve Sekil 4.21 (B)’de Km degeri 19,18 mM olarak hesaplanmistir. Elde edilen
Km degerleri, literatiire bakildiginda Nenkova vd. (13,9 mM), Zou vd. (14,4 mM), Jia vd. (20,3
mM) ve X. Chen vd. (21 mM) tarafindan bildirilen K degerlerinden diisiiktiir (X. Chen vd,
2003; Jia vd, 2007; Nenkova vd, 2010; Zou vd, 2008).
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Sekil 4.22. (A) SPE/CTT-Fc/GOx/Chit ve (B) SPE/CPW-Fc/GOx/Chit enzimatik elektrotlarin

Lineweaver ve Burk grafigi.
4.5. Modifiye Edilen Biyosensoriin Performans Analizleri

Bu boliimde, ¢alisma kosullar1 optimize edilen sensorlerin analitik performans deneyleri
gerceklestirilmistir. Sekil 4.23’te SPE/CTT-Fc/GOx/Chit ve SPE/CPW-Fc/GOx/Chit ile
modifiye edilmis elektrotlarin degisen glikoz derisimine verdigi tepki CA (V =0,1 (vs Ag/Ag"))
teknigi ile incelenmistir. Sekil 4.23 (A) ve Sekil 4.23 (B)’te ise alinan amperometrik sonuglarda
glikozun artan varliginda elektrodun gostermis oldugu akim degerleri ile bir kalibrasyon egrisi
elde edilmis ve dogrusal denklem ile verilmistir. Her iki grafige gore akim degisiminin glikoz
derisimine gore dogrusal sekilde arttig1 goriilmiistiir. CTT ve CPW ile modifiye edilmis
elektrotlarin 0-10 mM glikoz derisimindeki akim degisimi dogrusal bir denklemle verilmistir

ve ¢ok yiiksek korelasyon degerlerine sahip oldugu goriilmektedir.

Gelistirilen biyosensoriin seciciligi tespit limiti (LOD) ve tayin limiti (LOQ) degerleri
ile belirlenmistir. LOD ve LOQ degerleri asagida verilen denklemler kullanilarak
hesaplanmistir (Lister, 2005):

LOD =3,3x (SD/m) (Denklem 4.1)

LOQ =10 X (SD/m) (Denklem 4.2)

Denklem 4.1 ve 4.2°de kullanilan SD degeri bos ¢dzeltinin standart sapmasini, m degeri
ise kalibrasyon egrisinden elde edilen egimi ifade etmektedir. Denklemler kullanilarak CTT ve
CPW i¢in LOD degerleri ise sirasiyla, 0,45 mM ve 0,31 mM ve LOQ degerleri ise sirasiyla
1,35 mM ve 0,93 mM olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.23. (A) SPE/CTT-Fc/GOx/Chit elektrotun ve SPE/CPW-Fc/GOx/Chit kalibrasyon
egrileri gosterilmistir. CA (V = 0,1 (vs Ag/Ag")) analizleri 0,1 M PBS igerisine eklenen

glikoz konsantrasyonlari ile gergeklestirilmistir. Kullanilan Fc miktar1 25 mM’dir.
4.5.1. Tekrar Kullamlabilirliginin ve Tekrar Uretilebilirligin incelenmesi

Teshis uygulamalari i¢in biyosensorler diistiniildiigiinde ortaya ¢ikan en basit soru, tek

kullanimlik m Bu

yoksa tekrar kullanilabilen biyosensdrlerin tercih edilecegidir.
uygulamalarda herhangi bir 6l¢iim gerceklestirmenin en 6nemli noktasi, bir numune ile elde
edilen sonucun bir 6nceki numune tarafindan degistirilmemesi igin bulasma etkilerinden
kagimilmasidir (Rapp vd, 2010). Bu kapsamda, optimum sartlar altinda hazirlanan SPE/CTT-
Fc/GOx/Chit ve SPE/CPW-Fc/GOx/Chit elektrotlarin tekrar iiretilebilirligini incelemek i¢in on

elektrota 5 mM glikoz konsantrasyonu kullanilarak +0,100 V (vs Ag/Ag") potansiyeli

uygulanmistir.
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Sekil 4.24. (A) SPE/CTT-Fc/GOx/Chit ve (B) SPE/CPW-Fc/GOx/Chit elektrotlarin tekrar

iiretilebilirligi.
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Sekil 4.24°te goruldiigii iizere elde edilen akim degerleri sonucunda hesaplanan RSD
degeri SPE/CTT-Fc/GOx/Chit elektrotu icin %6,67 ve SPE/CPW-Fc¢/GOx/Chit igin ise
%12,85°tir. SPE/CTT-Fc¢/GOx/Chit elektrotun RSD degerinin daha diisiik oldugu ve farkli
elektrotlarla yapilan Olglimlerin ortalama degere yakin ¢iktigi goriilmistiir. Gelistirilen
biyosensor igin tekrar iiretilebilirligin diisiik RSD degerlerine sahip olmasi analizlerin daha
dogru sonug vermesi olarak degerlendirilir. Bu nedenle Sekil 4.25’te SPE/CTT-Fc/GOx/Chit
elektrotu segilerek gelistirilen biyosensoriin tekrar kullanilabilirligi incelenmistir ve RSD
degeri %8,93 olarak hesaplanmistir. Yapilan 25. 6l¢iimden sonra yiizeyde deformasyonlar

olmustur ve yapilan 6l¢limler ger¢egi yansitmamastir.
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Sekil 4.25. SPE/CTT-Fc/GOx/Chit elektrotun tekrar kullanilabilirligi

4.5.2. Girisim Etkisi

SPE/CTT-Fc/GOx/Chit ve SPE/CPW-Fc/GOx/Chit elektrotlar1 optimize edilen
kosullarda hazirlanarak girisim etkileri incelenmistir. Girisim g¢alismalarin1 gergeklestirmek
icin glikoz biyosensdrleri tizerinde girisime neden olabilecek AA, UA ve Ins kullanilmistir. Tez
calismas1 kapsaminda hazirlanan SPE/CTT-Fc/GOx/Chit ve SPE/CPW-Fc/GOx/Chit
elektrotlarina sirasiyla ¢ozeltiler eklenerek akim cevaplart kaydedilmistir ve girisim etkisi
incelenmistir. Son olarak bir karisim ¢ozelti hazirlayip glikoz i¢in elde edilmesi gereken akim
cevabinin elde edildigi tespit edilmistir ve Sekil 4.26°da goriildiigi lizere girisim i¢in test edilen
maddelerden elde edilen cevaplarda herhangi bir anlamli degisim goériilmemis ve glikoz ile

kiyaslandiginda elde edilen sinyal farkliliklari standart sapma degerleri araliginda kalmistir.

76



@ ,| (B) 6}

< < 4}
3 =
£ £

2t

0 0

Sekil 4.26. Girisim yapan maddelerin (A) SPE/CTT-Fc/GOx/Chit ve (B) SPE/CPW-Fc/GOx/Chit

sensorlerinin izerindeki etkisi
4.5.3. Raf Omrii

Bu kisimda, SPE/CTT-Fc/GOx/Chit ve SPE/CPW-Fc/GOx/Chit elektrotlar 30 giin
boyunca gozlemlenerek ilk giine oranla akim degisimleri incelenmistir. Elde edilen sonuglara
gore (Sekil 4.27) 30 giiniin sonunda 5 mM glikoz konsantrasyonu igin SPE/CTT-Fc/GOx/Chit
elektrotundan elde edilen akim cevabi %12,33, 10 mM glikoz konsantrasyonu i¢in elde edilen
akim cevabi ise %30,12 degismistir. 5 mM glikoz konsantrasyonu igin SPE/CPW-Fc/GOx/Chit
elektrotundan elde edilen akim cevab1 %19,56, 10 mM glikoz konsantrasyonu i¢in elde edilen

akim cevabi ise %31,11 degismistir.

(A) (B)
--m--5mM --m--5mM
10} @ -10 mM 10} ~-®@-10 mM
»: o,
< i T <
= . - S ®
E S i E 5t
i _E .,. . ....... .
< | EEEEEE e [ = < -
0 o}
[} 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
Zaman (Guin) Zaman (Guin)

Sekil 4.27. (A) SPE/CTT-Fc/GOx/Chit ve (B) SPE/CPW-Fc/GOx/Chit elektrotlarinin raf 6mrii. 5 mM ve 10
mM glikoza verilen yanitlar, elektrotlar 4 °C’de kuru olarak saklanirken farkli giinlerde (1, 7, 15 ve 30 giin)
izlenmigtir. CA (V = 0,1 (vs Ag/Ag")) analizleri 0,1 M PBS igerisine eklenen glikoz konsantrasyonlari ile
gergeklestirilmigtir. Kullanilan Fc miktart 25 mM’dir.

Akimlarda yasanan degisimin sebebinin zamanla elektrot yiizeyinde tutuklanmis
GOx’in ylizeyden sizmasindan ya da zamanla enzimin denatiire olabileceginden dolay1

kaynaklanacag1 disiiniilmiistiir. Bunun sonucunda raf 6mrii uzun stireli deneyler i¢in yiiksek
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glikoz konsantrasyonlarinda kullanilmak i¢in uygun olmamakla birlikte, ger¢ek kan
numunelerinde glikoz konsantrasyonunu (4,4 — 6,1 mM) belirlemede kullanmak i¢in oldukga
yeterlidir.

Gelistirilen elektrotlarin optimum ¢alisma kosullar1 ve performans analizleri Tablo
4.6’da verilmistir. Sonuglar incelendiginde SPE/CTT-Fc/GOx/Chit elektrotunun yiiksek
korelasyon degeri, diisiik standart sapma ve tekrar tretilebilirlik sagladigi goriilmistiir. Bu
nedenle gergeklestirilecek olan ger¢cek numune uygulamasinda test edilmesi igin SPE/CTT-
Fc/GOx/Chit elektrotun kullanilmasinin verilerin dogru analizi agisindan daha uygun oldugu

distiniilmistiir.

Tablo 4.6. SPE/CTT-Fc/GOx/Chit ve SPE/CPW-Fc/GOx/Chit elektrotlarinin optimum

calisma kosullar1 ve performans analizleri

Sayisal Degerler
Analitik Parametreler

SPE/CTT-Fc/GOx/Chit SPE/CPW-Fc/GOx/Chit

Karbonize Malzeme Miktar1 1 mg/cm? 1 mg/cm?
Fc Miktari 25 mM 25 mM
Enzim Miktar1 20 mg/mL 20 mg/mL

Dogrusal aralik
Calisma Potansiyeli
Dogrusal denklem

Egimin hatas1 +

Kesim noktasinin hatasi +

RZ

Tekrar Uretilebilirlik

LOD ve LOQ

0-10 mM
0,100 V (vs Ag/Ag")
y = 0,658x + 0,290
0,02445
0,13542
0,994
%6,67

0,45 mM /1,35 mM

0-10 mM
0,100 V (vs Ag/Ag")
y =0,823x + 0,073
0,04907
0,27172
0,986
%12,85

0,31 mM ve 0,93 mM




4.6. Gercek Numune Uygulamasi

Seker tayini i¢in Lane-Eynon, Luff-Schoorl ve yiiksek sivi kromatografisi (HPLC) gibi
farkli yontemler siklikla kullanilmaktadir. Meyvelerdeki sekerler genel olarak heksozlardan
(glikoz ve fruktoz) olusmaktadir ve bu sekerlere indirgen seker denilmektedir. Tayin
yontemlerinin temel prensibi, sekerlerin indirgen ozelligine dayanmaktadir. Enstriimantal
kimyasal analizde standart bir ekleme yonteminin ilk kullanimi, 1937'de Hohn tarafindan
polarografide kullanilmistir. 1941 yilinda ise Lingane ve Kerlinger tarafindan standart ekleme
terimi Ingilizce’de ilk kez kullamlmustir (Burns ve Walker, 2019). Standart ekleme,
bilinmeyene bilinen miktarlarda analiz edilen numune eklenir (Harris, 2011). Bu yontem, analit
konsantrasyonunun biiyiik oldugu durumlarda biyosensoriin yiiksek konsantrasyonlarda pratik

kullanimi zor oldugu i¢in tercih edilir (Brown ve Mustoe, 2014).
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Sekil 4.28. Ekstra geleneksel (A) visne, (B) ¢ilek, (C) kayisi regelleri ve diyabetik (D) visne,
(E) cilek, (F) kayisi regellerine ait standart ekleme egrileri.

Bu tez calismasinda, giiniin her saatinde tiiketilebilen regellerin igerisindeki seker
miktar1 tayini i¢in modifikasyonu gerceklestirilen biyosensorlerin uygulanabilirligi gercek
numuneler lizerinde degerlendirildi. Bu kapsamda, ger¢cek numune uygulamasi ticari olarak
satilan KOSKA markasinin ekstra geleneksel ve diyabetik regelleri iizerinde
gerceklestirilmistir. Bu kapsamda, standart ekleme yontemi kullanilarak Sekil 4.28°deki egriler
cizilmistir ve elde edilen grafikler kullanilarak glikoz dl¢iimleri yapilmistir. Boliim 3.2.5.3°te

anlatildig1 gibi hazirlanan numuneler belirli miktarlarda alinip gelistirilen biyosensor iizerine
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damlatilarak kalibrasyon egrisi kullanilarak numune konsantrasyonlart bulunmustur (Tablo

4.6).

Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi’ne gore ekstra geleneksel regel; sekerler ve meyvelerin
belirli bir kivama getirilmis halidir. Geleneksel recelden farki igerigindeki meyve oraninin en
az %45 olmasidir (Anonim, 2006). Yapilan bir calismada yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC) cihazi kullanilarak ticari olarak satilan visne, ¢ilek ve kayisi regellerinin
seker analizi yapilmistir. Regellerin igeriginde glikoz, meyve sekeri (friiktoz) ve sakkaroz
bulunmaktadir. Sonuglar incelendiginde meyve orani en az %45 olan regellerde ortalama %55
glikoz bulunmaktadir (Cemal vd, 2012). Regellerin ham maddesi meyve ve sekerdir. Son
zamanlarda meyvenin kendi tadindan (fruktoz) yararlanilarak sekersiz regeller yapilmaktadir.

Diyabetik iirlinlerde ise seker orani yaklasik %20-25 oraninda daha azdir.

Tablo 4.7. Standart ekleme ve kalibrasyon yontemleriyle belirlenen glikoz konsantrasyonu

(n=4).
Recel Tiirii KOSKA? Kalibrasyon S.EP Geri YRS
(mM) (mM) (mM) Kazanim*
Visne Regeli 4,51 4,22 +0,223 4,30 £ 0,147 96,20 4,57
Cilek Regeli 4,46 4,51 £0,615 4,38 + 0,405 88,91 11,78
Kayis1 Regeli 4,53 4,80 +0,222 6,02 + 0,146 84,79 4,01
D. Visne Receli 4,4 4,28 + 0,402 4,36 £ 0,265 102,80 8,14
D. Cilek Regeli 3,11 2,71 £0,397 3,31 +£0,261 114,76 12,67
D. Kayis1 Receli 4,58 5,04 £ 0,878 6,15+ 0,578 90,87 15,09

8 Koska firmasinin glikoz konsantrasyonu literatiir (Cemal vd, 2012) degerlerine goére tahmini olarak
hesaplanmugtir, ® Standart ekleme yontemi, "Geri kazanim degerleri biyosensér kalibrasyon egrisinden
hesaplanmistir.

Standart ekleme ve kalibrasyon yontemiyle indirgen seker analizi yapilan recellerde
glikoz oran1 %55, meyve sekeri (fruktoz) orani ise %45 alinmigtir. Tablo 4.7’deki sonuglar
incelendiginde visne ve ¢ilek regelinde tretici firmanin rapor ettigi etiket degerleriyle

SPE/CTT-Fc/GOx/Chit sensoriiyle yapilan glikoz 6lgtimleri oldukga yakindir.
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4.7. Katot Gelistirilmesi ve Enzimatik Yakit Hiicresi Karakterizasyonu
Katot Gelistirilmesi

Bir yakit hiicresinde katalizorler katotta oksijenin indirgenmesi ve anotta yakitin
oksidasyonu ile gii¢ iiretmek icin olduk¢a onemlidir ¢iinkii bu katalizérler elektrokimyasal
reaksiyonlari kolaylastirmaktadir. Ozellikle yiiksek akim yogunluklarinda hiicre performansini
sinirlayabilen elektrotlarin polarizasyonuna katkida bulunabilir (Dicks, 2006). Dolayisiyla,
yakit hiicresinin oksijen indirgenme reaksiyonunun gergeklestigi katot i¢in elektrot

modifikasyon yontemi gelistirilmistir.
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Sekil 4.29. SPE/PtB’nin oksijen varligindaki performansi incelenmistir. Testler 0,1 M PBS ile LSV
teknigi kullanilarak elektrokimyasal olarak karakterize edilmistir. PtB yiikleme miktari 5,6 uL ve

malzeme yogunlugu 1 mg/cm? dir.

Sekil 4.29’da hazirlanan SPE/PtB oksijen varliginda ve yoklugundaki performansi 0,1
M PBS igerisinde incelenmistir. Tampon ¢ozelti ilk olarak azotla daha sonra havayla doyurulup
0,7-0V (vs Ag/Ag") araliginda 1 mV potansiyel adimi ve 20 mV/s tarama hizinda LSV teknigi
kullanilarak elektrokimyasal olarak karakterize edilmistir. PtB’in oksijen indirgenme
reaksiyonuna etkisi Sekil 4.29°daki akim degerlerine bakildiginda goriilmektedir. Elde edilen
yaklagik 5 kat akim artist SPE/PtB’nin enzimatik yakit hiicresinde oksijen indirgenmesi

reaksiyonu gerceklestirerek katot olarak kullanilabilecegini gostermektedir.
Yakit Hiicresi Karakterizasyonu

Ik yapilan deneylerde hazirlanan enzimatik yakit hiicrelerinden bir giic degeri elde
edilememistir. Bunun nedeninin SPE’lerin diisiik yiizey alanindan dolay1 katotta yakit hiicresi

performansini kisitlamasi oldugu degerlendirilmistir. Dolayisiyla, hazirlanan yakit hiicresinin
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performansinin katot performansini artirmak i¢in PtB kaplanmig GDE kullanilmistir. GDE
kullanilarak ve birim alan bagina maksimum malzeme yogunlugu saglanarak yakit hiicresi
performansinin  artirilmas1  amaglanmistir.  Yakit hiicresinin  katodu GDE/PtB olarak

simgelenmistir.

Yakat hiicresi karakterizasyonu i¢in anodu SPE/CTT-Fc/Chit ve SPE/CPW-Fc/Chit olan
katodu GDE/PtB olan enzimatik yakit hiicreleri i¢in performans analizi yapilmistir. PtB 0,15
cm? alana iizerine maksimum malzeme dolulugu saglanacak sekilde kaplanmistir. Enzimatik
yakit hiicresinin karakterizasyonu i¢in anot ve katot arasina farkli direngler uygulanarak gii¢
egrileri elde edilmistir. Ilk olarak, yakit hiicresinin akim c¢alisma degerlerinin belirlenmesi ve
‘power overshoot’ (gii¢ asilmasi) ile performans diigiikliigli yasamamasi i¢cin 5 mM glikoz

konsantrasyonuyla polarizasyon egrisi elde edilmistir.

@ GDE/PtB

# SPE/CPW-Fc & SPE/CTT-Fe

GOx

Glukonik

Chit
! Asit

ANOT

Sekil 4.30. Enzimatik yakit hiicresi karakterizasyonunun sematik gosterimi

Sekil 4.30 (A)’da SPE/CTT-Fc/GOx/Chit anodu katodu GDE/PtB olan ve Sekil 4.30
(B)’de SPE/CPW-Fc/GOx/Chit anodu katodu GDE/PtB olan enzimatik yakit hiicrelerinin 5
mM glikoz konsantrasyonuyla elde edilen polarizasyon sonuglar1 gosterilmektedir. Sekil 4.31
(A)’da 2,46 pA ve Sekil 4.31 (B)’de 2,35 pA degerinden sonra yakit hiicresi giic yogunlugu
hizli bir sekilde diisiise gee¢mistir, bu noktada giic asimi etkisinden kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Bu sebep de diisiik performans ve gii¢ yogunlugundaki goriiniimi
aciklamakla birlikte siirekli ¢alisan bir sistem hazirlandiginda maksimum gii¢ yogunlugunun

belirlenmesini engelleyecektir. Enzimatik yakit hiicresinin performansini gelistirmek icin gii¢
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asimu1 icin cesitli yaklasimlar uygulanarak problemin iistesinden gelinebilir. Ornegin yakit
hiicresinde giic asimi problemini ¢dzmek igin akis destekli bir tasarim gergeklestirerek

uygulanan her dis direngte tam uyum saglanabilir (Amirdehi vd, 2022).

Sekil 4.31 (C) ve Sekil 4.31 (D) incelendiginde, gelistirilen iki farkli yakit hiicresinin
performanslarinda biiyiikk bir fark olmadigi goriilmektedir. CTT ile gelistirilen yakit
hiicresinden iiretilen maksimum gii¢ degeri 0,209 pW ve gii¢ yogunlugu 3,557 pW/cm? dir.
CPW’den elde edilen maksimum gii¢ degeri ise 0,195 uW ve gii¢ yogunlugu 3,316 pW/cm?’dir.
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Sekil 4.31. (A) SPE/CTT-Fc/GOx/Chit anodu, GDE/PtB katodunun ve (B) SPE/CPW-Fc/GOx/Chit anodu,
GDE/PtB katodunun potansiyel-akim ve yakit hiicre polarizasyon egrisi performanslari gosterilmektedir. (C) ve
(D)’de ise yakait hiicrelerinin performanslari karsilastirilmistir. Anot kisminda enzim konsantrasyonu olarak 20
mg/mL kullanmis, GDE iizerine 15 uL PtB damlatilmigtir. Testler 0,1 M PBS igerisine eklenen 5 mM glikozla
gergeklestirilmigtir. Kullanilan Fc miktar: 25 mM’dir.

CTT ile gelistirilen yakit hiicresi CPW’ye kiyasla uygulanan diren¢ degerine bagh
olarak giic yogunlugu fazladir. Bunun sebebinin yakit hiicrelerindeki teorik maksimum enerji

cikisina ulagmasini  engelleyen potansiyel kayiplardan (overpotential) kaynaklandigi

distiniilmektedir.
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Bu kayiplar aktivasyon, omik ve konsantrasyon kayiplari olarak siralanabilir (Osman
vd, 2011). Diisiik akimlarda aktivasyon (yiik transferi) kayiplar1 baskindir; bunlar mediyator
veya enzimden elektrotlara elektron transferi sirasinda olusan enerji kayiplaridir. Bu bolgedeki
kayiplar1 azaltmak i¢in elektrot katalizi gelistirilebilir, elektrot yiizey alanmi arttirilabilir ve
calisma kosullart (sicaklik, pH) optimize edilebilir. Diisiikk akim yogunlugunda CPW’nin
CTT’ye gore daha yiiksek hiicre potansiyeline sahip olmasinin nedeninin, daha az aktivasyon
kayb1 oldugu distiniilmektedir. Omik kayiplar ise en g¢ok kaybin gergeklestigi alandir.
Genellikle proton ve yiik transfer direnci neden olmaktadir. Son olarak konsantrasyon kayiplari
yiiksek akim yogunlugun oldugu yerlerde, anotta substratin ulasamamasi veya katotta proton
difiizyonu gibi nedenlerden dolayidir (Clauwaert vd, 2008). Grafige bakildiginda CPW’nin
CTT’ye gore maksimum gii¢ yogunluguna ulastiktan sonra yiiksek akim yogunlugunda hiicre
potansiyeli hizli bir sekilde diigmistiir. Konsantrasyon kayiplarinin fazla oldugu bolgede
malzemeleri kiyasladigimizda, substrattan anoda aktarilan elektronlarin tamaminin
oksitlenmediginden siiphelenilmektedir. Dolayisiyla CPW’de maksimum gii¢ yogunluguna
ulagildiktan sonra CTT’ye gore performans diisiikliigli yasanmis olabilir. Bu nedenle yapilacak
olan kararlilik testlerinde yakit hiicreleri maksimum veya maksimum giice yakin bir nokta

secilerek calistirilmisgtir.
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Sekil 4.32. SPE/CTT-Fc/GOx/Chi anodu ve GDE/PtB ile hazirlanmig yakit hiicresinin gii¢ yogunlugundaki
degisim gosterilmektedir. Maksimum gii¢ degerleri 80 kQ’da elde edilmistir. SPE/CPW-Fc/GOx/Chit anodu ve
GDE/PtB ile hazirlanmis yakit hiicresinin gii¢ yogunlugundaki degisim gosterilmektedir. Maksimum gii¢
degerleri 100 kQ’da elde edilmistir. Anot kisminda enzim konsantrasyonu olarak 20 mg/mL kullanmis, katot
kisminda ise GDE iizerine 15 uL PtB damlatilmistir. Testler 0,1 M PBS i¢inde 5 mM glikozla, 24 °C £2

sicakliginda ve nefes alan hiicrelerde gerceklestirilmigtir. Kullanilan Fc miktar1 25 mM’dir.
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Hazirlanan enzimatik yakit hiicresi segilen giic degeri siiresince kararlilik testine tabi
tutulmustur ve enzimatik yakit hiicresinin zamanla gii¢ degerindeki degisim incelenmistir. Sekil
4.32°de yapilan kararlilik testi ile zamanla gii¢ yogunlugundaki degisim gosterilmektedir.
SPE/CTT-Fc/GOx/Chit anodu ve GDE/PtB ile hazirlanmis yakit hiicresinin kararlilik testi i¢in
maksimum gii¢ degerleri 80 kQ’da elde edildi. SPE/CPW-Fc/GOx/Chit anodu ve GDE/PtB
katodu ile hazirlanmis yakit hiicresinin kararlilik testi i¢in maksimum gii¢ degerleri 100 kQ’da
elde edilmistir. Kararlilik testi gergeklestirilen enzimatik yakit hiicrelerinin 12. saatten sonra
alinan 6l¢iimleri sonucunda CTT nin gii¢ yogunlugunda %50, CPW’nin gii¢ yogunlugunda ise
%18 ‘lik bir azalma yasanmistir ve CPW malzemesinin kararliligi daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Sonuglar incelendiginde sinirh gili¢ ¢ikis1 ve siirekli ¢alisma altindaki yetersiz
uzun vadeli stabiliteleri enzimatik yakit hiicrelerinin optimizasyonunu gerektirmektedir. Ote

yandan giivenli, diisiikk maliyet, siirdiiriilebilirlik gibi 6zellikleri avantaj saglamaktadir.

434,1 mV

Sekil 4.33. Modifiye edilen yakit hiicresini seri baglama diizenegi

Sekil 4.33’te goriildiigii gibi modifiye edilen yakit hiicreleri seri olarak baglanmistir ve
acik devre potansiyeli (Open circuit potential, OCP) 434,1 mV olarak bulunmustur. Bu deger
tek bir yakit hiicresi i¢in elde edilen 218,4 mV degerinin yaklasik 2 katidir dolayisiyla yakit
hiicreleri seri baglanarak orantisal bir OCP artis1 olmustur. Fakat sistemin en biiyiik dezavantaji
katot kismi tam olarak sabitlenemedigi icin Ol¢limlerde sabit degerler almak oldukg¢a zor
olmustur. Bu problemi ¢dzebilmek i¢in sistem tasarimi yapildiginda istenilen gii¢ degerlerini

elde etmek miimkiin olacaktir.
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Sekil 4.34. SPE/CPW-Fc/GOx/Chit anodu GDE/PtB katodu ile hazirlanmis yakit hiicresinin

zamanla degisen polarizasyon egrileri

Son olarak ise enerji sistemlerinin iiretkenliginde Onemli rol oynayan kararlilik
deneyleri gergeklestirilmistir. Kararlilik, sistemin belirli bir ¢alisma ortaminda ne kadar siire
gii¢ liretebilecegini bilimsel olarak tanimlar. Yapilacak olan bu deneyler i¢in Sekil 4.32’teki
sonuglar incelenip SPE/CPW-Fc/GOx/Chit anodu GDE/PtB katodu ile hazirlanmis yakit
hiicresi se¢ilmigtir. Sekil 4.34’te goriildiigii lizere farkli giinlerde enzimatik yakit hiicresinin
karakterizasyonu i¢in 5 mM glikoz konsantrasyonuyla polarizasyon egrileri elde edilmistir. Ilk
giin elde edilen maksimum gii¢ yogunlugu 3,153 uW/cm? dir; dérdiincii giin maksimum gii¢

yogunlugu 1,167 pW/cm?’dir; yedinci giin ise maksimum gii¢ yogunlugu 0,341 pW/cm?’dir.

Sonuglar géstermektedir ki diisiik uzun vadeli kararlilik sorunu 6nemli 6lgiide fazladir.
Gergeklestirdigimiz deneylerde sicaklik kontrolii olmadigi i¢in yakitin buharlagmasi ve
dolayisiyla stabilitede degisikliklerin olabilecegi diisliniilmektedir. Buharlasmay1 en aza
indirmek i¢in yakit hiicresi kullanilmadigi zamanlarda 4°C’de muhafaza edilmistir ve her
deneyden dnce glikoz yenilenmistir. Glikoz yenilenmeden ve yenilendikten sonra alinan OCP
degerlerinde degisim gdzlendigi i¢in yapilacak olan uygulamalarda bu detayr goz Oniinde
bulundurmak gerekir. Ayrica, her deney sonrasi glikoz ¢ozeltisi yenilenirken elektrotlarin
fiziksel zarar gormiis olma ihtimalinden dolay1 da bir performans diisiikliigii ortaya ¢ikabilecegi
degerlendirilmistir. Fakat, mikro elektronik sistemlerin implantasyonunun uygulanabilir olmasi
icin Ozellikle yakit hiicresi performans: ve stabilitesinde daha fazla iyilestirme ihtiyag

duyulmaktadir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER
5.1. Sonuglar

Bu tez kapsaminda enzim tutuklanma islemlerinde dogal, ucuz, kolay elde edilebilir ve
gevre-dostu biyokiitle kaynakli malzemeler basariyla sentezlenmis ve biyoelektronik
uygulamalarda test edilmistir. Bu kapsamda TT ve PW biyokiitlelerinden basariyla karbonize
malzemeler elde edilmistir. Elde edilen CPW ve CTT’ler kullanilarak siispansiyonlar
hazirlanmis, elektrotlara kaplanarak elektrokimyasal olarak karakterize edilmistir. CTT ve
CPW icin 1 mg/cm? malzeme kaplama yogunlugunda akim degisimi, malzeme kaplanmamis
SPE’ye gore yaklagik 2 kat artmistir. Elde edilen sonuglara gére malzemelerin elektrokimyasal
performanslarinin benzer oldugu ve SEM, EDX ve Mapping sonuglari da elektrokimyasal
deney sonuclariyla beraber degerlendirildiginde malzemelerin benzer yapilara sahip oldugu

degerlendirilmistir.

Enzim temelli biyosensor: SPE/CTT ve SPE/CPW ile modifiye edilmis elektrotlar
elektrokimyasal olarak karakterize edilmis ve farkli modifikasyon yontemleri gelistirilmistir.
En uygun modifikasyon yontemi segilirken hassasiyet, egim ve dogrusal aralik parametreleri
dikkate alinmistir. Enzim tutuklandiktan sonra Chit ile yiizeyde film olusturarak malzeme kayb1
ve tutuklanmis enzimin yiizeyden ayrilmasinin engellenmesi literatiirle uyumlu olarak
gerceklestirilmistir (Paik vd, 2018; Zare vd, 2017). Son olarak mediyatériin elektrot tizerine
enzim ile uygulanmasinin elektrokimyasal performansi arttirdigi gériilmiistiir ve malzeme-Fc
¢ozeltisi ylizeye basariyla kaplanmisgtir. En uygun modifikasyon yontemi olarak SPE/CTT-
Fc/GOx/Chit ve SPE/CPW-Fc/GOx/Chit belirlenmistir. Segilen modifikasyon yontemi
sonucunda enzim konsantrasyonu, mediyator miktari ve ¢caligma potansiyelinin optimizasyonu
gerceklestirilmistir. Optimizasyon sonuglarina gore Lineweaver ve Burk yontemi kullanilarak
elde edilen Ky degeri SPE/CTT-Fc/GOx/Chit’da 13,58 mM ve SPE/CPW-Fc/GOx/Chit’de
19,18 mM olarak hesaplanmistir. Kullanilan Fc miktarin1 optimize etmek icin farkli miktarla
modifiye edilen elektrotlarin elektrokimyasal performansi test edilmistir ve degisen glikoz
derisimine verdigi tepki incelenmistir. Ayni kosullarda farkli Fc miktarlariyla hazirlanmig
elektrotlarin standart sapma degerleri incelendiginde malzeme-Fc ¢ozeltisinde 25 mM Fc
kullanilan elektrotlarin standart sapmasinin daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Daha fazla Fc
kullanilan elektrotlarda daha yiiksek hassasiyet elde edilmesine ragmen, dogrusalligin daha az
oldugu ve Fc’nin difiizif davramisinin diisiik miktarlardaki kaplamalara gore azaldig
goriilmiistiir. Bu nedenle mazleme-Fc ¢ozeltisinde kullanilacak olan Fc miktar1 25 mM olarak

belirlenmistir.
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Optimum sartlar altinda hazirlanan SPE/CTT-Fc/GOx/Chit ve SPE/CPW-Fc/GOx/Chit
elektrotlarin tekrar iretilebilirligini incelemek igin 10 farkli elektrota 5 mM glikoz
konsantrasyonu kullanilarak +0,100 V (vs Ag/Ag®) potansiyeli uygulanmistir. Sirasiyla RSD
degerleri %6,67 ve %12,85’tir. SPE/CTT-Fc/GOx/Chit elektrotu segilerek gelistirilen
biyosensoriin tekrar kullanilabilirliginin RSD degeri %8,93 olarak hesaplanmistir. Yapilan 25
Olglimden sonra akim %28,78 azalmistir ve yiizeyde deformasyonlar olmustur. SPE ile
modifiye edilen bu tiir ¢alismalar tek kullanimlik sensorler i¢in ve tekrar iiretilebilirligi
incelemek i¢in daha uygundur. Panjan vd. SPE ile gelistirdigi glikoz biyosensoriin tekrar
kullanilabilirligiyle ilgili yapilan ¢alismalarda da calisma elektronun yiizeyi cok fazla zarar
gormiistiir; ancak biyosensoriin tek kullanimi yiizeyde hasara neden olmamistir (Panjan vd,

2017).

Gelistirilen SPE/CTT-Fc/GOx/Chit ve SPE/CPW-Fc/GOXx/Chit elektrotlarinin akim
degisimleri farkli giinlerde de test edilmistir. Elde edilen sonuglara gore sirastyla 5 mM ve 10
mM glikoz konsantrasyonuna verilen akim cevabi; SPE/CTT-Fc/GOx/Chit elektrotu igin
%12,33, %30,12 ve SPE/CPW-Fc/GOx/Chit elektrotu i¢in ise %19,56, %31,11 degismistir.
Sensorler gercek kan numunelerinde glikoz konsantrasyonunu (4,4 — 6,1 mM) belirlemede
kullanmak i¢in olduk¢a yeterli oldugu goriilmiistir. Huand vd. tarafindan gelistirilen
biyosensoriin tekrar tiretilebilirligi %4,2 (n=5) ve elde edilen akim degerleril ay sonunda %15
azalmistir (Nenkova vd, 2010). Paik vd. gelistirdigi biyosensor performansi ise 4 hafta sonunda
akim cinsinden %13 degismistir (Paik vd, 2018). Daha karmasik ve pahali elektrot
modifikasyon yontemlerine gore tez calismasi sonucunda gelistirilen biyosensoriin raf dmrii ve

tekrar tiretilebilirligi literatiirde verilen degerler ile benzer olarak degerlendirilmistir.

Yiiksek seker tiikketiminin obezite ve diyabet hastaliklarinin artmasina sebep oldugu
bilinmektedir. Seker ilavesiz recel formiile etmek teknolojik agidan oldukga zordur. Ciinkii
seker sadece tatli tada degil, ayn1 zamanda gida iriiniiniin fiziko-kimyasal ve dokusal
Ozelliklerine de katkida bulunmaktadir. Hastalar seker tiiketimini azaltmak i¢in tatlandiricilar
ya da diyabetik iriinleri kullanmaya yonelmislerdir (Jribi vd, 2021). Bu sebeple tiiketiciler
gidalarinda bulunan bilesenleri bilmeye olduk¢a fazla ilgi gostermektedir. Glikoz
konsantrasyonu tayini i¢in modifikasyonu gerceklestirilen biyosensorlerin uygulanabilirligi
gercek numuneler lizerinde degerlendirilmistir. Literatiire bakildiginda regellerin glikoz
analizinin biyosensorler ile yapilmadigir goriilmistiir. Genelde HPLC cihazi kullanilarak
biyosensorlere gore daha pahali analizler gergeklestirilmistir. Analizi daha ucuz ve kullanilmasi

daha pratik olan gelistirilen biyosensdrler kullanilarak gida kalitesini tespit etmek miimkiindiir.
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Bu kapsamda, gergek numune uygulamas ticari bir markanin ekstra geleneksel ve diyabetik
regelleri iizerinde gerceklestirilmistir. Ozellikle visne ve ¢ilek regelinde iiretici firmanin rapor
edilen glikoz etiket degerleriyle Olgiilen glikoz derisimlerinin oldukc¢a yakin oldugu

bulunmustur.
Enzimatik Yakit Hiicresi:

Yakit hiicresinin oksijen indirgenme reaksiyonunun gerceklestigi katot i¢in kullanilan
PtB SPE’lere basariyla kaplanmistir. SPE/PtB’nin elektrokimyasal performansi incelendiginde
artan O2 konsantrasyonu altinda enzimatik biyoyakit hiicrelerinin gii¢ ¢ikisini arttirmak i¢in
etkili bir arag olacagi sonucuna varilmistir. Elde edilen bu sonug yakit hiicrelerinde PtB’in katot
performansini arttirmak i¢in kullanildigini dogrulamistir (Ammam ve Fransaer, 2013). Fakat
SPE/PtB’nin reaksiyonu sinirlayabilecegi diisliniildiiglinden dolay: kullanilacak olan katodun
yiiksek yiizey alanli olmasi gerektigi Ongdriilmiistir. Bu nedenle yakit hiicresinin
performansinin katot tarafindan kisitlanmamasi i¢cin GDE {izerine platin karasi kaplanarak

kullanilmistir.

Yapilan enzimatik yakit hiicresi karakterizasyonu sonucunda ise malzemelerin gii¢
performanslarinda biiyiikk bir fark olmadigi goriilmektedir. CTT ile gelistirilen yakit
hiicresinden iiretilen maksimum gii¢ degeri 0,209 pW ve gii¢ yogunlugu 3,557 pW/cm? dir.
CPW’den ise elde edilen maksimum gii¢ degeri 0,195 uW ve gii¢ yogunlugu 3,316 pW/
cm?dir. Fakat, yapilan fiziksel ve kimyasal karakterizasyonlar1 benzer olsa da kararlihk
sonuclarinin farkli oldugu ve CPW’nin daha kararli sonug verdigi goriilmiistiir. Maksimum gii¢
degerleri ile yapilan kararlilik testi sonucunda 25 saatin sonunda CTT nin gii¢ yogunlugu %80,
CPW’nin ise %56 azalmistir. Elde edilen gii¢ degerleri literatiirde bildirilen birgok degerden
(476 mV/66,56 nW/cm? (Hasan vd, 2018), 320 mV/16 pW/cm? (Buckner vd, 2010), 330
mV/120 uW/ecm? (Fischback vd, 2006)) daha diisiiktiir. OCP ve gii¢ degerlerini arttirabilmek
i¢in daha kararli olan SPE/CPW-Fc/GOx/Chit anodu ve GDE/PtB katodu ile hazirlanmis 2 adet
yakit hiicresi seri baglanarak OCP degeri 434,1 mV olarak bulunmustur.

Son olarak SPE/CPW-Fc/GOx/Chit anodu GDE/PtB katodu ile hazirlanmis yakit
hiicresiyle farkli giinlerde 5 mM glikoz konsantrasyonu kullanilarak polarizasyon egrileri elde
edilmistir. Ilk giin elde edilen maksimum gii¢ yogunlugu 3,153 uW/ cm?’dir; dordiincii giin
maksimum gii¢ yogunlugu 1,167 pW/ cm?’dir; yedinci giin ise maksimum gii¢ yogunlugu 0,341
uW/ cm?’dir. Sonuglar kisa-uzun vadeli kararlilik sorununun &nemli &lgiide fazla oldugunu

gostermistir.
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5.2. Oneriler

Tez c¢aligmasi kapsaminda gelistirilen biyosensorlerin performans parametrelerini
gelistirmek i¢in yapilan optimizasyonlar genisletilebilir. Bu kapsamda, Semenova vd.
tarafindan yapilan ¢alismada mediyator olarak kullanilan Prusya Mavisi (PM) SPE’ler {izerine
enzim/membran tabakasi ile kaplanmistir ve biyosensor gelistirilmistir. Fazla PM
konsantrasyonu kullanildiginda yiiksek tarama hizlarinda piklerde bir kayma meydana
gelmistir. Bunun sonucunda kullanilan enzim/membran tabakasi kalinlastirilarak bu problem
¢ozilmustiir (Semenova vd, 2018). Bu nedenle bu ¢alismada kullanilan 75 mM Fc ile modifiye
edilen elektrotlarda da Chit kalinlig: arttirilarak yiiksek tarama hizlarinda piklerde meydana
gelen kaymalar engellenebilir.

Gelistirilen enzimatik yakit hiicrelerinin gii¢ degerlerinin performansini arttirmak igin;
ozellikle seri baglanan hiicrelerde katot kisminin sabit oldugu hiicre tasarimlari
gerceklestirilebilir ya da DC-DC déntistiiriiciiler kullanarak istenilen gii¢ degerini elde etmek
miimkiin olacaktir. Stirekli yakit saglayan sistemler biitiinlestirilerek cihazlarin sarj gereksinimi
olmadan ¢alismasi saglanabilir. Her tasarim belirli sorunlari ele alir ve bir ¢6ziim sunar; ancak
ayn1 anda sinirh gii¢ ¢ikisi ve diisiik uzun vadeli kararlilik sorunlariin tiimiinii kapsayan kesin
¢Oziimler yoktur. Smirh giic c¢ikis1 ve Ozellikle uzun siireli ve siirekli 6l¢iim gerektiren
uygulamalar i¢in elde edilen kararlilik sonuglarinin daha iyi bir noktaya taginabilmesi i¢in daha
detayli optimizasyon ¢aligmalar1 gerekmektedir. Enzimatik yakit hiicresinin anodunun yiiksek
bir performansta calismasina ragmen diisiik gii¢ ¢ikist elde edilmesinin sebebi olarak Chit’den
kaynakli engellenen proton transferiyle agiklanabilir. Bu nedenle gelecekteki ¢alismalarda anot
degistirilmeden katot gelistirilmesine odaklanilabilir. Gelecekteki ¢alismalarin enzimatik yakit
hiicresi performansini iyilestirilebilmesi i¢in uygulanabilecek yaklasimlardan birisi de
kullanilan enzimlerin (6rn. mutant enzimler) veya yakit hiicresi tasariminin (mikroakiskan

kanalli ¢ipler veya siirekli beslemeleri hiicreler) degistirilmesi olabilir.

90



KAYNAKCA

Abdelkareem, M. A., Elsaid, K., Wilberforce, T., Kamil, M., Sayed, E. T., & Olabi, A.
(2021). Environmental aspects of fuel cells: A review. Science of the Total Environment, 752.
doi:10.1016/j.scitotenv.2020.141803

Akshaya, K., Bhat, V. S., Varghese, A., George, L., & Hegde, G. (2019). Non-enzymatic
electrochemical determination of progesterone using carbon nanospheres from onion peels

coated on carbon fiber paper. Journal of the Electrochemical Society, 166(13), B1097.

Amirdehi, M. A,, Gong, L., Khodaparastasgarabad, N., Sonawane, J. M., Logan, B. E., &
Greener, J. (2022). Hydrodynamic interventions and measurement protocols to quantify and
mitigate power overshoot in microbial fuel cells using microfluidics. Electrochimica Acta, 405,
139771.

Ammam, M., & Fransaer, J. (2013). Combination of laccase and catalase in construction of
H202-0O-2 based biocathode for applications in glucose biofuel cells. Biosensors &
Bioelectronics, 39(1), 274-281. doi:10.1016/j.bi0s.2012.07.066

Anisuzzaman, S. M., Joseph, C. G., Daud, W., Krishnaiah, D., & Yee, H. S. (2015).
Preparation and characterization of activated carbon from Typha orientalis leaves. International
Journal of Industrial Chemistry, 6(1), 9-21. doi:10.1007/s40090-014-0027-3

Anonim. (2006). Tiirk Gida Kodeksi Regel, Jole, Marmelat ve Tatlandirilmis Kestane Piiresi
Tebliginde Degisiklik Yapiimas1 Hakkinda Teblig (No:2006/53).

Anonim. (2022). Standard Addition Method. Retrieved from [Erisim Tarihi: 12.12.2022

https://www.asi-sensors.com/index.php/resources-learning/educational-learning/1-ise-

standards-additions-method/file]

Ardakani, H. K., Gerami, M., Chashmpoosh, M., Omidifar, N., & Gholami, A. (2022).
Recent Progress in Nanobiosensors for Precise Detection of Blood Glucose Level. Biochemistry
Research International, 2022. doi:10.1155/2022/2964705

Asaduzzaman, M., Zahed, M. A., Sharifuzzaman, M., Reza, M. S., Hui, X., Sharma, S, . .
. Park, J. Y. (2023). A hybridized nano-porous carbon reinforced 3D graphene-based
epidermal patch for precise sweat glucose and lactate analysis. Biosensors and bioelectronics,
219, 114846. doi:https://doi.org/10.1016/j.bi0s.2022.114846

91


https://www.asi-sensors.com/index.php/resources-learning/educational-learning/1-ise-standards-additions-method/file
https://www.asi-sensors.com/index.php/resources-learning/educational-learning/1-ise-standards-additions-method/file
https://doi.org/10.1016/j.bios.2022.114846

Atanasov, P., & Wilkins, E. (1994). Biosensor for continuous glucose monitoring.
Biotechnology and Bioengineering, 43(3), 262-266. doi:10.1002/bit.260430310

Bandodkar, A. J., You, J.-M., Kim, N.-H., Gu, Y., Kumar, R., Mohan, A. V., . . . Parish,
B. (2017). Soft, stretchable, high power density electronic skin-based biofuel cells for

scavenging energy from human sweat. Energy & Environmental Science, 10(7), 1581-1589.

Bauer, M., Duerkop, A., & Baeumner, A. J. (2022). Critical review of polymer and hydrogel
deposition methods for optical and electrochemical bioanalytical sensors correlated to the
sensor's applicability in real samples. Analytical and Bioanalytical Chemistry.
d0i:10.1007/s00216-022-04363-2

Bhalla, N., Jolly, P., Formisano, N., & Estrela, P. (2016). Introduction to biosensors. Essays
Biochem, 60(1), 1-8. doi:10.1042/ebc20150001

Bhat, V. S., Supriya, S., & Hegde, G. (2019). Biomass derived carbon materials for

electrochemical sensors. Journal of the Electrochemical Society, 167(3), 037526.

Bilge, S., Bakirhan, N. K., Donar, Y. O., Sinag, A., Ozkan, S. A., & Okudan, E. S. (2020).
Green synthesis of carbon based biosensor materials from algal biomass for the sensitive
detection of vardenafil. Journal of Electroanalytical Chemistry, 871, 114286.
doi:https://doi.org/10.1016/j.jelechem.2020.114286

Bridgwater, T. (2006). Biomass for energy. Journal of the Science of Food and Agriculture,
86(12), 1755-1768. doi:https://doi.org/10.1002/jsfa.2605

Brown, R. J. C., & Mustoe, C. L. (2014). Demonstration of a standard dilution technique for
standard addition calibration. Talanta, 122, 97-100.
doi:https://doi.org/10.1016/j.talanta.2014.01.014

Buckner, S. W., Jelliss, P. A., Nukic, A., Zalocusky, E. R., & Schumacher, J. (2010). A
metallacarborane redox mediator for an enzyme-immobilized chitosan-modified bioanode.
Bioelectrochemistry, 78(2), 130-134. doi:https://doi.org/10.1016/].bioelechem.2009.09.002

Burns, D. T., & Walker, M. J. (2019). Origins of the method of standard additions and of the
use of an internal standard in quantitative instrumental chemical analyses. Analytical and
Bioanalytical Chemistry, 411(13), 2749-2753. doi:10.1007/s00216-019-01754-w

92


https://doi.org/10.1016/j.jelechem.2020.114286
https://doi.org/10.1002/jsfa.2605
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2014.01.014
https://doi.org/10.1016/j.bioelechem.2009.09.002

Cambridge, U. 0. (2022). Linear Sweep and Cyclic Voltametry: The Principles. Retrieved

from https://www.ceb.cam.ac.uk/research/groups/rg-eme/Edu/linear-sweep-and-cyclic-

voltametry-the-principles

Cemal, K., KIVRAK, A., & Yasemin, E. (2012). Ticari ¢ilek, kayis1 ve visne regellerinin
ozellikleri. Akademik Gida, 10(4), 31-36.

Cemeroglu, B. (1992). Meyve ve sebze isleme endiistrisinde temel analiz metotlari. Biltav

Yaywnlar, Ankara, 381.

Chang, C. S., Li, M., Niu, P., Zhang, L., & Wang, S. L. (2021). A facile dual-functional
hydrothermal-assisted synthesis strategy of hierarchical porous carbon for enhanced
supercapacitor ~ performance.  Sustainable = Materials and  Technologies, 28.
doi:10.1016/j.susmat.2021.e00265

Chansaenpak, K., Kamkaew, A., Lisnund, S., Prachai, P., Ratwirunkit, P., Jingpho, T, ..
. Pinyou, P. (2021). Development of a Sensitive Self-Powered Glucose Biosensor Based on an
Enzymatic Biofuel Cell. Biosensors-Basel, 11(1). doi:10.3390/bios11010016

Chen, C., Wang, L., Tan, Y., Qin, C., Xie, F., Fu, Y., ... Yao, S. (2011). High-performance
amperometric biosensors and biofuel cell based on chitosan-strengthened cast thin films of
chemically synthesized catecholamine polymers with glucose oxidase effectively entrapped.
Biosensors and bioelectronics, 26(5), 2311-2316.
doi:https://doi.org/10.1016/j.bi0s.2010.09.058

Chen, C., Xie, Q., Yang, D., Xiao, H., Fu, Y., Tan, Y., & Yao, S. (2013). Recent advances in
electrochemical glucose biosensors: a review. Rsc Advances, 3(14), 4473-4491.

Chen, X., Jia, J., & Dong, S. (2003). Organically modified sol-gel/chitosan composite based
glucose biosensor. Electroanalysis: An International Journal Devoted to Fundamental and
Practical Aspects of Electroanalysis, 15(7), 608-612.

Chung, Y., Tannia, D. C., & Kwon, Y. (2018). Glucose biofuel cells using bi-enzyme catalysts
including glucose oxidase, horseradish peroxidase and terephthalaldehyde crosslinker.
Chemical Engineering Journal, 334, 1085-1092. doi:https://doi.org/10.1016/j.ce].2017.10.121

Clark Jr, L. C., & Lyons, C. (1962). Electrode systems for continuous monitoring in
cardiovascular surgery. Annals of the New York Academy of sciences, 102(1), 29-45.

93


https://www.ceb.cam.ac.uk/research/groups/rg-eme/Edu/linear-sweep-and-cyclic-voltametry-the-principles
https://www.ceb.cam.ac.uk/research/groups/rg-eme/Edu/linear-sweep-and-cyclic-voltametry-the-principles
https://doi.org/10.1016/j.bios.2010.09.058
https://doi.org/10.1016/j.cej.2017.10.121

Clarke, S., & Preto, F. (2011). Biomass burn characteristics: Ministry of Agriculture, Food
and Rural Affairs Guelph, ON, Canada.

Clauwaert, P., Aelterman, P., Pham, T. H., De Schamphelaire, L., Carballa, M., Rabaey,
K., & Verstraete, W. (2008). Minimizing losses in bio-electrochemical systems: the road to
applications. Applied Microbiology and Biotechnology, 79(6), 901-913. doi:10.1007/s00253-
008-1522-2

D'Orazio, P. (2003). Biosensors in clinical chemistry. Clinica chimica acta, 334(1-2), 41-69.

Datta, S., Christena, L. R., & Rajaram, Y. R. S. (2013). Enzyme immobilization: an
overview on techniques and support materials. 3 Biotech, 3(1), 1-9.

Dicks, A. L. (2006). The role of carbon in fuel cells. Journal of Power Sources, 156(2), 128-
141.

Energy, R. (2016). What is Biomass? Website: http://www. aesenergy. net/biomassenergy.
html. Accessed, 4(8), 09.

Erkal, A., Asik, 1., Yavuz, S., Kariper, A., & Ustiindag, Z. (2016). Biosensor application of
carbonaceous nanocoil material: preparation, characterization, and determination of dopamine
and uric acid in the presence of ascorbic acid. Journal of the Electrochemical Society, 163(5),
H269.

Escalona-Villalpando, R. A., Sandoval-Garcia, A., Espinosa, L. J. R., Miranda-Silva, M.
G., Arriaga, L. G., Minteer, S. D., & Ledesma-Garcia, J. (2021). A self-powered glucose
biosensor device based on microfluidics using human blood. Journal of Power Sources, 515.
doi:10.1016/j.jpowsour.2021.230631

Fatoni, A., Numnuam, A., Kanatharana, P., Limbut, W., Thammakhet, C., &
Thavarungkul, P. (2013). A highly stable oxygen-independent glucose biosensor based on a
chitosan-albumin cryogel incorporated with carbon nanotubes and ferrocene. Sensors and
Actuators B: Chemical, 185, 725-734. doi:https://doi.org/10.1016/j.snb.2013.05.056

Fatoni, A., Widanarto, W., Anggraeni, M. D., & Dwiasi, D. W. (2022). Glucose biosensor
based on activated carbon — NiFe204 nanoparticles composite modified carbon paste electrode.
Results in Chemistry, 4, 100433. doi:https://doi.org/10.1016/j.rechem.2022.100433

94


http://www/
https://doi.org/10.1016/j.snb.2013.05.056
https://doi.org/10.1016/j.rechem.2022.100433

Fischback, M. B., Youn, J. K., Zhao, X., Wang, P., Park, H. G., Chang, H. N., .. . Ha, S.
(2006). Miniature Biofuel Cells with Improved Stability Under Continuous Operation.
Electroanalysis, 18(19-20), 2016-2022. doi:https://doi.org/10.1002/elan.200603626

Franks, A. E., & Nevin, K. P. (2010). Microbial Fuel Cells, A Current Review. Energies, 3(5),
899-919.

Fujita, S., Yamanoi, S., Murata, K., Mita, H., Samukawa, T., Nakagawa, T., . . . Tokita,
Y. (2014). A repeatedly refuelable mediated biofuel cell based on a hierarchical porous carbon

electrode. Scientific reports, 4(1), 1-8.

Gamella, M., Koushanpour, A., & Katz, E. (2018). Biofuel cells—activation of micro-and
macro-electronic devices. Bioelectrochemistry, 119, 33-42.

Ganesan, S., Sivam, S., Elancheziyan, M., Senthilkumar, S., Ramakrishan, S. G.,
Soundappan, T., & Ponnusamy, V. K. (2022). Novel delipidated chicken feather waste-
derived carbon-based molybdenum oxide nanocomposite as efficient electrocatalyst for rapid
detection of hydroquinone and catechol in environmental waters*. Environmental Pollution,
293. d0i:10.1016/j.envpol.2021.118556

Gavrilas, S., Ursachi, C. S., Perta-Crisan, S., & Munteanu, F.-D. (2022). Recent Trends in
Biosensors for Environmental Quality Monitoring. Sensors, 22(4), 1513.

Gong, Y., Li, D., Luo, C., Fu, Q., & Pan, C. (2017). Highly porous graphitic biomass carbon
as advanced electrode materials for supercapacitors. Green Chemistry, 19(17), 4132-4140.
d0i:10.1039/C7GC01681F

Grattieri, M., & Minteer, S. D. (2018). Self-Powered Biosensors. Acs Sensors, 3(1), 44-53.
doi:10.1021/acssensors.7b00818

Grieshaber, D., MacKenzie, R., Voros, J., & Reimhult, E. (2008). Electrochemical
biosensors - Sensor principles and architectures. Sensors, 8(3), 1400-1458.
doi:10.3390/s8031400

Gupta, U., Gupta, V., Arun, R. K., & Chanda, N. (2022). Recent advances in enzymatic
biosensors for point-of-care detection of biomolecules. Biotechnology and Bioengineering,
119(12), 3393-3407. d0i:10.1002/bit.28251

Gupta, U., Gupta, V., Arun, R. K., & Chanda, N. (2022). Recent advances in enzymatic

biosensors for point-of-care detection of biomolecules. Biotechnology and Bioengineering.

95


https://doi.org/10.1002/elan.200603626

Giilesen, M., Erkal-Aytemur, A., Yavuz, S., Akbulut, A., Kariper, I.A, & I"Jstiindag, I.
(2019). Evaluation of nanomanganese decorated typha tassel carbonaceous electrode:
preparation, characterization, and simultaneous determination of Cd2+ and Pb2+. Chemical
Papers, 73(11), 2869-2878.

Habermiiller, K., Mosbach, M., & Schuhmann, W. (2000). Electron-transfer mechanisms in
amperometric biosensors. Fresenius' journal of analytical chemistry, 366(6), 560-568.

Han, S.-Y., Park, C.-W., Lee, E.-A., Park, J.-S., Kwon, G.-J., Kim, N.-H., & Lee, S.-H.
(2021). Pretreatment of pussy willow and Korean pine using various ionic liquids and their

mixtures with organic solvents for enzymatic saccharification. BioResources, 16(1), 455.

Harris, D. C. (2011). Quantitative chemical analysis, eighth edition: New York, NY : W.H.
Freeman and Co., [2011] ©2011.

Hasan, M. Q., Slaughter, G., & leee. (2018, Oct 28-31). Hybrid Glucose/O-2 biofuel cell
based on as pyroquinoline quinone glucose dehydrogenase at the bioanode. Paper presented at
the 17th IEEE SENSORS Conference, New Delhi, INDIA.

Herkendell, K. (2021). Status Update on Bioelectrochemical Systems: Prospects for Carbon
Electrode Design and Scale-Up. Catalysts, 11(2), 278.

Hoang Hiep, N, It, sup, gt, It, sup, . . . gt. (2017). An Overview of Techniques in Enzyme
Immobilization. Applied Science and Convergence Technology, 26(6), 157-163.

Hovancova, J., Si¥oldkova, I., Oriiiakova, R., & Oriiak, A. (2017). Nanomaterial-based
electrochemical sensors for detection of glucose and insulin. Journal of Solid State
Electrochemistry, 21(8), 2147-2166. doi:10.1007/s10008-017-3544-0

Hu, B., Wang, K., Wu, L., Yu, S.-H., Antonietti, M., & Titirici, M.-M. (2010). Engineering
Carbon Materials from the Hydrothermal Carbonization Process of Biomass. Advanced
Materials, 22(7), 813-828. doi:https://doi.org/10.1002/adma.200902812

Huang, X., Zhang, L., Zhang, Z., Guo, S., Shang, H., Li, Y., & Liu, J. (2019). Wearable
biofuel cells based on the classification of enzyme for high power outputs and lifetimes.
Biosensors and bioelectronics, 124, 40-52.

Ivnitski, D., Branch, B., Atanassov, P., & Apblett, C. (2006). Glucose oxidase anode for
biofuel cell based on direct electron transfer. Electrochemistry communications, 8(8), 1204-
1210.

96


https://doi.org/10.1002/adma.200902812

Jackson, M., & Mantsch, H. H. (1995). The use and misuse of FTIR spectroscopy in the
determination of protein structure. Crit Rev Biochem Mol Biol, 30(2), 95-120.
doi:10.3109/10409239509085140

Jayakumar, K., Bennett, R., & Leech, D. (2021). Electrochemical glucose biosensor based
on an osmium redox polymer and glucose oxidase grafted to carbon nanotubes: A design-of-
experiments optimisation of current density and stability. Electrochimica Acta, 371, 137845.

Ji, J., Kim, S., Chung, Y., & Kwon, Y. (2022). Polydopamine mediator for glucose oxidation
reaction and its use for membraneless enzymatic biofuel cells. Journal of Industrial and
Engineering Chemistry, 111, 263-271. doi:10.1016/j.jiec.2022.04.006

Jia, W. Z.,, Wang, K., Zhu, Z. J., Song, H. T., & Xia, X. H. (2007). One-step immobilization
of glucose oxidase in a silica matrix on a Pt electrode by an electrochemically induced sol-gel
process. Langmuir, 23(23), 11896-11900. doi:10.1021/1a7020269

Jin, H., Li, J., Yuan, Y., Wang, J., Lu, J., & Wang, S. (2018). Recent Progress in Biomass-
Derived Electrode Materials for High Volumetric Performance Supercapacitors. Advanced
Energy Materials, 8(23), 1801007. doi:https://doi.org/10.1002/aenm.201801007

Jribi, S., Ouhaibi, M., Boukhris, H., Damergi, C., & Debbabi, H. (2021). Formulations of
low-sugar strawberry jams: quality characterization and acute post-pandrial glycaemic
response. Journal of Food Measurement and Characterization, 15(2), 1578-1587.
d0i:10.1007/s11694-020-00747-z

Katz, E., Biickmann, A. F., & Willner, 1. (2001). Self-powered enzyme-based biosensors.
Journal of the American Chemical Society, 123(43), 10752-10753.

Krajewska, B. (2004). Application of chitin-and chitosan-based materials for enzyme

immobilizations: a review. Enzyme and microbial technology, 35(2-3), 126-139.

Kulkarni, M. B., Ayachit, N. H., & Aminabhavi, T. M. (2022). Biosensors and Microfluidic
Biosensors: From Fabrication to Application. Biosensors-Basel, 12(7).
doi:10.3390/bios12070543

Kyvik, K. O., Traulsen, J., Reinholdt, B., & Freland, A. (1990). The ExacTech blood glucose
testing system. Diabetes Res Clin Pract, 10(1), 85-90. doi:10.1016/0168-8227(90)90085-8

97


https://doi.org/10.1002/aenm.201801007

Labrecque, M., & Teodorescu, T. I. (2003). High biomass yield achieved by Salix clones in
SRIC following two 3-year coppice rotations on abandoned farmland in southern Quebec,
Canada. Biomass & Bioenergy, 25(2), 135-146. doi:10.1016/s0961-9534(02)00192-7

Lee, H. U,, Yoo, H. Y., Lkhagvasuren, T., Song, Y. S., Park, C., Kim, J., & Kim, S. W,
(2013). Enzymatic fuel cells based on electrodeposited graphite oxide/cobalt
hydroxide/chitosan composite-enzyme electrode. Biosensors & Bioelectronics, 42, 342-348.
d0i:10.1016/j.bi0s.2012.10.020

Leech, D., Kavanagh, P., & Schuhmann, W. (2012). Enzymatic fuel cells: Recent progress.
Electrochimica Acta, 84, 223-234.

Li, H., Pan, L., Lu, T., Zhan, Y., Nie, C., & Sun, Z. (2011). A comparative study on
electrosorptive behavior of carbon nanotubes and graphene for capacitive deionization. Journal
of Electroanalytical Chemistry, 653(1-2), 40-44.

Li, T. T., Li, Y. H.,, Wang, C. Y., Gao, Z. D., & Song, Y. Y. (2015). Nitrogen-doped carbon
nanospheres derived from cocoon silk as metal-free electrocatalyst for glucose sensing.
Talanta, 144, 1245-1251. doi:10.1016/j.talanta.2015.08.005

Li, X., Li, H., Liu, T., Hei, Y., Hassan, M., Zhang, S., . . . Zhou, M. (2018). The biomass of
ground cherry husks derived carbon nanoplates for electrochemical sensing. Sensors and
Actuators B: Chemical, 255, 3248-3256. doi:https://doi.org/10.1016/j.snb.2017.09.151

Lin, Y.-C., Shangdiar, S., Chen, S.-C., Cho, C.-A., & Datov, A. (2021). A study on different
parameters affecting the saccharification rate of Typha orientalis pretreated with lonic Liquids
(ILs) and microwave irradiation for bioethanol production by using response surface

methodology. Catalysis Communications, 150, 106265.

Lister, A. S. (2005). 7 - Validation of HPLC Methods in Pharmaceutical Analysis. In S. Ahuja
& M. W. Dong (Eds.), Separation Science and Technology (Vol. 6, pp. 191-217): Academic

Press.

Liu, Y. Q., Luo, X. J,, Yu, Q., Ye, L., Yang, L., & Cui, Y. (2022). Review of point-of-care
platforms for diabetes: (1) sensing. Sensors and Actuators Reports, 4.
doi:10.1016/j.snr.2022.100113

MacVittie, K., Halamek, J., Halamkova, L., Southcott, M., Jemison, W. D., Lobel, R., &
Katz, E. (2013). From “cyborg” lobsters to a pacemaker powered by implantable biofuel cells.
Energy & Environmental Science, 6(1), 81-86.

98


https://doi.org/10.1016/j.snb.2017.09.151

Mano, N., Mao, F., & Heller, A. (2003). Characteristics of a miniature compartment-less
glucose— O2 biofuel cell and its operation in a living plant. Journal of the American Chemical
Society, 125(21), 6588-6594.

Maradin, D. (2021). Advantages and disadvantages of renewable energy sources utilization.
670216917.

McKendry, P. (2002). Energy production from biomass (part 1): overview of biomass.
Bioresource Technology, 83(1), 37-46. doi:10.1016/s0960-8524(01)00118-3

Mehrotra, P. (2016). Biosensors and their applications—A review. Journal of oral biology and

craniofacial research, 6(2), 153-159.

Mekhilef, S., Saidur, R., & Safari, A. (2012). Comparative study of different fuel cell
technologies. Renewable and Sustainable Energy Reviews, 16(1), 981-989.

Mohammadpour-Haratbar, A., Mohammadpour-Haratbar, S., Zare, Y., Rhee, K. Y., &
Park, S.-J. (2022). A Review on Non-Enzymatic Electrochemical Biosensors of Glucose Using
Carbon Nanofiber Nanocomposites. Biosensors, 12(11), 1004.

Mohd Said, N. A. (2014). Electrochemical biosensor based on microfabricated electrode

arrays for life sciences applications. University College Cork.

Monteiro, T., & Almeida, M. G. (2019). Electrochemical Enzyme Biosensors Revisited: Old
Solutions for New Problems. Critical Reviews in Analytical Chemistry, 49(1), 44-66.
doi:10.1080/10408347.2018.1461552

Nada, A. A. I, Arman, S., & Safaei, B. (2022). A novel review on the efficiency of
nanomaterials for solar energy storage systems. Journal of Energy Storage, 55.
d0i:10.1016/j.est.2022.105661

Naebe, M., Wang, J., Amini, A., Khayyam, H., Hameed, N., Li, L. H., . . . Fox, B. (2014).
Mechanical property and structure of covalent functionalised graphene/epoxy nanocomposites.

Scientific reports, 4(1), 1-7.

Nanda, S., Mohanty, P., Pant, K. K., Naik, S., Kozinski, J. A., & Dalai, A. K. (2013).
Characterization of North American lignocellulosic biomass and biochars in terms of their

candidacy for alternate renewable fuels. Bioenergy Research, 6(2), 663-677.

Naresh, V., & Lee, N. (2021). A Review on Biosensors and Recent Development of

Nanostructured Materials-Enabled Biosensors. Sensors, 21(4), 11009.

99



Nenkova, R., lvanova, D., Vladimirova, J., & Godjevargova, T. (2010). New amperometric
glucose biosensor based on cross-linking of glucose oxidase on silica gel/multiwalled carbon
nanotubes/polyacrylonitrile nanocomposite film. Sensors and Actuators B: Chemical, 148, 59-
65. doi:10.1016/j.snb.2010.05.034

Nunes, E. W., Silva, M. K. L., Rascon, J., Leiva-Tafur, D., Lapa, R. M. L., & Cesarino, I.
(2022). Acetylcholinesterase Biosensor Based on Functionalized Renewable Carbon Platform
for Detection of Carbaryl in Food. Biosensors-Basel, 12(7). doi:10.3390/bios12070486

Olabi, A. G., Onumaegbu, C., Wilberforce, T., Ramadan, M., Abdelkareem, M. A., & Al-
Alami, A. H. (2021). Critical review of energy storage systems. Energy, 214.
doi:10.1016/j.energy.2020.118987

Osman, M., Shah, A., & Walsh, F. (2011). Recent progress and continuing challenges in bio-

fuel cells. Part I: Enzymatic cells. Biosensors and bioelectronics, 26(7), 3087-3102.

Ostergaard, P. A., Duic, N., Noorollahi, Y., Mikulcic, H., & Kalogirou, S. (2020).
Sustainable development using renewable energy technology (Vol. 146, pp. 2430-2437):

Elsevier.

Paik, E. S., Kim, Y. R., & Hong, H. G. (2018). Amperometric Glucose Biosensor Utilizing
Zinc Oxide-chitosan-glucose Oxidase Hybrid Composite Films on Electrodeposited Pt-Fe(ll11).
Analytical Sciences, 34(11), 1271-1276. doi:10.2116/analsci.18P054

Panjan, P., Virtanen, V., & Sesay, A. M. (2017). Determination of stability characteristics for
electrochemical biosensors via thermally accelerated ageing. Talanta, 170, 331-336.
doi:10.1016/j.talanta.2017.04.011

Pawlyta, M., Rouzaud, J.-N., & Duber, S. (2015). Raman microspectroscopy characterization

of carbon blacks: Spectral analysis and structural information. Carbon, 84, 479-490.

Portaccio, M., Di Tuoro, D., Arduini, F., Moscone, D., Cammarota, M., Mita, D. G., &
Lepore, M. (2013). Laccase biosensor based on screen-printed electrode modified with
thionine—carbon black nanocomposite, for Bisphenol A detection. Electrochimica Acta, 109,
340-347. doi:https://doi.org/10.1016/j.electacta.2013.07.129

Radon, A., & Lukowiec, D. (2017). Structure of nanographite synthesised by electrochemical
oxidation and exfoliation of polycrystalline graphite. Micro & Nano Letters, 12(12), 955-9509.

100


https://doi.org/10.1016/j.electacta.2013.07.129

Ramanavicius, A., Kausaite, A., & Ramanaviciene, A. (2008). Enzymatic biofuel cell based
on anode and cathode powered by ethanol. Biosensors and bioelectronics, 24(4), 761-766.
doi:https://doi.org/10.1016/].bios.2008.06.048

Rapp, B. E., Gruhl, F. J., & Lange, K. (2010). Biosensors with label-free detection designed
for diagnostic applications. Analytical and Bioanalytical Chemistry, 398(6), 2403-2412.
d0i:10.1007/s00216-010-3906-2

Rasmussen, M., Abdellaoui, S., & Minteer, S. D. (2016). Enzymatic biofuel cells: 30 years

of critical advancements. Biosensors and bioelectronics, 76, 91-102.

Reid, R. C., & Mahbub, I. (2020). Wearable self-powered biosensors. Current Opinion in
Electrochemistry, 19, 55-62. doi:10.1016/j.coelec.2019.10.002

Rezaei, B., & lrannejad, N. (2019). Electrochemical detection techniques in biosensor

applications Electrochemical biosensors (pp. 11-43): Elsevier.

Robinson, P. K. (2015). Enzymes: principles and biotechnological applications. Essays
Biochem, 59, 1-41. doi:10.1042/bse0590001

Schirone, L., & Pellitteri, F. (2017). Energy Policies and Sustainable Management of Energy
Sources. Sustainability, 9(12), 2321.

Semenova, D., Zubov, A., Silina, Y. E., Micheli, L., Koch, M., Fernandes, A. C., &
Gernaey, K. V. (2018). Mechanistic modeling of cyclic voltammetry: A helpful tool for
understanding biosensor principles and supporting design optimization. Sensors and Actuators
B-Chemical, 259, 945-955. doi:10.1016/j.snb.2017.12.088

Serag, E., EI-Maghraby, A., & El Nemr, A. (2022). Recent developments in the application
of carbon-based nanomaterials in implantable and wearable enzyme-biofuel cells. Carbon
Letters, 32(2), 395-412. doi:10.1007/s42823-021-00299-2

Serrano, N., Alberich, A., Diaz-Cruz, J. M., Ariio, C., & Esteban, M. (2013). Coating
methods, modifiers and applications of bismuth screen-printed electrodes. TrAC Trends in
Analytical Chemistry, 46, 15-29.

Sha, T., Li, X,, Liu, J., Sun, M., Wang, N., Bo, X,, ... Zhou, M. (2018). Biomass waste
derived carbon nanoballs aggregation networks-based aerogels as electrode material for
electrochemical sensing. Sensors and Actuators B: Chemical, 277, 195-204.
doi:https://doi.org/10.1016/].snb.2018.09.011

101


https://doi.org/10.1016/j.bios.2008.06.048
https://doi.org/10.1016/j.snb.2018.09.011

Shen, Y.L., Sun,S. J., Yang, M., & Zhao, X. Y. (2019). Typha-derived hard carbon for high-
performance sodium ion storage. Journal of Alloys and Compounds, 784, 1290-1296.
doi:10.1016/j.jallcom.2019.01.021

Shuler, M. L., Kargi, F., & DeL.isa, M. (2002). Bioprocess Engineering: Basic Concepts. New
York City, NY: Pearson.

Silva, M. K. L., Ledo, A. L., Sain, M., & Cesarino, 1. (2021). A functionalized renewable
carbon-based surface for sensor development. Journal of Solid State Electrochemistry, 25(3),
1093-1099. doi:10.1007/s10008-020-04882-x

Simsek, V. (2015). Synthesis, characterization and investigation catalytic activity in the
glycerol esterification reaction of acidic catalyst. Ph. D. Thesis, Gazi university graduate

school of natural and applied ....

Skoog, D. A., Holler, F. J., & Crouch, S. R. (2017). Principles of instrumental analysis:

Cengage learning.

Southcott, M., MacVittie, K., Halamek, J., Halamkova, L., Jemison, W. D., Lobel, R., &
Katz, E. (2013). A pacemaker powered by an implantable biofuel cell operating under
conditions mimicking the human blood circulatory system — battery not included. Physical
Chemistry Chemical Physics, 15(17), 6278-6283. doi:10.1039/C3CP50929J

Stambouli, A. B. (2011). Fuel cells: The expectations for an environmental-friendly and

sustainable source of energy. Renewable and Sustainable Energy Reviews, 15(9), 4507-4520.

Stevanovic, S., & Stevanovic, S. (2022). Biomass as a renewable energy source. Ekonomika
Poljoprivreda-Economics of Agriculture, 69(1), 195-209. doi:10.5937/ekoPolj2201195S

Sahin, S. (2019). Electrochemical Characterization of Carbonized Typha Tassel Modified
ScreenPrinted Electrode and Its Enzymatic Glucose Oxidation Application. Hacettepe Journal
of Biology and Chemistry, 47(3), 287-294.

Sahin, S. (2017). Development of enzymatic fuel cells with pyranose-2-oxidase. Newcastle

University.

Sahin, S., Wongnate, T., Chuaboon, L., Chaiyen, P., & Yu, E. H. (2018). Enzymatic fuel
cells with an oxygen resistant variant of pyranose-2-oxidase as anode biocatalyst. Biosensors
and bioelectronics, 107, 17-25.

102



Tinikul, R., Trisrivirat, D., Chinantuya, W., Wongnate, T., Watthaisong, P., Phonbuppha,
J., & Chaiyen, P. (2022). Detection of cellular metabolites by redox enzymatic cascades.
Biotechnology Journal, 17(6). doi:10.1002/biot.202100466

Uslu, B., & Ozkan, S. A. (2007). Electroanalytical application of carbon based electrodes to
the pharmaceuticals. Analytical Letters, 40(5), 817-853.

Wang, J. (2008). Electrochemical glucose biosensors. Chemical reviews, 108(2), 814-825.

Wang, J., Kong, H., Zhang, J. Y., Hao, Y., Shao, Z. P., & Ciucci, F. (2021). Carbon-based
electrocatalysts for sustainable energy applications. Progress in Materials Science, 116.
doi:10.1016/j.pmatsci.2020.100717

Wang, J. L., & Wang, S. Z. (2019). Preparation, modification and environmental application
of biochar: A review. Journal of Cleaner Production, 227, 1002-1022.
doi:10.1016/j.jclepro.2019.04.282

Wilson, R., & Turner, A. (1992). Glucose oxidase: an ideal enzyme. Biosensors and
bioelectronics, 7(3), 165-185.

Winter, M., & Brodd, R. J. (2004). What Are Batteries, Fuel Cells, and Supercapacitors?
Chemical reviews, 104(10), 4245-4270. doi:10.1021/cr020730k

Xiang, Q. (2011, Sep 17-18). The Development and Application of Electrochemical Biosensor.
Paper presented at the International Conference on Computing, Information and Control
(ICCIC 2011), Wuhan, PEOPLES R CHINA.

Xiao, X., Xia, H.-q., Wu, R., Bai, L., Yan, L., Magner, E., . .. Liu, A. (2019). Tackling the
challenges of enzymatic (bio) fuel cells. Chemical reviews, 119(16), 9509-9558.

Yahiro, A., Lee, S., & Kimble, D. (1964). Bioelectrochemistry: I. Enzyme utilizing bio-fuel
cell studies. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Specialized Section on Biophysical Subjects,
88(2), 375-383.

Zafar, H., Channa, A., Jeoti, V., & Stojanovic, G. M. (2022). Comprehensive Review on
Wearable Sweat-Glucose Sensors for Continuous Glucose Monitoring. Sensors, 22(2).
doi:10.3390/s22020638

Zare, H., Najafpour, G. D., Jahanshahi, M., Rahimnejad, M., & Rezvani, M. (2017).
Highly stable biosensor based on glucose oxidase immobilized in chitosan film for diagnosis
of diabetes. Romanian Biotechnological Letters, 22(3), 12611-12619.

103



Zebda, A., Alcaraz, J. P., Vadgama, P., Shleev, S., Minteer, S. D., Boucher, F., ... Martin,
D. K. (2018). Challenges for successful implantation of biofuel cells. Bioelectrochemistry, 124,
57-72. doi:10.1016/j.bioelechem.2018.05.011

Zebda, A., Cosnier, S., Alcaraz, J.-P., Holzinger, M., Le Goff, A., Gondran, C,, . . .
Lamraoui, H. (2013). Single glucose biofuel cells implanted in rats power electronic devices.
Scientific reports, 3(1), 1-5.

Zhang, L. L., & Zhao, X. (2009). Carbon-based materials as supercapacitor electrodes.
Chemical Society Reviews, 38(9), 2520-2531.

Zhang, L. X., Liu, Z. H., Cui, G. L., & Chen, L. Q. (2015). Biomass-derived materials for
electrochemical energy storages. Progress in Polymer Science, 43, 136-164.
doi:10.1016/j.progpolymsci.2014.09.003

Zhang, Z. P, Yang, S. X,, Li, H. Y., Zan, Y. X,, Li, X. Y., Zhu, Y., .. . Wang, F. (2019).
Sustainable Carbonaceous Materials Derived from Biomass as Metal-Free Electrocatalysts.
Advanced Materials, 31(13). doi:10.1002/adma.201805718

Zhao, L., Fan, L. Z., Zhou, M. Q., Guan, H., Qiao, S. Y., Antonietti, M., & Titirici, M. M.
(2010). Nitrogen-Containing Hydrothermal Carbons with Superior Performance in
Supercapacitors. Advanced Materials, 22(45), 5202-+. doi:10.1002/adma.201002647

Zou, Y., Xiang, C., Sun, L. X., & Xu, F. (2008). Glucose biosensor based on electrodeposition
of platinum nanoparticles onto carbon nanotubes and immobilizing enzyme with chitosan-
SiO(2) sol-gel. Biosens Bioelectron, 23(7), 1010-1016. doi:10.1016/j.bios.2007.10.009

104





