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Bu calismada, oksidorediiktaz enzimlerin, hazirlanan ve karakterize edilen farkli
poliimid materyallerdeki immobilizasyonu incelenmistir.

Glukoz oksidaz enziminin ilgili matrikslerde basarili bir sekilde immobilize edildigi
bulunmustur. Polimerik matrikslerdeki immobilizasyonu etkileyen parametreler (polimerik film
kalinlig1, enzim miktar1, ortam pH’s1, vb.) sistematik olarak incelenerek, poliimid-GOx esaslt
biyosensorler hazirlanmistir. Daha sonra, hazirlanan biyosensorlerin, duyarlilik, dogrusallik,
secicilik, yanit siiresi ve kararlilik gibi sensor karakteristikleri belirlenmistir.

Sonug¢ olarak, degisik poliimid tlirevlerinin, biyosensér tasariminda alternatif

immobilizasyon materyalleri olarak kullanilabilecegi iddia edilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Enzim immobilizasyonu, poliimid matriks, glukoz oksidaz, biyosensor.
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In this study, the immobilization of oxido-reductase enzymes in the prepared and
characterized various polyimide materials was investigated.

It has beeen found that glucose oxidase enzyme was successfully immobilized in the
relevant matrices. By systematically examining the parameters (polymeric film thickness,
enzyme amount, medium pH, eg.) affecting immobilization in the polymeric matrices,
polyimide-GOx based biosensors have been prepared. Then, the sensor characteristics such as
sensitivity, linearity, selectivity, response time and stability of the prepared biosensors have
been determined.

As a result, it has been claimed that various polyimide derivatives could be used as

alternative immobilization materials for the biosensor design.

Keywords: Enzyme immobilization, polyimide matrice, glucose oxidase, biosensor.
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1. GIRIS VE AMAC

Biyosensorlerin olduk¢a Onemli bir kismini olusturan enzim elektrotlarin
yapiminda biyoallict olarak kullanilan enzimler, gerek izolasyonlar1 gerekse de
saflagtirilmalar sirasindaki maliyetleri nedeniyle olduk¢a pahali maddelerdir. Bu
nedenle enzimlerin siirekli analizler i¢in analiz edilecek ortam igerisine dogrudan
katilmas1 olduk¢a pahali bir yontemdir. Bu durum, enzimlerin rutin bir sekilde
kullanilabilmesi i¢in uygun bir matriks igerisinde immobilize edilmelerini zorunlu
kilmaktadir.

Degisik elektrot tiirlerini, iletken, yari iletken ya da iletken olmayan polimerik
filmlerle kaplamak suretiyle olusturulan modifiye elektrotlar; bataryalar, elektrokataliz,
biyosensorler ve permselektif membranlar gibi pek ¢ok uygulama alanlaria sahiptirler.
Anilan polimerik filmlerden poliimidler 6nemli termal / oksidatif kararliliklari, diisiik
dielektrik ve iyi film olusturma ozellikleri sayesinde, elektronik endiistrisinde ilgi
cekmektedir [1].

Poliimid kapli elektrotlar kullanilarak, askorbik asit yaninda dopamin 6l¢iimii
elektroaktif (askorbik asit ve okzalik asit) ve elektroinaktif (laktoz, sukroz ve iire)
interferantlar varliginda basarili bir sekilde yapilmistir [2-6].

Bu ¢alismanin amaci; poliimid modifiye elektrotlarin hazirlanmasi ve enzim
immobilizasyon ortami olarak kullaniminin arastirilmasidir. Ayrica bazi elektrotlar i¢in
de biyosensdrler hazirlanarak, bu sensorlerin karakteristiklerinin ortaya konmasi nihai

hedeftir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. ELEKTROTLAR

2.1.1. Elektrot cesitleri

Elektriksel olarak bagli iki elektrotdan yapilmis sistemlere elektrokimyasal
pil denir. Elektrot tepkimesinin gerceklestigi ortam tek bir fazdan olusabildigi gibi
iki, li¢ veya dort fazdan da olusabilmektedir. Elektrotlar1 i¢erdikleri faz sayisina

gore dorde ayirabiliriz:

a) Tek fazli elektrotlar,
b) Iki fazli elektrotlar,
¢) Uc fazl elektrotlar,
d) Dort fazli elektrotlar.

Elektrotlar ¢ok ¢esitli oldugu icin bunlar1 ikiser ikiser baglayarak pek ¢ok
elektrokimyasal pil yapilabilir. Pili olusturmakta kullanilan elektrotlarin farkli
tirden veya ayni tiirden olusuna ve elektrotlarin birbirine baglanis bi¢cimine gore
pilleri ¢esitli gruplara ayirmak mimkiindiir. Elektrokimyasal pil ¢esitleri Sekil

2.1°de gosterilmistir [7].

Elektrokimyasal piller

Galvanik piller Derisim pilleri
| | | |
Tasimali Tasimasiz Elektronik Elekrolitik
I |
Tasimali Tasimasiz

Sekil 2.1. Elektrokimyasal pil cesitleri [7].

Elektrokimyasal pillerde iki elektrot kullanilirken elektroanalitik islemlerde
genellikle li¢ tane elektrot kullanilir. Denge olaymnin bulunmadigi durumlarda

birbirinden farkl: {i¢ elektrot kullanilmaktadir.



Iki elektrotlu hiicrelerde ¢alisma elektrodu ile karsilastirma elektrodu bulunur.
Kargilagtirma elektrodu uygun yapilmigsa potansiyeli, kendi iizerinden biiylikce bir
akim gegisiyle degismez. Fakat bazi durumlarda calisma elektrodunun potansiyeli
¢ozelti direncinden dolayr degismektedir. Bu nedenle direnci diisiik ¢dzeltinin
kullanilmas1 veya iki elektrodun birbirine ¢ok yakin yerlestirilmesi gereklidir. Bu
problemlerin ortadan kaldirilabilmesi i¢in hiicreye referans elektrot denilen iigiincii bir
elektrodun dahil edilmesi gerekir [8]. Ug elektrotlu hiicrelerde yapilan dlgiimlerin en
onemli avantajlarindan biri uygulanan potansiyelden etkilenmeyen referans elektrodun
direncidir. Referans elektrodun direncinin degeri 10*-10° Q araliginda olabilir, ve
voltmetre igin 10'* Q giris direnci ile birlestirilir. Bu 6lgiilen potansiyelin 1uV veya
daha az bir hatanin ortaya ¢ikmasini saglar. Bu durumla ilgili diisiinceler ¢cok karisiktir
ve referans elektrodun direncindeki azalmanin avantajli oldugu bulunmustur.
Ug elektrotlu sistemde ¢alisma elektrodu, referans elektrot ve yardimer elektrot bulunur
(8, 9].

Calisma elektroduna test elektrodu veya indikator elektrodu da
denilmektedir. Bu elektrot incelenen elektrokimyasal olayin gerceklestigi
elektrotdur. Potansiyeli belirlemede akimin (I) kendisinden ¢ok akim yogunlugu
(J) etkilidir. Bu elektrotlar amaca uygun olarak inert ve inert olmayan
materyallerden secilebilir. Referans elektrot, karsilastirma  elektrodu veya
polarizlenmeye ugramayan elektrot olarak da adlandirilir. Bir elektrodun referans
elektrot olarak kullanilabilmesi i¢in her seyden Once potansiyelinin ¢dzelti
bilesiminden ve c¢ozeltiden gecen akimdan etkilenmeyen bir elektrot olmasi
gerekir. Bu nedenle ideal bir referans elektrot, diger ozellikleri yani sira “ideal
polarizlenmeyen” bir elektrot olmalidir. Ug elektrotlu hiicrede, referans elektrot
devreyi tamamlayan elektrot olmadigi ic¢in iizerinden akim ge¢irmez ve bunun
sonucu olarak da polarizlenmeye ugramaz.

Yardimci elektrot, karsi elektrot olarak da bilinir. Gorevi elektronlar igin
kaynak veya havuz olusturmaktir. Boylece pilden akimin ge¢mesi saglanmaktadir.
Cogunlukla potansiyeli Ol¢iilmez ve bilinmez. Genellikle soy materyallerden

secilir [10].



2.1.1.1. Referans elektrotlar

Bircok elektroanalitik uygulamada, elektrotlardan birinin yar1 hiicre
potansiyelinin sabit, ¢caligilan ¢ozeltinin bilesiminden bagimsiz olmas1 ve degerinin
bilinmesi istenir. Bu tanima uyan elektrot referans elektrot olarak adlandirilir.

Ideal bir referans elektrot:

1- Tersinirdir ve Nernst egitligine uyar.
2- Zamanla degismeyen bir potansiyeli vardir.
3- Kiiciik bir akima maruz kaldiktan sonra orjinal potansiyele doner.

4- Sicaklik degisimi ile kiiciik bir histerisis gosterir.
2.1.1.1.1. Standart hidrojen elektrodu

25 °C’da hidrojen gazi basinci 1 atm ve ¢ozeltisindeki hidrojen iyonu
aktifligi 1 olan elektrotdur. Iletken, platinlesmis bir tel levhadir. Platinleme islemi
H,PtClg’nin  kimyasal veya elektrokimyasal indirgenmesi ile olusan ince
parcaciklar halinde platin tabakasi ile metalin kaplanmasi islemidir. Elektrotun
ylizeyindeki ince parcacikli platin tabakasi, parlatilmis platin gibi 15181 yansitmaz;
dolayistyla elektrot siyah goriiniir. Bu nedenle ince pargacikli platin siyahi olarak
isimlendirilir. Platin siyahi,

2H"+ 2¢ /= Hi(g)
reaksiyonunun elektrot ylizeyinde hizla yiiriimesi i¢in genis bir yiizey alan1 saglar.
Genel olarak standart hidrojen elektrodun potansiyeli tiim sicakliklarda tam sifir
volt olarak kabul edilir.

Standart hidrojen elektrot temelde ¢ok Onemli olmasina ragmen, elektrot
ylizeyinin hazirlanmasinda ve reaktif aktivitelerinin kontroliinde karsilagilan
glicliik, elektrodun yeteri kadar pratik olmadigini gosterir. Bu nedenle hazirlanmasi
daha kolay, daha saglam ve kullanimi1 daha kolay referans elektrotlar hidrojen gaz

elektrodun yerini almigtir [11].



2.1.1.1.2. Kalomel elektrot

Kalomel referans elektrot doygun civa (I) kloriir (kalomel) ile temasta olan
civadan olusur ve ayrica bilinen derisimde potasyum kloriir igerir. Potasyum
kloriiriin 0,1 M, 1.0 M ve doymus (yaklasik 4.6 M) olmak iizere {ic konsantrasyonu
yaygin sekilde kullanilir. KCI ¢ozeltisinin 0,1 M, 1 M ve doygun olusuna gore
kalomel elektrot; desinormal, normal ve doygun kalomel elektrot olarak
adlandirilir. Doygun kalomel elektrot (DKE), oldukc¢a kolay hazirlandigindan
dolay1 en ¢ok kullanilan elektrottur. Baslica sakincasi ise diger iki elektroda gore
oldukga biiyiik sicaklik katsayisina sahip olmasidir. Ancak bu durum, dl¢iimler
esnasinda sicaklik degismelerinin ¢ok oldugu nadir hallerde 6nemlidir. Doygun
kalomel elektrodun 25 °C’deki potansiyeli 0,2444 V’dur [12]. Kalomel elektrodun
elektrot tepkimesi asagidaki gibidir:

Hg,Cly(k) + 26 ——= 2Hg(s) +2CI
2.1.1.1.3. Giimiis/giimiis kloriir elektrodu

Glimiis—giimiis kloriir referans elektrotlar en c¢ok kullanilan referans
elektrotlardir. Giimiis elektrodun giimiis kloriirle doyrulmus potasyum kloriir
¢ozeltisine daldirilmasiyla elde edilir. Elektrot potansiyeli,

AgCl (k) + ¢ P— Agk) + CI
yar1 reaksiyonuyla verilir. Bu yar1 reaksiyonun potansiyeli ortamda bulunan kloriir
iyonu potansiyeline bagli olarak degisir.

Gumis elektrotlar 60 °C’nin tizerinde bile kullanilabilirler. Buna karsilik,
glimiis iyonu c¢oOzeltilerin temas ylizeylerindeki maddelerle 6rnegin proteinlerle,
civa(l) iyonundan daha kolay reaksiyona girer ve ¢ozeltilerin temas ylizeylerini

kapatir ve elektrot kullanilmaz hale gelir [13].
2.2. Elektrotlarin Kimyasal Modifikasyonu

Elektrokimyasal yontemlerin organik ve inorganik maddelerin sentezi ve
analizinde onemli uygulama alanlar1 vardir. Elektrokimyacilar, elektrot gerilimini
kontrol ederek degisik serbest enerji degerine sahip bir elektron kaynagi elde

edebilmektedirler. Ayrica elektrik akiminin Ol¢lilmesiyle elektrot-¢ozelti ara



yiizeyini gegen elektronlar biiylik bir duyarlilikla gozlenebilir. Ancak asiri
gerilimlerin uygulanmasini  gerektiren yavas elektrokimyasal olaylar ve
adsorpsiyon olaylar1 elektroanalizde bazi 6nemli kisitlamalara yol acar. Bu olaylar
elektrot ylizeyinin hazirlanmasi ve yavas elektrokimyasal olaylarin hizlandirilmasi
ile kismen kontrol edilebilir. Elektoanalizde, 1975’lere kadar sadece C, Au, Hg ve
Pt elektrotlar1 kullanilirken, sonralari bu yiizeylerin polimerlerle kaplanarak
kullanilmasi elektroanalitik kimyada ilgin¢ uygulamalara yol agmstir.

Immobilize ajan olarak genellikle elektroaktif maddeler secilir. Polimerik
filmler halindeyken elektroaktivite gerekli olmayabilir. Zira, bu tir filmler 6n
deristirme amaciyla veya substratin polimerik filmin permselektif 6zelliklerinden
faydalanilarak elektroda tasinmasi amaciyla kullanilir. Elektrot modifikasyonu
alanindaki ¢aligmalar elektroaktif ajanlarin monomolekiiler katman halinde yiizeye
adsorpsiyonu arastirmalariyla baglamistir. Bu ilk kemisorpsiyon c¢aligsmalarini,
ajanlarin belli kovalent baglarla elektrot yiizeyindeki fonksiyonel gruplara
tutturulmas1 deneyleri izlemistir. Ornegin C veya Pt yiizeyleri kolaylikla
oksitlenerek yiizeyde zengin hidroksil gruplart olusur. Bu gruplarla da amid baglar1
olusabilir [14].

Elektrokimyada modifiye elektrot yaklasimi elektrokimyacinin elektrot
ylizeyini kontrol edebilme arzusundan kaynaklanmistir. Elektrot yiizeyine bilingli
olarak bazi kimyasal ajanlarin tutturulmasi ile elektrot yiizeyinin tutturulan ajanin
kimyasal 0Ozelliklerine sahip olacagi diisiiniilmiistiir. Boylece elektrokimyasal
reaksiyonlarin hizlarinin ve segiciliklerinin kontrolii (elektrokataliz) saglanmais;
olumsuz adsorpsiyon engellenmis ve bazi durumlarda istenen optik Ozellikler

kazandirilmis olabilecektir. Modifiye elektrotlar bes farkli amag i¢in kullanilir.

1) Elektrokataliz,

2) Membran engeli (permselektivite),

3) Deristirme (6n biriktirme),

4) Elektro-salma (elektrot yiizeyinden kontrollii salinim),

5) Mikroelektrotlar.

Kimyasal ajanlarin yiizeye immobilizasyonu icin ¢esitli teknikler mevcut

olup bunlar Tablo 2.1°de gosterilmektedir.



Tablo 2.1. Elektrot modifikasyon semasi

Monomolekiiler Tabakalar

Ajanin Kemisorpsiyonu,
Platin ylizeyine,

Karbon ylizeyine,

Civa yiizeyine,

Altin yiizeyine.

Elektrot-elektroaktif ajan arasinda kovalent bag olusumu

Metal oksit yiizeylerde,

Karbon ylizeylerde,

Yariiletken yiizeylerde,
Elektroinaktif kiral maddelerde.

Elektrot tizerine polimer film kaplanmis multimolekiiler tabakalar.

Redoks polimerleri,

Elektrostatik olarak kurulmus tuzaklarda iyon degisimi,
Elektronik iletken polimerler,

Iyonik iletken polimerler,

Tag eter veya komplekslesme ajani,

Elektroinaktif kiral polimerler.

Heterojen multimolekiiler tabakalar

Karbon pastasi ile karistirilmis modifiye ajanlar,
Modifiye edilmis kil,

Modifiye edilmis zeolit,

Elektroaktif polimerlerdeki elektroaktif tiirler.



2.2.1. Elektrotlarin kimyasal modifikasyonunda polimerlerin kullanimi

Polimer film ile kaplanmis elektrot yapiminda ya monomer dogrudan
elektrot ylizeyinde polimerlestirilir ya da 6nceden kimyasal polimerizasyon ile elde
edilmis olan polimerler uygun bir yontemle elektrot yiizeyine kaplanir.

Polimer filmler elektrot yiizeyine polimer ¢dzeltisinin buharlastirilmasiyla,
polimerin  elektrokimyasal c¢dokeltilmesiyle veya elektroaktif monomerin
elektrokimyasal polimerizasyonu ile uygulanir. Bu filmler yiizeye kemisorpsiyon
kuvvetleri ile tutunurlar. Genel olarak, polimer filmlerin kararliligt mono
katmanlarindan ¢ok daha iyidir, bu nedenle elektroanalitik kimya uygulamasinda,
Ozellikle sensor gelistirme ¢abalarinda oldukg¢a dnemlidir [10, 14].

Monomerlerin elektrot ylizeyinde dogrudan polimerik film olusturulmasinda

kullanilan ii¢ yontem vardir:

1) Elektrokimyasal polimerizasyon,

2) Organosilan kondenzasyonu,

3) Plazma polimerizasyonu.

Elektrokimyasal yontemle elde edilen segici gecgirgen poli(o-toludin),
poliindolin, poli(1,3-fenilendiamin), poli(o-fenilendiamin) modifiye elektrotlar
dopamin tayininde[15-18], poliindolin, polibenzidin, poli(o-toludin) modifiye
elektrotlar ise hidrojen peroksit tayininde basarili bir sekilde kulanilmistir [19-21].

Kimyasal polimerizasyonla elde edilen polimerlerin elektrot yiizeyine
kaplanmasinda ise polimer ¢dzeltilerinden,

a) Elektrokimyasal ¢oktiirme,

b) Daldirip kurutma,

c) Damlatma, dondiirerek buharlastirma yontemleri kullanilabilir.

Elektrokimyasal ¢oktiirme yonteminde polimer ¢odzeltisine daldirilan elektroda
uygun bir gerilim uygulanarak kaplama yapilir. Daldirip kurutma oldukca kolay bir
prosediirdiir. Bu yontemde elektrot bir veya birkag¢ kez polimer ¢ozeltisine daldirilir ve
bir siire bekletilerek kurutulur. Damlatma-dondiirerek buharlastirma yonteminde ise
elektrot yiizeyine polimer ¢ozeltisi damlatilip elektrodun dondiiriilmesi yoluyla ¢oziicii
buharlastirilir. Ancak dénme hiz1 yiliksek oldugu takdirde ylizeye damlatilan maddenin
sagilabilmesinden dolay1 madde kaybi olabilir.

Elektroaktif polimer filmler kendiliginden hem iyonik hem de elektronik

iletkenlik gosterirler. Bu filmler ii¢ sinifta ele alinabilir:



1) Redoks polimerleri,

2) iletken polimerler,

3) iyon degistirme polimerleri.

Redoks merkezleri iceren polimer filmler, indirgenmis ve yiikseltgenmis
redoks merkezlerinden elektron si¢cramasi (hopping) ile elektrigi iletirler. Bu
polimerlerin en belirgin ornekleri o-kinon, pirol, siibstitiie porfirm, ferrosen,
vinilpiridin, vinilimidazol, eter amin kinon polimerleridir [10, 22, 23].

Iletken polimerler elektrik akimini ileten polimerlerdir. Bu polimerler
monomerlerin elektrotda yiikseltgenmesiyle olusur. Iletkenlik konusunda en
onemli adim 1979°’da Diaz’in pirolii elektrokimyasal ydntemle yiikseltgeyerek
polipirolii elde etmesiyle atilmis oldu. Polipirol anot iizerinde iiretilerek giiclii bir
film olarak yiizeyden g¢ikarildiginda iletkenligi 100 S/cm’ye ulasabilmektedir.
Anilinin elektroylikseltgenmesiyle anot yiizeyinde toz halde polianilin
iretilmistir[24]. 1980°de ilk kez Fould ve Lowe tarafindan tanimlanan iletken
polimerler, polimerik enzim sensorlerde enzim tutuklamak i¢in gelistirilmistir [23].
Son yillarda anilin, 3-metiltiyofen ve pirol gibi monomerlerden elde edilen iletken
polimerlerle modifiye edilmis elektrotlar katekol, askorbik asit, hidrokinon,
dopamin, epinefrin, asetaminofen ve p-aminofenol gibi organik ve biyolojik
molekiillerin belirlenmesi i¢in kimyasal sensor olarak kullanilmistir [25-27].
Poliindol, poli(fenol) bilinen diger iletken polimerlerdir [23].

Kimyasal yontemlerle de iletken polimerler iiretilebilmektedir. Pirol, Br;
veya AsFs ile yiikseltgendiginde iletken polipirol elde edilmistir. Iletken
polimerlerin atmosferde hizla iletkenliklerini kaybetmeleri ve
sekillendirilmelerinin ~ zorlugu  kullanim  alanlarini kisitlamaktadir. Iletken
polimerlerin mekanik 06zelliklerini iyilestirebilmek i¢in bazi dayanikli yalitkan
polimerlerle kompozitler veya kopolimerler iiretilmektedir. Ornegin, polistirene
graft kopolimerizasyonla polipirol zincirleri baglanabilmektedir.

Iyon degistirme polimer filmleri ise, istenen tiire yanit karakteristiklerini
saglayabilen bilesenleri igeren polimerik bir yapidir. Anyonik gruplar igeren
polimerlerle katyona duyarli elektrotlar yapilmistir. Elektroaktif olmayan iyon
degistirme polimer filmleri yiik dengeleyen karsit iyonlarin elektoaktif bir iyon
ile degisimi yoluyla elektroaktif yapilabilir. Polianyonik nafyon film bu tiire
ornek verilebilir [14]. Nagy ve arkadaslar1 nafyon filmlerle kaplanmig

minyatiir elektrotlarin dopamin, norepinefrin, ve 5-hidroksitriptamin belirlemede



kullanilabilecegini gosterdiler [28]. Nafyon ve polipirolin kompozit filmleri birkag
grup tarafindan hazirlanmistir. Bu filmler nafyonun yiiksek iyonik iletkenligi ile

polipiroliin yiiksek elektronik iletkenligini birlestirmektedir [29].

2.3. Biyosensorler

Biyosensorler fiziko-kimyasal transduser ile biyolojik komponentin
kombinasyonuna dayali araglar olarak tanimlanabilir [30]. Biyosensorlerin
gorevi biyolojik veriyi elektriksel sinyale doniistiirmektir.

Biyosensorlerin tarihi 1950’11 yillarin ortalarinda L.C.Clark’in Cincinnati
Hastanesinde (Ohio,ABD) ameliyat sirasinda kanin O, miktarin1 bir elektrot ile
izlemesiyle baglar.1962 yilinda Clark ve Lyons glukoz oksidaz enzimini O;
elektrodu ile kombine ederek kanin glukoz diizeyini 6l¢meyi basardilar. Bdylece

yeni bir analitik sistem olusturuldu [31].

2.3.1. Biyosensorlerin yapisi ve calisma prensibi

Biyosensorlerin - yapisinda gorev alan biyokomponentler c¢ogu kez
biyoreseptor (biyoalici) olarak da adlandirilirlar. Bunlarin igerisinde en yaygin
olarak kullanilanlar enzimler ve antikorlardir. Biyoreseptor, 6rnek ile dogrudan
temas halinde olup biyosensdriin en hasas bilesenini olusturur. Biyoreseptor, analiz
edilecek drnegi taniyan 6zel bir secici bolgeye sahiptir [31, 32]. Polimer ve sol-jel
materyal gibi malzemeler biyosensorlerdeki biyomolekiillerin  kararliligini
arttirmak i¢in kullanilmaktadir [33].

Biyosensoriin diger bileseni olan transduserler, reseptorlerin biyolojik
reaksiyonunu Ol¢iilebilir bir sinyale doniistiirtirler. Transduserin gorevini bir enerjinin
digerine doniisiimiinii saglayan bir eleman olarak diislinebiliriz. Transduserin se¢imi
biyokimyasal modifikasyonun tipine baglidir [31, 32]. Sekil 2.2’de biyosensorlerin

calisma prensibi goriilmektedir.
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Sekil 2.2. Biyosensorlerin ¢alismasindaki agsamalar [32].

Teorik olarak reseptdr ve transduserlerin bir¢ok kombinezonu olasi
olmasina ragmen, bu kombinezonlar bir tek elektrik sinyali olusturamaz iseler,
biyosensor fonksiyonunu gdsteremez. Ornegin; transduser olarak bir termistdriin
kullanilmast durumunda substratin donilisiim reaksiyonu sonucu entalpide bir
degisim olmaz ise biyosensor ¢calismaz [31].

Eger bir biyosensor, iizerinde inceleme yapilan biiyiikliik ile dogru orantili

bir sinyal verebilir ise olay hakkinda tiim bilgi elde edilebilir demektir [32].
2.3.2. Biyosensorlerin uygulama alanlari

Biyosensorlerin ¢ok genis bir uygulama alant vardir. Ancak, yaygin
olarak, tip, ¢evre koruma, genetik, giivenlik, savunma, gida endiistrisi, klinik

kimya ve tarim analizlerinde kullanilmaktadir [34, 35]. Biyosensorler ig¢in olasi

uygulama alanlar1 Tablo 2.2°de verilmistir.
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Tablo 2.2. Biyosensorlerin uygulama alanlari [31].
1-Klinik diagnostik, biyomedikal sektor
2-Proses kontrolii

-Biyoreaktor kontrol ve analitigi
-Gida iiretimi ve analizi
3- Tarla tarimi, bag— bahge tarimi ve veterinerlik
4- Bakteriyel ve viral diagnostik
5- 1lag analizi
6- Endiistriyel atik su kontrolii
7- Cevre koruma ve kirlilik kontrolii
8- Maden isletmelerinde toksik gaz analizi

9- Askeri uygulamalar ve savunma sanayi

2.3.3. Biyosensorlerle ol¢iillen maddeler

1-Amino asitler:D-alanin, L-arjinin, L-asparajin, L-aspartikasit, L-sistein, L-
glutamin ,L-glutamat, glutation, L-ve D-metionin, N-asetilmetionin, L-histidin, L-
lisin, L-ve D-fenilalanin, sarkosin, L-trozin, L-triptofan ve D-valin.

2-Gazlar: Amonyak, hidrojen, metan, kiikiirtdioksit, azotmanoksit, oksijen, karbon
monoksit ve karbondioksit.

3-Kofaktorler: Adenozin monofosfat (AMP), adenozin trifosfat (ATP), piridin
niikleotidleri (NADPH), pridoksalfosfat (PLP), tiamin pirofosfat (TPP), flavin
adenin  diniikleotid (FAD), hidrojen peroksit, tiamin pirofosfat (TPP) ve
fosfofenolpiruvat (PEP).

4-Karbonhidratlar: Laktoz, galaktoz, maltoz, glukoz, sukroz, glukoz 6-fosfat,
nisasta ve fruktoz.

5-Aminler, amidler ve heterosiklik bilesikler : Adenozin, aminopirin, anilin,
aromatik aminler, asetilkolin, kolin, kreatin, kreatinin, guanidin, guanosin,
penisilin, spermin, iirik asit, lire, ksantin ve hipoksantin.

6-Organik asit ve tuzlari: Asetat, format, malat, glukonat, gluokzalat, D-
izositrat, L- ve D-laktat, maleik asit, glukolat, nitrilotriasetik asit, okzalat,
okzaloasaetat ve piruvat.

7-Alkol ve fenoller: Bilirubin, katekol, kolesterol, kolesterol ester, etanol, gliserol

gliserol ester, metanol, fenol ve 2,4 dinitrofenol.
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8-inorganik iyonlar: Florid, nitrit, nitrat, fosfat, siilfat, siilfit, Hg™, Zn™?, Cu™.
9-Enzim ve proteinler:Troksin, insan albumini, immunoglobulin G, a-feroprotein,
peroksidaz, a-amilaz, glukoamilaz, kolinesteraz, kreatin kinaz, priivat kinaz, laktat
dehidrogenaz ve transminazlar.

10-Digerleri: Antibiotikler,viriisler, hormonlar, kan gruplari, et tazeligi, peptidler,

vitaminler, teofilin, testesteron [36].

2.3.4. Enzim sensorleri

Enzimin reaksiyon ortamima katillarak analizin yapilmasi maliyeti ¢ok
arttirdigindan, rutin olarak kullamimlar1 imkansiz gibidir. Bu durum enzimlerin
immobilize edilerek analizlerde tekrar tekrar kullanilma tekniginin gelistirilmesine
sebep olmus ve sonucta da enzim elektrotlar1 kavrami ortaya ¢cikmigtir [37] .

Biyosensor  teknolojisinde  kullanilan  biyolojik  materyaller  artan
kompleksliklerine gore siralandiklarinda; iyonoforlar, antikorlar, enzimler, lipozomlar,
biyomembran parcalar1 (reseptdr), hiicre organelleri (mitokondri), doku veya tiim
hiicreler ve organlar (gérme ve koklama ) seklinde siniflandirilabilirler.

1960’11 yillarda biyoloji ve biyokimya bilimlerindeki tarihsel gelisme
paralelinde, tiim bu yapilar i¢inde fonksiyonlari nispeten daha ayrintili bir bigcimde
tanimlanan en 6nemli grubu enzimler olusturmaktaydi [38]. Enzimler canli sistemlerde
ki kimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen proteinlerdir. Bu katalizorler sadece etkili degil
ayni zamanda oldukea segicidirler [39].

Bunun yani sira elektrokimya alanindaki gelismeler 6zellikle, amperometrik ve
potansiyometrik esasli sensorlerin pratik uygulamalarda rahathikla kullanilabilecegi
fikrini olusturmustu. Cesitli maddelerin duyarli ve pratik analizlerine duyulan
gereksiniminde artmasiyla ilk enzim elektrotlariyla ilgili bilimsel ¢alismalar baglamig
oldu. 1960’lardan bu yana iletim ve Ol¢iim teknolojilerindeki gelismeler
elektrokimyasal esaslarin yani sira kalorimetrik, optik ve akustik temelli sistemlerde de
cok onemli gelismelere yol agmigtir. Bugiin bakildiginda hangi temel iletim sistemi s6z
konusu olursa olsun elektrokimyasal esasli olanlarin tartisilmaz bir agirhig soz
konusudur. Pratik ve ticari uygulamalarda enzim elektrotlarin biiyiik bir tistiinliigii goze
carpmaktadir. Burada en biiyiik etmen canli sistemlerle ilgili hemen hemen her tiirlii
maddenin dogrudan veya dolayli olarak analizinde kullanilabilecek binlerce enzimin

varligidir.
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Son yillarda organik faz enzimolojisi konusundaki bulgular sayesinde enzimler
ile organik fazda oldukga farkli analizlerin yapilabilecegi ortaya konmustur. S6z konusu
bulgular, hem tasarlanabilecek enzim sensorlerinin sayisinda artisa hem de uygulama
alanlarinin yayginlagmasina katki saglayacak niteliktedir [38].

Bir enzim sensor, bir iletici ve ince bir enzim tabakasi kombinasyonundan
olugmaktadir. Enzimatik reaksiyon, analiti bir iletici ile tayin edilebilen bir iirline
doniistiiriir. Bir enzim sensdriin sematik gdsterimi Sekil 2.3 de verilmistir Ileticinin
hassas yiizeyi, enzim tabakasi ile temas halindedir. Bu yiizey icerisinde kiitle iletiminin
gergeklesmedigi kabul edilir. Enzim tabakasinin dis yiizeyi analiti igeren bir ¢dzeltinin
icine daldirilir. Analit tabakanin i¢ine dogru go¢ eder. Aktivite edilmis enzim ile
reaksiyona girdiginde {irtine doniisiir. Hizli bir konsantrasyon dengesi saglamak i¢in
enzimatik membran miimkiin oldugu kadar ince tutulmalidir. Ayrica ¢ozelti iyice
karistirilmalidir. Ozetle bir enzim sensdriin kullanimi esnasindaki adimlar sunlardir:

1- Cozelti icinden enzim tabakasina dogru analitin iletimi

2- Bu tabaka i¢inde analitin diflizyonu (reaksiyon iiriinlerine analitin enzimatik
transformasyonu ile birlikte)

3- Uriiniin ileticiye gdgii

4- Ara ylizeyde bir iletici vasitasiyla iirlin konsantrasyonunun bir elektrik sinyaline

doniistimii

Analit

|

ivoalicl

Metici :> Sinval

Sekil 2.3. Bir enzim sensoriin sematik gdsterimi

Enzim, bir enzimatik sensoriin en dnemli bilesenidir. Enzimin protein yapisi
sicaklik ve pH ile kolayca bozunabilir. Enzim sensoriin kararlili§i aktif membranin
ylkleme kapasitesi ile ilgilidir. Membran daha fazla aktif enzim i¢erdiginde, biyosensor

daha kararli olur. [32].
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2.3.4.1. Enzim sensorlerinin siniflandirilmasi

Enzim sensorlerinin siniflandirilmasi yaygin sekilde, enzimatik reaksiyon
uyarinca olusan sinyalin belirlenme ilkesine gore yapilmaktadir. Tablo 2.3’de bu

siniflandirma gdsterilmektedir [38].

Tablo 2.3. Enzim sensorlerinin siniflandirmasi
1- Elektrokimyasal Enzim Sensorleri;

Amperometrik Enzim Sensorleri;
-Birincil Nesil Amperometrik Enzim Sensorleri
-Ikincil Nesil Amperometrik Enzim Sensorleri
-Ugiincii Nesil Amperometrik Enzim Sensérleri
Potansiyometrik Enzim Sensorleri;
- Proton Duyar Potansiyometrik Enzim Sensdrleri
- Amonyak Duyar Potansiyometrik Enzim Sensorleri
- Karbondioksit Duyar Potansiyometrik Enzim Sensdrleri
- Diger Iyon Duyar Potansiyometrik Enzim Sensorleri
Yari {letkenleri Esas Alan Enzim Sensérleri;
- Enzim Alan Etki Transistorler (ENFET)
2- Optik Enzim Sensorlerti;
Absorpsiyon Optik Sensorleri
Flouresans Optik Sensorleri
Biyoliiminesans Optik Sensorleri
3- Kalorimetrik Enzim Sensdrleri

4- Piezoelektrik Enzim Sensorleri
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2.3.4.2. Enzim sensorlerin performans faktorleri

Bir enzim esash elektrokimyasal biyosensorii karakterize eden, onun ¢alisma
niteliklerini ve verimini belirleyen bes temel performans faktorii vardir. Bunlar;
1- Duyarlilik
2- Dogrusallik
3- Segicilik
4- Yanit Siiresi

5- Kararlilik
2.3.4.2.1. Duyarhhk

Tayini yapilacak maddenin bulundugu ortamda yapilan 6l¢iimde kullanilacak
olan enzim elektrodun kiiciik derisimlere kars1 yanit verebilmesi analiz agisindan son
derece onemlidir. Elektrokimyasal biyosensorler 6zellikle kimyasal sensorlere oranla
daha yiiksek duyarliliga sahiptirler. Enzim elektrotlarla 10" M konsantrasyonlara kadar
inilebilmektedir [10].

2.3.4.2.2. Dogrusallik

Kalibrasyon grafiginde substrat konsantrasyonu ile sensor yaniti arasindaki
iliskinin dogrusal oldugu bolgeye “dogrusal aralik” denir. Bu dogrusal aralifin en alt
sinir1 da tayin sinir1 olarak tanimlanir. Potansiyometrik enzim sensorlerinde kalibrasyon
grafigi, substrat (ya da {irlin) konsantrasyonunun logaritmasi ile potansiyel arasinda
cizilir. Buna  karsilik amperometrik  esasli  enzim  sensorlerinde ise {iriin
konsantrasyonuyla akim arasinda dogrusal grafikler elde edilir. Genelde tayin sinirinin
10° M’dan daha diisiik bir deger olmasmin énemi vurgulanir. Amperometrik esasli
enzim sensorlerinde digerlerine nazaran oldukca yiiksek duyarliliklara erisebilmek

mumkindiir.
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2.3.4.2.3. Segcicilik

Diger analiz sistemleri ile kiyaslandiginda biyosensorler i¢in en Onemli
ozelliktir. Kullanillan biyomateryal agisindan bakildiginda enzimler genel anlamda
secimlilik siralamasinda antikor ve niikleik asitlarden sonra gelir. Ancak bu genel
yaklasim mutlak spesifik enzimler s6z konusu oldugunda gecersizdir. Dolayisiyla
mutlak spesifik bir enzim s6z konusu oldugunda secimlilik de en iist diizeye ytikselir.
Buna karsilik spesifikligi diisiik enzimler, grup spesifik enzimler, kismi saflastirilmis
enzim prepatlari, dokular ve organizmalar sec¢imlilik agisindan bir takim dezavantajlar
olusturur.

Bir  biyosensoriin  secimliligi  lizerine  baslica, sensorle  girisimler,
biyokatalizatorle girisimler ve pH etkili olmaktadir. Sensérde meydana gelebilecek
girisimleri 6nlemenin en iyi yolu 6rnekteki diger maddelere yanit vermeyen ve sadece

ilgilenilen biyokatalitik reaksiyonu izleyebilecek bir sensor kullanmaktir [38].

2.3.4.2.4.Yan1t siiresi

Biyosensorlerin hizli bir gelisim gostermesinin en 6nemli nedenlerinden biri,
ideal bir biyosensoriin de temel niteliklerinden olan pratik bir islemle kisa siirede sonug
verebilmesidir. Bir biyosensoriin yanit siiresi {i¢ temel asamada meydana gelen olaylar
tarafindan etkilenir.

1. Substratin analiz ortamindan membran yiizeyine difiizlenme hizi,

ii. Substratin membran i¢ine ne kadar hizli diflizlendigi ve biyokatalizoriin aktif
merkezi ile ne kadar hizli reaksiyon verdigi,

iii. Elde edilen iirliniin sensor yiizeyine ne kadar hizli difiizlendigidir [40].

Sandvig tipi biyosensorlerin yanit siiresi bir¢cok faktorden etkilenir. Belirli sartlar
altinda indikator elektrot ylizeyindeki substrat veya {iriiniin konsantrasyonu Michaelis
sabitlerine, membran i¢indeki biyolojik olarak aktif olan bilesigin aktivitesine, membran
kalinligina, tirlin ve substratin difiizyon katsayilarina baglidir. Enzim elektrodun yanit

siiresi d*/ D oram ile belirlenir (d=tabaka kalinlig1, D=etkin difiizyon katsayis1) [41].
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2.3.4.2.5. Kararhhk

Kararlilik, biyosensoriin kullanim 6mrii hakkinda bilgi verir. Ayni1 bir sensor ile
cok sayida Olglim yapilabilmesi is giicli ve maliyet acisindan ¢ok Onemli avantajlar
saglar. Biyosensorlerin 6mrii; biyosensoriin kendisine, saklanma ve ¢alisma kosullarina
baghdir.

Bir biyosensoriin kullanim Omrii biyolojik olarak aktif olan bilesenin
kararliligma baglidir. Uygun immobilizasyon ve saklanma kosullar1 biyosensoriin
kullanim Oomriinii arttirilabilir. Enzim elektrotlarin kullanim 6mrii bakteriyel bozunma
ile de kisalabilir. Belli aktivatorler (lireaz ile fosfat, kollesterolesterhidrolaz ile sodyum
kolat) bu elektrotlarin kullanim émriinii oldukc¢a uzatir.

Hibrit bir yapiya sahip olmalar1 nedeniyle enzim sensorlerini, hem sensér hem
de enzim kararliligt acisindan degerlendirmek gerekir. Amperometrik sensorlerde
ozellikle yiiksek potansiyelde calisildiginda, reaksiyon {iriinleri tarafindan ylizeyin
bozulmasi problemi ile karsilasilabilir.

Enzimin saflik diizeyi, kaynag1 ve immobilizasyon yontemi enzim sensoriiniin
kararliligin1 6nemli 6lcilide etkilemektedir. Saflik diizeyi ile kararlilik arasinda dogrusal
bir iliski yoktur. Safsizligin artmasi1 durumunda ise, ilgili enzimatik reaksiyonda girisim
yapacak tiirlerin olumsuz etkileri diisiiniilmelidir. Hazirlanan bir biyosensor ile rutin
uygulamalara ge¢meden Once calisma ve depolama kararhiliginin spesifik olarak

belirlenmesi gereklidir [32, 40, 41].

2.3.4.2.6. Diger performans faktorleri

Biyosensoriin performansini etkileyen diger Onemli bir faktdrde maliyettir.
Maliyet genelde biyosensoriin hazirlanma giderleri ile s6z konusu biyosensorle yapilan
bir analizin giderlerinin bileskesini ifade eder. Bir biyosensorle ne kadar ¢ok analiz
yapilabiliyorsa, hazirlanma giderlerinden analiz basina diisen pay azalacaktir.

Bir biyosensoriin ekonomik agidan kullanilabilir olmasindaki en 6nemli faktor,
analiz maliyetlerinin diger analitik yOntemlerden az olmasidir. Fakat insan giicii
acisindan avantaj saglayan on islem gerektirmeme gibi niteliklere sahip olma, 6rnek
almanin sakincali oldugu baz1 fermantasyon proseslerine adaptasyon veya bir analizin
baska herhangi bir yoOntemle yapilamama durumlarinda maliyet ikinci plana

itilebilmektedir.
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Ozellikle ¢evre ve savunma gibi alanlarda kullanilacak bir biyosensér igin

taginabilir olmas1 da biiylik 6nem tagimaktadir [38].

2.3.4.3. Enzim immobilizasyonu

Enzimlerin immobilizasyonu genelde iki nedenden dolay1 zorunludur. Birincisi
kararliligimi gelistirme ve bdylece kullanim Omriinii artirmak, ikincisi ise enzimlerin

sizmasini engelleyerek siirekli kullanimini saglamaktir [42].

2.3.4.3.1. Kovalent baglanma

Enzimlerin elektrotlara kovalent baglanmas1 metaller, grafit ve iletken polimerler
tizerinde yapilabilir. Bu materyaller, baglanma 6ncesinde aktive edilmelidir.

Enzimler dogrudan transdusere veya dnceden uygun bir film veya tabaka ile
kaplanmis transdusere kovalent olarak baglanabilirler. Kovalent baglanmada dikkat
edilecek Onemli nokta, baglanmanin enzim aktivitesi i¢cin esas olan amino asitler
tizerinden gerceklesmemesi ve bu gruplarin baglanma sirasinda sterik olarak rahatsiz
edilmemesidir. Kovalent baglanma enzim molekiilii {izerindeki fonksiyonel gruplar
lizerinden gerceklesir.

Enzim immobilizasyonu genelde oda sicakligi, ndtral pH gibi kosullarda

yapilmalidir [43, 44] .

2.3.4.3.2. Tutuklanma

Eger bir polimerik jel biyomolekiiller igeren bir ¢dzeltide hazirlanirsa,
biyomolekiiller jel matriks igerisine tutuklanmis olur.

Enzimler makromolekiiler proteinler olup polimer jel matrikslerde ve daha basit
olarak diyaliz membranlarinda tutuklanabilirler. Bu ydntem enzimler yaninda
organeller, hiicreler ve antikorlar i¢in de uygulanabilir. Uptike ve Hicks tarafindan
hazirlanan ilk enzim elektrodunda glukoz oksidaz poliakrillamid jelinde tutuklanmistir.
Enzim aktivitesi ¢ozeltide hizli bir sekilde diistiiglinden fiziksel tutuklama yerine
kimyasal baglanma tercih edilir. Tutuklama i¢in en yaygin kullanilan matriksler nisasta,

poliakrilamid, silikon lastigi, polivinil kloriir, polivinil alkol, naylon ve siliastik jel dir.
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Elektrokimyasal polimerizasyon diger bir tutuklama ydntemidir. Ornegin; altin
kaplanmis cam slaytlarda potansiyometrik elektropolimerizasyon ile m-fenilendiamin
polimerlestirilmesiyle olusan film i¢inde GOx immobilize edilmistir [44, 45].

Son yillarda 6zellikle biyosensor alaninda iletken veya iyonik polimerler iginde
fiziksel tutuklama vasitasiyla oksidaz tipi enzimlerin immobilizasyonuna olan ilgi

artmustir [42].

2.3.4.3.3. Adsorpsiyon

Adsorpsiyon immobilizasyonda kullanilan en eski ve en basit yOontemdir.
Ornegin; glukoz oksidaz adsorbe edilmis polietilen membran 1962 yilinda glukoz
biyosensorii icin Onerilmistir. Genelde, enzim veya biyoreseptor ¢ozeltisine ylizeyi
membran / film ile kaplanmig transduser daldirilir ve belirli bir siire beklenir. Membran
veya film immobilize edilecek reseptore gore hidrofilik veya hidrofobik karakterde
secilebilir. Enzimler i¢in daha ¢ok hidrofilik membranlar kullanilir. Seliiloz, kolodyum,
silika jel, cam, kollagen, seliiloz asetat membranlari, polistiren, polivinil kloriir gibi bir
cok madde enzim adsorpsiyonunda kullanilir [44, 45].

Adsorpsiyon yontemi ile immobilize edilmis enzimlerin Ozellikleri (aktivite,
pH, Michealis sabiti, spesifiklik, kararlilik vb.) dogal enzim ile kiyaslandiginda,
tastyicinin dogasina, enzime ve substrata bagli olarak pek cok degisikligin olabilecegi
kanitlanmustir.

Adsorpsiyon yonteminin yararlari; enzim immobilizasyon isleminin basit olusu,
degisik bi¢cim ve yikteki tasiyicilar1 se¢cme olanagi vermesi ve bir yandan
immobilizasyon gerceklestirilirken diger yandan enzim saflagtirlmasina olanak
saglamasidir [46].

Sorpsiyon tersinir bir olay oldugundan adsorpsiyon ile immobilizasyon
giivenilir bir yontem degildir ama yine de biyosensorlerde basarili uygulamalar1 vardir.
Bu yontemin en biiyiikk dezavantaji enzim ile destek arasindaki baglayicit kuvvetinin
kolayca kontrol edilememesidir. Bu kuvvetler ¢ok zayif ise pH, iyonik gii¢, sicaklik ve
¢Oziiciinlin tiirline bagli olarak adsorplanmis enzim desorpsiyona ugrayabilir. Bu
kuvvetler cok gii¢lii ise immobilizasyon sirasinda enzimin 6nemli bir kismi1 denature

olur [43, 44].
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2.3.4.3.4. Capraz baglanma

Tutuklama yontemi ile kimyasal baglanmanin bir kombinasyonudur.
Tutuklanmis enzim glutaraldehit, hegzametilen diizosiyanat, diflorodinitrobenzen,
disiiksinil siiberat gibi bifonksiyonel reaktiflerle film veya tabakaya kovalent baglanir.
Bifonksiyonel reaktifler, enzimlerin yami sira organeller, hiicreler ve antijenlerin
immobilizasyonunda da uygulanir. Glutaraldehit en sik kullanilan biyofonksiyonel

reaktiftir.

2.3.4.3.5. Transduser yiizeyinin kaplanmasi

Bu islem degisik sekillerde uygulanabilir. Ya polimerizasyon dogrudan
transduser yiizeyinde gergeklestirilip bir film elde edilir ya da onceden hazirlanan
polimer ile transduser ylizeyi kaplanir. Polimer transduser yiizeyine adsorpsiyon veya

kovalent baglanma ile tutturulur.

a) Daldirma yontemi
b) Dogrudan baglama yontemi
c) Aerosol kullanimi

d) Membran kullanimi1

2.3.4.3.5.1. Daldirma yontemi

Elektrot once enzim ve reaktif polimeri veya enzim, albumin ve jelatin gibi
inert bir protein ve capraz baglayici reaktifi igeren karigima daldirilir. Daha sonra
elektrot kendi ekseni etrafinda homojen bir enzim tabakasi elde edilecek sekilde
dondiiriiliir.  Elektrot yiizeyinde olusan film bir O-ring ile tutturulur. Son adimda
elektrot glisin ¢ozeltisine daldirilarak noétrallestirilir ve capraz baglayicinin fazlasi

uzaklasgtirilir. Yontem ¢ok kolay ve 6zellikle kiigiik transduserler i¢in ¢ok uygundur.

2.3.4.3.5.2. Dogrudan baglama yontemi

Daldirma yonteminde enzim ve transduser yiizeyinde film olusturacak

maddenin bir ¢ozeltisi hazirlanir. Kullanilan enzim ¢ok pahali ise bu durumda daldirma
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yontemi ile transduser yiizeyinde Once bir membran olusturulabilecegi gibi hazir
membranlarla da kaplama yapilabilir ve yaklasik 10 pl enzim ¢ozeltisi bir kapiler
yardimi ile ince bir tabaka olusturacak sekilde damlatilir. Daha sonra ayni sekilde

capraz baglayici reaktif ilave edilir.

2.3.4.3.5.3. Aeresol kullanimi

Biyosensoriin cevap siiresi transduser yilizeyindeki biyokomponenet tabakasinin
kalinlig1 ile dogru orantilidir. Transduser 20 dakika enzim ¢ozeltisine daldirilip enzim
adsorpsiyonu saglanir ve 4 °C’ de kurutulduktan sonra capraz baglayicit reaktif
puskiirtiiliirse enzimin transduser ylizeyine ¢ok ince bir tabaka halinde daha saglam

tutunmasi gergeklestirilir.

2.3.4.3.5.4. Membran kullanimi

Bu yontemde 6nce enzimi immobilize formda i¢ceren membran hazirlanir ve bu
membran ile transduser ylizeyi kaplanir. Bdylece ayni karakterli membrandan bol
miktarda hazirlanabilir ve bu membranlar biyosensor fabrikasyonu i¢in ¢ok uygundur

[44].

2.3.4.3. Glukoz biyosensorii

Insan kanindaki glukoz konsantrasyonunun belirlenmesi diabet hastaliginin
teshisi ve tedavisi i¢in Onemli bir analizdir [47]. Ayrica glukoz fermantasyon
endiistrisinin en 6nemli bilesenidir

[1k olarak Clark ve Lyons 1962°de bir pH elektrodu iizerine glukoz oksidaz
enzim tabakasini sabitlestirerek glukozun saptanmasina iliskin bir yontem ileri
sirmiislerdir. pH elektrodu reaksiyon sonucu firetilen glikonik asiti saptar. O,
elektrodu ise enzim vasitasiyla tiiketilen oksijeni Olger. 1967°de Uptike ve Hicks
fiziksel olarak tutuklanmis glukoz oksidaz igeren poliakrilamidle oksijen elektodu
kaplayarak bir enzim elektrot hazirladilar. Bu elektrot O, iceren biyolojik bir
cOzeltiyle temas haline getirildiginde iki bilesen enzimatik membrana difiize olur.
Bu elektrot ¢ozeltide bulunan O;’ yi kullanarak glukozu, glikonik asite yiikseltger

boylece glukoz konsantrasyonu ile orantili olan oksijenin kismi basincindaki
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azalmay1 olger. Bu elektrodun yanit siiresi bir dakikadan daha azdi1.1970’de Clark;
1978’de Fogt ve arkadaslar1 bir platin elektrot ile enzimatik reaksiyonda tiiketilen
hidrojen peroksiti 6lgmeyi 6nerdi [32, 48, 49].

Polimer filmler, polimer jeller ve iletken polimerler gibi farkli matriksler
glukoz oksidaz immobilizasyonu ve glukoz biyosensorleri gelistirmek ig¢in
denenmistir [50, 51].

Elektrokimyasal glukoz sensoriiniin hazirlanmasiyla ilgili ¢ok sayida
makale yayimlanmistir. Glukoz biyosensoriiniin hazirlanmasi sirasinda elektrot
ylizeyinde glukoz oksidaz’in immobilizasyonu yiiksek performansli biyosensor
yapimina olanak saglar [52]. Elektrokimyasal polimerizasyon elektrot yilizeyinde
glukoz oksidaz immobilizasyonu i¢in basit ve etkili bir yaklagimdir. Bu proses film
kalinliginin ve dolayisiylada imobilize olmus enzimin miktarininin kontrol
edilebilmesine imkan tanimaktadir [53, 54].

Glukoz oksidaz son yillarda basarili bir sekilde polipirol, poli(N-
metilpirol), polifenilen, poliindol, polianilin, politiyofen, poli(p-klorofenol),
poli(p-klorofenil ve poli(p-aminofenol) gibi polimerlerde immobilize edilmistir
[55-58].

Glukozun oksidasyonu oksijen varliginda glukoz oksidaz enzimi
tarafindan katalizlenir. Elektron akseptor olarak kullanilan O, varliginda glukoz ve

glukoz oksidaz arasindaki enzimatik reaksiyon asagida gosterilmektedir.

GOx pap + P-D-glukoz ——> GOX papyz + D-glukonik asit (1)

GOxrapm2 T+ 02 ——> GOxpap + H20, )

Reaksiyon sonucunda olusan hidrojen peroksit polimerik matriks
igerisinden elektrot yiizeyine difiizlenmekte ve orada yaklasik 0,7 V civarinda
(Ag/AgCl) elektrokimyasal oksidasyon ile amperometrik olarak tayin
edilmektedir [58].
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Sekil 2.4. Glukoz oksidazin atomik modeli [59]

2.3 .4.4. Galaktoz biyosensorii

Gida ve fermantasyon endiistrisinde, klinik kimyada galaktozun belirlenmesi
onemlidir. Galaktosemia ve galaktoz intolerans insan kanindaki galaktoz seviyesiyle
dogrudan iligkili oldugu i¢in katalizlenmis galaktoz reaksiyonunun calismasi ve insan
kanindaki galaktozun belirlenmesi ¢ok oOnemlidir. Galaktoz analizi i¢in genellikle
polarimetrik, florometrik, spektrofotometrik ve kromatografik metodlar kullanilir. Bu
metodlar yorucu, pahali ve zaman alicidir. Immobilizsyon tekniklerindeki
ilerlemelerden sonra hizli, basit, giivenli, duyarli ve ucuz enzim elektrotlar bu analizler
icin gelistirildi. Glaktoz analizi i¢in immobilize edilmis galaktoz oksidaz kullanilarak
amperometrik sensorler iretildi. Bu enzim asetil selilloz ve kollogen membranlarin,
gozenekli naylon veya nafyon filmlerin yiizeyleri lizerine immobilize edildi veya bir
membran ile bir elektrot arasina sikistirildi [60, 61].

Galaktozun oksidasyon reaksiyonunu galaktoz oksidaz enzimi katalizler. Bu

enzimatik reaksiyon asagidaki gibi yazilabilir.

galaktoz oksidaz

D-Galaktoz + H,O + O, > Galaktohekzodialdoz + H,0, (D)
H,0,— 2H + O, +2¢’ (2)
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Sekil 2.5. Galaktoz oksidazin yapisi [62]

2.4. Poliimidler

2.4.1. Poliimidlerin genel ozellikleri

Poliimidler, kimyasal agidan inert, 1stya ve c¢evre kosullarina dayanikli,
saglam polimerlerdir. Bu istiin ozellikleri nedeniyle elektronik ve otomobil
endiistrisinde cam, metal tiirii malzemeler yerine kullamilir. Ilk defa Dupont
tarafindan sentezlendi ve su an piyasada film, fiber ve saf polimer olarak
satilmaktadir. Ozellikle uzay ve havacilik endiistrisinde, 1s1l kararli ve hafif
malzeme olarak saf poliimidler oldukg¢a fazla uygulama alani bulmustur. Ayrica
poliimidler ile yapilmis kopolimerler de ticari deger tasimaktadir. Poliimidler
yiksek sicakliklarda kullanilacak en uygun materyal olarak bilinirler. [63, 64].

Aromatik monomerlerden sentezlenen aromatik poliimidler yiiksek
performanslt polimerlerin en Onemli smiflarindan biridir. Aromatik poliimidler
miikemmel elektriksel, termal ve yiiksek sicakliklardaki mekanik 6zelliklerinden dolay1
yiiksek sicakliklarda izolator, kaplama, yapiskan ve yiiksek performansli kompozitler

icin matriks olarak ¢ok sayida uygulama alani bulmaktadir. Bununla beraber bu
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polimerlerin ¢ogunun ¢oziinmez ve eritilemez olusu biliyiik bir dezavantajdir. Kim ve
arkadaslar ¢oziiniirligli ve islenebilirligi gelistirilmis ¢ok sayida poliimidi basarili bir
sekilde sentezlemislerdir [65, 66].

Poliimidler 1sinlandirmaya ve mekanik bi¢im degistirmelerine ve ¢oziicii

etkilerine kars1 biiylik bir direng gosterirler. Poliimidler:
a) Istya kars1 dayaniklidirlar.
b) Havaya ve oksijene (oksidasyona) kars1 dayaniklidirlar.
¢) Kolay ¢oziinmezler.
d) Mekanik etkilere (vurma, ¢carpma, basma, germe vb.) karsi
dayaniklidirlar.
e) Asidik hidrolize ugramazlar.
f) Bakterilere kars1 dayaniklidirlar.
g) Elektriksel iletkenlik gdsterirler [64].

2.4.2. Poliimidlerin yapis1
Poliimidler iki gruba ayrilir. Birinci grup, imid grubunun ana zincirde yer

aldig1 dogrusal poliimidler, ikincisi ise halkali imit gruplarinin ana zincirdeki yapinin

bir parcasi oldugu aromatik heterosiklik poliimidlerdir [63].

7
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dogrusal polimid aromatilc heterosikdile polimd

Poliimid yapisindaki donor ve akseptor gruplar Sekil 2.6 ve genel imid

yapilart Sekil 2.7°de gosterildigi gibidir.
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Sekil 2.7. Genel imid yapilar1 [67].

Yani dondér azot atomundan ayni zincirdeki akseptdr karbonil gruplarina
elektron saglanarak bir yiik transfer kompleksi olusur ve aradaki bag kuvvetlenir.
Bu da zincirin giiclinii artirarak poliimidi kuvvetli kilar. Yiik transfer kompleksi
sadece yakin atomlar arasinda kurulmaz. Zincirler arasinda da gozlenir. Bir
zincirdeki dondr atom diger zincirdeki akseptor atoma da elektron saglayabilir.

Boylece zincirler aras1 bir etkilesim olusur.

2.4.3. Poliimidlerin siniflandirilmasi

Poliimidler istiin 6zellikleri sayesinde ¢ok ilgi gormiis ve pek c¢ok

aragtirmanin konusu olmustur. Bu nedenle pek ¢ok yeni poliimid tiri

sentezlenmistir. Bu c¢esitlilik poliimidlerin siniflandirilmasini gii¢lestirmektedir.
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Poliimidler ticari Ozelliklerine ve isleme kolayliklarina gore dort ana sinifa
ayrilirlar.

a) Kondenzasyon liriinii poliimidler.

b) Termoset poliimidler.

¢) Katilma tiirii poliimidler (maleimit bazli poliimidler).

d) Termoplastik poliimidler.

2.4.3.1. Kondenzasyon iiriinii poliimidler

a) Gokkusag recineleri: 3.3°4.4°- benzofenon tetrakarboksilik  dianhidrit
(BTDA) ile ¢esitli diaminlerden polikondenzasyon reaksiyonlari ile elde edilir.
b) Piralin re¢ineleri: Hazirlanmalarinda gdkkusagi recinelerine benzemekle

birlikte bu tiir regineler de piromellitik dianhidritlere dayanir.

2.4.3.2. Termoset poliimidler

Bu grupta yer alan aromatik poliimidler istiin 6zellikleri nedeni ile fiber
kompozitlerin hazirlanmasinda matris regine olarak kullanilir. N-metil pirolidon, dimetil
formamit gibi polar ¢oziiclilerde hazirlanan bu reginelerden ¢oziiciiyii uzaklastirma
imkan1 bulunmaz. Plastiklestirici etkisi yapan ¢oziicii molekiilleri materyalin yiiksek
sicaklikta, fiziksel ozelliklerini bozar. Bu nedenle bu tiir materyal, polimerlesebilir son
gruplar iceren, halkali, diisiik molekiil agirhikli imitler halinde hazirlanirlar. Ikinci
asamada, son gruplar iizerinden tam bir pisirme islemine ugratilir. Termid-600 adl
poliimid yiiksek termal kararlilk gdsteren polimer olarak bilinir. [68].

a) Norbornen son-gruplu poliimidler: Yap1 i¢indeki aril ve alkil gruplari
degistik¢e poliimidin Ozellikleri de degisir. Son grup olarak norbornen katmak
polimerizasyon sirasinda istenilen molekiil agirliginda polimer elde etmek i¢in
kullanilir.

b) Asetilen son gruplu poliimidler: Polimer zincir uglarinda etinil (asetilen)

takintili poliimid regineleridir. [69].
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Sekil 2.8. Asetilen u¢ gruplu poliimidlerin hazirlanmasi

2.4.3.3. Katilma tiirii poliimidler (Maleimit- bazli poliimidler)

Bismaleimit monomerine dayanan yiiksek sicaklik termosetlerinin ¢ikis
maddeleri maleik anhidrit ile aromatik dianhidritlerdir.

Ara iiriin olarak elde edilen bismaleamik asit siklodehidrasyona ugrayarak
bis-maleimide doOnistiiriiliir. Maleimitteki ¢ift bag c¢ok reaktiftir. 150-400°C
sicaklikta polimerizasyona ve kopolimerizasyona ugrar. Birincil ve ikincil

aminlere Michael katilmas1 yaparak zincir uzamasi reaksiyonlar1 verebilir.
2.4.3.4. Termoplastik poliimidler

Bu poliimidlerin islenebilirlik degeri yiiksektir. Yani poliimid 1s1 ile
yumusatilip tekrar tekrar kaliplanabilir. Son yillarda tiimii ile imidlestirilmis ¢
aromatik poliimid asagida sunulmustur.
1-Polimid 2080, benzofenon trikarboksilik dianhidrit (BTDA) nin uygun ¢dziicii
iginde polikondensasyonu ile elde edilir.

2- XU-218, bir aromatik sikloalifatik diamin monomerin BTDA ile reaksiyona
ugratilmasi ile elde edilir.

3-Lark-TPI(NASA), BTDA ile 3,3’diaminobenzofenon’un uygun c¢oziiciide
reaksiyonu ile elde edilir [68].
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2.4.4. Poliimidlerin sentezi

Poliimidler genellikle basamakli veya kondensazyon tepkimeleri ile
hazirlanirlar. Organik diaminler ile tetrakarboksilik anhidritlerin polikondenzasyonu ile
sentezlenen polimidlerin sentez metotlar1 cesitlilik gostermektedir. Bu yontemler

arasinda genel olanlar1:

=  iki basamakl1 poliimid sentezi

» Tek basamakli poliimid sentezi
2.4.4.1. iki basamakh poliimid sentezi

Poliimid sentezi iki basamakta gerceklestirilir. Ilk basamakta dimetilformamit
(DMF), dimetilasetamit (DMAc) ya da dimetilsiilfoksit (DMSQ) gibi polar ¢oziiciiler
icerisinde dimin ¢dziiniir ve imidizasyondan kaginmak icin diisiik sicakliklarda (50°C)
cOzeltiye dianhidrit eklenir. Reaksiyon hizli ve egzotermiktir ve bu reaksiyon
poli(amikasit)’in viskoz bir ¢dzeltisinin olusmasiyla sonlanir. ikinci basamak ise

poli(amik asit) imidizasyonudur [70].
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Sekil 2.9. Iki basamakl1 poliimid sentez semasi

Bu yontem dogrudan bir poliimid sentezine girmedigi i¢in iki basamakli
olarak adlandirilmistir. Yontemde Once bir poliamik asit elde edilir ve ikinci
basamakta poliimid olusturulur. Bu ydntem ticari 6neme sahip olan Kapton’un
sentezinde de yaygin olarak kullanilmaktadir. Iki basamakli yéntemde gerceklesen

iki ana basamak vardir.
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2.4.4.1.1. Poli(amikasit) olusumu
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Sekil 2.10. Poliamik asidin olusumu

Bir diamin ile bir dianhidrit NN dimetil asetamid gibi dipolar aprotik bir
¢Oziicii icerisine eklendigi zaman uygun sicaklikda poli(amik asit) hizli bir sekilde
olugsmaktadir. Amino grubu anhidrit iizerindeki karbonil karbonuna niikleofilik
saldirinca anhidrit halkas1 agilarak amik asit olugsmaktadir. Bu denge tepkimesinde ileri
tepkime geri tepkimeden daha hizlidir. Aminlerin agilasyon tepkimeleri ekzotermiktir.
Ileri tepkime dipolar ¢oziiciiler icersinde ikinci dereceden ve geri tepkime ise birinci
derecedendir. Bu nedenle denge hali diisiik sicakliklarda ve yiliksek monomer

derigsimlerinde yiiksek molekiil agirlikli PAA olusturur [71].

2.4.4.1.2. Poli (amik asit)’lerin termal imidizasyonu

Poliimid sentezinin ikinci agamasinda kullanilan en yaygin yontem poliamik
asidin termal imidizasyonudur. Bu yoOntemde poliamik asit ¢Ozeltisi bir yiizeye
uygulanarak ya da direkt olarak 250-400°C’ye 1sitilarak halkanin kapanmasi ile

poliimid elde edilir. Termal imidizasyon {izerine iki farkli mekanizma onerilmistir.
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Sekil 2.11. Termal imidizasyon mekanizmasi

Bu islemde 1s1 ile poliamik asit yapisindan su eliminasyonu gergeklestirilir ve
poliimid elde edilir. Termal imidizasyon iizerine gerceklestirilen calismalarda bu
islemin iki asamali olarak gerceklestigi ve birinci asamada oOzellikle 150°C’ da ¢ok

yliksek tepkime hizina ulasildig1 diger asamada ise bu hizin diistiigli goriilmiistiir.
2.4.4.2. Poliimidlerin tek basamakl yiiksek sicaklik ¢ozelti polimerizasyonu

Organik ¢oziilerde ¢oOziinebilen poliimidler tek asamali yoOntemle
sentezlenebilrler. Bu yontemle, dianhidrit ve daimin, kaynama noktasi yiliksek bir
coziiciide 180-200 °C’de isitilarak poliimid elde edilir. Bu sartlar altinda, zincir
biiyiimesi ve imidizasyon ayni anda olmaktadir. Imidizasyon reaksiyonundan ¢ikan su
cOzeltiden destillenerek uzaklastirllir. En yaygin olarak  kullanilan ¢oziiciiler
nitrobenzen, o-kloronaftalen, m-kresol veya diger fenollerdir. Tek asamali sentez
metodu Ozellikle reaktivitesi diisiik dianhidritlerin ve diaminlerin polimerizasyonunda

etkili olmaktadir [72].
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Oishi ve arkadaglari, ¢Oziinebilir poliimid hazirlamada 1992 yilinda yeni bir
yontem Onermiglerdir. 4,4’-Diamino trifenilamin ve onunla tepkimeye girmek {izere
PMDA, BTDA, DSDA ve BPDA’ nin tiyoanhidrit analogunu kullanarak azot atmosferi
altinda 140°C’ de poliimidleri hazirlamiglardir. Bu yontem ile hazirlanan poliimidler
¢Oziinlir olduklarindan ve tek basamakli polimerizasyonla elde edildikleri i¢in bu
konudaki ilk g¢aligmalardir. Ayrica bu yontemle hazirlanan poliimidler 300°C’ nin
tizerine 1sitildiklarinda daha az ¢Oziniir olmakta ve mekanik dayanimlari

artmaktadir.[69]

Q

Sekil 2.12. Tiyoanhidridten poliimid sentezi [69]
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2002 yilinda dimetilamino eliminasyonuna dayanan yeni bir tek basamakli
poliimid sentezi Seckin ve arkadaglar tarafindan gerceklestirilmistir. Bu yontemde
poliimid sentezinde diamino bilesikleri yerine dimetilamino gruplar1 kullanilarak su

eliminasyonu engellenmis ve istenilen molekiil agirligina ulasilmistir [73-75].
2.4.5. Membran materyali olarak poliimidlerin kullanilmasi ve avantajlari

Aromatik poliimidler ilk olarak 4-aminoftalik asitin anhidridi veya eterlerin
polikondensasyonu vasitasiyla 1908’de Marston Bogert tarafindan iretildi.
1955°de diaminler ile piromelitik dianhidridin iki-safhali polikondensasyonu ile
yiksek molekiil agirlikli {iriiriinler sentezlendi. Poliimidlerin &nemli fiiziko-
mekanik ve kimyasal 6zelliklere sahip olmalarindan dolay1 polimerlerin bu sinifina
arastirmacilarin  ilgisi gittikce artmigtir. Poliimidler essiz fizikokimyasal
ozelliklere sahiptir. Yiiksek sicakliklara kars1 giiclii direng, radyasyon ve kimyasal

direng, iyi mekanik gii¢, iistlin izolasyon ozellikleri vb. Bu 6zellikler poliimidleri,
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endiistrinin farkli alanlarinda yaygin olarak kullanilabilen 6nemli materyaller
yapar. Poliimidler siiper termal kararlilia sahiptirler. 200°C {izerindeki
sicakliklara kadar poliimidlerin kullanimina devam edilebilir ve kisa zamanda
480°C nin {lizerinindeki sicakliklara kadar isitilmalarit miimkiindiir. Poliimidler
yanmaz, oda kosullarinda organik c¢oéziiciilere, siilfiirik ve nitrik asit disindaki
glicli asitlere karst kararlidirlar. Poliimidler genis bir sicaklik araliginda
mitkemmel fiziko-mekanik oOzellikler, olaganiistii yliksek radyasyon direnci ve
siiper yar1 iletkenlik gdsterirler.

Son yillarda membran bilimi ve teknolojilerinin gelisimi poliimid
membran alaninda Onemli yeniliklere yol acti. Poliimidler molekiiler elekler icin
miikemmel materyalerdir. Onlarin ayirma ozellikleri 6zellikle de basit gazlarla
ilgili gaz ayirma ozellikleri diger polimerlerden ¢ok daha iyidir ve onlarin zengin
potansiyelleri heniliz tam olarak arastirilmamastir. Poliimidler yiiksek kimyasal
direnclerinden dolayr ultra ve mikrofiltrasyon ic¢in timit verici materyallerdir ve
membranlarin modifikasyonu ic¢in kullanilabilirler. Yiiksek termo ve kimyasal
kararlilik ve mikemmel fiziko-mekanik 06zelliklerinden dolayr poliimid
membranlar farkli fonksiyonel amaglar i¢in avantajlidir [76].

Poliimid membranlar kimyasallara kars1 6zellikle de cesitli ¢oziiciilere ve
organik buharlara kars1 yiiksek direng gosterdiklerinden dolay1r onlar geleneksel
polimerik membranlarin uygulanamadig1 organik sivi ve gaz karigimlarin1 ayirmak
icin kullanilabilir. Poliimid menbranlar metanol, eter, benzen, toluen, ksilen,
benzin gibi ¢ozgenlere karst miikkemmel dirence sahiptirler. Poliimidler uzun bir
zaman peryodunda 300 °C kadar yiiksek sicakliklara  ¢ok iyi bir 1s1 direnci
gosteren materyallerdir. Ayrica gaz ayirmada poliimidlerin yiiksek segici
gecirgenlik 6zellikleri s6z konusudur. Ana zincir iizerinde hegzafloro-izopropilidin
gruplar1 iceren poliimidler iyi gaz gecirgenligi gosterir. Bununla beraber uygun
membran materyalinin se¢imi polimerin fiziko-kimyasal ve mekanik 6zelliklerinin
optimizasyonuna baglidir. Poliimid membranlar bu 6zelliklerinden faydalanilarak
gaz karigimlarindan yiiksek saflikta hidrojen elde etmede hava ile kirlenmis bir
karisimdan veya dogal gazdan Helyum ayirmada, biyogazdan karbondioksit
cikarmada, metandan karbondioksit ayirmada kullanilir. [76-78]. Son zamanlarda
poliimidler yiiksek duyarlilikta, kararli ve giivenilir bagil nem sensorlerin

tiretiminde kullanilmaktadir [79, 80].
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Poliimidlerin membran teknolojisindeki bir diger 6nemli uygulamasi da yakit
pili memranlaridir. Ozellikle siilfonat gruplari tasiyan poliimidler yakit pillerinde

membran olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir [69].
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Deneysel Arac ve Gerecler

Calisma kapsaminda sentezlenen monomerlerin ve poliimidlerin yapisal
karakterizasyonu Matson 1000 model FT-IR, Leco CHNS-932 Elementel Analiz ve
Agilent 1100 HPLC-GPC ile gerceklestirildi. Termal analizler i¢in ise Shimadzu 50
Diferansiyel Termal Analizér, Shimadzu 60 Diferansiyel Taramali Kalorimetre ve
Shimadzu 50 Termogravimetrik Analizor kullanildi.

Bu analizler esnasinda FT-IR ¢ekimleri 400 - 4000 cm™ araliginda ve KBr
peletler ile gergeklestirildi.

Termal analizler hava atmosferinde 10 °C/dak 1sitma hiz1 ile gerceklestirildi.
Tiim numunelerde % 10’luk kiitle kayb1 degerleri ve 800°C’ de kalint1 degerleri TGA
ile belirlendi. Ayrica bozunma sicakliklar1 baglangi¢ degerleri ve termal bozunma
sicakliklar1 DTA ile saptandi. Poliimidlere ait T, degerleri DSC ile belirlendi. DSC
analizleri diger termal analizlerden farkli olarak 5 °C/dak 1sitma hizinda gerceklestirildi.
DSC kalibrasyonu indiyum ve ¢inko standartlari ile yapildi. DTA ve DSC analizlerinde
referans olarak o-Al,O; kullanildi. Ornek miktart DTA ve TGA’ da 10 mg, DSC
analizlerinde ise 5 mg olarak alind.

Voltametrik deneyler, meniisiinde 28 farkli elektrokimyasal teknik bulunan
BAS 100W  (Bionalytical Systems, Inc.) elektrokimyasal analizor ile
gerceklestirilmistir.  Analizor kisisel bir bilgisayara baglanarak aygitin kontrolii, veri
depolamas1 ve islenmesi bilgisayara yiiklenmis, MS-Windows altinda c¢alisan bir
program ile gerceklestirilmistir. Analizor, ¢ozeltinin karistirilmasina ve hiicreden gaz

gecirilmesine imkan tanimaktadir.
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Sekil 3.1. BAS 100W elektrokimyasal analizor

Deneylerde yaklasik 15 mL hacimli pyrex cam hiicreler kullanilmistir.

Sekil 3.2. Mikro hiicre ve montaj1 R: referans elektrot, W: calisma elektrodu,

A: yardimc elektrot.
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Deneylerde kullanilan elektrokimyasal hiicre, ayni firmanin C2 (cell stand)
hiicre kafesi icine yerlestirilmistir. Faraday kafesi gorevi goren bu diizenek
sayesinde dis elektrik ve manyetik etkilerden yalitilmistir.

Cozeltilerin hazirlanmasinda ve elektrotlarin temizlenmesinde Sonorex marka
RX 100 model ultrasonik banyo kullanilmistir.

Cozelti pH’lar1 Jenway 3010 pH metre ile ayarlanmigtir.

Hiicrelerin ve diger cam malzemelerin kurutulmasinda Niive marka EN
400 model etiiv kullanilmstir.

Kimyasallarin tartimi i¢in Mettler Toledo Ab204-S terazi kullanilmistir.

Cozeltilerin  hazirlanmasinda,  seyreltilmesinde  ve  elektrotlarin
temizlenmesinde kullanilan saf su Milli Pore Milli- Q Water Purification System

distile saf su cihazi ile elde edilmistir.

3.1.1. Elektrotlar

Deneylerde referans elektrot olarak 3 M KCI icindeki Ag/AgCl elektrodu
(BAS, MF-2063), ¢alisgma elektrodu olarak poliimidlerle modifiye edilmis Pt
(BAS, MF-2013, 2,00 mm?) elektrodu ve yardimer elektrot olarak da spiral disk
seklindeki platin elektrot kullanilmistir.

3.1.1.1. Elektrotlarin Temizligi

Referans elektrotlar distile su ile yikandiktan sonra siirekli olarak 3 M KCl
¢oOzeltisi icinde saklanmstir.

Yardimci elektrot olarak kullanilan platin elektrotlar zaman zaman ¢iplak
ateste 1sitilarak distile su ile yikanmistir.

Calisma elektrodunun temizlenmesinde, tlizerine birka¢ damla sulu aliimina
pastas1 damlatilmis olan kadife bir disk {lizerinde elektrot “8” ¢izdirilecek sekilde
1-2 dakika hareket ettirierek 90° dondiiriilmek suretiyle ayni islem tekrarlanir ve

distile su ile yikanir.
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3.1.2. Olciim ¢ozeltisi

Olgiim ¢ozeltisi olarak 100 mM ik PBS ¢ézeltisi kullanildi. Deney 6ncesi, PBS
¢ozeltisi 15 dakika boyunca oksijen doyuruldu.

3.2. Kimyasal Maddeler
Glukoz oksidaz (from Aspergillus Niger), galaktoz oksidaz (from dactylium
dendroides), D-(+)-glukoz ve D(+)-galaktoz Sigma’dan temin edildi. Laktoz, sukroz,

iire, askorbik asit, okzalik asit, uirik asit, NaCl, KCl, KH,PO, ve Na,HPO,2H,O
dogrudan kullanildi.
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4. ARASTIRMA VE BULGULAR
4.1. Poli[4,4'-diaminodifeniletan-piromellitimid] Sentezi

Once schlenk igine azot gazi gonderilerek inert ortam saglandi sonra
piromellitik dianhidrit (2.20 g; 0.010 mol ) konuldu ve 15 mL N-metilpirolidon i¢inde
coziilerek icine 4.4’-diaminobibenzil (2.12 g; 0.010 mol) konuldu ve 15°C’de 1 saat
karistirildi. Renk bal rengine dondii. Rengin degismesi poliamik asit olusumunu
gostermektedir. Daha sonra poliamik asitten, poliimidin olusmasi i¢in termal
imidizasyon reaksiyonu yapildi, yani c¢ozelti 185-190°C’ye 1sitilarak 15-18 saat
karistirildi. Sonra da su ilavesi ile polimer ¢oktiiriildii. Coken poliimid stiziilerek ayrildi.
Genis bir behere alinan iirlin su ile defalarca yikandi. Sonra monomerin fazlast N.N-
dimetilformamit  eklenerek ortamdan c¢oziilerek ayrildi. Sonra  poliimid etiivde

kurutuldu, 6giitiildii ve karakterize edildi.
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Sekil 4.1. Poli[4,4'-diaminodifeniletan-piromellitimid]’e ait sentez semasi
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Sekil 4.2. Poli[4,4'-diaminodifeniletan-piromellitimid]’e ait FT-IR spektrumu
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Sekil 4.3. Poli[4,4'-diaminodifeniletan-piromellitimid]’e ait DSC termogrami
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Sekil 4.4. Poli[4,4'-diaminodifeniletan-piromellitimid]’e ait TGA, DTA termogramlari

4.2. Schiff Baz1 Temelli Poliimidlerin Sentezi

Tablo 4.1. Schiff bazi temelli poliimidlerin simgeleri, anhidritleri ve adlar1

Simge | Anhidrit | Adi
PI-1 PMDA |poli[bis(( p-dimetilaminobenziliden)-1,5- naftalen)- piromelitimid]
PI-2 BPDA |poli[bis((p-dimetilaminobenziliden)-1,5- naftalen)-3,3',4,4'-benzofenontetrakarboksilikdiimid]
PI-3 ODPA |poli[bis(( p-dimetilaminobenziliden)-1,5-naftalen)-4,4'-oksidifitalikdiimid]
PI-4 BTDA |poli[bis(( p-dimetilaminobenziliden)-1,5-naftalen)-3,3',4,4'-bifeniltetrakarboksilikdiimid]
PI-5 6FDA |poli[bis(( p-dimetilaminobenziliden)-1,5-naftalen)- 4,4'-hegzafloroizopropilidendifitalimid]

4.2.1. Monomer sentezi

p-dimetilaminobenzaldehit (20 gr; 134 mmol) alkol icinde ¢oziildii.
Stokiyometrik oranda diaminonaftalen (75 mmol) eklenmesi ile elde edilen karisim
azot atmosfer altinda reflux edildi. 1 saat sonra c¢oken iiriin siizlilerek ayrildi.

Etilalkol/dietileter i¢inde tekrar kristallendirildi.
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Sekil 4.5. 2,6-bis ( p —dimetilaminobenziliden)-1,5 naftalendiamin sentezi
4.2.2. Poliimid sentezi
Ug agizli bir deney balonuna bir sogutucu, bir karistirict ve bir damlatma hunisi
baglandi. Daha sonra dianhidrit (0.020 mol) konuldu ve 30 mL NMP i¢inde ¢oziildii.
Sonra damlatma hunisinden 10 mL NMP i¢inde ¢6ziilmiis dimetil amin bilesigi (0.020
mol) damla damla ilave edildi. Homojen ¢ozelti olustuktan sonra 30°C’ de yarim saat
karistirildi. Daha sonra sicaklik kademeli olarak 180-190°C’ye ¢ikarildi ve iiriin ¢okene

kadar karistirmaya devam edildi. Elde edilen iiriin su ilavesi ile tam olarak ¢oktiiriildii

ve suzuldi.
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Sekil 4.6. Schiff bazi temelli poliimidlere ait sentez semasi
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Sekil 4.7. Schiff bazi temelli poliimidlere ait FT-IR spektrumu.
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Sekil 4.8. Schiff bazi temelli poliimidlere ait DSC termogranmu
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Seki 14.9. Schiff bazi temelli poliimidlere ait DTA termogrami
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Sekil 4.10. Schiff baz1 temelli poliimidlere ait TGA termogrami
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4.3. Poliimidlerin Coziiniirliik Testleri

Calismada c¢ozgen olarak, NMP, DMF, DMAc, THF, DMSO kullanild1.
Sentezlenen poliimidden 0.2 g alinarak 10 mL ¢ozgende oda sicakliginda ki
¢Oziinilirliigli kontrol edildi. Coziinliyorsa (+) seklinde isaretlendi. Coziinme yoksa (-)
seklinde isaretlendi. Coziinmenin olmadigir durumlarda sicaklik artirilarak ¢6ziinmenin

olup olmadig1 denendi. Eger ¢6ziinme oluyorsa () seklinde isaretlendi.

4.4. Polimerlerin Viskozluk Ol¢iimii

Sentezlenen  poliimidlerin  viskozitesinin ~ belirlenmesinde =~ Ubbelohde
viskozimetresi kullanildi. Viskozite 6l¢iimii sirasinda viskozimetre dnce kromik asitle,
sonra saf su ile yikanarak etiivde kurutuldu. Daha sonra her poliimidden 0,5g alinarak
50 mL ¢6zgen icinde ¢oziildli. Viskozimetre 25°C’de su banyosuna yerlestirildi. 10 mL
¢oziicli viskozimetreye dolduruldu ve sicaklik dengesinin kurulmasi i¢in 5-10 dakika

beklenerek dl¢timler yapildi.

Tablo 4.2. Viskozite Ol¢iimiinde kullanilan ¢6zelti miktarlar

Poliimid ¢ozeltisi Eklenen Viskozimetre i¢indeki
Derisimi/ g (lOOmL)'1 Coziicti miktar1 / mL Cozelti miktar1 / mL
1 8 8
0.8 2 10
0.6 3 13
0.5 3 16
0.4 4 20

Coziiciinlin akis siiresi ty ve ¢ozeltilerin akis siireleri ise tj, t,, t3, ve ts olarak
belirlendi. Iyi bir karisma saglayabilmek icin viskozimetrenin hava borusu kapatilarak
puar yardimu ile hava verildi. Deney bittikten sonra polimerin bagil (n,) ve spesifik (1)
viskoziteleri asagidaki formiillerden hesaplandi. Bulunan ng, / ¢ degerlerine karsi ¢
(derisim) grafige gecirildi. Sifir derisimine ekstrapole edilerek ordinattan [n] degeri

bulundu.
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Tablo 4. 3. Viskozite turleri

Viskozite tiirii Simgesi Formiilii

Bagil viskozite Nr Nr=n/Mo=t/to
Spesifik viskozite Nsp Nep=Nr-1

Limit viskozite ] [M] = Msp/C)eo0

4.5. Poliimidlerin Molekiil Agirh@ ve Heterojenlik indeksi Olciimleri

Calisma kapsaminda sentezlenen poliimidlere ait molekiil agirligi dagilimi ve

heterojenlik indeksi degerleri igin jel gecirgenlik kromatografisinden (GPC)
faydalanildi. Elde edilen poliimidlerin molekiil agirligi ya da zincir biiyiikliigii analiz
oncesinde bilinmediginden genis aralikli standart kalibrasyon teknigi kullanildi. Kolon
olarak 7,5 mm ID kolon kullanildi.Buna en uygun akis hizi 1,0 mL/dakika olarak
belirlendi. Cozgen ve tastyici faz olarak HPLC safliktaki NMP kullanildi. Optimum
ornek miktar1 her bir 6rnek i¢in yapilacak analize ve 6rnegin molekiil agirli§ina bagl
olarak ayr1 ayri belirlendi. Fakat genellikle 10 mg/mL olarak tercih edildi. Analizlere
baslamadan 6nce akis hizi istenilen degere 0,1-0,2-0,5 ve 1,0 mL/dk olarak kademeli bir
sekilde ¢ikarildi. Kolon gozeneklerinin tikanmasini Onlemek amaciyla her bir
enjeksiyondan 6nce 0,5-0,2 um’lik filtre ile 6rnek ¢ozeltisi filtre edildi. Kolon sicakligi
ornegin viskozitesinin fazla olmasi sebebiyle 35°C olarak ¢alisildi. Ornek viskozitesi
disiiriilerek kolon basincindaki artis engellendi ve boylece daha iyi bir akis saglanmis

oldu [69].

Tablo 4.4. Sentezlenen poliimidlerin simgeleri ve adlari

Simgesi Adi
PI-1 poli[bis(( p-dimetilaminobenziliden)-1,5- naftalen)- piromelitimid]
PI-2 poli[bis(( p-dimetilaminobenziliden)-1,5- naftalen)-3,3',4,4'-benzofenontetrakarboksilikdiimid]
PI-3 poli[bis(( p-dimetilaminobenziliden)-1,5-naftalen)-4,4'-oksidifitalikdiimid]
PI-4 poli[bis(( p-dimetilaminobenziliden)-1,5-naftalen)-3,3',4,4"-bifeniltetrakarboksilikdiimid]
PI-5 poli[bis(( p-dimetilaminobenziliden)-1,5-naftalen)- 4,4'-hegzafloroizopropilidendifitalimid]
PI-6 oli[4,4'-diaminodifeniletan-piromellitimid]
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Tablo 4.5. Poliimidlere ait baz1 temel fizikokimyasal 6zellikler

Temel Ozellikler Coziiniirlik
Poliimid | Verim d n NMP| DMF | DMAc| THF [DMSO | M, | M, | HL
(%) (g/em’) | (dL/g) a0 | x10?
PI-1 87 1,55 | 2,18 n + + - + 2,61 | 8,48 | 3,25
PI-2 92 1,48 1,93 + - + - - 1,43 | 413 | 2,89
PI-3 95 1,23 | 2,02 + + + - - 2,64 | 9,36 | 3,55
PI-4 93 1,44 | 2,14 + + + - + 225 | 7,77 | 3,45
PI-5 91 1,67 | 2,22 + + + - - 2,51 | 9,48 | 3,78
PI-6 83 1,27 | 0,96 - + + - + 4,26 | 14,83 | 3,48
Tablo 4.6. Poliimidlerin termal 6zellikleri
TGA DTA DSC
Poliimid | % 10 | Kalint1 IDT TDP | Isi(kl/g) | T4 (°C) Tg gecisi
(mW)
PI-1 478 33 444 541 0.88 175 -1,11
PI-2 470 30 370 550 0.85 165 -1,07
PI-3 481 15 433 515 0.84 133 -0,79
PI-4 452 21 348 526 0.95 153 -1,19
PI-5 463 19 407 496 1.12 153 -1,02
PI-6 424 6.6 359 479 2.88 232 -0,53
Tablo 4.7. Poliimidlerin elementel analiz sonuclari
. .. Hesaplanan Bulunan
Pol
oliimid Formiil C T N C T N
PI-1 (C3sHisO4Ny), | (546,51), | 74,71 | 3,32 | 10,25 | 74,25 | 3,88 | 10,41
PI-2 (C41H20sNy), | (650,61), | 75,68 | 3,41 | 8,61 | 7527 | 3,11 | 8,88
PI-3 (C4oHnOsNy), | (638,60), | 75,23 | 3,47 | 8,77 | 74,98 | 3,17 | 8,73
PI-4 (CaoHnONy)y | (622,60), | 77,16 | 3,56 | 8,99 | 77,34 | 3,47 | 9,09
PI-5 (C4sH2O4N4Fo), | (658,63), | 78,41 | 3,37 | 8,50 | 78,88 | 3,11 | 8,82
PI-6 (C24H14O4Ny), | (394,36), | 73,09 | 3,58 | 7,10 | 73,49 | 3,67 | 7,31
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4.6. Enzim immobilizasyonu

Poliimid c¢ozeltileri ilgili poliimidlerin 70 mg’inin 2 mL NMP i¢inde
coziinmesiyle elde edildi. Glukoz oksidaz ¢ozeltisi 5.1mg glukoz oksidazin 50 pl PBS
(pH=7) tamponu i¢inde, galaktoz oksidaz ¢ozeltisi ise 16,9 mg galaktoz oksidazin 100
ul PBS (pH=6.1) tamponu i¢inde c¢oziinmesiyle hazirlandi. Enzim elektrotlarin
hazirlanmasi icin iki temel yaklasim kullanildi. Birinci yaklasimda poliiimid ve enzim
cozeltileri 1’e 1 oraninda (5 pl poliimid -5 pl enzim) karigtirildiktan sonra elektrot
yiizeylerine belli hacimlerde damlatilarak, ikinci yaklasimda ise elektrot yiizeylerine
enzim c¢ozeltileri damlatilarak oda sicakliginda kurutulduktan sonra, {izerlerine
poliiimid c¢ozeltileri damlatilmak suretiyle oda sicakliginda 18-24 saat siire ile

kurutularak enzim immobilizasyonu yapildi.
4.6.1.Galaktoz oksidaz immobilizasyonu

Sekil 4.11, ¢iplak platin elektrodun pH=6-11 PBS tamponunda yaklasik 2
mM’lik galaktoz enjeksiyonlarina verdigi yanitlar1 gostermektedir. Sekilden goriildiigii

gibi pH=8-11 arasinda galaktoz ¢dzeltisi elektroaktivite gdstermis ve amperometrik

yanitlar elde edilmistir. Bu nedenle, galaktoz calismalari pH=6’da yapilmstir.
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Sekil 4.11. (A) Ciplak Pt elektrodun galaktoz enjeksiyonlarina yaniti (pH=6)
(1400- 1800.sn)
(B) Ciplak Pt elektrodun galaktoz enjeksiyonlarina yaniti (pH=7)
(800-1200.sn)
(C) Ciplak Pt elektrodun galaktoz enjeksiyonlarina yaniti (pH=8)
(300-700.sn)
(D) Ciplak Pt elektrodun galaktoz enjeksiyonlarina yaniti (pH=9)
(1200-1600.sn)
(E) Ciplak Pt elektrodun galaktoz enjeksiyonlarina yanitt (pH=10)
(1700-2100.sn)
(F) Ciplak Pt elektrodun galaktoz enjeksiyonlarina yaniti  (pH=11)



Galaktoz oksidaz ile yapilan immobilizasyon c¢alismalarindan galaktoz
oksidazin elektrot yiizeyine iyi tutunmadigi ve 6l¢iim esnasinda ortamdan ayrilarak

cozeltiye difiizlendigi gozlendi.

4.6.2.Glukoz oksidaz immobilizasyonu

4.6.2.1. Poli[4,4'-diaminodifeniletan-benzofenontetrakarboksilikdiimid]-GOx
elektrodu

Hazirlanan poliimid ve enzim c¢ozeltisi 1’e 1 oraninda (5 pl poli[4,4'-
diaminodifeniletan-benzofenontetrakarboksilikdiimid]-5pl enzim) karistirildiktan sonra
elektrot yiizeylerine belli hacimlerde (1 pl, 2 pl, 3 pl) damlatilarak oda sicakliinda
kurutuldu. Elde edilen filmlerin homojen olmadigr gozlendi. Sekil 4.12, 1ul’lik
poliimid + GOx karisimindan olusan elektrodun, Sekil 4.13, 2ul’lik poliimid + GOx
karisimindan olusan elektrodun, Sekil 4.14 ise, 3ul’lik poliimid + GOx karistmindan
olusan elektrodun yaklasik 2 mM’lik glukoz enjeksiyonlarina verdigi yanitlari

gostermektedir.
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Sekil 4.12. 1ul’lik poliimid + GOx karisimindan olusan elektrodun 400, 500, 600.
sn’lerdeki yaklasik 2 mM’lik glukoz enjeksiyonlarina yaniti
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Sekil 4.13. 2pl’lik poliimid + GOx karisimindan olusan elektrodun 400, 500, 600.
sn’lerdeki yaklagik 2 mM’lik glukoz enjeksiyonlarina yaniti
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Sekil 4.14. 3ul’lik poliimid + GOx karigimindan olusan elektrodun 600, 700,800.
sn’lerdeki yaklasik 2 mM’lik glukoz enjeksiyonlarina yaniti
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Sekillerden agik¢a goriildiigii gibi bu yolla hazirlanan enzim elektrotlardan
3ul’lik poliimid + GOx  karistmindan olusan elektrodun glukoz enjeksiyonlarina
diizensiz yanitlar verdigi gozlenmektedir. Ayrica olusan filmlerin kismen deforme
oldugu gozlendi. Bu yilizden enzim immobilizasyonu i¢in ikinci yaklagima gecilmistir.
Bu yaklasimda ise elelektot yiizeylerine enzim ¢ozeltileri damlatilarak oda sicaklifinda
kurutulduktan sonra, poliiimid ¢ozeltileri damlatilarak oda sicakliginda 18-24 saat siire

ile kurutulmak suretiyle enzim immobilizasyonu yapildu.

4.6.2.1.1.Yamtlar iizerine film kalinhi@inin etkisi

Platin elektot ylizeyine 2ul glukoz oksidaz damlatilarak oda sicakliginda
kurutuldu. Uzerine farkli miktarlarda (4ul, 3ul, 2ul, 1ul) poli[4,4'-diaminodifeniletan-
benzofenontetrakarboksilikdiimid] damlatildi ve kurutuldu. Bu elektrotlarin glukoz
enjeksiyonlarma verdigi yanitlar incelendi. Sekil 4.15, 2ul GOx - 1ul [4,4'-diamino
difeniletan-benzofenontetrakarboksilikdiimid] elektrotdan elde edilen amperometrik

yanitlarin en yiiksek oldugunu agik¢a gostermektedir.
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Sekil 4.15. (A) 2ul GOx-4ul poli[4,4'-diaminodifeniletan-benzofenontetrakarboksilik

diimid] elektrodun yaklasik 2 mM’lik glukoz enjeksiyonlarina yaniti
(400, 500, 600.sn)

(B) 2ul GOx-3pul poli[4,4'-diaminodifeniletan-benzofenontetrakarboksilik
diimid] elektrodun yaklasik 2 mM’lik glukoz enjeksiyonlarina yaniti
(300, 400, 500.sn)

(C) 2ul GOx-2ul poli[4,4'-diaminodifeniletan-benzofenontetrakarboksilik
diimid] elektrodun yaklasik 2 mM’lik glukoz enjeksiyonlarina yaniti
(400, 500, 600.sn)

(D) 2ul GOx-1ul poli[4,4'-diaminodifeniletan-benzofenontetrakarboksilik

diimid] elektrodun yaklasik 2 mM’lik glukoz enjeksiyonlarina yaniti
(400, 500, 600.sn)
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4.6.2.1.2.Yanitlar iizerine enzim miktarinin etkisi

Platin elektot yiizeyine 1ul glukoz oksidaz damlatilarak oda sicakliginda
kurutulduktan sonra bu elektrot tizerine 1 pul poli[4,4' - diaminodifeniletan-
benzofenontetrakarboksilikdiimid] damlatildi ve kurutuldu. Bu elektrodun glukoz

enjeksiyonlarina verdigi yanitlar incelendi.
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Sekil 4.16. 1ul GOx - 1pul poli[4,4'-diaminodifeniletan-benzofenontetrakarboksilik
diimid] elektrodun glukoza yaniti( 400, 500, 600. sn)

Sekil 4.16, 1ulGOx-1ul poliiimid damlatilarak hazirlanan enzim
elektrotdan elde edilen amperometrik yanitlar1 gdstermektedir. Bu elektrotdan elde
edilen yanitlar Sekil 4.15” deki 2ul GOx - 1ul poliimidden elde edilen yanitlarla
karsilagtirildiginda 2ul GOx damlatilarak hazirlanan elektrodun amperometrik
yanitlarinin daha biiyiik oldugu goriilmektedir.Bu ylizden sonraki calismalar 2pul

GOx- 1pul poliimid elektrotlari ile yapildi.

4.6.2.1.3.Yamtlar iizerine pH etkisi

Poli[4,4' - diaminodifeniletan - benzofenontetrakarboksilikdiimid] - GOx
elektrodun yaklasgitk 2 mM’lik ¢ glukoz enjeksiyonu i¢in elde edilen
amperometrik yanit1 iizerine pH etkisi pH=5-9 araliginda incelendi. Sekil 4.17,

enzim elektrodun amperometrik yanitinin pH bagimliligin1 géstermektedir.
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Sekil 4 .17. 2pul GOx-1pl poli[4,4'-diaminodifeniletan-benzofenontetrakarbok
silikdiimid] elektrodun yaklasik 6 mM glukoz enjeksiyonu i¢in
elde edilen amperometrik yaniti iizerine pH etkisi

Sekilden maksimum amperometrik yanitlarin pH 7’de elde edildigi

gorilmektedir.

4.6.2.1.4. Poliimid ve enzim elektrodun glukoz enjeksiyonlarina yaniti

Sekil 4.18, poli[4,4'-diaminodifeniletan-benzofenontetrakarboksilikdiimid]
elektrodun ve Sekil 4.19 birinci kullanimdaki, Sekil 4.20 ise ikinci kullanimdaki
poli[4,4' - diaminodifeniletan -benzofenontetrakarboksilikdiimid]-GOx elektrodun
PBS ¢ozeltisindeki (pH=7) yaklasik 2 mM’lik seri glukoz enjeksiyonlarina karsi

verdigi amperometrik yanitlar1 gostermektedir.
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Sekil 4.18. Poli[4,4'-diaminodifeniletan - benzofenontetrakarboksilikdiimid]
elektrodun 100 sn ara ile yapilan yaklasik 2 mM’lik 10 glukoz
enjeksiyonuna yaniti (400-1300sn)
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Sekil 4.19. Poli[4,4'-diaminodifeniletan-benzofenontetrakarboksilikdiimid]-GOx
elektrodun ilk kulaniminda 100 sn ara ile yapilan yaklasik 2 mM’lik 10
glukoz enjeksiyonuna yanit1 (700-1600sn)
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Sekil 4.20. Poli[4,4'-diaminodifeniletan-benzofenontetrakarboksilikdiimid]-GOx
elektrodun ikinci kullanimdaki 100 sn ara ile yapilan yaklasik 2
mM’ lik 10 glukoz enjeksiyonuna yaniti (200-1100 sn)

Sekil 4.18’den, enzim igermeyen elektrodun glukoz enjeksiyonlarina yanit
vermedigi Sekil 4.19 ve Sekil 4.20° de ise enzim igeren elektrodun glukoz
enjeksiyonlarina yanit verdigi agikca goriilmektedir.

Poli[4,4'-diaminodifeniletan-benzofenontetrakarboksilikdiimid]-GOx elektrodu
icin, glukoz enjeksiyonlarina yanit siiresi (enjeksiyon yapilan an ile yanitin alindig1 an
arasindaki siire) yaklasik 3-5 sn.dir.

Poli[4,4'-diaminodifeniletan - benzofenontetrakarboksilikdiimid] - GOx
elektrodun seri glukoz enjeksiyonlarina karsi verdigi amperometrik yanitlardan

elde edilen yanit grafigi Sekil 4.21° de goriilmektedir.
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Sekil 4 .21. Poli[4,4'-diaminodifeniletan-benzofenontetrakarboksilikdiimid]-GOx
elektrodun glukoza yanit grafigi

Enzim elektrot icin glukoza karst amperometrik yanitlardan elde edilen

kalibrasyon grafigi Sekil 4.22° de goriilmektedir.
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Sekil 4 .22. Poli[4,4'-diaminodifeniletan-benzofenontetrakarboksilikdiimid]-GOx
elektrodun glukoz i¢in kalibrasyon grafigi
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4.6.2.1.5. Enzim elektrodun interferans yapici tiirlere kars1 davranisi

Asagidaki sekilde, enzim elektrodun ayni derisimlerdeki (2mM) 200. sn’de
laktoz, 400. sn’de sukroz, 600. sn’de iire 800. sn’de askorbik asit, 1000. sn’de okzalik
asit, 1200. sn’de iirik asit, 2000, 2100 ve 2200. sn’lerde ise glukoz enjeksiyonlarina
kars1 amperometrik yanit1 goriilmektedir. Sekilden enzim elektrodun anilan interferant
tirlerden askorbik asit ve iirik aside yamit verdigi goriilmektedir. Tim bu

interferantlarin varliginda gukoz enjeksiyonlarina karsi yanit alinabilmistir.
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Sekil 4.23. Poli[4,4'-diaminodifeniletan-benzofenontetrakarboksilikdiimid]-GOx
elektrodun interferant tiirlere kars1 davranisi

4.6.2.1.6. Enzim elektrodun kararhhgi

Enzim elektrodun kararlilik testi, 2 mM’lik 3 glukoz enjeksiyonuna karsi
aliman yanitlarin peryodik olarak dl¢lilmesiyle incelendi. Sekil 4.24, enzim elektrodun
kararliigim gostermektedir. Sekilden goriildiigii gibi, enzim elektrodun amperometrik

yanit1 31. giin sonunda baslangic degerinin yaklasik % 50’sine inmektedir.
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Sekil 4.24. Poli[4,4'-diaminodifeniletan-benzofenontetrakarboksilikdiimid]-GOx
elektrodun kararliligi

4.6.2.1.7. Poliimid ve enzim elektrodun SEM fotograflar

Sekil 4.25°de SiO; camin, Sekil 4.26’da SiO, cam iizerindeki poliimidin,
Sekil 4.27°de ise SiO, cam iizerindeki enzim elektrodun SEM goriintiileri verilmistir.

Poli[4,4' - diaminodifeniletan - benzofenontetrakarboksilikdiimid] ve poli[4,4'-
diaminodifeniletan - benzofenontetrakarboksilikdiimid] - GOx elektrotlarin SEM
goriintiilerinden enzimsiz poliimid elektrot ile enzimli poliimid elektrot arasindaki

farklilik agikga goriilmektedir.
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10
Hm Mag= 5.00KX WD= 15mm  EHT=20.00kV  Signal A= SE1 LE(b

Sekil 4.25. SiO, camin SEM goriintiisii

10pm

Mag= 5.00 K X WD= 15mm  EHT=20.00kv  Signal A =SE1 LE(b

Sekil 4.26. Poli[4,4'-diaminodifeniletan-benzofenontetrakarboksilikdiimid]
elektrodu i¢cin SEM.
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,m”m—| Mag= 5.00 KX WD= 15mm  EHT=2000kV  Signal A= SE1 LE(b

Sekil 4.27. Poli[4,4'-diaminodifeniletan-benzofenontetrakarboksilikdiimid]-GOx
elektrodu i¢cin SEM.

4.6.2.2. Poli[tris((p-aminofenoksi)fosfinoksid)-3,3',4,4'-benzofenontetrakarbok
silikdiimid] -GOx elektrodu

Daha onceden sentezlenen poli[tris((p-aminofenoksi)fosfinoksid)-3,3',4,4'-
benzofenontetrakarboksilikdiimid] [2] ve enzim ¢oOzeltisi 1’e 1 oraninda (5 pl
poliimid + 5ul enzim) karistirildiktan sonra elektrot yiizeylerine belli hacimlerde
(1,2,3 ul) damlatilarak oda sicakliginda kurutuldu. Elde edilen filmlerin homojen
olmadig1 gozlendi. Sekil 4.28 1pul’lik  poliimid + GOx karisimindan  olusan
elektrodun, Sekil 4.29 2ul’lik poliimid + GOx karisimindan olusan elektrodun,
Sekil 4.30 3ul’lik poliimid + GOx karisimindan olusan elektrodun yaklagik 2

mM’lik glukoz enjeksiyonlarina verdigi yanit1 gdstermektedir.
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Sekil 4.28. 1ul’lik poliimid + GOx karisimindan olusan elektrodun 400, 500,
600.sn’lerdeki yaklasik 2 mM’lik glukoz enjeksiyonlarina yaniti
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Sekil 4.29. 2 ul’lik poliimid + GOx karisimindan olusan elektrodun 300, 400,
500.sn’lerdeki yaklasik 2 mM’lik glukoz enjeksiyonlarina yaniti
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Sekil 4.30. 3 pl’lik poliimid + GOx karigimindan olusan elektrodun 400, 500,
600.sn’lerdeki yaklasik 2 mM’lik glukoz enjeksiyonlarina yaniti
Sekillerden goriildiigi gibi bu yolla hazirlanan enzim elektrotlar glukoz
enjeksiyonlarina yanit vermemektedir. Bu yiizden enzim immobilizasyonu i¢in ikinci

yaklagima gegilmistir.
4.6.2.2.1.Yamtlar iizerine film kalinhgimn etkisi

Platin elektot yiizeylerine 2pul glukoz oksidaz damlatilarak oda sicakliinda
kurutulan elektrotlarin iizerine farkli miktarlarda (4 pl, 3 pl, 2 pl, 1 pl) poliimid

damlatildi ve kurutuldu. Bu elektrotlarin glukoz enjeksiyonlarina verdigi yanitlar

incelendi.
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Sekil 4.31. (A) 2ul GOx-4pl poliimid elektrodun 400.,500.,600.sn
(B) 2ul GOx-3ul poliimid elektrodun 400.,600.,700.sn
(C) 2ul GOx-2ul poliimid elektrodun 400.,500.,600.sn
(D) 2ul GOx-1ul poliimid elektrodun 400.,500.,600.sn lerdeki
glukoz enjeksiyonlarina yaniti

Sekil 4.31°den 2ul GOx - 1ul poliimid elektrotdan alinan sonuglarin

tatminkar oldugu goézlenmektedir.
4.6.2.2.2. Yanitlar iizerine enzim miktarinin etkisi
Platin elektot yiizeyine 1ul glukoz oksidaz damlatilarak oda sicakliginda

kurutulduktan sonra, lizerine 1pul poliimid damlatildi ve kurutuldu. Bu elektrodun

glukoz enjeksiyonlarina verdigi yanitlar incelendi.
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Sekil 4.32. 1ul GOx-1pl poli[tris(( p-aminofenoksi)fosfinoksid)-3,3",4,4’-benzo
fenontetrakarboksilikdiimid] elektrodun glukoz enjeksiyonlarina
yanit1 (700, 800,900.sn)

Sekil 4.32 1ul GOx - 1pl poliiimid damlatilarak hazirlanan enzim elektrotdan
elde edilen amperometrik yanitlar1 gostermektedir. Bu yanitlar Sekil 4.31 deki
2ul GOx-1pl poliimidden elde edilen yanitlarla karsilastirildiginda 2ul GOx
damlatilarak hazirlanan elektrodun yanitlarinin daha diizenli ve tatminkar oldugu
goriilmektedir. Bu yiizden sonraki ¢alismalar 2ul GOx- 1pl poliimid elektrotlar:
ile yapildi.

4.6.2.2.3.Yanit iizerine pH etkisi

Poli[tris((p-aminofenoksi)fosfinoksid)-3,3°,4,4’-benzofenontetrakarboksilikdiimid]
-GOx elektrodun yaklasik 2 mM’lik ii¢ glukoz enjeksiyonu i¢in elde edilen
amperometrik yanit1 iizerine pH etkisi pH =5-9 araliginda incelendi. Sekil 4.33,
enzim elektrodun amperometrik yanitinin pH bagimhiligini  gostermektedir.

Sekilden maksimum amperometrik yanitlarin pH 7°de elde edildigi goriilmektedir.
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Sekil 4.33. Poli[tris(( p-aminofenoksi)fosfinoksid)-3,3’,4,4’- benzofenontetra
karboksilikdiimid] - GOx elektrodun yaklastk 6 mM glukoz
enjeksiyonu i¢in elde edilen amperometrik yanit iizerine pH etkisi

4.6.2.2.4. Poliimid ve enzim elektrodun glukoz enjeksiyonlarina yanmiti

Sekil 4.34, poli[tris((p-aminofenoksi)fosfinoksid)-3,3°,4,4’-benzofenontetra
karboksilikdiimid], Sekil 4.35 poli[tris(( p-aminofenoksi)fosfinoksid) - 3,3°,4,4°-
benzofenontetrakarboksilikdiimid]-GOx elektrodun birinci kullanimdaki, Sekil
4.36 ise ikinci kullanimdaki (pH=7) 2mM’lik seri glukoz enjeksiyonlarina karsi

verdigi amperometrik yanitlar1 gostermektedir.
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Sekil 4.34. Poli[tris(( p-aminofenoksi)fosfinoksid)-3,3’,4,4’- benzofenontetrakarbok
silikdiimid] elektrodun 100 sn ara ile yapilan yaklasik 2 mM’lik 10
glukoz enjeksiyonuna amperometrik davranisi (1600-2500sn)
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Sekil 4.35. Poli[tris(( p-aminofenoksi)fosfinoksid)- 3,3°,4,4’- benzofenontetrakarbok
silikdiimid ]- GOx elektrodun birinci kullanimdaki 100 sn ara ile yapilan
yaklasitk 2 mM’lik 10 glukoz enjeksiyonuna amperometrik davranisi

(300-1200sn)
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Sekil 4.36. Poli[tris(( p-aminofenoksi)fosfinoksid)-3,3°,4,4’-benzofenontetrakarbok
silikdiimid]-GOx elektrodun ikinci kullanimdaki 100 sn ara ile yapilan

yaklagik 2 mM’lik 10 glukoz enjeksiyonuna amperometrik davranisi
(800-1700sn)

Poli[tris((p-aminofenoksi)fosfinoksid) -3,3°,4,4’-benzofenontetrakarboksilik
diimid] - GOx elektrodu i¢in, glukoz enjeksiyonlarina yanit siiresi yaklasik 2-4 sn
bulundu.

Enzim elektrodun seri glukoz enjeksiyonlarina karsi verdigi amperometrik

yanitlardan elde edilen yanit grafigi Sekil 4.37° de goriilmektedir.

70



600

500 4

400

300 A

Akim, nA

200

100

D T T T T T T T T T
o 2 4 & 8 10 12 14 18 18 20

Glukoz, mM

Sekil 4.37. Poli[tris(( p-aminofenoksi)fosfinoksid)-3,3°,4,4’- benzofenontetrakarbok
silikdiimid]-GOx elektrot ile glukoz icin elde edilen yanit grafigi

Enzim elektrot i¢in glukoza karsi amperometrik yanitlardan elde edilen

kalibrasyon grafigi Sekil 4.38” de goriilmektedir.
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Sekil 4 .38. Poli[tris(( p-aminofenoksi)fosfinoksid) - 3,3°,4,4’- benzofenontetra
karboksilikdiimid]-GOx elektrodun glukoz i¢in kalibrasyon grafigi
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4.6.2.2.5. Enzim elektrodun interferans yapici tiirlere kars1 davranisi

Asagidaki sekilde enzim elektrodun ayni derisimlerde (2mM), 1000.sn’de
laktoz, 1200. sn’de sukroz, 1400. sn’de iire 1600. sn’de askorbik asit, 1800. sn’de
okzalik asit, 2000. sn’de tirik asit, 2800, 2900 ve 3000.sn’lerde glukoz enjeksiyonlarina
karst amperometrik yanitt goriilmektedir. Sekilden enzim elektrodun interferant
tirlerden askorbik asit ve iirik aside kiigiik yanitlar verdigi goriilmektedir. Tiim bu

interferantlarin varligindaki gukoz enjeksiyonlarina yanit alinmistir.
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Sekil 4.39. Poli[tris(( p-aminofenoksi)fosfinoksid)- 3,3°,4,4’- benzofenontetrakarbok
silikdiimid]- GOx elektrodun interferant tiirlere karsi davranisi

4.6.2.2.6. Enzim elektrodun kararhhg:

Enzim elektrodun kararlilik testi, 2 mM’lik 3 glukoz enjeksiyonuna alinan
yanitlarin peryodik olarak izlenmesiyle incelendi. Sekil 4.40, enzim elektrodun
kararliligimi gostermektedir. Sekilden goriildiigii gibi, enzim elektrodun amperometrik

yanit1 25. giin sonunda baglangi¢ degerinin yaklasik % 53’iine inmektedir.
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Sekil 4.40. Poli [tris(( p-aminofenoksi)fosfinoksid)-3,3°,4,4’- benzofenontetrakarbok
silikdiimid]-GOx elektrodun kararliligi

4.6.2.2.7. Poliimid ve enzim elektrodun SEM fotograflar

Sekil 4.41°de SiO, cam fizerindeki poliimidin, Sekil 4.42’de  SiO, cam
iizerindeki enzim elektrodun SEM goriintiileri verilmistir.

Poli[tris(( p-aminofenoksi)fosfinoksid)- 3,3’,4,4’- benzofenontetrakarboksilikdi
imid] ve poli[tris(( p-aminofenoksi)fosfinoksid)- 3,3°,4,4’-benzofenontetrakarboksilikdi
diimid]-GOx elektrotlarin SEM goriintiilerinden enzimsiz poliimid elektrot ile enzimli

poliimid elektrot arasindaki farklilik agik¢a goriilmektedir.
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Mag= 5.00KX WD= 14 mm EHT =20.00kV  Signal A = SE1 LE(b

Sekil 4.41. Poli [tris(( p-aminofenoksi)fosfinoksid)-3,3°,4,4’- benzofenontetrakarbok
silikdiimid] elektrodu icin SEM.

/

10pm .
Mag= 5.00 KX WD = 13 mm EHT = 20.00 kv Signal A = SE1 l E

Sekil 4.42. Poli [tris(( p-aminofenoksi)fosfinoksid)-3,3°,4,4’- benzofenontetrakarbok
silikdiimid]-GOx elektrodu i¢cin SEM
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Current #na

4.6.2.3. Poli(4,4’-diaminodifeniletan-piromelitimid)-GOx elektrodu

4.6.2.3.1.Yanmtlar iizerine film kalinhginin etkisi

Platin elektot yiizeyine 2ul glukoz oksidaz damlatilip oda sicakliginda

kurutularak {zerine

farkli miktarlarda (2 pl, 1 pl) poli[4,4' - diaminodifeniletan-

piromellitimid] damlatildi ve kurutuldu. Bu elektrotlarin glukoz enjeksiyonlarina

verdigi yanitlar incelendi.

Sekil 4.43’den 2pl GOx-1pl poli[4,4'-diaminodifeniletan-piromellitimid]

elektrotdan elde edilen amperometrik sonuglarin daha iyi oldugu goriilmektedir.

+50,00 +80.00
+ 32,004 +32.004
- 16,004 = 16,00
— 64,00 — 64,00 4
—112,0 ?:: —112.0
.
— 180,04 T -160.04
L
ot
— 28,04 5 - 20804
— 256,04 s - 256,04
- 3040 A - 304,01 B
- 382,04 -352.04
—400.0 : . . . T —400,0 —————
1300 1400 1500 i-lee] 1700 1800 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800
Time/sec .
/ Time/sec

Sekil 4.43. (A) 2ul GOx-2ul poli[4,4'-diaminodifeniletan-piromellitimid] elektrodun
glukoza yanitlar1 (1400,1500,1600.sn)

(B) 2ul GOx-1pl poli[4,4'-diaminodifeniletan-piromellitimid] elektrodun
glukoza yanitlar1 (1400,1500,1600.sn)

4.6.2.3.2.Yamtlar iizerine enzim miktariinin etkisi
Platin elektot yiizeyine 1ul glukoz oksidaz damlatilarak oda sicakliginda

kurutulduktan sonra, {izerine 1ul poliimid damlatildi ve kurutuldu. Bu elektrodun

glukoz enjeksiyonlarina verdigi yanitlar incelendi.
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Sekil 4.44.1u1 GOx-1pl poli[4,4'-diaminodifeniletan-piromellitimid] elektrodun
glukoza yanitlar1 (1000,1100,1200.sn)

Sekil 4.44, 1ul GOx - 1pl  poliiimid damlatilarak hazirlanan enzim
elektrotdan elde edilen amperometrik yanitlar1 gostermektedir. Bu yanitlar Sekil
4.43’° deki 2ul GOx- 1ul poliimidden elde edilen yanitlarla karsilastirildiginda 2ul
GOx damlatilarak hazirlanan elektrodun yanitlarinin daha bilyik oldugu
goriilmektedir. Bu yilizden sonraki caligmalar 2pul GOx-1ul poliimid elektrotlar

hazirlanarak yapildi.
4.6.2.3.3. Yanitlar iizerine pH etkisi

Poli[4,4'-diaminodifeniletan-piromellitimid]-GOx elektrodun yaklagik 2 mM’lik
lic glukoz enjeksiyonu i¢in elde edilen amperometrik yaniti iizerine pH etkisi

pH=5-9 araliginda incelendi. Sekil 4.45, enzim elektrodun amperometrik yanitinin pH

bagimliligini gostermektedir.
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Sekil 4.45. Poli[4,4'-diaminodifeniletan-piromellitimid]-GOx elektrodun yaklasik
6 mM glukoz enjeksiyonu i¢in elde edilen amperometrik yanit iizerine
pH etkisi

Sekilden maksimum amperometrik yanitlarin pH 7’de elde edildigi

gorilmektedir.
4.6.2.3.4. Enzim elektrodun glukoz enjeksiyonlarina yaniti

Sekil 4.46, 2ul GOx - 1ul poli[4,4'-diaminodifeniletan-piromelitimid]
elektrodun birinci kullanimdaki, Sekil 4.47 ise ikinci kullanimdaki  PBS

cozeltisindeki (pH=7) 2mM’lik seri glukoz enjeksiyonlarina karsi verdigi

amperometrik yanitlar1 gostermektedir.
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Sekil 4.46. Poli[4,4' - diaminodifeniletan - piromellitimid] -GOx elektrodun
birinci kullanimdaki yaklasik 2 mM’lik 10 glukoz enjeksiyonuna
amperometrik davranisi (600-1500sn)
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Sekil 4.47. Poli[4,4' - diaminodifeniletan - piromellitimid]-GOx elektrodun
ikinci kullanimdaki yaklasik 2 mM’lik 10 glukoz enjeksiyonuna
amperometrik davranisi (200-1100sn)
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Poli[4,4' — diaminodifeniletan - piromellitimid] - GOx elektrodu i¢in, glukoz
enjeksiyonlarina yanit siiresi yaklasik 3-4 sn olarak bulundu.

Poli[4,4'-diaminodifeniletan-piromellitimid]-GOx elektrodun seri glukoz
enjeksiyonlarina karsi verdigi amperometrik yanitlardan elde edilen yanit grafigi

Sekil 4.48° de goriilmektedir.
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0 2 4 fi 3 10
Gluloz, mM

Sekil 4.48. Poli[4,4'-diaminodifeniletan-piromellitimid]- GOx elektrot ile glukoz i¢in
elde edilen yanmit grafigi
Enzim elektrot i¢in glukoza kars1 amperometrik yanitlardan elde edilen

kalibrasyon grafigi Sekil 4.49° da goriilmektedir.
300

Alam, nA

100

Glulkoz. mM

Sekil 4 .49. Poli[4,4'-diaminodifeniletan- piromellitimid]-GOx elektrodun glukoz
icin kalibrasyon grafigi
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4.6.2.3.5. Enzim elektrodun interferans yapici tiirlere karsi1 davranisi

Asagidaki sekilde enzim elektrodun ayni derisimlerde (2mM), 800.sn’de laktoz,
1000. sn’de sukroz, 1200. sn’iire 1400. sn’de askorbik asit, 1600. sn’de okzalik asit,
1800. sn’de iirik asit, 2400, 2500 ve 2600. sn’lerde glukoz enjeksiyonlarma karsi
amperometrik yaniti goriilmektedir. Sekilden enzim elektrodun anilan girisim yapici
tiirlerden askorbik asit ve iirik aside yanit verdigi goriilmektedir. Tiim bu interferantlar

varliginda gukoz enjeksiyonlarina kars1 yanit alinmstir.
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Sekil 4.50. Poli[4,4'-diaminodifeniletan-piromellitimid]-GOx elektrodun interferant
tiirlere kars1 davranisi

4.6.2.3.6. Enzim elektrodun kararhhlg

Enzim elektrodun kararlilik testi, 2mM’lik 3 glukoz enjeksiyonuna karsi
alinan yanitlarin peryodik olarak izlenmesiyle incelendi. Sekil 4.51, enzim elektrodun
kararliligimi gostermektedir. Sekilden goriildiigii gibi, enzim elektrodun amperometrik

yanit1 31. giin sonunda baslangi¢ degerinin % yaklasik 35’ine inmektedir.
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Sekil 4.51. Poli[4,4'-diaminodifeniletan-piromellitimid]-GOx elektrodun kararlilig1

4.6.2.3.7. Poliimid ve enzim elektrodun SEM fotograflar:

Sekil 4.52’de SiO, cam tizerindeki poliimidin, Sekil 4.53’de SiO, cam
iizerindeki enzim elektrodun SEM goriintiileri verilmistir.

Poli[4,4'-diaminodifeniletan-piromellitimid | ve poli[4,4'-diaminodifeniletan-
piromellitimid]-GOx elektrotlarin SEM goriintiileri  karsilagtirildiginda  enzimsiz

poliimid elektrot ile enzimli poliimid elektrot arasindaki fark goriilmektedir.
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10
Hm Mag= 5.00 KX WD= 14mm  EHT=20.00kY  Signal A= SE1 LE(b

Sekil 4.52. Poli[4,4'-diaminodifeniletan-piromellitimid] elektrodu i¢in SEM

10pm

Mag= 5.00KX WD= 13mm  EHT=2000kv  Signal A= SE1 LE(b

Sekil 4.53. Poli[4,4'-diaminodifeniletan-piromellitimid]-GOx elektrodu i¢in SEM
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4.6.2.4. Schiff baz1 temelli poliimidlerin enzim immobilizasyonunda

kulanimi

Enzim imobilizasyonu deneyleri ikinci yaklagimin daha uygun oldugunu
gostermektedir. Bu nedenle bundan sonraki enzim immobilizasyonlarinda platin
elektrotlar yiizeyine 6nce enzim damlatilip kurutulmus daha sonra iizerlerine poliimid

damlatilarak kurutulmustur.

4.6.2.4.1. Poli[bis(( p-dimetilaminobenziliden)-1,5- naftalen)- piromelitimid]
-GOx elektrodu

Sekil 4.54, 2ul GOx-1ul poli[bis((p-dimetilaminobenziliden)-1,5- naftalen)-
piromelitimid] elektrodun birinci kullanimdaki, Sekil 4.55, ise ikinci kullanimdaki
PBS ¢ozeltisindeki (pH=7) 2 mM’lik seri glukoz enjeksiyonlarina kars1 verdigi

amperometrik yanitlar1 gostermektedir.

+4000 1 1 1 1 1 1 1 1

—4.000+ »
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Sekil 4.54. 2u1 GOx-1pul poli[bis(( p-dimetilaminobenziliden)-1,5 - naftalen)-
piromelitimid] elektrodun birinci kullanimdaki yaklasik 2 mM’lik
10 glukoz enjeksiyonuna amperometrik davranigt (1600- 2500sn)
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Sekil 4.55. 2pl GOx-1pul poli[bis(( p-dimetilaminobenziliden) -1,5- naftalen)-
piromelitimid] elektrodun ikinci kullanimdaki yaklasik 2 mM’lik
10 glukoz enjeksiyonuna amperometrik davranisi (200-1100 sn)

4.6.2.4.2. Poli[bis(( p-dimetilaminobenziliden)-1,5- naftalen)-3,3',4,4'- benzo
fenontetrakarboksilikdiimid] - GOx elektrodu

Sekil 4.56, 2ul GOx-1ul poli[bis(( p-dimetilaminobenziliden)-1,5-naftalen)-
3,3"'.4,4'-benzofenontetrakarboksilikdiimid] elektrodun birinci kullanimdaki, Sekil
4.57 ise ikinci kullanimdaki PBS c¢ozeltisindeki (pH=7) 2 mM’lik seri glukoz

enjeksiyonlarina karsi verdigi amperometrik yanitlari gdstermektedir.
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Sekil 4.56. 2ul GOx-1pl poli[bis(( p-dimetilaminobenziliden)-1,5-naftalen)-
3,3".4,4'- benzofenontetrakarboksilikdiimid] elektrodun birinci

kullanimdaki yaklasik 2 mM’lik 10 glukoz enjeksiyonuna
amperometrik davranisi (1400-2300sn)
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Sekil 4.57. 2ul GOx-1ul poli[bis(( p-dimetilaminobenziliden)-1,5-naftalen)-
3,3".4,4'- benzofenontetrakarboksilikdiimid] elektrodun ikinci

kullanimdaki yaklasik 2 mM’lik 10 glukoz enjeksiyonuna
amperometrik davranisi (200-1100 sn)
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Current /naA

4.6.2.4.3.Poli|bis(( p-dimetilaminobenziliden)-1,5-naftalen)-4,4'-oksidifitalikdiimid]
-GOx elektrodu

4.6.2.4.3.1. Yanitlar iizerine enzim miktarinin etkisi

Platin elektot yiizeylerine 2ul ve 4pl glukoz oksidaz damlatilarak oda
sicakliginda kurutulan elektrotlarin  iizerlerine 1’er pul poliimid damlatildt  ve
kurutuldu. Bu elektrotlarin glukoz enjeksiyonlarina verdigi yanitlar Sekil 4.58° de
gosterilmektedir.

Sekil 4.58.(B)’den 4ul GOx - 1pul poliiimid elektrotdan elde edilen
amperometrik yanitlarin daha biiyiik oldugu agik¢a goriilmektedir. Bu ylizden

sonraki ¢alisamalar 4ul GOx - 1ul poliiimidden olusan elektrotlarla yapildi.

+]00|0 1 1 1 1 1 1 1 L 1 +'|00‘0
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Sekil 4.58.(A) 2ul GOx-1pl poli[bis(( p-dimetilaminobenziliden)-1,5- naftalen)- 4,4'-

oksidifitalikdiimid] elektrodun glukoza yanitlar1 ( 500, 600,700sn)
(B) 4ul GOx-1pl poli[bis(( p-dimetilaminobenziliden)-1,5- naftalen) -4,4'-
oksidifitalikdiimid] elektrodun glukoza yanitlar1 (1000,1100,1200.sn)
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4.6.2.4.3.2. Enzim elektrodun glukoz enjeksiyonlarina yaniti

Sekil 4.59, 4ul GOx-1pl poli[bis(( p-dimetilaminobenziliden)-1,5-naftalen)-
4,4'-oksidifitalikdiimid] elektrodun birinci kullanimdaki, Sekil 4.60 ise ikinci
kullanimdaki PBS c¢ozeltisindeki (pH=7) 2mM’lik seri glukoz enjeksiyonlarina

kars1 verdigi amperometrik yanitlari gostermektedir.
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Sekil 4.59. 4ul GOx-1pl poli[bis(( p-dimetilaminobenziliden)-1,5- naftalen)- 4,4'-
oksidifitalikdiimid] elektrodun birinci kullanimdaki 100 sn ara ile

yapilan yaklasik 2 mM’lik 10 glukoz enjeksiyonuna amperometrik
davranisi(1100-2100 sn)
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Sekil 4.60. 4p1 GOx-1pul poli[bis(( p-dimetilaminobenziliden)-1,5- naftalen)- 4,4'-
oksidifitalikdiimid] elektrodun ikinci kullanimdaki 100 sn ara ile

yapilan yaklasitk 2 mM’lik 10 glukoz enjeksiyonuna amperometrik
davranisi (200-1100 sn)

4.6.2.4.3.3. Enzim elektrodun interferans yapici tiirlere karsi1 davramsi

Sekil 4.61°’de enzim elektrodun ayni derisimlerde (2mM), 1600. sn’de laktoz,
1800. sn’de siikroz, 2000. sn’iire 2200. sn’de askorbik asit, 2400. sn’de okzalik asit,
2600. sn’de iirik asit, 3400, 3500 ve 3600. sn’lerde ise glukoz enjeksiyonlarina karsi
amperometrik yamiti goriilmektedir. Sekilden, anilan girisim yapict  tiirlerin
enjeksiyonunda anodik akim goézlenmedigi, glukoz enjeksiyonlarindan ise anodik

akimlarin alindig1 gortilmektedir.
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Sekil 4.61. Poli[bis(( p-dimetilaminobenziliden)-1,5- naftalen)-4,4'"-oksidifitalik
diimid]-GOx elektrodun interferant yapici tiirlere karsi davranigi

4.6.2.4.3.4. Poliimid ve enzim elektrodun SEM fotograflar:

Poli[bis(( p-dimetilaminobenziliden) -1,5-naftalen) - 4,4'-oksidifitalikdiimid] ve
poli[bis(( p-dimetilaminobenziliden) - 1,5 - naftalen) - 4,4' - oksidifitalikdiimid] - GOx
elektrotlarn ~ SEM  goriintiilerinden  enzimsiz ~ poliimid elektrot ile enzimli
poliimid elektrot arasindaki farklilik agik¢a goriilmektedir.

Sekil 4.62°de SiO, cam iizerindeki poliimidin, Sekil 4.63'da ise SiO, cam

tizerindeki enzim elektrodun SEM goriintiileri verilmistir.
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10
ikl Mag= 5.00 KX WD= 14mm  EHT=2000kV  Signal A= SE1 LE(b

Sekil 4.62. Poli[bis(( p-dimetilaminobenziliden)-1,5- naftalen)-4,4'-oksidifitalik
diimid] elektrodu i¢in SEM

10pm

Mag= 5.00 KX WD= 13mm  EHT=20.00kV  Signal A=SE1 LE(b

Sekil 4.63. Poli[bis(( p-dimetilaminobenziliden)-1,5- naftalen)-4,4'-oksidifitalik
diimid]-GOx elektrodu i¢in SEM
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4.6.2.4.4. Poli|bis(( p-dimetilaminobenziliden)-1,5-naftalen)-3,3',4,4'-bifeniltetrakar
boksilikdiimid]- GOx elektrodu

Sekil 4.64, 2ul GOx-1ul poli[bis(( p-dimetilaminobenziliden)-1,5-naftalen)-
3,3",4,4'-bifeniltetrakarboksilikdiimid] elektrodun birinci kullanimdaki, Sekil 4.65
ise ikinci kullanimdaki ~ PBS ¢ozeltisindeki (pH=7) 2mM’lik seri glukoz

enjeksiyonlarina karsi verdigi amperometrik yanitlari gdstermektedir.
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Sekil 4.64. 2pul GOx-1pl poli[bis(( p-dimetilaminobenziliden)-1,5-naftalen)-
3,3',4,4'- bifeniltetrakarboksilikdiimid] elektrodun birinci
kullanimdaki yaklasik 2 mM’lik 10 glukoz enjeksiyonuna

amperometrik davranisi (1200-2100 sn)
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Sekil 4.65. 2pul GOx-1pul poli[bis(( p-dimetilaminobenziliden)-1,5-naftalen)-
3,3'.4,4' - bifeniltetrakarboksilikdiimid] elektrodun ikinci
kullanimdaki yaklasik 2 mM’lik 10 glukoz enjeksiyonuna
amperometrik davranisi (200-1100 sn)

4.6.2.4.5. Poli[bis(( p-dimetilaminobenziliden)-1,5-naftalen)-4,4'- hegzafloroizo
propilidendifitalimid]- GOx elektrodu

Sekil 4.66, 2ul GOx-1pul poli[bis(( p-dimetilaminobenziliden)-1,5-naftalen)-
4,4'-hegzafloroizopropilidendifitalimid] elektrodun birinci kullanimda, Sekil 4.67,
ise ikinci kullanimda PBS ¢o6zeltisindeki (pH=7) 2mM’lik seri glukoz

enjeksiyonlarina kars1 verdigi amperometrik yanitlar1 géstermektedir.
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Sekil 4.66. 211 GOx-1pl poli[bis(( p-dimetilaminobenziliden)-1,5-naftalen)-4,4'-
hegzafloroizopropilidendifitalimid] elektrodun birinci kullanimdaki
yaklagik 2 mM’lik 10 glukoz enjeksiyonuna amperometrik davranis
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Sekil 4.67. 2pul GOx-1pl poli[bis(( p-dimetilaminobenziliden)-1,5-naftalen)-4,4'-
hegzafloroizopropilidendifitalimid] elektrodun birinci kullanimdaki
yaklagik 2 mM’lik 10 glukoz enjeksiyonuna amperometrik davranis

(400-1300sn)
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4.6.2.5. Diaminopiridin  Schiff baz1 temelli  poliimidlerin enzim

immobilizasyonunda kullanilmasi

2,6-diaminopiridinden baglanarak hazirlanan Schiff bazi ile PMDA,
BTDA, ODPA ve BPDA dianhidritleri kullanilarak hazirlanan ve ana zincir

tizerinde CH=N- bagi bulunduran bu poliimidler daha O6nceden sentezlenmis

polliimidlerdir [85].

Tablo 4.8. 2,6-diaminpiridinden hazirlanan poliimidlerin simgeleri ve anhidritleri

Poliimid Simgesi Anhidrit
PI-7 PMDA

PI-8 BTDA

PI-9 ODPA
PI-10 BPDA

Platin elektot ylizeylerine 2ul glukoz oksidaz damlatilarak oda sicakliginda
kurutuldu ve daha sonra {iizerlerine schiff bazi temelli 1’er pl poliimid damlatildi

ve kurutuldu.Bu elektrotlarin glukoz enjeksiyonlarina verdikleri yanitlar incelendi.
4.6.2.5.1. PI-7-GOx elektrodu

Sekil 4.68, PI-7-GOx elektrodun PBS ¢ozeltisindeki (pH=7) 2mM’lik seri

glukoz enjeksiyonlarina kars1 verdigi amperometrik yanitlar1 gostermektedir.
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Sekil 4.68. 2ul GOx-1ul PI-7 elektrodun yaklasik 2 mM’lik 10 glukoz
enjeksiyonuna amperometrik davranisi (800-1700sn)

4.6.2.5.2. PI-8-GOx elektrodu

Sekil 4.69, 2ul GOx-1ul PI-8 elektrodun PBS ¢ozeltisindeki (pH=7)
2mM’lik seri glukoz enjeksiyonlarina karsi verdigi amperometrik yanitlar

gostermektedir.
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Sekil 4.69. 2ul GOx-1ul PI-8 elektrodun yaklasik 2 mM’lik 10 glukoz
enjeksiyonuna amperometrik davranigi (1400-2300sn)
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4.6.2.5.3. PI-9 -GOx elektrodu
Sekil 4.70, 2ul GOx-1ul PI-9 elektrodun PBS ¢ozeltisindeki (pH=7)

2mM’lik seri glukoz enjeksiyonlarina karsi verdigi amperometrik yanitlari

gostermektedir.
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Sekil 4.70. 2ul GOx-1pl PI-9 elektrodun yaklasik 2 mM’lik 10 glukoz
enjeksiyonuna amperometrik davranisi (1000-1900sn)

4.6.2.5.4.PI- 10 - GOx elektrodu
Sekil 4.71, 2ul GOx-1pl PI-10 elektrodun PBS ¢ozeltisindeki (pH=7)

birinci kullanimdaki, Sekil 4.72 ise ikinci kullanimdaki 2mM’lik seri glukoz

enjeksiyonlarina karsi verdigi amperometrik yanitlari gostermektedir.
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Sekil 4.71. 2ul GOx-1ul PI-10 elektrodun birinci kullanimdaki yaklasik 2 mM’lik
10 glukoz enjeksiyonuna amperometrik davranisi(1900-2800sn)
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Sekil 4.72. 2ul GOx-1pul PI-10 elektrodun ikinci kullanimdaki yaklasik 2 mM’lik
10 glukoz enjeksiyonuna amperometrik davranisi(300-1200sn)
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4.6.2.5.4.1. Poliimid ve enzim elektrodun SEM fotograflari

Sekil 4.73’de SiO, cam fizerindeki poliimidin, Sekil 4.74’de ise SiO, cam
iizerindeki enzim elektrodun SEM goriintiileri verilmistir.
PI-10 ve PI-10-GOx elektrotlarin SEM goriintiilerinden enzimsiz poliimid

elektrot ile enzimli poliimid elektrot arasindaki fark goriilmektedir.

10pm

Mag= 250 KX WD= 14mm EHT = 20.00 kv Signal A = SE1 l E(b

Sekil 4.73. PI-10 elektrodu i¢in SEM.
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10um
v Mag= 2.50 KX WD = 14 mm EHT =20.00kV  Signal A = SE1 |Ed)

Sekil 4.74. PI-10-GOx elektrodu i¢in SEM.
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5. SONUC VE TARTISMA

Kandaki glukoz seviyesinin tayini seker hastaliginin teshisi ve tedavisi
acisindan olduk¢a 6nemlidir. Enzimler gerek izolasyonlar1 gerekse de saflastirilmalari
sirasindaki maliyetleri nedeniyle oldukca pahali maddeler olduklarindan dolayi siirekli
analizler i¢in analiz edilecek ortam igerisine dogrudan katilmalari ¢ok pahali bir
yontemdir. Bu durum enzimlerin rutin bir sekilde kullanilabilmesi i¢in uygun bir
matriks igerisinde immobilize edilmeleri zorunlulugunu dogurmustur.

Bu calisma kapsaminda poli[4,4'-diaminodifeniletan-piromellitimid], poli[bis
(( p-dimetilaminobenziliden) - 1,5-naftalen)- piromelitimid], poli[bis(( p-dimetilamino
benziliden) - 1,5 - naftalen) - 3,3',4,4' - benzofenontetrakarboksilikdiimid], poli[bis (( p-
dimetilaminobenziliden) - 1,5-naftalen) - 4,4' -oksidifitalikdiimid], poli[bis (( p-dimetil
aminobenziliden) - 1,5-naftalen) - 3,3',4,4'"-bifeniltetrakarboksilikdiimid] ve poli[bis
(( p-dimetilaminobenziliden) - 4,4' - hegzafloroizopropilidendifitalimid] poliimidleri
sentezlenerek FT-IR, elementel analiz, termal analiz (DTA, DSC, TGA), viskozite,
yogunluk, ¢oziiniirlik gibi yontemlerle karakterizasyonlar1 yapildi. Sentezlenen bu
poliimidler ve Onceden sentezlenmis olan poli[4,4' - diaminodifeniletan -benzo
fenontetrakarboksilikdiimid], poli[tris(( p-aminofenoksi)fosfinoksid) - 3,3',4,4' - benzo
fenontetrakarboksilikdiimid], PI-7, PI-8, PI-9 ve PI-10 enzim immobilizasyonunda
kullanildi.

Calisma kapsaminda galaktoz oksidazla yapilan ¢aligmalarda galaktoz
oksidazin elektrot yiizeyine iyi yapismadig1 ve olglim ¢ozeltisine diistiigli gdzlendi. Bu
yilizden galaktoz oksidaz immobilizasyonu olumsuz sonug¢landi.

Glukoz oksidazin immobilizasyonu anilan tiim poliimidlerde basarili bir
sekilde gergeklestirildi. Diizenli ve tatminkar yanitlar alinan poli[4,4'-diaminodifenil
etan - benzofenontetrakarboksilikdiimid ]-GOx, poli[tris(( p-aminofenoksi) - 3,3',4,4" -
benzofenontetrakarboksilikdiimid] - GOx, poli[4,4'- diaminofeniletan-piromellitimid]-
GOx, poli [bis (( p- dimetilaminobenziliden) - 1,5-naftalen) - 4,4'- oksidifitalikdiimid]-
GOx elektrotlar1 i¢in optimizasyon yapilmistir. Bu amagla yanitlar tizerine film
kalinliginin, enzim miktarinin, 6l¢iim ¢ozeltisinin pH’min, interferans ( laktoz, sukroz,
tire, askorbik asit, okzalik asit, lirik asit) etkisi sistematik bir yaklagimla incelenerek

biyosensor caligmalar1 yapilmistir. Ayrica, bu elektrotlar i¢in kararlhilik testleri de
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incelenmistir. Dahast immobilizasyon olup olmadigi SEM goriintiileri ile de teyit
edilmistir.

Sonug olarak son yillarda iistiin film 6zellikleriyle dikkat ¢ceken poliimidlerin
glukoz oksidaz enzimi i¢in tatminkar bir immobilizasyon ortami olduklar1 kanitlanmig
ve bu sayede de glukoz biyosensodrlerine yeni bir materyal boyutu kazandirilmistir.
Ayrica, bu materyallerin diger oksidorediiktaz enzimlerin immobilizasyonu i¢in de

umut verici oldugu diisiiniilmektedir.
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