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OZET
KiMYASAL SAVAS AJANLARININ TESPITINE YONELIK PARAOKSON
TEMELLI SENSORLER GELISTIiRILMESI

Ozan YAGMUROGLU
Kimya Anabilim Dah

Anadolu I"Jniversitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Ocak, 2017

Damisman: Dog. Dr. Sibel EMIR DILTEMIZ

Bu c¢alismada; kimyasal savas ajanlarinin tespitine yonelik dort farkli yontem
gelistirilmistir. Calismada organofosforlu bilesik olarak paraokson kullanilmistir.
Paraokson molekiilii asetilkolinesteraz enzimini geri doniissiiz olarak inhibe etmektedir.
Bu yoniiyle sinir ajanlarina benzemesinden dolay: tercih edilmistir. Paraokson tayini
icin ilk olarak Kuvars Kristal Mikroterazi (QCM) temelli sensor gelistirilmistir. QCM
elektrot yiizeyi asetilkolinesteraz (AChE) enzimi immobilize edilmis nanolif ile
kaplanmistir. Analit ¢ozeltisinin elektrota temasiyla paraokson molekiilleri elektrot
yiizeyinde bulunan AChE enzimine baglanmistir. Bu etkilesim sonucunda kiitlede
meydana gelen degisimden yararlanilarak analiz yapilmigtir. Ikinci ydntem olarak;
rutenyum tabanli aminoasit monomerleriyle fotosensitif capraz  baglama
(ANADOLUCA) yontemine gore sentezlenen nano enzim sistemi kullanilmistir. Bu
maksatla AChE enzimini i¢eren nano enzim yapist ANADOLUCA metoduyla
sentezlenerek elde edilmistir. Sentezlenen nano enzim ile analit arasindaki etkilesim
sonucunda degisen floresans ozelliginden yararlanilarak analiz yapilmistir. Ugiincii
yontem olarak; paraokson molekiiliinii se¢ici olarak taniyan ve baglayan reflaktometrik
interferans spektroskopisi (RIfS) temelli sensor gelistirilmistir. Bu maksat ile
karboksimetildekstran kapli sensor sistemi aktive edilmis ve AChE aktif yiizeye
baglanmistir. Hazirlanan sensor sisteminin analit ile etkilesmesi sonucunda sensor
yiizeyinden yansiyan i1sin siddetinde degisim meydana gelmistir. Bu degisimden
yaralanarak analiz yapilmistir. Dordiinci yontem olarak; potansiyometrik sensor
gelistirilmistir. Bu amagcla paraokson baskili polimer hazirlanmistir. Hazirlanan polimer
sensor sisteminde tanima tabakasi olarak kullanilmistir. Potansiyometrik sensoriin analit
ile etkilesmesi sonucunda Olciilen potansiyelde degisim meydana gelmistir. Bu
degisimden yararlanarak analiz yapilmistir.

Anahtar Kelimeler: Organofosfatlar, Kuvars kristal mikroterazi(QCM),
Potansiyometri, Reflaktometrik interferans spektroskopisi(RIfS), Nanoenzim.



ABSTRACT
DEVELOPMENT OF PARAOXON BASED SENSORS FOR DETERMINATION
OF CHEMICAL WARFARE AGENTS

Ozan YAGMUROGLU
Chemistry Program

Anadolu University, Graduate School of Sciences, January, 2017

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Sibel Emir DILTEMIZ

In this study; Four different methods for detecting chemical warfare agents have
been developed. Paraoxon molecule inhibits irreversibly the enzyme
acetylcholinesterase. It is preferred on account of resembling nerve agents. As first
method of study, quartz crystal microbalance (QCM) based sensor has been developed
for determination the paraoxon molecule. QCM’s electrode surface is coated with
acetylcolinesterase(AChE) enzyme immobilized nanofibers. With the contact of analyte
solution to electrode, paraoxon molecules are connected to the AChE enzyme which is
on the surface of electrode. With the result of this interaction, the analysis is performed
with utilizing the changes occuring in the mass. As second method of study, it is used
the nano enzyme system which is synthesized according to method of photosensitive
crosslinking with ruthenium based amino acid monomers (ANADOLUCA). With this
purpose, AChE enzyme comprising nano enzyme structure was obtained by
synthesizing with  ANADOLUCA method. The analysis was performed utilizing
fluorescence which is changed with the result of interaction between the analyte and
synthesized nano enzyme. As third method of study, refractometric interference
spectroscopy based sensor has been developed which recognise paraoxon molecule and
bind it. With this purpose, carboxymethyldextran coated sensor system is activated and
AChE enzyme is binded to this active surface. Changes has occured in the intensity of
reflected beam with the result of interaction between analyte and prepared sensor
system. The analysis is performed by taking advantage of this change. As last method of
study, potentiometric sensor has been developed. Paraoxon imprinted polymer was
prepared with this purpose. The prepared polymer has been used as recognation layer in
the sensor system. With the result of interaction between analyte and potentiometric
sensor, changes has occured in the measured potential. With this changes the analyse is
performed.

Keywords:  Organophosphates, Quartz  Crystal  Microbalance(QCM),
Potentiometry, Refractometric Interference Spectroscopy(RIfS), Nanoenzyme.
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1. GIRIS

Kimyasal silahlarin kesfiyle birlikte insanoglu biiyiik bir tehdit ile kars1 karsiya
kalmistir. Bu silahlarin kitlesel insan oliimlerine sebebiyet vermesi ve nispeten
gelistirilmesinin kolay olmasi iilkeleri bu konuda 6nlem almak zorunda birakmugtir. 1.
Diinya Savasi esnasinda kimyasal silahlar nedeniyle 2 milyona yakin insan hayatini
kaybetmistir. II. Diinya Savasi baslamadan ise sinir ajanlar1 kimyasal silah yapiminda
kullanilmaya baglanmigtir. Boylece kimyasal silahlarin insanlik iizerindeki tehdidi ¢cok
daha kritik bir noktaya ulasmustir. Ozellikle II. Diinya Savas1 ve soguk savas déneminde
kimyasal silah gelistirilmesi ve sinir ajani iiretimi hi¢ olmadig1 kadar artmastir.

Ulkeler tarafindan gelistirilen kimyasal silahlar ilerleyen zamanlarda terdrist
gruplarin eline gegmeye baslamistir. 1994 yilinda Japonya’nin Matsumoto sehrindeki
meydana gelen terdr saldirisinda sarin gazi kullanilmistir. Yasanan bu olay sarin gazinin
kullanildig ilk terdr saldirist olarak tarihe gegmistir.

Uluslararas1 yapilan antlasmalar ve diizenleyici kurallarla bilimsel ¢aligmalarda
sinir ajanlarinin kullanimi yasaklanmistir. Bu diizenlemeler sonucunda sinir ajanlarinin
elde edilmesi zorlagmistir. Sinir ajanlarinin elde edilememesinden olusan bosluk
organofosforlu bilesiklerin kullanilmasiyla kapatilmistir. Organofosforlu bilesikler
toksik etkileri bakimidan sinir ajanlarina benzemektedirler. Bu bilesikler tarim
alaninda diinyada yaygin olarak kullanilmakta ve kolayca bulunabilmektedirler. Bu
durum organofosforlu bilesikler {izerine ¢alisma yapilmasinin Onemini ortaya
koymaktadir. Diinyada olusan ortam gostermektedir ki; kimyasal silah iiretiminde,
ulagilmasi ¢ok kolay olan organofosforlu bilesiklerin kullanimi gitgide artacaktir.

Bu tez c¢alismasinda, kimyasal savas ajanlarinin tespitine yonelik paraokson
temelli sensorler gelistirilmesi amaglanmaistir.

1.1. Kimyasal Savas Ajanlar:

Toksik etkileri sonucunda canlilar; 6ldiirme, yaralama veya temel yasam
fonksiyonlarini bozarak etkisiz hale getirme gibi 6zelliklere sahip kimyasal maddelere
genel olarak kimyasal savas ajani denilmektedir. 1993 yilinda imzalanan kimyasal
silahlar konvansiyonu ise; kimyasal silah olarak tipleri ve miktarlart uygun olan ve
bunlar1 elde etmek icin kullanilan kimyasal savas ajanlari, bu kimyasallar1 kullanmak
icin gerekli cihaz ve mithimmatlar ve bunlarin kullanimima yonelik 6zel olarak
tasarlanmis her tiirlii techizati kimyasal silah olarak tanimlamistir. Bu silahlar; insanlari

6ldlirmenin yaninda, bitkisel ve hayvansal besin stoklarini bulas ile kullanilamaz hale
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getirme, ekonomik degeri yiiksek hedefleri islemez hale getirme, asker ve sivil personeli
koruyucu giysi ve ara¢ kullanmak zorunda birakarak hareket kabiliyetlerini azaltma ve
askeri birlikleri istenilmeyen yonlere sevk etme gibi amaglarla kullanilir [1].

Kimyasal maddeler dogada kati, sivi ve gaz halindedir. Ugucu olmalar1 ve daha
genig alanlara daha kisa silirede yayilabilme oOzelliklerinden dolayr kimyasal silah
yapiminda kullanilan kimyasal ajanlarin gaz formu tercih edilir. Suda ve organik
¢oziiciilerde az veya ¢ok ¢oziinme Ozelligine sahiptirler. Kimyasal silaha maruz kalan
canlilarin verdigi tepkiler ayni Ol¢lide olmamaktadir. Viicuda giren kimyasal ajanlari
deaktive ederek etkilerini minimize eden paraoksonaz gibi enzimler her insanda ayni
miktarda bulunmamaktadir. Dolayisiyla insanlar 1rk, cinsiyet ve yasanilan cografi
bolgenin 6zellikleri gibi faktorlere bagli olarak kimyasal ajanlara karsi farkli duyarlilik
gosterirler [2].

Kimyasal ajanlar viicuda deri, solunum ve gozler yoluyla girmektedir. Kimyasal
ajanlar gaz, buhar veya aerosol halinde solundugunda burun ve agiz yoluyla viicuda
girmektedir. Gozler kimyasal ajanlari dogrudan emerek kan dolagimia dahil edebilir.
S1vi veya kat1 haldeki kimyasal ajanlar ise deriyle temas ettiginde etkilerini gosterirler.
Kimyasal silahlar; fiziksel ve kimyasal o6zelliklerine, askeri kullanim amacima veya
toksik ozelliklerine ve etkilerine gore farkli siniflara ayrilabilir. Kimyasal silahlarda

kullanilan kimyasallar Tablo 1.1.’de verilmistir [3].

Tablo 1.1. Kimyasal silahlarda kullanilan kimyasallar

Kimyasal Savas Ajani Kullanilan Kimyasal
Sinir Ajanlar1 Tabun, Sarin, Soman
Yakici Ajanlar Mustard, Azotlu mustard, Levisit
Akciger Zedeleyiciler Fosgen, Difosgen, Klor, Klorpikrin
Sistemik Zehirler Hidrojen siyaniir, hidrojen kloriir, hidrojen silfiir
Kapasite Bozucular BZ (3-kuinuklidinil benzilat), LSD(Liserjik asit dimetilamid)
Kargasa Kontrol Ajanlart CN(KIoroasetofenglg)(,d(ilbse(noz-:zlgrr)(i)rt]))e’nzalmalononitriI),




Siiflandirilmasi yapilan kimyasal savas ajanlarinin bazilarinin fiziksel 6zellikleri

Tablo 1.2.’de verilmistir. Tablo incelendiginde uguculuk 6zelligi en fazla olanin sarin,

oldirticiiliik agisindan en tehlikeli olanin soman oldugu goriilmiistiir.

Tablo 1.2. Bazi kimyasal savas ajanlarinin fiziksel 6zellikleri

TABUN SARIN SOMAN
Buhar Basmc1 (mmHg,20 °C) 0,037 29 0,4
Yogunluk (g/mL, 25°C) 1,08 1,10 1,02
Donma Noktas1 (°C) -5 -56 -42
Kaynama Noktasi (°C) 230 158 198
Uguculuk Ozelligi ( mg/m°, 610 22000 3900
25°C)
({(1)120 d(glk‘}g]r})“ﬁ konsantrasyon 15000 10000 2500
%50 Oldiiriicii doz ( mg/kg) 1500 1700 350
Kokusu Meyve Kokusu Kokusuz Meyve Kokusu

1.1.1. Kimyasal savas

Kimyasal silahlarin savas alaninda diisman iilkelere kars1 kullanilmasiyla ortaya

cikan duruma ise kimyasal savas denilmektedir.

Kimyasal silahlarin {iretimi ve kullanimi1 I’inci Diinya Savasi ile baslamistir.

Savas alaninda kullanilan ilk kimyasal silah 1915 yilinda Almanya tarafindan

Belgika’ya atilan Klor gazidir. Bu saldiri sonucunda yaklagik 5000 kisi hayatini

kaybetmistir. 1914-1918 yillar1 arasinda gerg¢eklesen I.Dunya Savasi sirasinda 113,500

ton toksik kimyasal madde kullanilmistir. Avrupada yaklasik 1,5 milyon kisi bu

kimyasal maddelere maruz kalmistir. Yaklasik 1,5 milyon vakanin 90.000’i oliimle

sonug¢lanmistir.




P’inci Diinya Savasindan sonra kimyasal silahlara karsi savunma ydntemleri
gelistirilmesine yonelik ¢alismalar hizlanmistir. Kimyasal silahlara karsi gelistirilen
yontemler ise zaman icerisinde kimyasal savunma olarak tanimlanmaya baglanmigtir
[4].
1.1.1.1. Kimyasal ajanlarin viicuda giris yollar1 ve cesitleri

Kimyasal maddeler kati, sivi ve gaz halinde bulunmaktadir. Kimyasal savas
ajanlart uguculuk o6zelliginden dolayr ¢ogu zaman gaz halinde bulunurlar. Kokulari
karakteristik olabilecegi gibi kokusuz olarakta bulunabilirler. Suda veya diger
¢oziiciilerde farkli ¢oziinme 6zelligi gosterebilirler [1, 2].

Kimyasal silahlara karsi canlilarin hepsi ayni oranda ve sekilde tepki vermezler.
Tepkinin seklini ve seviyesini belirleyen canlinin 1k, cinsiyet ve yas gibi 6zellikleridir
[3].

Kimyasal savas ajanlar1 insan viicuduna farkli yollarla girebilir. Buhar, gaz ve
aerosoller halinde solundugunda burun ve agiz mukozasindan akciger alveollerine kadar
herhangi bir yerden emilebilirler. Gozle temas edildiginde dahi kimyasal ajanlar viicuda
giris yapabilirler. Sivi ve kat1 pargaciklar ise genellikle deri ve miik6z membranlarinin
yiizeyinden emilebilirler. Igme suyu veya besinlere bulasmalari halinde ise sindirim
sistemi kanaliyla viicut dolasimina katilabilirler [5, 6].

Kimyasal ajanlarin fiziksel durumlari, toksikolojik 6zellikleri ve uguculuklarina

gore siniflandirilmas: Sekil 1.1°de verildigi gibidir.

KiMYASAL AlANLAR

FZIKSEL TOKSIKOLOUIK
DURUMLARINA OZELLIKLERINE
GORE GORE

UCUCULUKLARINA
GORE

KATI HALDE SIVI HALDE SINIR AJANLARI TAKICI AJANLAR KALICI AJANLAR UCUCU AJANLAR

KAN ZEHIRLEYIC

ALANLAR BOMGUCU AJANLAR

GAZ HALDE BUHAR HALINDE

KAPASITE BOZUCU KARGASA KONTROL

AEROSOL HALDE ALAMLAR LARd

Sekil 1.1. Kimyasal ajanlarin siniflandirilmasi



1.2. Pestisitler

Pestisitler, tarim iirlinlerinin yetistirilmesi, depolanmasi ve tiiketilmesi sirasinda
bitkiye ve bitkiyi tilketen canliya zarar veren hasere ve mikroorganizmalari yok etmek
maksadiyla kullanilan kimyasallardir [7-8].

Tarimsal alanda hagere ile miicadelede en yogun kullanilan ydntem pestisit
kullanimdir. Bunun nedeni; pestisit kullaniminin uygun sekilde yapildiginda daha etkili
ve hizli sonuglar vermesidir. Bu sekilde tarlada yetistirilen {riinliniin gelisiminin
istenilen sekilde olmas1 saglanmaktadir [9]. Pestisitler kullanilirken sadece hedef segilen
zararlilara etkili olmas1 istenmektedir. Ancak kullanimlar1 esnasinda hava, su ve topraga
karisarak hedefin disindaki canlilara da zarar verebilmektedirler. Bunun yani sira
bilingsiz kullanimdan dolay1 da suda, toprakta, bitkisel ve hayvansal besinlerde yiliksek
oranlarda birikirler [10]. Pestisitler nerdeyse her tiirli ortamda bulunabilmektedirler.
Yeryiizinde bulunan biitiin canlilar pestisitlerden etkilenirler. Ancak pestisitlerden en
cok etkilenen besin gruplarinin basinda meyveler gelmektedir [11].

Pestisitin yogun kullanilmasindan en fazla etkilenen kisiler tarim alaninda
calisanlardir. Tarim alaninda g¢alisan kisilerin kanlarinda yapilan analizlerde pestisit
kalintilarina rastlanmaktadir. Bu durum pestisite maruz kalanlarin organlarinda ve
enzim sistemlerinde olumsuz sonuglara yol agmaktadir. Ozellikle paraoksonaz (PON)
enzimi insektisit ve sinir gazi yapiminda yaygin kullanima sahip organofosfat
bilesiklerinin hidrolizini katalizlemekte kullanilan 6nemli bir enzimdir. Bu enzimde
meydana gelen degisikliklerden yararlanilarak pestisitlerden ne kadar etkilenildigi
bulunmaktadir [12].

1.2.1. Pestisitlerin simflandirilmasi

Pestisitleri, yok etmek i¢in kullanildiklar1 parazit ¢esitlerine gore ve yapilarindaki

kimyasal bilesenlere gore gruplandirmak miimkiindiir. Bu kapsamda pestisitlerin

siniflandirilmasi Sekil 1.2°de gosterildigi gibidir.



Pestisitlerin Smiflandirilmasi
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Sekil 1.2. Pestisitlerin siniflandirilmasi

Insektisitler, bitki, toprak ve hayvanlarda yasayan bocekleri yok etme amaciyla
kullanilan pestisitlerdir. Akarsitler, 6riimcek, bit ve kenelere karst kullanilirken, afisitler
ise yaprak bitlerine karsi kullanilir. Rodentisitler; tarimda fare, sican ve diger
kemiriciler gibi zararli hayvanlara karsi kullanilan pestisitlerdir. Fungusitler, mantar ve
mantar sporlariin Oldiiriilmesi veya kontrol altina alinmasi maksadiyla kullanilan
pestisitlerdir. Tiirkiye’de yogun olarak kullanilmaktadirlar. Herbisitler, tarim alaninda
yabani otlarla miicadele etmek amaciyla kullanilan bir pestisittir [12, 13, 14].

1.2.2. Organofosforlu bilesikler ve genel 6zellikleri

Organofosforlu bilesikler etkilerini sinir iletisini engelleyerek gosterirler. Bu
bilesikler yapilar1 bakimindan genel olarak esterler, amidler ve fosforik asidin tiiol
tirevleridir. Organofosfatlar lipid ¢oziiniirliige sahiptirler. Bundan dolay: deri, mukoza,
konjoktiv ve solunum yollar1 tarafindan viicuda alinirlar. Ayrica hayvan ve insan
tibbinda kimyasal ajan veya ilac olarak sinir sistemi ¢alismalarinda ve askeri amaclarla
kimyasal savas ajani olarak da kullanilmaktadirlar. Bu grup kimyasallar en yaygin
sekilde pestisit, insektisit, akarisit vb. olarak kullanilirlar ve ticari olarak kolayca elde
edilebilirler [15, 16].
1.2.2.1. Organofosforlu bilesiklerin kimyasal yapisi

Genel kimyasal yapilari su sekildedir; molekiilin merkezinde fosfat atomu
bulunmakta ve fosfat atomu oksijen veya siilfiir ile ¢ift bag yapabilmektedir. Genel
kimyasal yapida bulunan R1-R2 hidrojen, alkil (siklik yap1 dahil), aril, alkoksi, alkiltiyol
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ve amino gruplarmi temsil eder. X ise halojenleri, Siyano ve tiyol gruplarini ve
inorganik-organik asitleri temsil eder. Organofosforlu bilesiklerin genel kimyasal yapisi
Sekil 1.3’de gosterildigi gibidir [17, 18].

Sekil 1.3. Organofosforlu bilesiklerin genel kimyasal yapisi

1.2.2.1.1. Paraokson

Paraokson, molekiil agirhigr 275,2 g/mol ve kapali formiilii C1oH14NOgP olan bir
insektisittir. Kimyasal adi 0,0-dietil-0-p-nitrofenil fosfattir. Paraokson molekiilii insan
viicudunda asetilkolinesteraz (AChE) enzimi inhibitorii olarak davranir. Paration
molekiiliiniin aktif metabolitidir. AChE enzimini inhibe etme yetenegi ¢ok giiglidiir.
Insektisitler arasinda inhibisyon agisindan en kuvvetli organofosforlu birlesiklerden
birisidir. Sinir ajani sarinin %70 kuvvetindedir ve canlilarda toksik etkilere yol
acacagindan dolayr kullanimi kisithidir. Deri tarafindan emilimi oldukga kolaydir [19].

Paraokson molekiiliiniin molekiil yapis1 Sekil 1.4’de verilmistir.

/N
0 O\/CHg
NO,

Sekil 1.4. Paraoksonun (O,O-dietil-O-p-nitrofenil fosfat) kimyasal yapist

1.2.2.1.2. Paraoksonaz (PON) (EC 3.1.8.1)

Paraoksonaz enzimi hem insan hem de hayvan serumunda bulunan bir enzimdir.

Metabolizmadaki gorevi organofosfat molekiillerinin hidrolizini katalizlemektir. Insan
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kan serumunda ilk olarak 1953 yilinda kesfedilen bir enzimdir. Paraokson ve parationa
kars1 spesifikligi kesfedildikten sonra paraoksonaz olarak isimlendirilmistir [20].
Paraoksonaz enziminin ilgili insan geni HUMPONA’dir. Bu gen 7q21.3 {istiinde
bulunmaktadir ve PON1, PON2 ve PON3 olmak iizere ii¢ iiyeye sahiptir. Bu genler
birbirlerine benzerlik gostermektedirler. PON1, PON2 ve PON3 genleri memeliler
arasinda; niikleotid seviyesinde %81-90, aminoasit seviyesinde %79-90 benzerlik

gosterir [8]. PON1 geninin bulundugu kromozom {izerindeki yeri Sekil 1.5.’de

gosterilmistir.
Chr 7
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Sekil 1.5. PONI geninin 7. kromozom tizerindeki yeri

PON1 ve PON3 karacigerde bulunurken, PON2’nin karacigerin yani sira kalp,
beyin dokularinda ve diiz kas hiicrelerinde de yer aldig bilinmektedir. Insan kan
serumunda baskin olan PONI1 enzimidir. PON1 enzimi 45 kDa agirliginda ve 354
aminoasitten olusan bir proteindir [8, 21].

PON1 enzimi kanda HDL’ye bagl olarak bulunmaktadir. Ustiinde N-terminal
bolgesi bulunmakta ve bu sayede lipitlere kolay baglanabilmektedir. PON1 enzimi 45
kDa agirliginda ve 354 aminoasiten olugsmaktadir [8, 22].

PONI1 enziminin insan metabolizmasinda aktivite gosterebilmesi i¢in yapisinda
kalsiyum bulundurmasi gerekmektedir. Diger esterazlar yapilarinda kobalt, mangan ve
magnezyum bulundurmaktadirlar. Bu o0zelligi sebebiyle PONI1 diger esterazlardan
ayrilmaktadir. PON1 enzimi yapisinda iki tane Ca*? ihtiva etmektedir. Bunlardan bir
tanesi enzimin molekiill yapisinin en stiinde, digeri ise merkez kisminda
bulunmaktadir. Merkezdeki kalsiyum iyonu yapidan uzaklastirilirsa enzim denatiire olur
ve bu olay geri doniisiimsiiz olarak gergeklesir. Yapinin en {istiinde bulunan kalsiyum
Iyonu ise katalitik etkinlik gostermektedir [8, 23]. PON1 enziminin yapis1 Sekil 1.6°da

verilmistir.



Sekil 1.6. PON1 proteininin ii¢ boyutlu yapisi.( Yapinin ortasinda gériilen kirmizi ve
vesil daireler Kalsiyum iyonlarini temsil etmektedir.)

Kaynak: Josse,2002, .87

PONI1 enzimi viicutta belli bash ii¢ aktiviteye sahiptir. Bunlar; hidrolaz aktivitesi,
arilesteraz aktivitesi, arildialkil fosfataz aktivitesidir. Paraokson molekiiliiniin PONI

enzimi tarafindan hidrolizi Sekil 1.7°de verilmistir.

o
| PON1 7\
{EIGJ?PG@_ NO, —= HG4<:>*NUE + (E0),PO,
Paraokson p-Nitrofenol Dietil fosfat

Sekil 1.7. Paraoksonun PONI enzimi tarafindan hidroliz

1.3. Asetilkolinesteraz (AChE) Enzimi (EC 3.1.1.7)

AChE enzimi esteraz ailesine iiye bir serin hidrolazidir. Asetilkolinesteraz
enziminin viicuttaki rolii post-sinaptik membran {izerinde bulunan asetilkolini
hidrolizleyerek sinyal iletimini sonlandirmaktir. Bu sekilde otonom sinir sisteminin
diizglin caligmasini saglar. Asetilkolin molekiilii ilk tanimlanan sinirsel uyar iletici
molekiildiir. Asetik asit ile kolinin esteridir. Asetilkolin molekiili AChE tarafindan
hidrolize edilerek kolin ve asetik asite parcalanir [25]. AChE enzimine ait X-Ray

gorlntiisii Sekil 1.8”de verilmistir.



Sekil 1.8. AChE enziminin X-Ray gériintiisii

Asetilkolinesteraz enzimini kodlayan gen, insan gen yapisi igerinde 7.
kromozomun q22 bolgesinde bulunmaktadir. 60.000 dalton agirliginda bir monomerdir.
45x60x65 A°’luk 14 alfa sarmali tarafindan gevrili, elipse benzer sekilde, 12 egrilmis,
merkezde miks olmus beta levhasindan olusan dimer veya tetramer halinde bulunan bir
molekiildiir. Yapisinda 537 amino asit igerigine sahip alfa/beta protein bulunmaktadir.
Dizinin N terminalinde aspartik asit (Asp)1, C terminalinde ise Sistein (Cys)537 yer alir

[25, 26]. Asetilkolinesteraz enziminin asetilkolin molekiiliinti hidroliz reaksiyonu Sekil

1.9°da verilmistir.

HO'E' Asetik Asit

0
CHS,C\].ECH;; Asetilkolin
+N-CH,CH;O-C-CH; mmmp .,
' ; oy
Elektrostatik Etkilesim : | 3\}'{ Kolin

I
@ ” CH,CH,OH

Serin

Anyonik Bilge Ester Bolgesi

Asetilkolinesteraz

Sekil 1.9. Asetilkolinin hidroliz reaksiyonu
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1.3.1. AChE enziminin organofosforlu birlesiklerle etkilesimi

Organofosforlu bilesikler viicuttaki etkilerini asetilkolin esteraz enziminin
inhibisyonu {izerinden gostermektedir. OPB’ler AChE enziminin aktif bdlgesinde
bulunan serin amino asitine baglanarak enzim tarafindan hidrolize edilirler. Boylece
enzimin aktif bolgesi fosforillenmis olur. AChE enzimi ile OPB’ler arasindaki
reaksiyon iki basamakta gerceklesir. Oncelikle geri doniisiimlii enzim-inhibitdr
kompleksi olusur. Bu kompleksin olusum hizi organofosforlu bilesigin yapisina,
molekiil biyiikliigline ve alkil gruplarma baghdir. Geri doniistimli  kompleks
olusumundan sonra yapidaki alkil grubunun —OH ile yer degistirmesi sonucu geri
doniistimsiiz kompleks meydana gelir. Bu olay eskime olarak adlandirilir. Eskime
olaymin gergeklesme zamani maruz kalinan molekiiliin yapisina gore degismektedir.
Soman molekiiline maruz kalindiktan dakikalar sonra eskime olay1 gerceklesmesine
ragmen, sarin ile bu siire 6 saat, tabun ve Vx ajanlarinda ise bu siire yaklasik olarak 50
saat civarinda gerceklesmektedir [6, 18]. OPB’ler ile AChE arasindaki reaksiyon Sekil

1.10°da verilmistir.

Q) 0 () 0(s)
R1\|I R+ ‘ E SKIME HO\\H
ACHE A > ez T ° P—ENZ
Ry | R; R
X
E | ESKIMIis ENZIM
Z
ACHE

Sekil 1.10 OPB’ler ile AChE arasindaki reaksiyon

AChE enziminin OPB’ler ile etkilesip inhibe olmasindan dolay: sinaptik aralikta
bulunan asetilkolin molekiilii par¢alanamaz. Beyin tarafindan génderilen sinyaller sinir
hiicreleri tarafindan aktarilirlar. Yollanan sinyaller sinaps bosluklarina gelene kadar
yoluna devam eder sonrasinda ise durur. Sinyalin gidecegi noktaya ulasabilmesi i¢in
sinaps boslugunun dolmasi gerekmektedir. Sinaps boslugunun dolmasini saglayan
kimyasal ise asetilkolin molekiiliidiir. Sinyal sinapse geldiginde asetilkolin molekiilleri
sinaps boslugunu doldurmaya baslarlar. Bunun sonucu olarak beyin tarafindan
gonderilen sinyaller iletilecegi noktaya ulasmis olurlar. Iletim tamamlandiktan sonra

asetilkolin tarafindan doldurulan sinaps boslugunun tekrar bosaltilmas1 gerekmektedir.
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Sayet bu ger¢eklesmezse beyin tarafindan gonderilen sinyaller karigacaktir. Asetilkolin
molekiiliiniin doldugu sainaps boslugundan temizlenmesini saglayan ise asetilkolin
esteraz enzimidir. Eger bu enzim inhibe olursa asetilkolin molekiilii sinaps boslugundan

temizlenemez ve bunun sonucu olarakta istemsiz kas hareketleri meydana gelir [27, 28].

Sinir Hitcresi

Asetilkolin «:j_*-;—;—;‘. ' .

e AU

Asetilkolin Reseptirii _' ' '

Post Sinaptik Membran

Kolin

v

Sekil 1.11. Sinir hiicrelerinde asetilkolin birikiminin sematik gésterimi

1.4. Sensorler

Belirli bir olcililene karst yanit olarak kullanilabilecek veri saglayan cihazlara
genel olarak sensor denilmektedir. Sensorler fiziksel bir parametreyi uygun sinyale
doniistiiriirler. Sensoér ve doniistiirlicti  terimleri  genellikle birbirlerinin  yerine
kullanilirlar. Ancak doniistiiriiciiler giren enerjiyi baska bir enerji formuna doniistiiren
cthazlari, sensorler ise farkli enerji bigimlerini elektrik enerjisine ¢eviren cihazlar
temsil eder. Terimler arasindaki bu karigikligi gidermek amaciyla 1969 yilinda
ISA(Instrument Society of America) bu iki terimi es anlaml1 kabul etmistir. Ikisini de
ortak bir ifadeyle soyle tanimlamistir: “Olgiilen fiziksel 6zellik, miktar ve kosullarin
kullanilabilir elektriksel miktara doniistiiren bir arag.”

Insan viicudu da ¢esitli dogal sensorlere ev sahipligi yapmaktadir. Ornegin duyu
organlarimizin her birisi birer sensor olarak diisiiniilebilir. Dis diinyadan alinan sinyal
algilayic1 organ tarafindan yakalanir, ardindan doniistiiriicti olarak diislinebilecegimiz
beyne iletilir. Beyinden elde edilen veriler ise kas sistemi, iskelet sistemi gibi ilgili

birimlere génderilir.
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Sensdrler Olglim yaptiklari ¢evreye gore de degerlendirilebilir. Bazi sensorler
Ol¢iim yaparken disardan enerjiye ihtiya¢ duyarken bazilar1 ise enerjiye ihtiyag
duymazlar. Bu sekilde bakildiginda sensorler aktif ve pasif sensorler olarak
siniflandirilabilir. Aktif sensorler caligilan ¢evreden enerji alirken, pasif sensorler enerji

almazlar. Sensorlerin genel olarak ¢alisma prensibi Sekil 1.12°de gosterildigi gibidir.

0@@_[] — .
®@®

Hedef Molekiil Taniyicr Tabaka Déniistiirici

VWA,

Sinval

Sekil 1.12. Sensorlerin ¢alisma prensibi

1.4.1. Kimyasal sensorler

Kimyasal sensorler numune igerisindeki analitin derisimine bagli olarak elde
ettikleri kimyasal bilgiyi sinyale doniistiiren sensor sistemleridir. Elde edilen kimyasal
bilgi analitin sensor yiizeyinde girdigi bir reaksiyon araciligtyla veya ortamin degisen
fiziksel ozellikleri yardimiyla elde edilebilir. Kimyasal sensorlerin ortak 6zellikleri su
sekilde siralanabilir;

» Kimyasal sensorde bulunan algilayici tabaka ile hedef molekiil kimyasal

etkilesim halindedir.

> Olgiimden sonra algilayici tabakanm kimyasal ozelliklerinde herhangi bir

degisiklik olmamaktadir.

» Kigiiltiilebilir olmalidirlar.

» Diger analiz yontemlerine gore daha ekonomik olmalidirlar [29].

Kimyasal sensorler algilayici kisminin 6zelliklerine gore siniflandirilabilir.
Kimyasal reaksiyonun olmadigi sadece ortamdaki fiziksel degisimlerden yararlanarak
Olclim yapilan kimyasal sensorler mevcuttur. Bu tarz kimyasal sensorlerde absorbans

degisimi, refraktif indeks, iletkenlik, sicaklik ve kiitle degisimi Olgiilmektedir. Analit
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ortami ile algilayici tabaka arasindaki reaksiyon sonucu meydana gelen degisikliklerden
yararlanarakta 6l¢iim yapilabilir. Bu sensdrler kimyasal ilkeye dayali kimyasal sensorler
olarak adlandirilabilirler. Algilayici tabakada biyolojik bir molekiiliin oldugu ve
meydana gelen sinyalin biyokimyasal bir siire¢ sonucunda elde edildigi kimyasal
sensorlere ise biyokimyasal sensor denilmektedir [30].

Kimyasal sensorler donistliriici  kismimnin  ¢alisma  prensibine  gore
smiflandirilabilir. Algilayict kisim ile numune igerisinde bulunan analit arasindaki
etkilesim sonucunda optik olaylardaki degisimi anlamli verilere doniistiiren optik
cihazlar mevcuttur. Bu cihazlar; analit ile algilayic1 tabaka arasindaki etkilesim
sonucunda meydana gelen absorbans degisimini, algilayic1 yiizeye analitin
baglanmasindan dolay1 degisen reflektansi, ortamda meydana gelen kimyasal reaksiyon
sunucu olusan limiinesansi, analit ortaminda meydana gelen emisyon degisiminden
kaynakli floresansi, numune ortaminin degismesiyle degisen kirilma indeksini, 11k
absorpsiyonunun neden oldugu optotermal etkiyi ve numunedeki pargaciklardan olusan
sacilmay1 Olgerler [31]. Optik kimyasal sensorlerde ¢ogunlukla optod adi verilen
elektrot benzeri cihazlar kullanilir. En Onemli avantaji bir referansa ihtiyag
duymamasidir. Bu o6zelliginden dolayr fiber optiklerde kullanilir. Optik sensdriin
calisma prensibi en basit sekliyle Sekil 1.13’de verilmistir.

Fotosensir

Isik Kavnag
Sekil 1.13. Optik sensorlerin ¢alisma prensibi
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Kimyasal sensor siteminde kimyasal bir degisimi dogrudan elektrik verisine
dontistiiren sensorlere elektrokimyasal sensor denilmektedir. Voltametrik sensorlerde
dogru akim veya alternatif akim ortaminda akim Ol¢iimii yapilmaktadir. Voltametrik
sensor grubuna inert, aktif, modifiye elektrotlar ile disardan akim alan veya almayan
sensorlerde dahildir [31]. Potansiyometrik sensorlerde, referans elektroda gore ¢alisma
elektrodundaki potansiyel degisimi Olciilmektedir. Elektrotun daldirildigr ¢ozeltide
bulunan analit iyonlarmin elektrot ylizeyinde potansiyel olusturmasi ilkesine
dayanmaktadir. Olusan potansiyel degeri ¢oOzeltideki analit iyonlarinin sayisi ile
orantilidir. Kondiiktometrik sensorlerde sabit voltajda bir ¢ozeltideki reaksiyon
sonucunda olusan elektriksel iletkenlikteki degisim Ol¢iiliir.

Kimyasal sensor sistemlerinde algilama biriminin bir analiti adsorplamasi sonucu
kiitlede meydana gelen degisimin Ol¢limiine dayanan cihazlara kiitle sensorleri
denilmektedir. Ayn1 zamanda mikrogravimetrik sensdrler olarakta bilinmektedirler. Bu
tip sensorlerde elektrot biriminde kuvars gibi piezoelektrik kristaller kullanilmaktadir.

Kimyasal sensorler Olgiilen biiyiikliige gore de smiflandirilabilir. Bu sekilde
siiflandirildiginda sensor ¢esitleri; mekanik, termal, elektriksel, manyetik, 1s1ma,
kimyasal olarak siralanabilir. Mekanik sensorlerde uzunluk, alan, miktar, kuvvet,
moment, hiz, ivme Olclilmektedir. Bu tip sensorlere basing sensorleri 6rnek olarak
verilebilir. Termal sensoérlerde sicaklik ve 1s1 akisi Ol¢iilmektedir. Termal enerjiyi veya
termal enerjinin etkilerine karsilik gelen bir elektrik enerjisini Olgerler. Elektriksel
sensorlerde, yiik, akim, potansiyel, potansiyel farki, elektrik alani, iletkenlik, dielektrik
sabiti gibi degiskenlerden yararlanarak 6l¢iim yapilir. Manyetik sensorlerde manyetik
alan elektrik sinyaline doniistiiriiliir. Bu tip sensorlere manyometre Ornek olarak
verilebilir. Isima tipi sensorlerde yogunluk, dalga boyu, polarizasyon, faz, yansitma gibi
ozellik ve degiskenlerden yararlanilarak analiz yapilmaktadir. Kimyasal sensorler,
kimyasal maddelerin ve derisimlerinin belirlenmesi amaciyla kullanilirlar. Yogunlagma,

icerik, reaksiyon hizi, pH miktar1 gibi degiskenlerin 6l¢iilmesine dayanmaktadir.

Kimyasal sensorlerin performansinin belirlenmesinde yararlanilan parametreler su
sekilde siralanabilir: duyarlilik, gozlenebilme siniri, tayin siniri, ¢aligma araligi,

secicilik, dogrusallik, cevap siiresi, kararlilik, sensér 6mrii.
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1.4.1.1. Potansiyometrik sensorler

Elektrokimyasal hiicrelerde potansiyel 6lgerek numune analizi yapilan yontemlere
genel olarak potansiyometrik yontemler denilmektedir. Bu yontemde sistemden akim
cok az gecer veya hi¢ gegmez. Bu sartlar altinda ortamdaki analit konsantrasyonuna
bagli olarak c¢alisma elektrotunun referans elektrota karst degisen potansiyelinin
Olctildiigii sistemlerdir. Potansiyometrik analiz yapilan sistemlerin {i¢ temel iiyesi vardir.
Bunlar; ¢alisma elektrotu, referans elektrot ve potansiyel 6l¢iim cihazidir. Basit bir

potansiyometri devresi Sekil 1.14’°de verilmistir.

:}' Dijital Potansivometre

Referans _':-_:‘::
Elektrot
| e e Cahsma Elektrotu

Analit Cozeltisi

Sekil 1.14. Potansiyometrik sistem

Potansiyometrik ol¢iim sistemlerinde potansiyel Ol¢limii i¢in potansiyometre
disinda pH metrede kullanilir. Potansiyometrenin kullanilabilmesi i¢in 6l¢lim sisteminin
diisiik direnc¢li olmasi1 gerekmektedir. Kullanilacak olan devre sistemi yiiksek direngli
oldugunda pH metre tercih edilmektedir. Cam elektrota sahip pH metreler ile yapilan
Olctimler potansiyel dl¢iimiinii de igermektedir.

1.4.1.1.1. Potansiyometrik tayin ilkesi

Bir iyon segici elektrotta, elektrotta bulunan i¢ standart ¢ozelti ile numune
¢Ozeltisini birbirinden ayiran iyon se¢ici membran bulunmaktadir. Numune ¢ozeltisinde
bulunan elektronlar, basit iyonlar veya analite ait notral ya da yiiklii kompleksler segici
membranin yiizeyinden i¢ kisimlara dogru standart ¢ozeltinin derisimine bagli olarak

ilerlerler. Bu olay sonucunda elektrostatik motor kuvveti (EMK) olusur. EMK degeri
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referans elektrota ait yari hiicre ile ¢alisma elektrotuna ait yari hiicrelerin bir arada
degerlendirilmesiyle hesaplanir.

Numune konsantrasyonu ile elektrot potansiyeli arasindaki iliskiyi kurabilmek
icin Oncelikle asagidaki tersinir yar1 reaksiyon yazilir.

aA+bB+..+neescC+dD+...

Verilen tersiner yar1 reaksiyondan yararlanarak elektrotun potansiyel farki (E)
Nernst esitligi ile hesaplanir [32].

c d
F = o _ R D1
nF [A

l1a[B]b... (1.1)

Bu denklemde; E calisma elektrotunun potansiyelini, E° standart elektrot
potansiyelini, R gaz sabiti degerini (8,314 J.mol*.K™), T kelvin cinsinden sicaklik
degerini, F faraday sabitini (96486 J.volt™), [A], [B], [C], [D] iyon aktivitelerini, a, b, c,
d yan reaksiyonda yer alan her bir tiirlin mol sayisini, n reaksiyon sirasinda alinan
verilen elektron sayisini temsil etmektedir.

Nernst esitliginde derisim yerine iyon aktivitesi kullanilip, esitlik tek bir iyon i¢in

yazilirsa asagidaki denklem elde edilir.
E=E%+ % Ina; (1.2)

Denklemdeki () ifadesi anyonlar i¢in (-), katyonlar i¢in (+) olarak kullanilir.
Ortamdaki iyon aktivitesinin a; degerinden a, degerine degistigi kabul edilirse elde

edilen yeni denklem asagidaki gibi olur.

R—; In% (1.3)

ai

E=E"+

Son elde edilen denklem logaritmik hale getirildikten sonra, 6l¢iimlerin 25 °C’de
yapildigin1 kabul ederek tiim sabitlerin degerlerini yerlerine yazdigimizda asagidaki

denklem elde edilir.

2% 1og 2 (1.4)

ai

E=E°+

Son elde edilen denklemden 25 °C sicaklik igin potansiyel ile aktivitenin
logaritmik degeri arasindaki iliskinin degisimi n yiiklii iyonlar i¢in 59,2/n.mV olarak

bulunur. Elde edilen bu deger katyonlar i¢in pozitif, anyonlar i¢in ise negatiftir.
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1.4.1.1.2. Referans elektrotlar

Potansiyometrik hiicrede kullanilirken elektrot potansiyeli bilinen ve islem
sirasinda potansiyeli degismeden kalabilen elektrotlara referans elektrotlar denilir. Bu
tip elektrotlara standart elektrotta denilmektedir. Referans elektrotun potansiyel degeri
calisilan ortama, analitin yapisina veya konsantrasyonuna bagli olarak degismez.
Referans elektrotun potansiyel degerini etkileyen tek unsur sicaklik degeridir.
Potansiyometrik hiicrelerde referans elektrot anot olarakta adlandirilabilir. Ideal bir
referans elektrotun sahip olmasi gereken ozellikler su sekile siralanabilir [33]:

» Referans elektrotun sabit bir potansiyel degeri olmalidir. Bu deger numune

ortamindan etkilenmemeli ve zamanla degismemelidir.

» Cozelti igerisinden kiigiilk akimlar geg¢mesinden kisa siire sonra eski

potansiyeline donebilmelidir.

» Tekrarlanabilir veriler elde etmeye imkan vermeli ve nernst esitligine uygun

hareket etmelidir.

» Kullanimi kolay olmalidir.

En yaygin kullanilan referans elektrotlar, referans hidrojen elektrodu, kalomel
elektrot ve giimiig/glimiis kloriir elektrotlardir.

Referans hidrojen elektrot en ¢ok kullanilan referans elektrottur. En yaygin
kullanildig1 yerler hiicre potansiyeli ve pH oOl¢iimleridir. Kullanilan diger referans
elektrotlarin standart potansiyel degerleri standart hidrojen elektrota (SHE) karsi
belirlenir. Referans olarak SHE’nin alinmasindan dolay1 bu elektrota primer referans
elektrotta denilmektedir. Standart hidrojen elektrotun dezavantajlari ise hazirlanmasinin
zor olmasi, ortamdaki yiikseltgen ve indirgen oOzellik gosteren maddelere karsi
hassasiyet gostermesi olarak sayilabilir. Bu sebepten dolayr ¢ok sik kullanilmazlar.

Standar hidrojen elektrotun sematik olarak gosterimi Sekil 1.15°de verilmistir.
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Sekil 1.15. Standart hidrojen elektrot

Kalomel elektrot referans elektrotlar arasinda en ¢ok tercih edilenidir. Bunun
nedeni hazirlanis kolayligidir. Kalomel referans elektrot doygun civa(l) kloriir ile
civadan olusur. ikisi temas halindedir. Civa/civa kloriir numune igerisindeki elektrolitle
temas etmez. Bu 0zelligi giimiis/glimiis kloriir elektrota gore ona iistiinliik saglar. Ciinkii
elektrolitle temas etmemesi sayesinde elektrot ylizeyi daha az kirlenir. Kalomel elektrot
yart hiicresinin gosterimi su sekildedir:

Hg | Hg2Cl, doygun KCI (x M)

Civa/civa kloriir elektrot sisteminin KCI ile doyurulmasi sonucunda doymus
kalomel elektrot elde edilir. Doygun KCI ¢ozeltisinin bu elektrot sisteminde
kullanilmasmin nedeni kloriir konsantrasyonunun sabit tutulmasinin istenmesidir.
Kalomel elektrotta gerceklesen tepkime ise su sekildedir;

Hg,Cly(k) + 26" & 2Hg(s)+2CI

Bu reaksiyon ic¢in Nernst esitligi yazildiginda asagidaki denklem elde
edilmektedir.

0, 0592

E=E°— og[Cl™]? (1.5)

Bu denklemden de anlasildigi gibi elektrotun potansiyel degeri CI™ iyonunun
derisimine baglidir. Kalomel elektrotta gerceklesen reaksiyon sonucunda olusan klor

iyonu Hg(I) iyonu ile tepkimeye girerek ortamdaki klor iyonu derisiminin sabit
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kalmasii saglar. Boylece Nernst esitligine gore klor iyonu derigimi sabit kaldigindan
kalomel elektrotun potansiyelide sabit kalmig olur. Doygun kalomel elektrodun
potansiyeli SHE’ye gore 25 °C’de 0,2444 V’tur. Kalomel referans elektrotun sematik

gosterimi Sekil 1.16°da verilmistir.

PtTel s
|
—y Hava girisi
He(l) s
Hg: H::Ch+KCl <€ ————3 Doygun KC1 Cizeltisi

——3 Delik

—> Ka®
\.7—) Ashestos fitil

Sekil 1.16. Kalomel referans elektrot

Cam Pamugn sf—

Kalomel elektrotun sicaklik katsayisi ¢ok yiiksektir. Bu sebeple sicaklik
degisiminden elektrot potansiyeli ¢ok fazla etkilenmektedir. 50 OC’nin iistiinde caligilan
Olctimlerde elde edilen sonuglar sagliksiz olmaktadir. Ayn1 zamanda kalomel elektrotta
civa ile calisildigindan dolay1 toksik etkisi bulunmaktadir.

Gilimiig/glimiis kloriir elektrot bir diger referans elektrottur. Glimiis veya platin
telin ylizeyinin giimiis kloriir ile kaplanmasiyla elde edilir. Hazirlanan elektrot ile
numune ortami arasinda gézenekli cam bulunmaktadir. Giimiis/glimiis kloriir elektrotta
meydana gelen reaksiyon su sekildedir;

AgCl (k) +e & Ag (k) + CI

Bu reaksiyon i¢in Nernst esitligi yazildiginda asagidaki denklem elde

edilmektedir.

0,0592

E = ESy/age — 222 log[Cl7] (16)

Ag/Agcl elektrot i¢in yazilan reaksiyona dayanarak elde edilen Nernst esitligi
gostermektedir ki elektrotun potansiyeli kloriir iyonunun derisimine baghdir. Elektrot
diizeneginde bulunan KCI, elektrot kullanimi1 sirasinda potansiyel degisimine karsi

kullanilmaktadir. Ayni zamanda KCl’nin kullanilmasmin diger bir nedeni ise pH
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Ol¢iimlerinde girisim yapmamasidir. Ag/AgCl elektrodun SHE’ye kars1 potansiyeli 25
%C’de 0,199 V’tur. Ag/AgCl elektrodun kalomel elektroda gore avantaji sicaklik
degisiminden az etkilenmesidir. Yiiksek sicakliklarda yapilacak analizler i¢in bu
elektrot tercih edilmektedir. Ayrica bu elektrodun minyatiirize edilmesi miimkiindiir.

Glimiis/glimiis kloriir referans elektrotun sematik gosterimi Sekil 1.17°de gosterilmistir.

— Hava girisi

—_——  Giimiis tel
AgCL KCl doygun

sulu ghzeltisi A ————
p——3 AgClpasta
o) (0 —
Tuz kipriisi g

Sekil 1.17. Giimiis/giimiis kloriir referans elektrot

1.4.1.1.3. Iyon-secici elektrotlar

Analitin bulundugu numune ortaminda sadece analit iyonuna 6zgili cevap veren
elektrotlara “iyon-secici elektrotlar (ISE)” denilmektedir. Iyon-segici elektrotlarla
yapilan Ol¢limler iyon aktifligi lizerinden yapilir. Calisma ortamindaki toplam iyonik
siddet sabit tutulursa iyon-secici elektrot ile konsantrasyon dl¢iimii yapilabilir. Higbir
elektrot tam olarak sadece bir iyona cevap vermez. Ancak bir iyon i¢in bariz sekilde
secicilik gosterir.

Hedef molekiile 6zgii secicilik gosteren bir elektrot gelistirebilmek i¢in ilk olarak
o molekiile secicilik gosteren iyonofor maddelerin bulunmasi veya sentezlenmesi
gerekmektedir. Calisma elektrodu hazirlanirken elde edilen iyonofor madde ile elektrot
yapiminda kullanilan diger maddeler uygun oranlarda birlestirilirler. Iyon segici
elektrotlar potansiyometrik hiicrede calisma elektrodu olarak gérev yaparlar [34] Iyon
secici elektrotlarin siiflandirilmasi su sekilde yapilabilir [34]:

» Cam iyon-segici elektrotlar

» Metalik (kati-hal) iyon-segici membran elektrotlar

» Kaplama tel elektrotlar
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» Sivi-hal iyon-segici elektrotlar

» Gaz ve enzim elektrotlar

> Iyon-secici alan etki transistdrleri (ISFET)

» Kompozit elektrotlar

» Sivi-membran iyon-segici elektrotlar (polimer-membran elektrotlar)

Cam elektrotlarin en yaygin kullanim yeri pH metrelerdir. Bunun nedeni bu
elektrotlarin hidrojen iyonuna karsi segici olmalidir. Cam elektrotun seciciligini
belirleyen etken camin kimyasal bilesimidir. Cam elektrotlarda iletkenligi saglayan
iyonlar sodyum ve hidrojen iyonlaridir. Cam elektrot numuneye daldirildiginda asitlik
farkindan dolay1 hidrojen iyonlar1 cam elektrotun i¢ine niifus ederken cam elektrottan
da ¢ozeltiye sodyum iyonu gegici olur. Cam membranda ¢ozeltiye temas edildiginde

meydana gelen iyon degisimi Sekil 1.18’de gosterilmistir.

Analit ¢ozetisi Referans Elektrot Ag/AgCl

H+G<H +Gr H+Gre=H+G2
E1 Ez

Sekil 1.18. Camin membranda meydana iyon degisimi

Cam membranin yiizeyleri arasindaki asitlik farkindan dolayr bir potansiyel fark
meydana gelir. Olgiilen bu potansiyel farktan yararlanarak pH metreler ortamin pH’sini
hesaplarlar. Asir1 bazik ortamlarda pH 10 degerini astiginda alkali hata denilen bir
Olciim hatast meydana gelir. Bunun nedeni cam elektrotun ortamdaki sodyum ve
potasyum iyonlarina kars1 agir1 hassasiyet gostermesidir. Asir1 asidik ortamlarda ise pH
degeri olmas1 gerekenden daha diisiik bir degerde okunur. Bu duruma ise asit hatasi
denilmektedir.

Bahsedilen hatalarin azaltilmasi i¢in elektrotta kullanilan camin bilesiminde

degisiklikler yapilabilir. Cam komposizyonu degistirilerek hidrojen iyonu disinda baska
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iyonlara da secicilik gdsteren camlar elde edilmistir. Bu iyonlara Li*, Na*, K*, Rb" ve
Cs" 6rnek olarak verilebilir.

Metalik indikator elektrotlarda en ¢ok kullanilan platin elektrottur. Ciinkii platin
inert bir metaldir. Platin elektrot ¢6zelti icerisinde elektron alig-verisine olanak
saglamaktadir. Bu tarz elektrotlarda kullanilan kat1 metalik madde iyon secici membran
gibi davranir. Elektrotun analite olan duyarlilif1 iyonun membran matriks kapasitesine

baglidir [34]. Ornek bir kati-hal tipi iyon segici elektrot Sekil 1.19°da verilmistir.

i:; referans eleldrot

E lelarolit cozeltisi

LaFaMemhbran

Sekil 1.19. Kati-hal tipi iyon segici elektrot

Kaplama tel elektrotlar adindan da anlasildigi iizere telin {izerine kaplama
yapilarak hazirlanirlar. Kaplama maddeleri numune ortaminda aginmamalart i¢in az
¢Oziinen tuzlardan segilirler. Giimiis tuzlar1 ¢oziintirliiklerinin diisiik olmalar1 sebebiyle
kaplama maddesi olarak sik sik kullanilirlar.

S1v1 hal iyon-secici elektrot elde etmek i¢in Oncelikle iyon degistirme 6zelligine
sahip organik molekiiller ¢oziilerek viskoz sivi elde edilir. Elde edilen bu sivi iyon
degistirici tabaka olarak kullanilir. Bu elektrotlar ¢ok kiiclik hacimdeki numunelerin
analizini yapabilecek sekilde minyatiirize edilebilirler. Boyle hazirlanan elektrotlara
iyon-secici mikroelektrotlar denilmektedir [35].

Enzim elektrotlarinda kullanilacak olan enzim membran yiizeyine immobilize
edilir. Hedef molekiiliin reaksiyonunun enzim tarafindan katalizlenmesi veya enzime
Ozgili substratin baglanmasi presibine gore Ol¢im yapilir. Potansiyometrik enzim

elektrotun basit bir gosterimi Sekil 1.20°de sunulmustur.
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Enzim Tabaka=n

ivon secici membran

Ag/AgCl

Sekil 1.20. Potansiyometrik enzim elektrot

Son yillarda ilerleyen teknoloji ile birlikte iyon-secici elektrotlarin minyatiirize
edilmesi konusuna ilgi artmistir. Bu nedenle ¢ok sayida iyona karsi secicilik 6zelligine
sahip iyon-segici alan etki transistorleri (ISFET) gelistirilmistir. Bu tip elektrotlar
boyutlarmin kiigiik olmasi, dayanikli olma, asir1 gevre sartlarinda calisabilme, ¢abuk
cevap siiresi gibi {stiinliikklere sahiptirler. Cok ¢esitli alanlardaki analizler igin

kullanilabilmektedirler. ISFET elektrotun ¢alisma prensibi Sekil 1.21°de gosterilmistir.

Referans elekirot

pH duyarh -

valitkan tabaka E lektrolit

Sekil 1.21. ISFET elektrodu

S1v1 esasli iyon-secici elektrotlarda Slgiim yapilabilmesi igin elektrotun i¢ ve dig
yiizeyinde iyon degisim dengesi kurulmali ve potansiyel Ol¢limii yapabilmek

maksadiyla elektrot sisteminin diisiik degerdeki bir akimi gecirebilmesi gerekmektedir.
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Bu acidan incelendiginde cam elektrot ile ayn1 prensibe sahiptir. Cam elektrotta hareket
halindeki iyon hidrojen iken burada ise farkli anyon ve katyonlar kullanilabilmektedir.
Bu elektrotta kullanilan iyon degistirici hidrofobik membrana emdirilmis bir sividir

[36]. Stvi-membran iyon segici elektrotun sematik gosterimi Sekil 1.22°de verilmistir.

Siv1iyon degistirici G - } AgClCaCl iledoygun cizelti

sy Ag/AgCl elektrot

fvon degistirici emdirilmis

hidrofobik membran

Sekil 1.22. Swvi-membran iyon segici elektrod

Potansiyometrik sensorlerin; asir1 ¢alisma kosullarinda kullanilabilmesi, cevap
stiresinin kisa olmasi, anyon ve katyonlarin analizlerini yapabilmesi, kararli olmalari
olumlu yonleri olarak sayilabilir. Olumsuz yonleri ise; analizlerin 6l¢im kesinliginin
cok yiiksek olmamasi, iyon girisimine karsi hassasiyet gostermesi, numune ortaminda
elektrotun segici yiizeyinin kirlenmeye maruz kalabilmesi, ¢aligma ortaminin iyonik
siddetinden ¢ok fazla etkilenmesidir.

Iyon-segici elektrotlarin calisma performansini etkileyen faktdrler su sekilde
siralanabilir:

» Cevap zamant

» Tayin limiti

» Secicilik

» Tekrarlanabilirlik

» Dogrusal ¢alisma aralig

» Kullanim émrii

» pH aralig1

Segicilik; iyon-secici elektrotun numune ortaminda sadece hedef iyona 0zgii

cevap verebilme kabiliyetidir. Ancak iyon-segici elektrotlar tam anlamiyla sadece bir
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iyona duyarli degildir. Ortamdaki diger iyonlara karsida cevap verebilmektedirler.
Numune ¢o6zeltisinde bulunan diger iyonlarin iyonik siddeti etkilemeleri ve girisim
yapmalar1 nedeniyle elde edilen 6l¢iim sonuglari sagliksiz olabilmektedir.

Secicilik kavrami ilk olarak Nicolsky tarafindan denklem tizerinden agiklanmustir.
Bu denklemi elde etmek i¢in cam elektrotun sodyum ve hidrojen iyonlarma kars

sergiledigi duyarliliktan yararlanilmistir [37].

0,0592

pot "*/ny
loga, + Y ki, a (1.7)

— RO
E=E"+ xy Qy

Bu denklemde ay dlgiilen iyonun aktivitesini, ay girisim yapan iyonun aktivitesini,
Ny ve ny ortamda bulunan iyonlarm yiikiin, kfc)g,t ise segicilik katsayisini

gostermektedir.

Verilen bu denklem hazirlanan elektrotun hedef iyona ve ortamdaki diger iyonlara
kars1 hassasiyetini yorumlamaya olanak saglamaktadir. Denklemdeki x alt indisi hedef
iyonu, y alt indisi ise diger iyonlar1 temsil etmektedir. Elektrodun ortamdaki diger

iyonlara olan hassasiyetini belirleyen ise segicilik katsayisidir.

t dx
kg‘; = (1.8)
ay

Denklemde verilen segicilik katsayisinin degeri arttikga hazirlanan elektrotun
analite olan seciciligi azalmaktadir. Segicilik katsayis1 {ic farkli sekilde
hesaplanmaktadir. Bunlar; ayr1 ¢ozelti yontemi, analit iyonunun girsim yapan iyona ait
¢ozeltiye eklenmesi, girisim yapan iyonun analit ¢6zeltisine eklenmesidir.

Iyon-segici elektrotlarla yapilan calismalarda cevap siiresini belitleyen, elektrot
yiizeyindeki tanima tabakasi ile numunedeki hedef iyonun arasindaki dengenin
olusumudur. Cevap siiresini kisaltmak i¢in; numune karigtirmaya tabii tutulabilir,
elektrot yiizeyinin kirlenmesi Onlenebilir, analizler esnasinda analize diisiik
konsantrasyondaki analit ¢ozeltisinden baslanabilir.

1.4.1.2. Kiitle hassas sensorler

Kiitle hassas sensorlerde; algilayict molekiiliin analit ile etkilesmesi sonucunda
meydana gelen kiitle degisiminin Olgiilmesine gore analiz  yapilmaktadir.
Mikrogravimetrik sensorler olarakta adlandirilabilmektedirler. Piezoelektrik kristallerin
kullanildig: tiirlerinde rezonans frekansindaki degisimden yararlanarak kiitle degisimi

Olctliir. En yaygin kullanilan piezoelektrik kristal kuvarstir.

26



1.4.1.2.1. Piezoelektrik etki

Piezoelektrik etki; bir kristale basing uygulandiginda, uygulanan kuvvetle orantili
olarak elektriksel gerilim olusmasma denilmektedir. Bu etkiye sahip kristal
malzemelerden en yaygin kullanilani kuvarstir. 1880 yilinda Paul Jaques Curie ve Pierre
Curie kuvars kristalini kullanarak piezoelektrik etkiyi ilk olarak kesfetmislerdir. Kuvars
kristalini bir elektrik devresine baglamislar ve kristalin yiizeyine belirli bir miktarda
basing uygulamislardir. Bu basing sonucunda molekiiler titresimler ile elde edilen
elektrik potansiyelini 6l¢erek piezoelektrik etkiyi ortaya koymuslardir.

Piezoelektrik kristallere basing uygulandiginda, kristal icindeki atomlar o
esnadaki konumlarindan deforme olmus konumlarina gecerler. Buradan da tekrar eski
orijinal haline donerler. Bu dongii piezoelektrik dongii olarak ifade edilir. Bu dongiiniin
birim zamanda tekrarlanma sayisina ise kristalin rezonans frekansi denilmektedir.
Piezoelektrik kristallerde bulunan pozitif ve negatif yiiklii iyonlar titresim sonucunda
polarizasyon olusturur. Burada olusan salinim frekansina karsilik gelen bir elektrik alani
meydana gelir. Salinim yonii, kristalin elektrik alanindaki oryantasyonuna, kristalin
oryantasyonu ise kristalin kesme yoniine baghdir. Ayrica kristalin rezonans frekansi;
boyut, yogunluk gibi kendi fiziksel 6zelliklerine de dayanmaktadir [38]. Piezoelektrik

etkinin sematik gdsterimi Sekil 1.23°de gosterilmistir.

(@) (<) (d) (e)

Sekil 1.23. Piezoelektrik etkinin sematik gdsterimi, (a) kristalin mekanik baski veya

elektrik potansiyel uygulanmamis hali (b) mekanik basku ile sikisltirilan kristalin pozitif
potansiyel tiretimi (c) mekanik olarak ¢ekilen kristalin negatif potansiyel iiretimi, (d)
uygulanan negatif potansiyel ile kristalin sikigsmasi, (e) uygulanan pozitif potansiyel
ile kristalin uzamasa.

Kaynak: Cigek,2014, s.54

Kuvars kristali ilk olarak 1823 yilinda Jons Jakob tarafindan bulunmustur.

Yapisinda silikon ve oksijen bulunmaktadir. Kimyasal formiilii SiO,’dir. Analizlerde en
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cok tercih edilen piezoelektrik malzemedir. Kuvars kristali simetrik bir yapiya sahip
degildir. Bundan dolay1 oksijen ve silikon atomlar1 hareket edebilirler. Bundan dolay1
bir gerilmeye tabii tutuldugunda elektriksel polarizasyona ugramaktadir. Kuvars
kristalleri, diger piezolektrik etki gosteren malzemeler gibi kendine 6zgli bir titresim

frekansina sahiptir. Kuvars kristal iizerindeki piezoeletrik etki Sekil 1.24°de verilmistir.

Silikon Atomu @ . Oksijen Atomu

<+ —Dl <+

<+ —»  —P +—

4+ —» — -
Normal Durum Germe Basmc Uvgulama

Sekil 1.24. Kuvars Kristali tizerindeki piezoelektrik etki

Kuvars ¢ok ince kesilir ve iki yiiziine termal buharlastirma yoluyla altin, giimiis,
nikel, alliminyum, platin gibi metallerin kaplanmasiyla elektrotlar1 hazirlanir. Yaygin
olarak inert (aktif olmayan) olmalar1 nedeniyle altin elektrotlar tercih edilir. Kristalin
calisma frekans seviyesi, depozite edilen metal miktariyla da ayarlanmaktadir.
Piezoelektrik uygulamalarinda kullanilan kristaller; 10-16 mm boyutlarinda, yaklasik
0.15 mm kalinliginda, disk, kare veya dikdortgen seklinde olmaktadir [39].

Kuartz kristallerin sensor uygulamalarinda kullanilmalart i¢in Y- kesme ailesine
bagli AT- kesme ve BT- kesme kristaller kullanilmaktadir. AT- kesmede, kuartz tabaka,
z ekseninden +35°15” agiyla, BT- kesmede ise z ekseninden -49,00° agiyla kesilmistir.
AT kesme kristallerde sicaklik katsayisi, kesme seklinden dolayr 10-50 °C araliginda 1
ppm/°C civarinda sifira oldukca yakindir ve bu da kristalin genis bir frekans araliginda
rezonans frekansinin kararli olarak kalmasina olanak tanir [40]. AT-kesim kuvars kristal

diizleminin sematik gdsterimi Sekil 1.25°de verilmistir.
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Sekil 1.25. AT-kesim kuvars kristal diizlemi

1.4.1.2.2. Sauerbrey esitligi

Piezoelektrik etkiden faydalanarak kiitle 6l¢iimii i¢in bagil bosluk ve rezonans
frekans ile kiitle artis1 arasinda bir ilisgkinin matematiksel olarak gelistirilmesi
gerekmekteydi. Onceleri bu iliski sadece nitel olarak agiklanabilmekteydi. 1959 yilinda
Sauerbrey kuvars kristal bir rezonatoriin frekans boslugunun eklenen kiitle ile orantili
oldugunu ortaya koymustur. Bu sayede ¢ok kiiciik kiitledeki numunelerin 6l¢iilmesinin
onii acilmistir. Kuvars plakada meydana gelen kiitle artis1 rezonans frekansinda diisiise

neden olmaktadir [41].

Kuvars M, I,
____’T___.
i R
dM, > ] . dly
. Kuvars My i T I

Sekil 1.26. Kuvars kristal mikroterazinin basitlestirilmis bir modeli
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Sekil.1.26’da Mq kiitlede ve Iq kalinliga sahip bir kuvars kristalin ¢calisma sekli
gosterilmistir. Kuvars kristal levhasinin salinim yapmasi i¢in rezonan frekansi su

sekilde tanimlanmaktadir [41]:

Vg _ Vg

fo=2=-"> (1.9

Aq  2Iq

Esitlik (1.9)’da gegen fy rezonans frekansini, Vg dalga hizinin kirilmasini, A4 dalga
boyunu temsil eder ve degeri 2I;’ya esittir. Piezoelektrik Kkristalin kalinligindaki kiiciik

bir degisim (dlg), titresim frekansinda kaymaya (dfy) neden olmaktadir.

d d
Yo _le (1.10)
fq Iq
My kiitleli kuvars kristal i¢cin dM kiitle degisimi asagidaki esitlikle verilir.
d d
Yo - g (L.11)
fq Mq
Esitlik (1.10) ve (1.11)’in birlestirilmesiyle esitlik (1.12) elde edilir.
_ (¥)AMq
Afg = (pq) " (1.12)

Son esitliklte gecen Afy frekans degisimini, f; degisiklikten Onceki rezonans
frekansini, AMq kiitle degisimini, A ossilasyon altindaki kuvars diizlemin alanini, pq
kuvarsin yogunlugunu gostermektedir.

Kuvars kristaller sicaklik degisiminden 6nemli Olg¢lide etkilenmektedir. Sicaklik
degisimiyle birlikte kristale ait fiziksel sabitlerde degisiklikler olmaktadir. Farkli iiretim
teknikleriyle iretilen ve farkli kesit alanlarina sahip kristallerin sicaklik degisimine
kars1 gosterdikleri tepkiler ayni olmamaktadir. Bu sayede kendine 6zgii sicaklik
Ozelliklerine sahip kuvars kristal rezonans cihazlar gelistirmek miimkiin olmaktadir
[41, 42].

Sicaklik degisimiyle birlikte degisen rezonans frekansinin kristallografik
yonlenmeye bagli oldugu ortaya konmustur. AT-kesimli kuvars Kristalinin rezonans
frekans1 oda sicakliginda sicaklik degisimlerinden ¢ok az etkilenmemektedir. Asagida
verilen tabloda AT-kesimli kuvars kristalin frekans kaymasinin sicaklik degisiminden

nasil etkilendigi verilmistir [41].
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Tablo 1.3. Sicakiik degisimiyle kuvars kristaldeli frekans kaymasi

T (°C) Af/f (ppm)
20 0
30 0
60 4
80 18
100 45

1.4.1.2.3. Kuvars kristal mikroterazi

Kuvars kristal mikroterazi (QCM) piezoelektrik kristal olarak kuvarsi kullanan,
kiitlesel degisiklikleri elektrik sinyaline doniistiiren bir sistemdir. Hassasiyeti oldukca
yiiksektir. Kullanimi 18. yiizyilla kadar dayanmaktadir. Bu cihazlar elektrokimyasal
islem esnasinda olusan ¢ok kiiclik kiitle degisimlerini rezonans frekansinda kaymaya
dontistiirtirler. QCM’de kullanilan kuvars kritallerin kesit alanlar1 degistirilerek farkli
kayma modlarinda cihazlar elde edilebilmektedir. En yaygin kullanilan kesit ise; AT-
kesim metodu ile elde edilen kuvars kristalidir. Bu kristal elde edilirken kuvars Z-
ekseninde 35”lik ac1yla kesilir [41, 43].

QCM cihazinin pargalari; kuvars elektrot, ossilator ve frekans sayicidir. QCM
tizerine bir elektrik alan meydana getirildiginde rezonans modunda salinim meydana
gelmektedir. Sitemdeki kiitle degisimine karsi hassasiyet kristalin toplam kiitlesi
tizerinde meydana gelen titresim frekansina baglh olarak ortaya g¢ikar. QCM cihazi
tizerinde elektronik devreye bagli olarak bulunan rezonatdr numune ¢ozeltisi ile temas
ettiginde kiitle degisimine paralel olarak titresim frekansinda degisim meydana gelir.
Kiitle ile frekans degisimi arasindaki iliski Sauerbrey esitligi yardimiyla
belirlenmektedir.

QCM cihazinda iki adet kuvars kristal bulunmaktadir. Bunlardan birisi referans,
digeri ise Ornek olarak kullanilmaktadir. Sisteme elektrik akimi uygulandiginda
kristaller 15 MHz’lik rezonans frekansina ulasirlar. Referans elektrot ile 6rnek elektrot
arasinda 1 kHz’lik frekans farki vardir. Kullanilan kristaller elektrik iletkenligi i¢in
metal ile kaplanmistir. En c¢ok tercih edilen metaller altin ve giimiistiir. Hazirlanan
elektrot numune c¢ozeltisi ile etkilestirildiginde elektrot yiizeyinde analit birikimine

paralel olarak rezonans frekansinda degisim meydana gelmektedir. Sauerbrey esitligi
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tizerinden frekans degisimi kiitle degisimine donistiiriiliir. Kuvars mikro terazinin

calisma presibi sematik olarak Sekil 1.27°de verilmistir.

Mekanik Enerji |:|'> Elektrik Enerjisi Elektrik Enerjisi I:> Mekanik Enerji
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Sekil 1.27. Kuvars mikro terazinin ¢alisma prensibi

QCM yonteminde kullanilan elektrotun yiizeyi analite 6zgli tanima tabakasiyla
ince bir film halinde kaplanir. Bu sekilde kaplanan elektrodun yiizeyinde biriken
analitin meydana getirdigi kiitle artigindan yararlanilarak analiz yapilir. QCM igin

kullanilan kuvars elektrot Sekil 1.28’te gosterilmektedir.

Sekil 1.28. Kuvars kristal elektrot

QCM ile ilk olarak yapilan ¢alismalarda elektrot ylizeyine secici olmayan sekilde
baglanan kiitlelerin algilanmasi1 yapilmaktaydi. ilerleyen yillarda hedef molekiiliin

elektrot ylizeyine baglanmasi maksadiyla elektrot yiizeyi algilayict malzemelerle
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kaplanmaya baslanmistir. Bu sekilde sistem kimyasal bir sensor olarak kullanim alani
bulmustur. QCM ile kiitle 6l¢iimii disinda da ¢aligmalar yapmak miimkiindiir. Stvi
ornekler i¢inde yapilan ¢alismalarda sivinin yogunlugu ve viskozitesi rezonant davranisi
etkileyeceginden dolay1r yogunluk, elastikiyet ve viskozite gibi Olglimlerde de
kullanilabilirler [44].
1.5. Floresans Spektroskopisi

Isin bir elektromanyetik dalga tiirtidiir. Elektromanyetik dalga boslukta 151k
hiziyla hareket eden bir enerjidir. Isinin elektrik ve manyetik olarak iki vektorii

bulunmaktadir. Elektromanyetik spektrum bolgeleri Sekil 1.29°da verilmistir.

Giriiniir
Bilge

Eizlotesi

Radyo Mikrodalga Mor Otesi X 1:m Gama Isim

10651010 1010.1 012 ‘ 1012101 ‘ 1015_1016 ‘ 10161017 ‘ 10171021 102L1p24

Freleans (Hzx)

Sekil 1.29. Elektromanyetik spektrum béolgeleri

Bir atom veya molekiiliin absorpladig 1sin1, gelen dalga boyunda veya daha uzun
bir dalga boyunda geri vermesine fotoliiminesans denilmektedir. Fotoliiminesans iki
sekilde gerceklesir. Bunlar:

» Floresans

» Fosforesans

Maddelerin floresans o0zelliginden yararlanarak yapilan analize floresans
spektroskopisi denilmektedir.

Isigin madde ile etkilesmesi sonucu meydana gelen absorpsiyon ve emisyon
olayin1 Alenander Jablonski kendi soyadini verdigi Jablonski diyagramu ile agiklamigtir.
Jablonski diyagrami Sekil 1.30’da gosterilmistir. Diyagramda elektronik enerji
seviyeleri Sp, S; ve S; olarak gosterilmistir. Bu seviyeler sirasiyla temel, birinci ve ikinci
elektronik enerji seviyelerini temsil etmektedir. Elektronik enerji seviyelerindeki her bir

basamak titresim enerji seviyesini temsil etmektedir.
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Sekil 1.30. Jablonski Diyagrami

Uyarilmig molekiiliin yiiksek elektronik enerji seviyesinin diisiik titresimsel
basamagindan, bir alt elektronik enerji seviyesinin yiiksek titresimsel basamagina
gecisine i¢ doniisiim denilmektedir. Molekiillerin uyarildiklar1 triplet enerji
seviyelerinden temel enerji seviyesine inerkenki yaydiklari 1sina ise fosforesans
denilmektedir.

Bir molekiiliin i¢ enerjisi, molekiile ait elektronik, titresimsel ve donme
enerjilerinin toplamina esittir. Elektronik enerji seviyeleri bir seri titresimsel enerji
seviyesinden meydana gelmektedir. Titresimsel seviyeler ise aymi sekilde donme
seviyelerinin bir araya gelmesiyle olugsmaktadirlar. Molekiiller uyarilmadiklarinda yani
normal sartlar altinda temel elektronik halin en diisiik titresimsel seviyesinde bulundugu
varsayilmaktadir.

Molekiillerin titresim enerji seviyelerinde spinleri birbirine ters halde olan
elektron ¢ifti bulundurmasina singlet hal denilmektedir. Elektronlarin birbirleriyle ayn1
spine sahip olduklari durum ise triplet hal olarak adlandirilmaktadir. Singlet ve triple

halin gosterimi Sekil 1.31°de verilmistir.
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Sekil 1.31. Singlet ve triplet hal

Molekiil tarafindan 151k absorplandiktan sonra temel elektronik enerji
seviyesindeki elektronlardan {ist enerji seviyelerine gegisler meydana gelir. Elektronun
uyarilan singlet halin en diisiik titresim seviyesinden temel haldeki enerji seviyesine
geciste yaydigi enerjiye floresans denilmektedir.

Floresans spektroskopisi ¢ok genis bir alanda kullanilan bir spektroskopik
tekniktir. Bu teknikte molekiiliin yapisi ile alakali ayrintili bilgi elde edilemez. Ancak
biyomolekiillerin yapisal ve dinamik oOzellikleri ile ilgili yliksek hassasiyette ve
kesinlikte bilgi vermesinden dolay1 kullanim1 yayginlasmistir. Absorbans temelli analiz
yontemleriyle kiyaslandiginda tayin limiti oldukga diistiktiir [45].

1.5.1. Floresansi etkileyen faktorler

Floresansi etkileyen faktorler su sekilde siralanabilir;

» Molekiil yapisi

» Yapisal rijidite

» Sicaklik ve ¢ozelti

» pH

» Ortamdaki oksijen

» Ismin dalga boyu ve siddeti

» Konsantrasyon

Floresans ozelligini en fazla gdsteren molekiiller aromatik o6zellik gdsteren
halkalardir. Ciinkii aromatik halkalarda n—n* gecisleri olmaktadir. Aromatik halkalarin
haricinde yapisinda konjuge ¢ift bag iceren yapilarinda floresans 6zelligi vardir. Bunlara
karbonil grubu iceren molekiiller 6rnek olarak gosterilebilir. Yapilarinda azot igeren

heterosiklik halkalarda uyarilmis singlet halden uyarilmis triplet hale doniigsmektedir.
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Uyarilmig triplet halden temel seviyeye doniiste fosforesans meydana gelmektedir.
Benzen halkasina farkli gruplar baglandiginda floresans siddetinde degismeler meydana
gelmektedir. Benzene karboksil veya karbonil gruplarindan birisi baglandiginda
floresans 6zelligi azalmaktadir [45].

Molekiillerin rijit 6zellik gostermesi floresans Ozelligini arttirmaktadir. Selat
komplekslerinin olusumu rijiditeyi arrtiran bir faktordiir. Molekiillerde rijidite arttiginda
i¢ doniisiim zorlagsmakta ve 1s1masiz olarak enerji kaybi riski azalmaktadir.

Sicaklik artis1 molekiillerde ¢arpismay1 arttiracagindan dolayr floresans 6zelligi
artmaktadir. Coziiciilerin viskozite etkisi sicaklikla ters orantilidir. Viskozite arttiginda
carpisma orani azalacagindan dolay1 floresans azalmaktadir. Numune hazirlanirken
secilecek olan ¢oziiciide floresans: etkilemektedir. Ozellikle polar c¢oziiciiler
kullanildiginda floresans artmaktadir. Bunun nedeni polar ¢oziicii varliginda n—mn*
gecisindeki enerji farkinin artmasidir.

Yapisinda asidik veya bazik gruplar igeren molekiillerin floresans o6zelligi pH
degisiminden etkilenmektedir. Bundan dolayr bu tiir molekiillerin ¢oziicii ortaminda
iyonlastiktan sonraki formu ile iyonlagsmadan dnceki formunun floresans 6zelligi fark
etmektedir. Ayrica numune ¢ozeltisi icerisinde ¢oziinmiis halde oksijen bulunmasi da
floresans1 olumsuz yonde etkilemektedir. Ciinkii oksijen molekiilii paramanyetik 6zellik
gostermektedir.

Floresans siddeti analit konsantrasyonu ile orantilidir.
F=K'(P°—P) (1.13)

Verilen esitlikte F, floresans siddetini, K, kuantum verimini, PO, floresans Ozelligi
gosteren molekiiliin {izerine diisen 151k demetinin siddetini, P, 151n demetinin ¢ozeltide 1
cm yol aldiktan sonraki siddetini temsil etmektedir. Floresans o0zelligi gosteren
maddenin absorpsiyonu sayet 0,05’den kiiciik ise floresans konsantrasyon ile
artmaktadir. Aksi durumda ise konsantrasyon artisi ile floresans siddetinin artigi
dogrusalliktan sapar ve asagi dogru bir egilim goriiliir. Bunun iki sebebi vardir. Birincisi
kendi kendini sondiirmedir. Floresans molekiilleri kendi aralarinda etkilesime girerek
enerji kaybma sebebiyet verirler. Ikinci neden ise kendi kendine absorpsiyondur.
Molekiiller tarafindan yayilan 1sinlar diger molekiiller tarafindan emilir ve sonug olarak

floresans azalir [45].
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1.5.2. Floresans spektrometre
Floresans spektrometre cihazini olusturan birimler su sekilde siralanabilir;

» Arc lamba yuvasi

» Ayarlanabilir slitler

» Uyarma monokromatdrii

> Ornek kompartmani

> Filitre tutucusu

» Uyarma ve emisyon optik diizenekleri

» Kiivet tutucusu

» Emisyon panjuru

» Emisyon monokromatorii

» Dedektor

» Kuartz kiivet

» Kat1 numune tutucusu

Isik kaynagindan gelen 1s1n oncelikle uyarma monokromatériine gelir. Burada
molekiilii uyarmak i¢in kullanilacak 1sinlar gegerken digerleri ayrilir. Floresans olay1
numuneden tiim yonlere dogru gergeklesir. Ancak en dogru sonucu veren uyarma
1sinina gore dik acidan gerceklesen floresanstir. Farkli acida gerceklesen floresanslar
sacilmaya neden olur ve ol¢iim hatast olusturur. Numuneden yayilan 1simn emisyon
monokromatoriinden gegtikten sonra dedektore ulasir. Referans 1sin demeti ile
numuneden elde edilen 1sin cihaz tarafindan karsilastirilarak anlamli bir ¢ikti haline

getirilir. Floresans olayinin sematik gosterimi Sekil 1.32°de verilmistir.

Uyarma monokrom atdrii Kiivet

Isik Kaynag Emisyon monokromatirii

Sekil 1.32. Floresans spektrometresi ¢alisma prensibi
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Floresans spektrometresinde en sik kullanilan lamba diisiik basingli civa buhar
lambasidir. Civa buhar lambasi 254, 302, 313, 546, 578, 691 ve 773 nm’de 1sinlar tiretir.
Civa buhar lambasinda c¢esitli dalga boylarinda isinlar {iretilebildiginden farkl
maddelerin analizine olanak saglamaktadir. Floresans spektrometresinde 1sin ayirict
olarak genelde bir veya iki optik agli monokromatorler kullanilir. Dedektor olarakta en
yaygin kullanilan cihaz fotogogaltici tiiplerdir. Kiivet olarak ise cam veya silisden
yapilan silindirik veya dikdortgen prizmalar kullanilir.

1.6. Reflaktometrik Interferans Spektroskopisi (RIfS)

Refloktometrik interferans spektroskopisi beyaz 1s181n ince yiizey tizerinden goklu
yansimasi temeline dayanan etiketlemeye ihtiya¢ duymayan bir tayin metodudur. Bu
yontemde kullanilan biyogipler cam yiizeye sahiptir. Tipik bir ¢ip drnegi Sekil 1.33°de

verilmigtir.

Gorsel 1.2. CMD c¢ip

Cip  ylzeyinin cam olmast  fonksiyonel  gruplarin  baglanmasin
kolaylagtirmaktadir. Cip ylizeyine immobilize edilen ligand ile analit etkilesime
girdiginde ¢ip ylizeyinin kalinligi artar ve bunun sonucunda da spektrumda degisim
meydana gelir. Cip yiizeyine ligand olarak antijenler, antibadiler, proteinler, peptitler,

niikleik asitler, aptamerler immobilize edilebilir.
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Sekil 1.34. Cam biyocipin kullanimi, (a) ligand immobilize biyoc¢ip (b) analit ile
etkilestirilen biyo¢ip

Cam ylizeye kimyasal modifikasyon gergeklestirildikten sonra yiizeye baglanan
analit molekiilleri ylizey kalinligini arttirir ve bunun sonucunda da kirilma indisinde
degisim meydana gelir. Bu durum Sekil 1.35’de gosterilmistir. Optik kalinlikta
meydana gelen degisim girisim spektrumunda degismeye sebep olmaktadir. Bu sayede

analit molekiiliiniin baglanma davranis1 izlenir.

Analit Molekiilii

Immaobilize Ligand

interferans Tabakas

Sekil 1.35. Cam biyocipin analit ile etkilegimi ile kalinliginin artist

Biyogip ylizeyine analit molekiilleri baglanmaya basladiginda reflaktometrik
interferans spektrometresi cihazinda sinyal artis1 meydana gelmektedir. Sinyalin arttig1
bu siirece baglanma siireci denilmektedir. Numune analizi sona erdikten sonra ¢ip
yilizeyine baglanan analit molekiillerinin uzaklastirilmasi basamagina geg¢ilmektedir. Bu
siirece ise ayrilma silireci denilmektedir. Cip yiizeyinden baglanan tiim analit
molekiillerinin uzaklastirilip analiz oncesi duruma doniilmesine ise rejenerasyon

denilmektedir.
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Sekil 1.36. Refloktometrik interferans spektroskopisi ol¢iim basamaklart

1.7. Molekiiler Baskilanmis Polimerler

Molekiiler etkilesim ilk olarak 19. vyiizyilda enzim substrat iliskisinin
aciklanmasiyla ortaya konmustur. Burda bahsedilen etkilesim enzim ile substrat
arasinda meydana gelen “anahtar-Kilit” modelidir. Bu kavramdan yola ¢ikarak
gelistirilen en 6nemli uygulama yontemi molekiiler baskilama yontemidir. Molekiiler
baskilama ile antibadi-antijen veya enzim-substrat gibi birbirlerine karsi tanima
Ozelligine sahip tiirlerin polimerik yapilara aktarilmasi amaglanmistir. Boylece farkli
matrikslerden iyonlar, organik molekiiller ve biyomolekiillerin segiciligi yiiksek bir
bicimde ayrilmasi i¢in akilli polimerler elde edilmesi ve bunun farkli uygulamalarda
kullanilmasini yayginlastiran yeni bir malzeme gelistirme yontemi ortaya ¢ikarilmistir.

Molekiiler baskilama tekniginde hedef molekiiliin etrafi bir polimer ile sarilir.
Capraz bagli monomerler hedef molekiiliin etrafinda polimerlesirler. Monomerler ile
hedef molekiil arasindaki kimyasal etkilesim sonucunda kompleks meydana
gelmektedir. Polimerlesme isleminden sonra hedef molekiil ortamdan uzaklastirilir.
Boylece polimerin igerisinde molekiil ile ayn1 boyutsal 6zelliklere sahip bir kalip elde
edilir. Elde edilen kalip hedef molekiilii segici olarak tekrar baglayabilen polimerik bir

bellek gibi davranmaktadir. Molekiiler baskilanmis polimerlerin iki onemli o6zelligi
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vardir. Bunlar tanima yetenegi ve secici olarak hedef molekiile baglanma yetenegidir
[41].

Molekiiler baskilanmis polimerler ile biyolojik reseptorler kiyaslandiginda ortaya
¢ikan farklilar su sekilde siralanabilir;

» Molekiiler baskilanmis polimerler kati haldedirler ve ¢6ziinmez yapiya

sahiptirler.

» Biyolojik reseptorler kiigiik boyutlara sahip ve ¢oziiniirdiirler.

» Molekiiler baskilanmis polimerler hedef molekiiliin baglanmasi agisindan

milyonlarca baglanma bolgesine sahiptirler.

» Biyolojik reseptorler genelde bir tek baglanma bolgesine sahiptir.

» Molekiiler baskilanmig polimerlerin  baglanma  bolgelerinin  dagilimi

heterojendir.

Molekiiler baskilanmig polimerler dogal reseptorlerin  yerini tam olarak
alamamaktadirlar. Ciinkii polimerlerin karmagik yapisi nedeniyle gézenek biiytikligii ve
baglama bdlgelerinin heterojen dagilmasi hedef molekiile olan se¢icligi ve duyarlilig:
olumsuz etkilemektedir.

Molekiiler baskilanmis polimerler 1s1ya, basinca yiiksek asidik ve bazik ortamlara
karst yiiksek kararlilik gostermektedirler. Bundan dolayr dayanmikliliklari oldukga
yiiksektir. Ayrica uzun zaman boyunca saklanabilmeleri miimkiindiir. Bu siire zarfinda
kararliliklarin1t muhafaza edebilmektedirler.

1.7.1. Molekiiler baskilama teknigi

Molekiiler baskilama yontemi 3 asamadan meydana gelmektedir. Bunlar; 6n
komplekslesme, polimerizasyon ve hedef molekiilin uzaklastirilmasidir. On
komplekslesme basamaginda fonksiyonel monomer ile hedef molekiil arasinda
baglanma gerceklestirilir. Bu islem i¢in hedef molekiiliin ii¢ boyutlu yapis1 ve kimyasal
ozellikleri belirleyici rol oynamaktadir.

Polimerizasyon basamaginda monomer kalip kompleksi uygun bir ¢apraz
baglayic1 yardimiyla polimerlestirilir. Son basamakta ise hedef molekiil kalip
olusturulmas1 maksadiyla polimerden uzaklastirilir. Bu islem i¢in uygun bir yikama
prosediirii uygulanir. Molekiiler baskili polimer eldesinde uygulanan islemlerin sematik

gosterimi Sekil 1.37°de verilmistir.
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Fonksiyonel Monomer

Sekil 1.37. Molekiiler baskili polimer hazirlama asamalari

Molekiiler baskilanmig polimer hazirlamak i¢in iki farkli yontem bulunmaktadir.
Bu yontemler arasindaki fark kalip molekiil ile fonksiyonel monomer arasindaki
etkilesim farkindan kaynaklanmaktadir. Ik ydntem 1977 yilinda Wulff ve arkadaslari
tarafindan ortaya konulmustur. Gelistirilen bu teknikte kalip molekiil ile fonksiyonel
monomer arasinda kovalent baglanma ger¢eklesmektedir. Polimerizasyon boyunca,
olusan bu kompleks yap1 kararliligmi korumaktadir. Kovalent baglanmanin

gerceklestigi yontemin sematik gosterimi Sekil 1.38’de verilmistir.

i

Kevalent Kalip-Monomer Kompleksi
—

Polimerirasyvon l

Kabp Uzaklagtunlmass

@

Sekil 1.38. Kovalent baskilama ydontemi
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Bir diger yontem 1981 yilinda Mosbach ve arkadaslar tarafindan gelistirilmistir.
Burada ise kovalent baglanma uygulanmamis, onun yerine kalip molekil ile
fonksiyonel monomer arasinda hidrojen baglari, hidrofobik etkilesimler, van der Waals
etkilesimleri ve Coluomb etkilesimleri gibi kovalent olmayan etkilesimlerden
yararlanilmigtir. Kovalent olmayan etkilesimle baskilama teknigi Sekil 1.39’da

gosterilmistir.

Kovalent olmayan kalip
monomer kompleksi

Polimerzasyon

Kabp Uzaklagtunlm
 ——

Sekil 1.39. Kovalent olmayan baskilama yéontemi

Molekiiler baskilama yonteminde en ¢ok kullanilan polimerizasyon teknigi serbest
radikal polimerizasyonudur. Ciinkii radikal polimerizasyonu farkli uygulamalarda
kullanilabilen, hazirlanisi kolay ve ekonomik bir yontemdir. Endistriyel alanda
giinlimiizde kullanim alan1 en yaygin olan tekniktir. Radikal polimerizasyonu kullanilan
baglaticinin termal olarak bozulmasiyla baslamaktadir [41, 46]. AIBN’nin bozunma

tepkime Sekil 1.40°da gosterildigi gibidir.
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Sekil 1.40. 2,2'-azobis(izobutironitril) (AIBN) 'nin termal bozunma reaksiyonu

Radikal polimerizasyonu yonteminde termal yontemle radikal elde edilebilecegi
gibi foto baslaticilarda kullanilabilmektedir. Foto baslaticilar 6zellikle hedef molekiil ile
fonkiyonel monomerler arasinda kovalent olmayan baglarin kararsiz olmalar
durumunda tercih edilmektedirler. Foto baslaticilar kullanildiginda polimerizasyonun
basarist UV 1sininin siddetine, 151k kaynagi ile olan mesafeye ve olusturulan radikalin
tirtine olan mesafesine baglidir.

Serbest  radikal  polimerlesmesinde  reaksiyon  ortamindan  oksijenin
uzaklastirilmas: gerekmektedir. Oksijenin ortamda bulunmasi durumunda serbest
radikale baglanma riski bulunmaktadir. Sayet oksijen, olusturulan radikal molekiiliiyle
etkilesirse peroksi radikaller meydana gelmektedir. Bu radikallerde ortamda bulunan
polimer, monomer veya diger tiirlerle tepkime verebilmektedirler. Bu sebeple
polimerizasyon islemine baslanmadan once oksijen ortamdan azot veya argon gazi
vasitastyla uzaklastirilmalidir. Oksijen ile baglatici radikal arasidaki reaksiyom Sekil

1.41°de verildigi gibidir.

CN CN
. |
HaC T ———= HC cC—O0—o0
CHs x CH,
HaC § RH
Y
CN CN
X |
| H,C o} o} o} H4+R
H,c——C——0 o) CHg—(|3—H |
CH
‘ Y :
CH,

Sekil 1.41. Oksijen ile baslatici radikal arasindaki reaksiyon
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Molekiiler baskilanmis polimerler hazirlanirken kullanilan monomerler bazik,

asidik,

yiiklii

gruplar, hidrofobik

hidrojen bag1  gosterenler

olarak

siniflandirilabilmektedir. Bu monomerlerin siniflandirilmasi Tablo 1.4°de verilmistir.

Tablo 1.4. Molekiiler baskili polimer sentezinde kullanilan bazi monomerler

Kullanilan Monomer Molekiil Yapisi
/ T
Bazik Vinilpiridin ‘
e
N
@]
Asidik Metakrilik asit ‘
OH
[
|:.
Yiikdi 3- _ _
weu akrilamidopropiltrimetilamony Ht——=C—C—HH—CH,—CH,—CH,—N—CH,  C
Gruplar N
um klortir
CHy
' CH,
HC="
Hidrofobik Stiren
T
//'
0
Hidrojen CH,
bagi Akrilamit /
icerenler CH/
H>N

Molekiiler baskilanmis polimerler hazirlanirken sadece radikal polimerizasyonu
kullanilmamaktadir. Molekiiler baskilanmis polimer hazirlanirken kullanilan yontemler
su sekilde siralanabilir:

» Y1gin polimerizasyonu
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» Siispansiyon polimerizasyonu

» Kimyasal grafting

» Yumusak litografi

» Molekiillerin kendilerini yonlendirmesi yaklagimi

» Elektropolimerizasyon

Gliniimiizde en ¢ok kullanilan baskilama ydntemi kovalent olmayan molekiiler
baskilanmis polimer yontemidir. Cilinkii bu teknikte polimerizasyon Oncesinde
fonksiyonel monomer ile kalip molekiil arasinda kovalent olmayan etkilesimler
meydana gelmektedir. Bu sayede monomerler molekiil etrafinda sorunsuz sekilde
yerlesebilmektedir. ilave olarak hedef molekiil ile monomer arasinda kovalent etkilesim
icin diizenlemeye ihtiya¢ duyulmamaktadir [41, 47, 48].

Kovalent olmayan baskilama tekniginde hedef molekiil ile monomerler arasindaki
etkilesimler sepesifik degildir. Baglanma bdlgeleri rastgele dagildigindan dolay1 hedef
molekiil disindaki molekiiller i¢inde baglanma imkani olmakta ve bunun sonucu olarak
molekiiler tanimada azalma meydana gelmektedir [41, 49, 50].

Kovalent etkilesimle yapilan baskilamadan 6nce hedef molekiil ile fonksiyonel
monomer arasinda olusturulan kompleksin baglanma boélgeleri diizenli bir dagilima
sahiptir. Buda analizlerde hedef molekiile olan seciciligi arttirici bir 6zelliktir. Buna
ragmen avantaj deazvantaj kiyaslamasi yapildiginda kovalent yaklagim tercih
edilmemektedir. Ciinkii kalip molekiil ile polimer arasindaki baglar ¢ok kuvvetli
oldugundan molekiiliin ortamdan uzaklastirip kalip elde etmek kolay degildir [41, 51].
1.7.2. Molekiiler baskilamada kullanilan ¢apraz baglayicilar

Molekiiler baskilama teniginde kullanilan ¢apraz baglayicilar hedef molekiiliin
polimer yapidan uzaklastirilmasindan sonra elde edilen kalibin kararli olmasi ve analite
0zgii ag orgiisii yapmasi i¢in kullanilmaktadir. Capraz baglayicilar arasinda en ¢ok
kullanilan1 etilen glikol dimetakrilat (EDMA)’dir. Giiniimiizde sik tercih edilen ¢apraz
baglayicilarin listesi Tablo 1.5 de verilmistir [41, 52, 53].
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Tablo 1.5. Molekiil baskilamada kullanilan ¢apraz baglayicilar

Capraz Baglayici Molekiil Yapisi

o
Etilen glikol dimetakrilat (EDMA) ‘\;
Q

,
| | J
Pentaeritrol tetraakrilat 0
0. . \’-(

o
Pentaeritrol triakrilat o |
HO
o

| TN\
H
H ’i\ / N
N,N'-1,4-fenilendiakrilamid 7
0
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Tablo 1.5. (Devam) Molekiil baskilamada kullanilan ¢apraz baglayicilar

wi

Trimetilolpropan trimetakrilat (TRIM) /5\/
‘<;3 )

(]
H
M
8]
N,O-bisakriloil-L-fenilalaninol ‘
0
,f"‘“xx
| s
e
M M
N,N"-metilendiakrilamid N
9] 8]
o
s
o
o

1.7.3. Molekiiler baskilamada kullanilan coziiciiler

Molekiiler baskilama islemi bazik ortamlarda uygulanir. Kullanilan ¢oziici,
polimerizasyon esnasinda kullanilan maddelerin ¢oziilmesini, tiim tiirlerin tek fazda
bulunmasint ve sicakligin dagilimimi saglar. Coziiciinlin se¢imi uygulanacak olan
baskilama yontemine baghdir. Sayet kovalent baskilama uygulanacaksa ¢doziiclide
aranan 0zellik reaksiyon ortamindaki tiirlerin ¢oziilmesinin saglanmasidir. Bu nedenle
bir ¢ok ¢oziicii kullanilabilir [41, 54]. Kovalent olmayan baskilamada ise bir etkilesimin
meydana gelmesi amaglandigindan ¢oziiciiniin se¢imi daha 6nemlidir. Polemerizasyon
da kullanilacak olan ¢o6ziicii H-baglar1 ve elektrostatik etkilesimlerin saglanmasi

maksadiyla az polar veya aprotik olmalidir. Polar olmayan c¢oziiciilerin kullanildig:
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baskilama teknigi ile elde edilen polimerlerin analite seciciligi daha yiiksek olmaktadir
[41,55].
1.7.4. Molekiiler baskilanms polimerlerin uygulama alanlar

Molekiil baskilanmis polimerler tanima tabakasi olarak yaygin olarak
kullanilmaktadir. Farmakolojik, analitik ve biyolojik ¢aligmalarda analiz edilecek
molekiile 6zgli secici yapilar bu yontemle elde edilmektedir [48]. Kromatografide,
elektroforezde, elektrokromatografide ve kati faz ekstraksiyonda zaman ilerledikge
kullanim1 artmaktadir [56,57].

Molekiiler baskilama ile elde edilen polimerlerin bir diger kullanim alani ise
sensor teknolojidir. Bu sekil de elde edilen polimerler amino asitlerin, ilaglarin, seker
tiirevlerinin ayirimi igin, iyon segici tabaka olarak kullanilmaktadir [50,58].

MIP bazli faz ayrimlarinda enantiyometrik kalip molekiil kullanilarak kovalent
veya kovalent olmayan etkilesimle yliksek segicilige sahip polimerler hazirlanir. Elde
edilen polimer ezilerek toz haline getirilir ve hazirlanan kolona doldurulur. Bu kolon
yardimiyla ayirma islemleri gergeklestirilir [49].

1.8. Elektro-Cekme Yontemi

Nanolif; nano boyutta olup ipliksi goriinlime sahip olan ve nanoteknoloji
calismalarinda kullanilan yapilardan biridir. Caplart 1,0 mikrondan daha kiiciik olan
liflerdir. Nanolifler tanimlanirken lif ¢aplar1 goz Oniine alinmaktadir. Genel olarak
nanoliflerin ¢aplar1 50 ile 300 nanometre arasindadir. Lifin ¢ap1 kiiciildiikce birim
kiitleye diisen ylizey alami biiyiilk olmaktadir. Genis ylizey alanina sahip olunmasi
fonksiyonel gruplarin, iyonlarin ve ¢ok g¢esitli partikiillerin immobilizasyonunu
kolaylastirir.

Nanolifler genel itibariyle 5 yontemle elde edilmektedir. Bu yontemler ;¢cekme,
kalip ile sentezleme, faz ayrigmasi, kendi kendine toplanma ve elektro-cekme olarak
siralanabilir. Elektro-cekme yontemi disindaki yontemlerde mekanik kuvvetler esas
alinmaktadir. Elektro-cekme yonteminde ise elektrik alan kullanilarak, sentezlenen
polimerden lif olusumu saglanmaktadir [59].

Nanolif iiretiminde uygulanis kolayligi ve elde edilen liflerin ¢aplarmin kiiglik
olmasindan dolayr en etkin yontem elektro-gekmedir. Elektro-cekme ile nanolif
iretiminde Oncelikle kullanilacak polimer uygun bir c¢oziiclide ¢oziliir veya 1s1

yardimiyla eritilir. Daha sonra bir pipet veya enjektoriin i¢ine konulur [60].
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Polimer ¢ozeltisi-eriyigi bulunan pipetin ac¢ik ucunun bulundugu noktaya gerilim
uygulanir. Pipetin karsisina topraklanmig iletken bir levha yerlestirilir. Pipetin ucuna
uygulanan gerilim ile birlikte polimer ¢ozeltisi-eriyigi topraklanmis levha yiizeyine
lifler olusturarak toplanir.

Elektro-¢cekme yonteminde uygulanan temel mantik; polimer ¢dzeltisine uygun bir
gerilim uygulandiginda pipetin ucundan polimer ¢dzeltisinin-eriyiginin gerilim farki
nedeniyle levha iizerine toplanmasi {izerine kurulmustur.

Nanolifler yapisal bakimdan incelendiginde yapilarinda bulunan biiylik molekiil
zincirlerinden dolayi, klasik fizik, yiizeylerindeki atomlardan dolay1, kuantum fizigi ile
aciklanabilecek Ozelliklere sahiptir. Nano boyutta elde edilmeleri sayesinde yiizey
enerjileri, mukavemetleri ve iletkenlikleri bulunmaktadir [61]. Lif ¢aplart 100 nm*‘ nin
altina indik¢e nanoliflerin elastik modiilii ve mekanik giigleri artmaktadir [62].

Elektro-gekme yontemi sayesinde, birim hacim basma yiliksek yiizey alanina
sahip, lif ¢ap1 ¢ok kii¢iik olan nanolifler elde edilebilmektedir. Nanolif elde edilirken
iletken polimerler, metaller, yar1 iletkenler kullanilarak nano seviyede -elektrik
iletkenligine sahip lifler elde edilebilmektedir [63].

1.8.1. Elektro-¢cekme sisteminin ¢alisma prensibi

Elektro-gekme sisteminin kurulumu genel itibariyle basittir. Bir elektro-gekme
diizenegi kurmak i¢in temel olarak 4 elemana ihtiya¢ vardir. Bunlar; giic kaynag,
numune {initesi (siringa, piper vs. ), topraklanmis iletken levha, sivi halde viskoz
polimerdir.

Siringa igerisine konulan sivi haldeki polimer toplayici levhaya belirli bir mesafeye
yerlestirilir. Gli¢ kaynagindan gelen pozitif kutup siringanin metal ignesine baglanir.
Negatif kutup ise toplayici levhaya yerlestirilir. Daha sonra toplayici levha topraklanir.
Bu islem sayesinde siringa ve toplayici levha arasinda elektrik alan elde edilmis olur.

Diizenek bu sekilde kurulduktan sonra gii¢ kaynaginin gerilimi yavas yavas arttirilir.
Gerilim yeterli degerine ulastigi zaman c¢ozelti {lizerindeki viskoelastik ve yiizey
gerilimleri agilmis olur. Sonug olarak polimer molekiilleri jet halinde toplayict levhada
birikmeye baslarlar. Elektro-gekme isleminin nasil gergeklestigi Sekil 1.42’de sematik

olarak anlatilmistir.
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Sekil 1.42. Elektro-¢ekme ¢alisma diizenegi

Siringanin ucuna uygun voltaj verildikten sonra olusan polimer jetler, toplayici
levhaya diiz ilerledikten bir miiddet sonra spiral bir yol izlemeye baglarlar. Elektriksel
kuvvetler jeti uzatir. Boylece ¢ok ince lifler elde edilir. Jet haline gelen polimer
molekiilleri toplayici levhaya dogru ilerlerken, ¢6ziicii buharlasir ve levha iizerinde kati
lifler elde edilir. Gozle gorilemeyecek sekilde hizli gerceklesen bu siire¢ sayesinde
nanometre mertebesinde ¢apa sahip lifler tiretilmektedir [64].

Elektro-cekme ile nanolif elde edilirken, siringaya gerilim uygulandiktan sonra
siringa ignesinin ucunda taylor konisi olusur. Kiigiik hacimdeki elektriksel olarak
iletken s1v1, elektrik alana maruz birakildiginda yilizey gerilimi kaybolmaya basladikca
stvinin sekli bozulmaya baglamaktadir. Uygulanan potansiyel arrtik¢a sivi damlaya etki
eden elektrik alan, yiizey gerilimini yenmeye baslar. Yiizey geriliminin elektrik alan
karsisinda etkisini kaybetmeye devam etmesi sonucunda, s1vi damlacik dis biikkey yan
bolgeler ile yuvarlak bir uca sahip olan koni seklini almaya baglar. Uygulanan gerilim
esik degerinin {istiine ¢iktiginda koni kismindan jet olusmaya baslar. Bu olaya koni-jet

ismi verilir [65]. Sekil 1.43’de nanolif olusumunun sematik gosterimi verilmistir.
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Sekil 1.43. Nanolif olusumunun sematik gosterimi, (a) damlacik olusumu, (b) taylor
konisi olusumu, (c) elektro ¢ekme jetinin olusumu, (d) kararli bélgede jetin uzamast, (e)

kararsiz bolgenin olusmasi, (f) lif formunda katilasma

Taylor konisinden ¢ikan jetler belirli bir siire boyunca kararli sekilde hareket
ederler. Belirli bir mesafeden sonra jetlerdeki bu kararli yapi bozulmaya baslar.
Kullanilan polimerin ¢6zeltisi veya eriyiginin 6zelligine ve sistem degiskenlerine bagh
olarak degisebilen ii¢ kararsizlik hali mevcuttur. Jet bu kararsizlik hallerinden sadece
birini gosterebilecegi gibi li¢ kararsizlik halini de gosterebilir. Bu kararsizlik halleri,
klasik rayleigh kararsizligi, eksenel simetrik elektrik alan akimlanmasi ve whipping
kararsizlig1 olarak agiklanmis ve matematiksel olarak modellenmistir [66].

Elektro-gekme islemi sirasinda dikkat edilmesi gereken hususlar su sekilde
siralanabilir;

» Uygun ¢0ziicii segilmesi

> Ignenin ucundan toplayict levhaya kadar olan mesafe icerisinde polimer

cozeltisinde bulunan ¢6ziiniin buharlagsmas1 gerekmektedir. Bu sebeple ¢oziicii
secilecekken buhar basincina bakilmalidir.

» Coziiciiniin buhar basinci disinda akiciliglr ve yiizey gerilimide 6nemlidir.

Akiciligr diistik olan ¢oziiciiler ignenin ucunu tikayabilirler.

» Cozelti tizerine uygulanacak gerilim dogru segilmelidir.
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> Igne ve toplayic1 levha arasindaki mesafe ¢oziiciiniin buharlasacak olmasi
dikkate alinarak ayarlanmalidir.

1.8.2. Elektro-¢cekme islemine etki eden degiskenler

Elektro-gekme yonteminde elde edilen liflerin 6zelliklerini belirleyen {i¢ ana
unsur su sekilde siralanabilir; ¢ozelti degiskenleri, calisma sartlari, ¢cevresel kosullar. Bu
parametreler uygun kosullarda ayarlanarak istenilen capta ve Ozellikte lifler elde
edilebilir.  Elektro-gekmeyi etkileyen bu ¢ ana unsur da kendi iginde

siiflandirilmaktadir. Yapilan siiflandirma Sekil 1.44°de verildigi gibidir.

Coizelti Degiskenleri Calisma Sartlar: Cevresel Kosullar
+Molekiiler agirlik ve viskozite +lame capt +Basing
[letkenlik +Toplayici levhanm etkisi *Bagilnem
*Yiizey gerilimi +Toplayici levha ileigne arasndaki mesafe *Sicaklik
'pH +Numune alag hizt
+Ciiziiciiniin dielekirik efldsi +Calisma voltaji

Sekil 1.44. Elektro-¢ekme islemine etki eden degiskenler

1.8.2.1. Cozelti degiskenleri

Caligmada kullanilacak olan polimerin molekiil agrilig1 viskoziteyi etkilemektedir.
Molekiil agirligi arttikg¢a, polimer zincir uzunlugu artacak ve bdylece de ¢ozeltinin
viskozitesine artisa neden olacaktir. Elektro-¢ekme yontemiyle lif olusturabilmek igin
cozelti viskozitesinin belirli bir degeri agmas1 gerekmektedir. Sayet istenen viskozite
degeri elde edilemezse jet olusturularak lif elde edilemez. Bunun yerine sivi damlas1 jet
olusturamadan siringanin ucundan diiser [67].

Viskozitesi diigsiikk olan c¢ozeltiler ile lif yapisi elde etmek gii¢ oldugu gibi,
viskozitesi ¢cok yiiksek olan ¢ozeltiler ile yapilan ¢alismalarda da ¢6zelti ignenin ucunda

kuruyacagindan dolay1 ayni sekilde lif elde edilemez [68].
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Calisma ortaminda c¢oklu jet olusmadigi durumlarda, elde edilecek olan fiberin
capt daha c¢ok ¢Ozeltinin viskozitesine baglidir. Cozeltinin viskozitesini arttirmak igin
polimer ¢ozeltisinin derisimi arttirilir. Viskozite yiikseldigi zaman ¢ozeltiler biikiilmeye
kars1 olan kararsizliklardan daha az etkilenirler. Bu sayede toplayici levha iizerinde elde
edilen fiberler daha kii¢iik bir alanda toplanirlar. Kiiciik bir alanda toplanan fiberlerin
daha fazla incelememesinden dolayi, elde edilen fiberlerin ¢aplar1 daha biiyiik olur [69].

Elektro-gekme isleminde jet olusumunu saglayan, damla ylizeyinde toplanan
yiiklerin itme kuvveti ile polimer ¢ozeltisinin gerilmesidir. Cozeltinin iletkenligi arttikca
damla yiizeyleri daha fazla yiliklenecek, bu sekilde jet olusumu kolaylasacaktir. Eger
¢ozelti tamamen gerilmezse lif olusturulamaz. Bunun yerine boncuk formu olusur.
Cozeltinin iletkenligini arttirmak i¢in cok kiiglik miktarda tuz ya da polielektrolit
eklenirse iletkenlik artacagindan dolayi lif olusumu gerceklestirilebilir [68].

Yiizey geriliminin artmasi sonucu yiizey alaninda azalma meydana gelmektedir.
Yiizey alaninin azalmasi sonucu damlacik olusumu meydana gelir. Bundan dolayi
yiiksek yiizey geriliminin oldugu ¢ozeltiden elde edilen lifler boncuklu yapidadir [70].
Yiizey geriliminin diisiliriilmesi i¢in polimer ¢dzeltisine diisiik ylizey gerilimine sahip
¢oziicliler eklenir.

Elektro-gekme isleminde pH degeri elde edilen fiberin geometrik yapisini ve
capini etkilemektedir. Artan pH degeri ile birlikte elde edilen liflerde diizlesme ve
incelme tespit edilmistir. Asidik ortamda yani diisiik pH’larda ise elde edilen liflerde
boncuklu yapilar gézlemlenmistir [71].

Elektro-gekme isleminde jete etki eden biikiilme kararsizliklari, ¢dzeltinin artan
dielekrik sabiti ile artmaktadir [72].
1.8.2.2. Calisma sartlar

Elektro-gekme yonteminde uygulanan potansiyel sayesinde gerekli olan elektrik
alan elde edilir. Olusturulan elektrik alan sayesinde ¢ozeltinin egrilmesi saglanir. Genel
olarak 6 kV ‘tan biiylik negatif veya pozitif voltaj, igne ucunda Taylor konisi
olusturmak i¢in kullanilir [73].

Olusan Taylor konisinden jet elde edilebilmesi igin kritik bir voltaj degeri
bulunmaktadir. Farkli voltaj degerleri uygulanarak jet olusumuna olanak saglayan voltaj
degeri belirlenir. Taylor konisini stabil olarak elde edebilmek i¢in besleme hizi ve
uygulanan gerilim 1yi ayarlanmalidir. Uygulanan voltaj degerinin yiiksek olmasi liflerin

fiziksel Gzelligini degistirdigi gibi, kristal yapisin1 da degistirir. Elektrik alan elektro-

54



cekme esnasinda polimer molekiillerin diizenli olarak yigilmasia sebep oldugu i¢in
kristalinite artar [69].

Nanolif elde edebilmek i¢in ignenin ucunda Taylor konisi olusturulmalidir. Taylor
konisi elde edilebilmesi i¢in numune akis hizi ¢ok iyi ayarlanmalidir. Numunenin akis
hiz1 arttirlldiginda ignenin ucunda toplanan miktar artacagindan dolayr damlacigin
boyutu da artar. Bu durumda elde edilen liflerin ¢aplart biiyiik olur. Ayrica akis hizinin
artisiyla birlikte ¢oziicii miktar1 da artacagindan dolay1 ¢oziiciiniin buharlagsmasi daha
fazla zaman alir. Eger daha kii¢iikk ¢apli ve daha kisa siirede nanolif elde edilmek
isteniyorsa akis hiz1 diisiik tutulmalidir [68].

Toplayict levha ile lif arasinda; lif olusumu ve ¢dziiciiniin buharlagsmasi olaylar1
gerceklesir. Aradaki mesafenin arttirilmasi ile olusan jetin levhaya ulagsma siireside
artar. Jetin toplayici levhaya daha uzun siirede ulagsmasi sonucunda elde edilecek lifin
inceligi artar. Ayrica ¢dziiciiniin buharlagabilmesi i¢in daha fazla siire olacagindan lifler
kuru bir sekilde toplanirlar [69].

Toplayict1 levha ile igne arasindaki mesafe diisikk tutulursa ¢oziiciiniin
buharlagmasi icin gececek siire kisitli oldugundan dolay1 lifler 1slak olarak toplanirlar.
Bu da boncuklu yapilarin olusmasina neden olur [67].

Elektro-cekme islemi sonucu nanolif elde edebilmenin ilk kurali numunenin
konuldugu siringa ile toplanacagi levha arasinda elektrik alan olusturulmasidir. Elektrik
alanin saglanabilmesi icin toplayici olarak kullanilan malzemenin iletken olmasi
gerekmektedir. Ayrica potansiyel farki arttirmak i¢in kullanilacak olan iletken levha
topraklanir.

Elektro-gekme sonucunda elde edilecek liflerin iletken olmayan bir yiizey
lizerinde toplanmasi isteniyorsa, iletken bir levhanin Oniine fiberlerin toplanilmasi
istenen yalitkan yilizey eklenir. Toplayict levha {izerine toplanan lifler yiiklerini
kaybederler. Yalitkan olan toplayicit topraklanmadigindan dolayr lifler iist {iste
birikemez ve yiizeyde daha seyrek birikirler [61]. Elektro-¢ekme isleminde kullanilan
bazi toplayicilar Sekil 1.45°de verilmistir.
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Sekil 1.45. Elektro-¢ekme isleminde kullanilan bazi toplayicilar, (a) izgara, (b) donen

silindir, (c) donen koniler, (d) ince iletken ¢cubuk, (e) paralel metal ¢ubuk, (f) rotor
Kaynak: Dalton,2005, s.211

Kullanilacak olan ignenin ¢ap1 azaltildiginda, olusacak olan damla da
kiigiileceginden dolay1 yiizey gerilimi artacaktir. Artan ylizey gerilimi ile birlikte olusan
jetlerin hizi azalir. Yavaslayan jetin toplayici jete ulasacagi siire artacagindan
¢Oziiclinlin buharlasarak uzaklasmasi daha kolay olur. Boylece daha ince ve boncuksuz
lifler elde edilebilir [61].
1.8.2.3. Cevresel kosullar

Sicaklik ¢oziicliniin buharlasma oranini arttirirken ¢ozelti viskozitesini diistiriir.
Daha diizenli kiiciik ¢apl fiberler elde edilir ancak ¢o6zeltiye enzimler ve proteinler
eklendiginde yiiksek sicaklikta bozunabilirler [61].

Ortamdaki nem arttikga c¢ozelti ylizeyinde olusan -elektrostatik yiiklenme
azalacagindan dolay1 elde edilen liflerin capi artar. Ayrica ortamdaki nem miktar
¢Oziiciinliin buharlasma stiresini de etkilemektedir. Nem orami arttikga ugucu olan
¢oziicii daha uzun siirede buharlagir [72].

Elektro-gekme islemi uygulanirken ortamin basinci sayet atmosfer basincindan
daha diisiik ise polimer sivisinin akmaya karsi direnci azalacaktir. Bu nedenle jet
olusumunda kararsizliklar ortaya ¢ikar. Viskozitesi diisiik olan ¢ozeltilerde diisiik basing
altinda elektro-¢ekim yapmak miimkiin olmayabilir. Viskozitesi biiyiik olan ¢ozeltilerde

ise vakum altinda elektro-¢ekme gerceklestirilebilir [72].
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1.9. Nanoteknoloji

Nanoteknoloji kavraminda gegen “Nano” 6n eki Latinceden gelmektedir ve “ciice,
cok kiiciik” anlaminda kullanilmaktadir. Kimya alaninda nano kelimesi uzunluk
kavraminda nanometre olarak kullanilmaktadir. Nanometre metrenin milyarda bir
biiyiikliigiine karsilik gelmektedir [75].

Nanometre ifadesinin boyutsal olarak daha iyi anlasilmasi bakimindan degisiklik
biiyiikliiklere sahip varliklarla kiyaslanmasi yapilabilir. Ornegin; bir kagidin kalinlig
yaklagik 100000 nm, insan sag teli yaklasik 25000 nm, DNA sarmali 2 nm civarindadir.
Sekil 1.46°da farkli boyutlardaki varliklara ait boyut skalas1 verilmistir.
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Sekil 1.46. Boyut skalast
Kaynak: Miller,2004, s.121

Madde kiiciildiik¢e 6zelliklerinde de degismeler meydana gelmektedir. Boyutlar
azaldikca maddenin kuantum davramislarl maddenin fiziksel 6zelliklerinin
belirlenmesinde on plana ¢ikmaktadir. Nano boyuttaki maddelerde, atom yapisinin,
bagli atomlarin cinsinin, yapmin biyiikligiiniin maddenin fiziksel ve kimyasal
ozellikleri tizerinde biiylik etkileri oldugu goriilmektedir. Bu duruma Ornek olarak
karbon atomlar1 gosterilebilir. Karbon atomlarindan olusan bir elmas kristali yalitkan
ozellik gosterirken, karbon atomu ise yiiksek derecede iletkenlik 6zelligine sahiptir [77,

78].

57



Nanoteknoloji; boyutlari nanometre seviyesinde olan ve oOzellikleri agisindan
degerlendirdiginde ¢ok biiyiikk avantajlar saglayan malzemelerin {iretimini ve
gelistirilmesini tanmimlamaktadir [79]. Nanoteknoliji ile amaglanan tstiin 6zelliklere
sahip malzemeler ve sistemler iireterek bunlari nano boyutta elde edilebilir kilmaktir
[80].

Nanoteknolojideki  gelismeler ile  biyoteknolojinin  birlestirilmesi  ile
nanobiyoteknoloji alan1 ortaya ¢ikmistir. Bu sayede tip alaninda 6nceden miimkiin
olmayan tanilarin yapilmasi saglanmistir. Son yillarda nanoteknoloji, enzim, protein,
antijen, antikor gibi biyolojik molekiillere uygulanmaya baslamistir. Bunun sonucunda
farkli analiz yontemleri gelistirilmistir [78].

Suan kullanilmakta olan nanoteknoloji kavrami 1959 yilinda Amerikan Fizik
Toplulugu’na konusma yapan Richard Feymann tarafindan ortaya konulmustur. Baslig
“En altta biraz yer var” olan konusmasinda giiniin birinde kalin ansiklopediklerin toplu
igne ucundan kiiciik alana sigdirilacagmi soylemistir. ilerleyen yillarda yaptigi
calismalarla Nobel 6diilii almistir. 1981 yilinda taramali tiinel mikroskopunun (STM)
icadi ve 1984 yilinda atomik kuvvet mikroskopunun (AFM) icadiyla nano boyutta
6l¢tim yapilmaya baglanmustir [78, 81]

Makro boyuttaki bir malzemenin nanoboyuttaki 6zellikleri incelendiginde bir¢ok
ozelliginde farkliliklar oldugu belirlenmistir. Nanoboyutu somut olarak canlandirmak
gerekirse on tane yan yana konulmus hidrojen atomu bir nanometre, DNA molekiilleri
yaklasik olarak 2 nm, viriis 150 nm, biyolojik hiicrelerin ¢ap1 ise bin nanometredir [82].
Nanoteknolojik malzemeler olarak tanimlanan yapilar; nanokristaller, nanopartikiiller,
nanotiipler, nanoteller, nanogubuklar veya nano ince filmler gibi farkli smiflara
ayrilmaktadir.

1.9.1. Nanopartikiiller

Boyutsal olarak 100 nm ve daha kiiglik olan toz halindeki maddelere
nanopartikiiller denilmektedir. Nanopartikiillerin diger maddelerden en 6nemli farki ve
ustiinliigii; kuantum boyut etkileri, elektronik yapilari ile boyutlar1 arasindaki iligki,
yiiksek yilizey/hacim orani olarak siralanabilir [76, 78, 83].

Gilintimiizde kullanilan malzemelerin ve teknolojilerin nano boyuta taginmasi ile
birlikte nanotasiyicilar, sensorler, nanomakinalar ve yiiksek kapasiteli veri depolama
hiicreleri gibi 06zgiin 06zelliklere sahip kiigiiltiilmiis cihazlarin iretilmesinin 6nil

acilmistir [84].
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Nanopartikiiller ~ 6zelliklerine goére en basit sekliyle asagidaki gibi
smiflandirilabilir [85];

» Karbon bazli nanopartikiiller (karbon nanotiipler),

» Metal bazli nanopartikiiller (altin kolloidler, nanogubuklar,)

» Yari iletken bazli nanopartikiiller (kuantum noktalar1 vb.).

Nanopartikiiller yapilar1 geregi kararsizdirlar. Kararsizlik nedeniyle ¢ozeltileri
hazirlanirken topaklanma olusumu meydana gelir ve homojen ¢ozeltilerinin
hazirlanmasini zorlastirir. Bunun Oniine gegmek igin farkli sentez yontemleri ve farkl
yiizey modifikasyonlar1 gelistirilmistir. Cozelti hazirlanacakken ortama yilizey aktif
maddeler ilave edilerek topaklanma dnlenebilmektedir [86].

1.9.1.1. Nanopartikiillerin iiretim yontemleri

Nanopartikiiller tiretilirken iki farkli yaklagimdan yararlanilir. Bunlar “asagidan
yukar1” ve “yukaridan asag1” olarak isimlendirilir. Yukaridan asagi yonteminde
nanopartikiil elde edilecek malzemeye mekaniki ve/veya kimyasal islemler ile enerji
uygulanarak malzemenin nano boyuta sahip kiiclik parcalara ayrilmasi saglanir. Bu
isleme ornek olarak mekanik Ogiitme verilebilir. Asagidan yukari tekniginde ise;
boyutsal olarak ¢ok kii¢iik malzemelerin kimyasal reaksiyonlar yardimiyla biiyiitiilerek
nanopartikiil olusumu saglanmaktadir. Bu yaklasimin en c¢ok bilinen Ornekleri ;
kimyasal buhar kaplama, kimyasal buhar yogunlastirma ve sprey pirolizdir [87].
Nanopartikiillerin tiretim yaklagimlarinin sematik gosterimi Sekil 1.47°da gosterildigi

gibidir.
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Sekil 1.47. Nanopartikiil iiretiminde kullanilan yontemler

Nanopartikiillerin elde edilme yontemlerini yukarida oldugu gibi ¢ikis maddesinin
boyutsal yapisindan yararlanarak siniflandirmak miimkiin oldugu gibi, baslangi¢
fazlarindan yola ¢ikarak smiflandirmakta miimkiindiir. Buna gore buhar, siv1 ve kati
yontemler olarak da {i¢ farkli teknik ortaya ¢ikmaktadir. Nanopartikiillerin baslangi¢

maddelerine gore iiretim yontemlerinin sematik gosterimi Sekil 1.48de verilmistir.
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Sekil 1.48. Nanopartikiillerin baslangi¢ fazlarina gore tiretim yontemleri
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1.9.1.1.1. Kimyasal buhar yogunlastirma yontemi

Bu yontem genellikle ¢ok miktarda nanopartikiil elde etmek maksadiyla
kullanilmaktadir. Tlk kullanim1 1994 yilinda Almanya’da gerceklestirilmistir. Baslangig
malzemesi olarak metalorganikler, karboniller, kloriirler ve hidriirler kullanilmaktadir.
Yontemin esasi 1sil par¢alanmaya dayanmaktadir. Isil pargalanmaya ugrayan gaz
fazindaki maddeler nanopartikiile doniistiiriilmektedirler. Baslangi¢ malzemesi olarak
kullanilan maddeler gaz fazina gecirildikten sonra gaz akimiyla reaktdre tasinirlar.
Reaktor icerisinde bulunan firinlarin  igerisinde ise 1sil parcalanma olay1
gerceklesmektedir. Baslangic maddesini reaktore tasiyan gaz olarak genelde He, Ar ve
N, gibi inert 6zellik tasiyan gazlar kullanilmaktadir [78, 88-90].
1.9.1.1.2. Hidrojen rediiksiyonu yontemi

Bu yontemde metalik nanopartikiillerin iiretimi yapilmaktadir. Gaz fazinda
indirgeme islemi uygulanmasi esasina dayanmaktadir. Baslangic ¢ozeltisi
hazirlandiktan sonra buharlastirilir. Buhar fazindaki ¢ozelti tasiyict gaz yardimiyla artan
sicaklik yoniinde taginir. Bu tasinma sirasinda nanopartikiil iiretimi gerceklestirilir.
Hidrojen gaz1 bu islemler esnasinda indirgeyici ve tasiyict gaz olarak
kullanilabilmektedir [78].
1.9.1.1.3. Asal gaz yogunlastirma yéntemi

Bu yontemde nanopartikiil formundaki metaller ve alasimlar asir1 doygun buhar
faz1 yardimiyla elde edilmektedir. Buharlagmaya tabii olan atom ve molekiiller 1s1
kaynaginin etrafinda asir1 doygun hale gelirler. Buhar fazindaki baslangi¢c maddesi ile
gaz molekiilleri etkileserek partikiil olusumunu gergeklestirirler. Hizli sogutma
yardimiyla da ¢ok ince nanopartikiiller elde edilmektedir [78].

1.9.1.1.4. Mikroheterojen sistemler yardimiyla nanopartikiil eldesi

Yukaridan asagi nanaopartikiil iiretilmesi esasina gore nanopartikiillerin elde
edildigi bir yontemdir. Kullanilan sistemler, sivi kristaller, jeller, misel ¢ozeltileri,
mirkoemilsiiyonlar olabilmektedir. Ik olarak elde edilmek istenen nanopartikiile uygun
mikroheterojen sistemin sec¢imi gerceklestirilmektedir. Daha sonra kullanilacak
reaktantlarin sisteme uygunlugu kontrol edilir. Yapilan islemler oda sicakliginda

gerceklestirilmektedir [78].
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1.9.1.1.5. Alev sentezi ile nanopartikiil eldesi

Bu yontem ticari olarak kullanilacak olan nanopartikiillerin eldesinde
uygulanmaktadir. Ticari olarak kullanimda tercih edilmesinin nedeni, kimyasal bilesim
araliginin, partikiil boyutlarinin ve dagiliminin kontrol edilebilir olmasidir. Maliyetinin
diisiik olmasi da bir diger tercih edilme nedenidir. Yontemde genel olarak kullanilan
baslangi¢ maddesi uguculuga sahip metal halejentirlerdir [78].

1.9.1.1.6. Mekanik asindirma ile nanopartikiil eldesi

Alasimlarin  ve faz karisgimlarinin nanopartikiil formuna getirildigi sentez
yontemidir. Yukaridan asagiya nanopartikiill sentez yaklasimina uygun olarak
gerceklestirilmektedir. Nanopartikiiller atom ve molekiiler diizeyde bulunan biiyiik
tanecik yapisina sahip pargaciklarin plastik deformasyon sonucu nanopartikiil formuna
dontismesi ile elde edilirler. Bu yontem ile genel olarak alasimlarin, seramik ve
kompozitlerin nano yapida eldesi gerceklestirilmektedir [78].

1.9.1.1.7. Ultrasonik sprey piroliz ile nanopartikiil eldesi

Kiiresel ve deforme olmamis, farkli boyutsal araliga sahip, bir¢ok kimyasal
bilesimde nanopartikiil elde etmek i¢in kullanilan bir tekniktir. Cozelti olarak yiiksek
safliga sahip metal tuzlar1 kullanilmaktadir. Baslangic ¢ozeltisinde birbirinden ayri
damlaciklarin aerosol formunda olusumu gergeklestirilir. Daha sonra 1s1l par¢alanma ve
faz degisimi basamaklari uygulanmaktadir. Aeresol buhari, yiiksek sicaklifa maruz
birakilir ve damlaciklarin buharlagsmasi ve pargalanmasi gergeklestirilir. Elde edilen
nanopartikiillerin 6zelligi, damlacik boyutuna, baslangic cozeltisine ve sicakliga
baglidir [78, 91-99].
1.9.1.1.8. Rutenyum tabanli amino asit monomerleriyle fotosensitif ¢apraz baglama

ve ANADOLUCA yontemi

ANADOLUCA yontemi (ANADOLUCA-AmiNoAcid (monomer) Decorated and
Light Underpining Conjugation Approach) rutenyum tabanli, 1s18a duyarli, amino asit
monomer ve oligomerlerinin sentezi, 1518a duyarli proteinlerin konjugasyonu ve capraz
baglanmalart siireglerinde kullanilmak tizere gelistirilmistir [100].

ANADOLUCA yonteminde; proteinlerde bulunan sistein, triptofan ve tirozin
aminoasitleri ile rutenyum tabanli amino asit monomerlerinin arasinda capraz bagl

konjugasyon islemleri gerceklestirilmektedir. Bu yontemin getirdigi en Onemli
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avantajlardan bir tanesi; elde edilen 1518a duyarli monomerlerin nano ve mikro yapilarda
denatiire olmadan kullanilabilmesidir.

ANADOLUCA yontemi, silika materyallere, siiperparamanyetik partikiillere,
nanokristallere, karbon nanotiiplere, Ag/Au nanopartikiillere ve Au yiizeylerine protein
entegrasyonu yani sira proteinimsi polimerik nanopartikiillerin hazirlanmasinda ve ilgili
yiizeylerle entegrasyonuna da uygulanabilir. ANADOLUCA, yeniden ayrilabilir kati faz
sistemleri, teranostikler (ayni anda tam1 ve tedavi olanigi), nanoprotein tasiyicilar,
reseptor hedefli nanokargolar, biyosensdrler, biyokataliz uygulamalari, yonetilebilir
goriintiileme ve algilama teknolojileri gibi alanlarda kullanilabilen yeni nesil
nanobiyokonjugantlarin olusturuldugu bir yontemdir [101].

ANADOLUCA; pH ve sicakliktan bagimsiz, kataliz ve tayin amaciyla
kullanilabilen bir yontemdir. Bu teknikle elde edilen nano-biyokonjugantlarda bulunan

proteinlerin fonksiyonu ve konformasyonlari etkilenmez [100].
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Nanoenzim sentezi sirasinda; fotosensitif monomer bis (2-2’-bipiridil) (MATyr),
rutenyum, asetilkolinesteraz (AChE), amonyum persiilfat (APS), polivinil alkol (PVA),
saf su ve azot gazi1 kullanilmistir.

QCM sensor hazirlanirken; toluen, stiren, maleik anhidrid, azobisizobutironitril
(AIBN), dimetil siilfoksit (DMSO), dimetilformamid (DMF), 1,4-fenildiamin,
gluteraldehit, horseradish peroksidaz (HRP), tetrametil benzidin (TMB), 4-
aminotiyofenol, paraokson ve saf su kullanilmstir.

Potansiyometrik sensor hazirlanirken; L-Serin, NaOH, metakriloil benzotriazol
(MA-Bt), 1,4-dioksan, HCI, etilediamintetraasetik asit (EDMA), AIBN, hekzadekan,
sodyum dodesil siilfat (SDS), dibiitil ftalat, paraokson ve saf su kullanilmistir.

Reflaktometrik interferans spektroskopisi temelli sensoér hazirlanirken; N-
hidroksisiiksinimid ~ (NHS),  (3-Dimetillaminopropil)-N'-etilkarbodiimid  (EDC),
etanolamin, HCI, glisin, paraokson ve saf su kullanilmistir.

Tampon ¢dzelti olarak; Na,COz/HCO; (pH=9), H,PO,/HPO4* (pH=7), 4-(2-
hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES, pH= 7,4) kullanilmistir. Tez
caligmalarinda kullanilan tiim kimyasallar Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) firmasindan
temin edilmistir. Saf su elde etmek i¢in Thermo Scientific Barnstead™ Smart2Pure™

saf su cihazi1 kullanilmistir. Kullanilan saf suyun iletkenligi 18 megaohmem™ dir.

2.2. Kullanilan Arag ve Gerecler

Bu calismada QCM ol¢limleri; Maxtek RQCM kristal analizorii ile, floresans
Olgtimleri; Varian Cary Eclipse marka spektroflorometre cihazi ile, potansiyometrik
Olgtimler; Mettler Toledo S220 pH/iyon metre cihazi ile yapilmistir. Elektro-gekme
isleminde pompa olarak KDS100 Infusion Syringe Pump, gii¢ kaynag: olarak ise TT-
Technic MCH-305D kullanilmistir. Reflaktometrik interferans spektroskopisi dlgiimleri
icin Analytic Jena marka, Biaffinity, Jena, Almanya model spektrofotometre
kullanilmistir. Elde edilen nanopartikiiller ve nanoliflerin taramal1 elektron mikroskopisi

(SEM) goriintiileri Carl Zeiss marka SEM cihazi ile alinmistir. pH 6l¢timleri WTW
Series InoLab pH730 model pH metre ile yapilmistir.
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2.3. QCM Sensoriin Hazirlamisi

2.3.1. Poli(stiren-alt-maleik anhidrid) polimerinin sentezi

Poli(stiren-alt-maleik anhidrid) (PSMA) sentezi i¢in Cecile ve arkadaslarinin
calismasindaki yontem kullanilmistir [102]. Bu yonteme gore oncelikle 60 mL toluen
alinarak 3,5 mL stiren ile karistirtlmistir. Daha sonra bu karigimin iizerine 2,99 g maleik
anhidrid eklenmis ve manyetik karistiricida 10 dakika karstirtlmistir. Karistirma
isleminden sonra son olarak azobisizobutironitril (AIBN)’den 0,01 g ilave edilerek
polimerizasyon i¢in karistm 90 °C’de 4 saat karistiriciya konulmustur. Polimerizasyon
sirasinda Sekil 2.1°de gosterilen reaksiyon meydana gelmistir.

H-C
S

AIBN

0]
/ Toluen

Maleik Anhidrid Stiren

Sekil 2.1. PSMA 'nin sentez tepkimesi

4 saatin sonunda elde edilen PSMA polimeri ¢ozeltinin igerisinden siizelerek
alinmistir. Daha sonra elde edilen polimer toliien ile 5 kez yikamaya tabii tutulmustur.
Yikama isleminden sonra polimer kurumasi i¢in oda sicakliginda 24 saat bekletilmistir.
2.3.2. Elektro-cekme yontemiyle nanolif elde etmek i¢cin PSMA c¢ozeltilerinin

hazirlanmasi

PSMA polimerinden nanolif eldesinde ¢ozelti hazirlanirken iki farkli ¢oziicii
kullanilmistir. Bunlar; dimetil siilfoksit (DMSQO) ve dimetilformamid (DMF) olarak
belirlenmistir. Bu ¢dziicliler kullanilirak PSMA’nin 3 farkli ¢6zeltisi hazirlanmistir.
Bunlar; %30(wt/wt) PSMA/DMSO, %30(wt/wt) PSMA/DMF ve %15(wt/wt)
PSMA/%2,5(wt/wt) PVA/DMSO’dur. Bu ¢ozeltilerin her birinden 40 mL hazirlanmis

ve her elektro-¢cekme islemi i¢in 2 mL’si kullanilmistir.
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2.3.3. Elektro-¢ekme diizeneginin kurulmasi

Elektro-¢cekme isleminde 30 kV kapasitesinde dogru akim iireten giic kaynagi
kullanilmistir. Olusan liflerin toplanmasi i¢in toplayict levha olarak 10x10 cm?
boyutlarinda kesilen aliiminyum folyolar kullanilmistir. Lif olusturmak i¢in hazirlanan
cozelti siringaya cekildikten sonra, siringa pompa diizenegine yerlestirilmistir. Gii¢
kaynaginin pozitif ucu metal siringa ignesine takilmistir. Toprakli olan elektrot ise
toplayict levhaya takilmistir. Deney diizeneginin sematik gosterimi Sekil 2.2°de,

laboratuvar ortamindaki kurulumu Sekil 2.3°de gosterildigi gibidir.

POLIMER
COZELTISE
SIRINGA ﬁ

GUCKAYNAGT +
TOPLAYICI
LEVHA

Sekil 2.2. Elektro-¢ekme deney diizeneginin sematik gosterimi

Gorsel 2.1. Laboratuvarda kurulan elektro-¢ekme diizenegi
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2.3.4. Elektro-¢ekme sisteminin ¢calisma sartlarimin belirlenmesi

Elektro-gekme islemiyle amaglanan, toplayici levha {izerinde nanolif elde
edilmesidir. Elde edilen nanolifin igerisinde boncuksu yapilarin bulunmasi
istenmemektedir. Bundan dolay1 sistemin calisma sartlarinin ¢ok iyi belirlenmesi
gerekmektedir. Siringa ve toplayici levha arasindaki mesafe 10 cm’de sabit tutularak,
uygulanan potansiyel ve akis hizi degistirilmistir. 5-7 kV potansiyel aralig1 ve 1-2 mL/h
akis hiz1 araliginda c¢alisilarak en uygun nanolif elde edilmeye calisilmistir. Elektro-
cekme siiresi 10 dakika olarak uygulanmis ve elde edilen nanolifler taramali elektron
mikroskopisi (SEM)’de analiz edilerek optimum ¢alisma sartlar1 belirlenmistir.

2.3.5. Elde edilen PSMA nanoliflerinin ¢capraz baglanmasi

Elektro-cekme islemi sonrasinda elde edilen nanolifler; birim hacme disen lif
yogunlugunu arttirmak ve sudaki c¢Oziiniirligli azaltmak i¢in capraz baglanmistir.
Capraz baglayici olarak 1,4-fenildiamin kullanilmistir. Bunun igin oncelikle 0,1 M
Na,CO3/HCO3(pH=9) c¢obzeltisinden 10 mL hazirlanmistir. 1,4-fenildiamin ¢apraz
baglayicisindan 0,7420 g alinarak 10 mL NayCO3/HCOj igerisinde ¢oziilmiistiir. Capraz
baglanacak nanoliften 0,25 g tartilarak capraz baglayici ¢ozeltisine batirilmistir. Bu
sekilde hazirlanan nanolif ¢dzeltisi ¢apraz baglanmanin gerceklesmesi icin 4 °C’de 24

saat siireyle bekletilmistir. Nanoliflerin c¢apraz baglanma tepkimesi Sekil 2.4’de

gosterilmistir.
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Sekil 2.4. PSMA 'min ¢apraz baglanmasi tepkimesi
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2.3.6. Capraz bagh PSMA nanoliflerine HRP(Horseradish Peroksidaz) enzim

immobilizasyonu

Hazirlanan ¢apraz bagli nanoliflere, enzim immobilizasyon performansini tespit
edebilmek amaciyla, ilk olarak HRP enzimi immobilize edilmistir. Enzim
immobilizasyonu 6ncesinde ¢apraz bagli nanolifleri immobilizasyona aktif hale
getirmek igin gluteraldehit kullamilmistir. Bunun i¢in Oncelikle gluteraldehitin
%10(v/v)’luk sulu ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiden 12,5 mL alinmis ve 0,25 g
PSMA nanolifinden elde edilen g¢apraz bagli nanolifler bu ¢ozeltiye batirilmistir.
Nanolifler bu sekilde 4 °C sicaklik altinda 1 saat bekletilmistir. 1 saatin sonunda
reaksiyona girmeyen gluteraldehitin uzaklastirilmasi amaciyla nanolifler ¢ikarilarak saf
suya konulmus ve 4 °C’de 2 giin beklemeye birakilmistr.

HRP enzimi immobilizasyonunda kullamlmak i¢in HyPO4/HPO,*(pH=7)
tamponu hazirlanmigtir. 65,7 mg HRP enzimi 1 ml H,PO, /HPO,* tamponunda
coziilerek stok ¢ozelti elde edilmistir. Stok ¢ozeltiden 190,2 pL alinip tampon ¢ozeltiyle
25 mL’ye seyreltilmistir. Capraz bagli nanolifler HRP ¢ozeltisinin 12,5 mL’sine
batirilarak 4 °C’de 20 saat bekletilmistir. Enzim immobilizasyonu sonrasinda nanolifler
HRP enziminin substrat1 olan TMB (Tetrametil benzidin) ile etkilestirilmistir.

2.3.7. Kuvars elektrot yiizeyinin fonksiyonelize edilmesi

Kuvars elektrotun ylizeyine enzim immobilize nanoliflerin baglanabilmesi i¢in
oncelikle elektrot yiizeyinin fonksiyonelize edilmesi gerekmektedir. Bu amagla 4-
aminotiyofenol etanolde coziilerek 10 mM’lik ¢ozeltisinden 10 mL hazirlanmastir.
Hazirlanan bu ¢ozelti enjektdr igerisine alinmistir. Enjektordeki bu ¢ozelti kuvars
elektrotun altin yiizeyine perilstaltik pompa kullanilarak 30 dakikada bir, 1 mL olacak
sekilde damlatilmistir. Bu islem 5 saat boyunca devam ettirilmistir. Yizeyin

fonksiyonellestirilmesi isleminin sematik gosterimi Sekil 2.5’ de gosterildigi gibidir.

4-Aminotiy ofenol | ) “ ,,] \ [\ ] ‘ |

- N |

QCM Elektrot Fonksiyonolize Edilen QCM Elektrot

Sekil 2.5. QCM elektrotun 4-aminotiyofenol ile fonksiyonilize edilisi
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2.3.8. QCM elektrot yiizeyinde taniyici tabakanin olusturulmasi

%30’ luk(wt/wt) PSMA/DMSO ¢o6zeltinden 4 mL alinarak {iizerine bis (2-2’-
bipiridil) (MATYyr), rutenyum (MAT-Ru(bipyr)2-MAT)’dan 1 ml eklenerek 10 dakika
oda sicakliginda karigtirllmistir. Daha sonra mevcut cozeltinin {lizerine 100 ppm
asetilkolinesteraz enziminden 0,38 uL ilave edilmistir. Enzim ilavesinden sonra ¢ozelti
oda sicakliginda 10 dakika boyunca karistirllmistir. Karistirma isleminin bitmesinin
ardindan 0,5 gram amonyum persiilfat ilave edilmistir. Elde edilen son ¢ozelti oda
sicakliginda 1 saat karistirmaya birakilmigtir. Karistirma isleminden sonra ¢ozelti
siringa igerisine c¢ekilerek elektro-cekme diizenegindeki pompaya takilmistir. Toplama
levhasina QCM elektrot yerlestirilerek elektro-gekme islemi uygulanmistir. Yapilan

islemlerin sematik gosterimi Sekil 2.6’da verilmistir.
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Sekil 2.6. QCM elektrot yiizeyinde taniyici tabakanin olugturulma semasi (a) elektro-
cekim diiznegi, (b)enzim immobilize nanolif ile kaplanmis QCM elektrot

Daha sonra nanolif ile kaplanmig elektrot QCM cihazina yerlestirilerek farkli
derisimlerde paraokson ¢ozeltisi ile etkilesimi incelenmistir. Bunun i¢in paraoksonun
0,1-10 ppm arasinda degisen %50(v/v) metanol igeren sulu ¢ozeltileri hazirlanmistir.

Analitin elektrot yiizeyiyle etkilestikten sonraki frekans degisimi 6l¢iilmiistiir.
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2.4. Nano AChE Enzimi

2.4.1. Nano AChE sentezi ve karakterizasyonu

Nano AChE enzimi elde edilirken mikroemiilsiyon polimerizasyon teknigi
kullanilmistir. Bu teknik ANADOLUCA metodundaki prosediire gére uygulanmistir
[100]. Oncelikle mikroemiilsiyon polimerizasyon ortami hazirlanmistir. Bunun igin 0,5
g polivinil alkol 45 mL deiyonize suda dispers edilmistir. 150 pL. 1000 ppm AChE,
(MATyr);Ru(bipyr); ile etkilestirilerek hazirlanan dispersiyon ortamina ilave edilmistir.
Dispersiyon ortami 1 saat azot ortaminda bekletilmistir. Daha sonra polimerizasyonda
baglatict olarak kullanilan amonyum persiilfat (APS) reaksiyon ortamina ilave
edilmistir. Polimerizasyonun ger¢eklesmesi i¢in hazirlanan karisim azot ortaminda, giin
1s18inda ve oda sicakligida 48 saat beklemeye birakilmistir. Polimerlesmenin
gerceklesmesinin ardindan elde edilen nano AChE enzimleri 10000 rpm devirde
santrifiijlenerek reaksiyon ortamindan alinmistir. Akabinde nano AChE enzimleri 5 kez
deiyonize su ile yikanmistir. Elde edilen nano AChE enziminin yapist Sekil 2.7°de

verilmigtir.

(MATyr)2Ru(bipyr)

Asetilkolin esteraz
enzimi

Sekil 2.7. Nano AChE yapist

2.4.2. Nano AChE enziminin paraokson ile etkilesiminin incelenmesi

Nano AChE ile paraoksonun etkilesiminin incelenmesi maksadiyla 0,01-200 ppm

arasinda degisen derisimlerde numuneler hazirlanmistir. Nano AChE enziminden 100
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uL, paraokson ¢ozeltilerinden 1 mL alinarak toplam karisim deiyonize su ile 3 mL’ye
seyreltilmistir. Elde edilen ¢ozelti floresans cihazinin kiivetine konulmus ve 6l¢iimler
almmistir. Olgiimler yapilirken numune 300-625 nm dalga boyu araligida degisen
1sinlarla uyarilmis ve maksimum siddet elde edilen dalga boyu ¢alisma icin secilmistir.

2.4.3. Uygun cahsma pH’sinin belirlenmesi

100 uL nano AChE iizerine 1 mL 10 ppm paraokson ¢6zeltisi eklendikten sonra
farkli pH’lardaki tampon ¢ozeltiler ile toplam hacim 3 mL’ye seyreltilmistir. Elde
edilen c¢ozelti calisilan dalga boyundaki 1sinla uyarilarak floresans siddetleri
karsilastirilmistir.

2.5. Reflaktometrik Interferans Spektroskopisi (RIfS)

2.5.1. CMD (Karboksimetildekstran) ¢ip yiizey aktivasyonu

RIfS cihazina ilk olarak yikama ¢ipi yerlestirilmistir. Cihaz saf su ile 10 dakika
boyunca yikamaya tabii tutulmustur. Ardindan saf su yerine hazirlanan HEPES
tamponu yerlestirilerek sistem 10 dakika boyunca tamponla yikanmistir. Saf su ve
tamponla yikama islemi sona erdikten sonra yikama ¢ipi ¢ikarilarak immobilizasyon
yapilacak olan CMD ¢ip takilmistir. Akis hizi 5 plL/min olarak ayarlanmig ve iki
kanaldan gecirilecek sekilde 10 dakika boyunca ¢ip yiizeyinden HEPES tamponu
gecirilmistir.

Tampon gegisinden sonra sistemde hava kabarcigi olup olmadigini tespit
maksadiyla 6l¢iim yapilmistir. Olciim sonucunda sistemde bir sorun olmadigi tespit
edildikten sonra 0,1 M N-hidroksisiiksinimid (NHS) ve 0,1 M 3-dimetillaminopropil-
N’-ethilkarbodiimid (EDC)’den hacimce 1:1 oraninda hazirlanan 70 uL ¢ozelti cihaza
Sekil 2.8’de gosterildigi gibi yerlestirilmistir. Sistemde hava kabarcig1 istenmediginden
dolay1 ¢ozeltiyi ¢ekecek olan kablonun ependorfun dibine kadar daldirilmasina dikkat
edilmistir. Akis hizi 5 pL/min olarak ayarlanarak ve ¢ip ylizeyinden ¢ozelti gecisine

baslanmistir.
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Gorsel 2.2. NHS/EDC ¢ozeltisinin ¢ip yiizeyine verilmesi

NHS/EDC ¢ozeltisinin ¢ip ylizeyinden gegisi bittikten sonra yiizey aktivasyonu

tamamlanmistir. Yiizey aktivasyonunun sematik gosterimi Sekil 2.9°da verilmistir.

YUZEY AKTIF CMD Cip

Sekil 2.9. CMD ¢ipin yiizey aktivasyonunun sematik gosterimi

2.5.2. CMD cip yiizeyine AChE immobilizasyonu

Yiizey aktivasyonu tamamlandiktan sonra 1 ppm AChE enziminden 100 uL
hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti ependorfa alinarak RIfS cihazindaki 2 nolu girise
yerlestirilmistir. Akis hiz1 5 pL/min ve hacim 200 pL olarak ayarlanmistir. Cozelti akisi
tek kanaldan gecirilecek sekilde yapilmistir. Boylece ¢ip ylizeyinin bir boliimiine enzim

immobilize edilmeyerek referans yiizey olusumu saglanmistir. Bu ¢alisma kosullari
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altinda enzim ¢ozeltisi ¢ip ylizeyinden 40 dakika boyunca gecirilmistir.

Spektormetredeki enzim immobilizasyonu parametreleri Sekil 2.10°da verilmistir.

(@) (b))
Gorsel 2.3. CMD c¢ip yiizeyine AChE immobilizasyonu (a) enzim ¢ozeltisi (b) sistem

parametreleri

Enzim ge¢isi tamamlandiktan sonra 70 uL etanolamin ¢ozeltisi alinarak 3 nolu
girise yerlestirilmigtir. Akis hiz1 5 pL/min ve hacim 70 pL olarak ayarlanarak ¢ozelti ¢ip
yiizeyinden gegcirilmistir. Immobilizasyon isleminin bitiminden sonra temel sinyalde
olusan degisim incelenerek immobilizasyonun gerceklesip gerceklesmedigine karar
verilmistir.

2.5.3. Paraokson cozeltilerinin ¢ip yiizeyine uygulanarak 6lciimlerinin yapilmasi

Cip yiizeyine AChE enzim immobilizasyonu gergeklestirildikten sonra farkli
derigimlerde paraokson ¢ozeltilerinin analizi yapilmistir. Bu analizler i¢in hazirlanan

paraokson ¢ozeltileri Sekil 2.11°de gosterildigi gibidir.

0,01 3,6x102
0,1 3,6x107
1 3,6x10°5
10 3,6x10°
50 1,8x10#
100 3,6x10#
150 5,4x10#
200 7. 2x10#

Sekil 2.11. Hazirlanan paraokson ¢ozeltileri
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Olgiim yapilmaya baslanmadan 6nce enzim immobilize ¢ip cihaza o6l¢iim
pozisyonunda takilmigtir. 10 dakika boyunca 10 pL/min akis hizinda HEPES tamponu
¢ip yiizeyinden gegcirilmistir. Tampon akis hizi 10 pL/min olarak ayarlanarak sistem
manuel moddan otomatik moda alinmustir. 1 nolu girise paraokson ¢6zeltisinden 200 pL
konulmustur. 2 nolu girise 50 pL glisin, 3 nolu girise 50 pL HCIl ¢ozeltisi ise ¢ip
yiizeyine baglanan paraokson molekiillerinin rejenerasyonu i¢in konulmustur. Bu
sekilde farklr analit derisimleri i¢in dl¢timler alinmistir.

2.6. Potansiyometrik Sensor

2.6.1. N-metakriloil-(L)-Serin (MA-Serin) monomerinin sentezi

N-metakriloil-(L)-Serin sentezi i¢in uygulanan yontemde; oncelikle 0,56 g L-
Serin almarak {izerine 1N NaOH ¢ozeltisinden 5,5 mL eklenmistir. Daha sonra
hazirlanan ¢ozelti iizerine 10 mL saf su eklenerek 10 dakika boyunca manyetik
karistiricidda  karistirmaya birakilmistir. Bu isleme paralel olarak 1 g metakriloil
benzotriazol (MA-Bt) alinip 20 mL 1,4-dioksan iginde karistirilarak ¢oziilmiistiir.
Metakriloil benzotriazoliin 1,4-dioksan igerisinde ¢oziilerek hazirlanan ¢o6zeltisi, ilk
basta hazirlanan L-Serin ¢ozeltisine damla damla eklenmistir. Bu esnada Sekil

2.12’deki reaksiyon meydana gelmistir.
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Sekil 2.12. MA-Serinin sentez reaksiyonu.

Reaksiyonun tamamlanip tamamlanmadigi kagit kromatografisi yardimiyla
belirlenmigtir. Reaksiyon tamamlandiktan sonra deney ortamindaki 1,4-dioksan
ucurularak uzaklagtirllmistir. Uzaklastirma isleminden sonra ekstraksiyon asamasina
gecilmistir. Ekstraksiyonda ¢oziicii olarak etilasetat kullanmilmistir. Ortamdaki

benzotriazol, etilasetat fazinda kalirken, su fazinda MA-Serin kalmaktadir. Su fazi
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ortamdan ayrilmis ve iizerine pH 5-6 oluncaya dek hidroklorik asit ilave edilmistir. Son
olarak ortamdaki ¢oziicii buharlastirilip MA-Serin elde edilmistir.

2.6.2. Paraokson baskili polimer hazirlanmasi

5 mmol MA-Serin ¢ozeltisinden 500 uL hazirlanmistir. Bu ¢6zeltinin {izerine 5
mL metanol eklenerek 10 dakika boyunca karistirilmistir. Karistirma isleminden sonra 9
mmol’lik EDMA(Etilendiamintetraasetik asit) c¢ozeltisinden 1,702 mL, 80 puL
hekzadekan ve 80 mg AIBN eklenerek 10 dakika karistirma islemine tabii tutulmustur.

Hazirlanan bu ¢o6zelti organik faz olarak adlandirilmaktadir. Bu isleme paralel
olarak 0,5 mmol paraokson ¢6zeltisinden 1 mL hazirlanmistir. 38,5 mg SDS(Sodyum
dodesil stilfat) 13 mL suda ¢oziildiikten sonra iizerine paraokson ilave edilmistir. 15
dakikalik siire boyunca ¢ozelti karistirictya konulmistur. Hazirlanan bu ¢ozelti su fazi
olarak adlandirilmaktadir. Organik fazin iizerine su fazi ilave edilerek 1 dakika boyunca
ultrasonik banyoda bekletilmistir.

Son elde edilen ¢ozelti polimerlesme reaksiyonu igin 18 saat siireyle 65 °C’lik su
banyosunda bekletilmistir. Su banyosundan alinan ¢ozelti santrifiijlenerek paraokson
baskili polimer ortamdan alinmistir. Alinan polimer 3 kez saf su ile 3 kez de KOH ile
yikanarak paraokson molekiilii polimerden uzaklastirilmistir. Boylece paraokson
molekiiliiyle ayn1 boyutsal 6zelliklere sahip kalip elde edilmistir. Elde edilen paraokson
baskili polimer oda kosullarinda 1 giin boyunca kurumaya birakilmistir.

2.6.3. Paraokson secici elektrotun hazirlanmasi

Hazirlanan paraokson baskili polimer havanda iyice doviilerek homojen toz haline
getirilmistir. Toz haline getirilen polimerden 5 mg alinarak tizerine 40 mg aktif komiir
ilave edilmistir. Elde edilen kati karigima 100 uL dibiitil ftalat konularak homojen
bulamag elde edinceye kadar karistirilmistir. Bulamag Sekil 2.13°de goriildiigii gibi cam

elektrotun ug¢ kismina doldurulmustur.
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Gorsel 2.4. Elektrotun molekiil baskilanmig polimer iceren bulamag ile doldurulmasi

Elektrotun u¢ kismindaki boslugun elde edilen bulamag ile tamamen dolmasina ve
dis kisminin piiriizsiiz olmasia dikkat edilmistir. Ardindan hazirlanan elektrot Sekil
2.14°de gosterildigi gibi u¢ kismi yukarida olacak bigimde bir spora tutturularak

kurumasi i¢in bir gece oda sicakliginda bekletilmistir.

Sekil 2.14. Kurumas: igin oda sicakliginda bekletilen elektrot
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Elektrot hazirlandiktan sonra ilk olarak sartlandirma islemi uygulanmistir. Bu
islem sonucunda; analiz siiresi, rejenerasyon siiresi ve elektrolit dengesinin
tamamlandig1 siire belirlenmistir. Sartlandirma islemi tamamlandiktan sonra ¢aligsma
pH’sin1 belirlemek i¢in pH 2-12 arasinda ¢ozeltiler hazirlanmistir. Bu pH aralifinda
Olgtimler alinarak optimum pH belirlenmistir. 0,01-200 ppm arasinda degisen paraokson
numuneleri i¢in Olgiimler belirlenen pH degerinde alinmis ve ardindan kalibrasyon

grafigi cizilmistir.
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3.6.3. BULGULAR VE YORUM

3.1. QCM Sensér le Ilgili Elde Edilen Bulgular

3.1.1. Elektro-cekme sisteminin ¢alisma sartlari

Elektro-¢ekme isleminde optimum g¢alisma sartlarinin belirlenmesi amaciyla farkli
kosullarda nanolifler elde edilmis ve bunlarin SEM goriintiileri incelenmistir. Bunun
icin farkli ¢oziicli ortamlari, 1-2 mL/h araliginda degisen akis hizlari, 5-7 kV araliginda
degisen potansiyeller denenmistir. On calisma yapilan sartlar  %30(wt/wt)
PSMA/DMSO, %30(wt/wt) PSMA/DMF ve %15(wt/wt) PSMA/%2,5(wt/wt)
PVA/DMSO ¢ozeltileri i¢in Sekil 3.1°de gosterildigi gibidir. Bu denemelerin
sonucunda; homojen lif ¢apina sahip, boncuksuz yapida ve siirekli olarak nanolif elde

edilmesi amaglanmustir.

(1) P:5kV (2) P:5kV (3) P:5kV
F: 1mlL/h F-15mlLh F: 2ml/h
D: 10 cm D: 10 cm D: 10 cm

(4) P-6kV (3) P-6kV (6) P-6kV
F: 1mLh F-15mlLh F: 2mlL/h
D: 10 cm D: 10 cm D: 10 cm

(M) P:7kV (8) P:7TkV (9 P:7TkV
F: 1mlL/h F-15mlLh F: 2ml/h
D: 10 cm D: 10 em D: 10 cm

Sekil 3.1. On calisma yapilan sartlar

%30(wt/wt) PSMA/DMSO ¢o6zeltisi igin belirlenen sartlarda ©6n calisma
yapilmistir. Elde edilen nanolifler SEM’de incelenmistir. Inceleme sonucunda istenen
nanoliflerin 5 kV potasiyelinde ve 1 mL/h akis hizinda elde edildigi goriilmiistiir. Diger
sartlarda elde edilen nanoliflerin boncuklu yapida oldugu goézlemlenmistir. Boncuklu
yapida olan nanoliflerin bazilarmin SEM gorintiisti Sekil 3.2°de, 5 kV potansiyel ve 1

mL/h akis hizinda elde edilen nanoliflerin SEM goriintiisii Sekil 3.3’de verilmistir.
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©
Sekil 3.2. %30(wt/wt) PSMA/DMSO ¢ozeltisinden boncuklu yapida elde edilen
nanolifler (a) 5 kV, 2 mL/h (b) 6 kV, 1 mL/h (c) 7 kV, 1,5 mL/h

¥ ZEISS
3y ULTRAPLUS

Sekil 3.3. %30(wt/wt) PSMA/DMSO ¢ozeltisinden boncuksuz yapida elde edilen nanolif

(5 kV, 1 mL/h)

%30(wt/wt) PSMA/DMF ¢ozeltisi i¢in belirlen sartlarda 6n ¢alisma yapilmistir.
Elde edilen nanolifler SEM cihaz1 ile incelenmistir. inceleme sonucunda istenen

nanoliflerin 5 kV potasiyelinde ve 1,5 mL/h akis hizinda elde edildigi goriilmiistiir.
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Diger sartlarda elde edilen nanoliflerin boncuklu yapida oldugu goézlemlenmistir.
Boncuklu yapida olan nanoliflerin bazilarinin SEM gorintiisii Sekil 3.4°de, 5 kV
potansiyel ve 1,5 mL/h akis hizinda elde edilen nanoliflerin SEM goriintisii Sekil

3.5’de verilmistir.

@©
Sekil 3.4. %30(wt/wt) PSMA/DMF ¢ézeltisinden boncuklu yapida elde edilen nanolifler
(@) 5kV, 1 mL/h (b) 6 kV, 1,5 mL/h (c) 7 kV, 2,0 mL/h

ZEISS
ULTRAPLUS

Sekil 3.5. %30(wt/wt) PSMA/DMF ¢ézeltisinden boncuksuz yapida elde edilen nanolif

(5 kV, 1,5 mL/h)
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%15(wt/wt) PSMA/%2,5(wt/wt) PVA/DMSO ¢ozeltisi i¢in belirlen sartlarda 6n
calisma yapilmistir. Elde edilen nanolifler SEM’de incelenmistir. Inceleme sonucunda
istenen nanoliflerin 6 kV potasiyelinde ve 1 mL/h akis hizinda elde edildigi
goriilmiistiir. Diger sartlarda elde edilen nanoliflerin boncuklu yapida oldugu
gozlemlenmistir. Boncuklu yapida olan nanoliflerin bazilarinin SEM goriintiisii Sekil
3.6’da, 6 kV potansiyel ve 1 mL/h akis hizinda elde edilen nanoliflerin SEM goriintiisii
Sekil 3.7°de verilmistir.

Sekil 3.6. %15(wt/wt) PSMA/%2,5(wt/wt) PVA/DMSO ¢ézeltisinden boncuklu yapida
elde edilen nanolifler (a) 5 kV, 1,5 mL/h (b) 6 kV, 2,0 mL/h (c) 7 kV, 1,0 mL/h

20 um

ZEISS
i ULTRAPLUS

Sekil 3.7. %15(wt/wt) PSMA/%2,5(wt/wt) ¢ézeltisinden boncuksuz yapida elde edilen
nanolif (6 kV, 1 mL/h)
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Sonuglar incelendiginde 3 farkli ¢ozeltiden de uygun ¢alisma sartlarinda nanolif
elde edilebildigi gozlemlenmistir. Calismanin geri kalaninda kullanilmak amaciyla elde
edilen nanolifler lif yogunlugu ve homojenligi acisindan karsilastirilmistir. Bu
karsilastirma neticesinde %30(wt/wt) PSMA/DMSO ¢o6zeltisinden 5 kV, 1 mL/h’de
elde edilen nanoliflerin kullanilmasina karar verilmistir.

3.1.2. %30(wt/wt) PSMA/DMSO nanoliflerinin ¢capraz baglanmasi

Elde edilen nanolifler, birim hacme diisen lif yogunlugunu arttirarak enzim
immobilizasyonun daha kararli hale getirilmesi maksadiyla ¢apraz baglanmistir. Capraz
baglama isleminin nasil yapildigi metot kisminda detayli bir sekilde anlatilmistir.

Capraz bagli nanoliflerin SEM goriintiisii Sekil 3.8’de gosterildigi gibidir.

() (b)
Sekil 3.8. %30(wt/wt) PSMA/DMSO c¢ozeltisinden elde edilen nanolifler. (a) ¢capraz
baglanmamus nanolif (b) ¢apraz bagl nanolif

3.1.3. Capraz bagh nanoliflere HRP immobilizasyonu

Capraz bagladigimiz nanoliflere enzim immobilizasyonun kararliligini incelemek
maksadiyla oncelikle HRP enzimi immobilize edilmistir. Enzim immobilizasyonunun
yapilis sekli metot kisminda anlatilmistir. Enzim immobilizasyonu gergeklestirildikten
sonra nanolifler HRP enziminin substratt olan TMB ile etkilestirilmistir. Substrat
ilavesinden sonra enzim-substrat etkilesmesine 6zgii renk degisimi gézlenmistir. Bu
durum bize ¢apraz bagladigimiz nanoliflere enzim immobilizasyonunun kararli bir
bicimde gergeklesebildigini gostermektedir. Enzim immobilize nanoliflerin substrat ile

etkilesimi Sekil 3.9’da gosterilmistir.
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Gorsel 3.1. Enzim immobilize edilmis nanolifin substrat ile etkilegsimi. (a) substrat ile

etkilesmemis nanolif (b) substrat ile etkilesen nanolif

3.1.4. Kuvars Kristal yiizeylerinin AChE immobilize nanolif ile kaplanmasi

Elde edilen nanoliflerin enzim immobilizasyonuna uygunlugunun tespitinden
sonra metot kisminda anlatildig: sekilde kuvars kristal yiizey AChE immobilize nanolif
ile kaplanmistir. Boylelikle kuvars kristal yilizeyi analit olan paraoksona karsi tanima
tabakasina sahip hale gelmistir. Nanolif ile kaplanan kuvars elektrot ylizeyinin SEM
goriintlisti Sekil 3.10°da gosterildigi gibidir.

ULTRAPLUS

Sekil 3.10. Nanolif'ile kapli kuvars kristal yiizey

3.1.5. Tamyic1 tabaka ile kaph kuvars kristal elektrotunun analit ile etkilesimi

Nanolif ile kaplanmis elektrot QCM cihazina yerlestirilerek farkli derisimlerde
paraokson c¢ozeltisi ile etkilesimi incelenmistir. Bunun i¢in paraoksonun 0,1-10 ppm

arasinda degisen %350(v/v) metanol igeren sulu ¢ozeltileri hazirlanmistir. Analitin
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elektrot yiizeyiyle etkilestikten sonraki frekans degisimi dl¢iilmiistiir. Ol¢iim sonucunda

elde edilen grafik Sekil 3.11°deki gibidir.
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Sekil 3.11. Kuvars kristal elektrotun paraokson ile etkilesimi sonucundaki frekans

degisimi

Elektrot, paraokson ile etkilestiginde frekans degerinde azalma gozlenmektedir.
Analit derigimi arttirildiginda frekanstaki negatif yondeki degisimde artmaktadir. Bu da
gostermektedir ki paraokson ile AChE arasindaki baglanma sonucunda elektrot
yiizeyinde bir kiitle artist meydana gelmektedir. Bu kiitle degisimi neticesinde de
frekans degismektedir. Olgiim sonucu elde edilen veriler kullanilarak derisime kars
frekans degisimi grafige gecirilmis ve kalibrasyon grafigi elde edilmistir. Cizilen

kalibrasyon grafigi Sekil 3.12°de verilmistir.

Paraokson Derisimi (ppm})
o
2 4 6 8 10 12
y =-6,3884x- 11,443
20 T R*=10,9428

-10 L

AV(Hz)

Sekil 3.12. QCM biyosensérde farkli derigimlerdeki paraokson numunelerine ait
kalibrasyon grafigi
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Kalibrasyon dogrusu sonucu elde edilen regresyon katsayisi 0,9428 olarak
bulunmustur. Daha sonra Sauerbrey denkleminden faydalanarak elektrot yiizeyine
adsorbe olan paraokson miktari ug/cm2 olarak hesaplanmistir. Hesaplanan bu deger
paraokson derisimine karsit grafige gecirilmistir. Elde edilen grafik Sekil 3.13°de
gosterildigi gibidir.

Am (pg/em?)

y=0,1128x + 0,2025
R?=0,9431

0 P [ b )

Paraokson Derisimi (ppm)

Sekil 3.13. Elektrot yiizeyindeki kiitle degisimine karsi analit derisimindeki degisim
grafigi

Elektrot yiizeyi ile paraokson arasindaki baglanma etkilesimini incelemek ig¢in
Langmuir adsorpsiyon izoterminden yararlanilmigtir. Bu analizi yaparken yararlanilan
esitlik su sekildedir;

1

am == () x () + Mgy (3.1)

Burada Ka Langmuir baglanma sabitidir. Ka degerini hesaplamak i¢in Am(g)
degerine karst Am/C (g/M) grafige gecirilmistir. Bunun sonucunda elde edilen grafik
Sekil 3.14’de gosterilmistir.
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0,001 o y=-2x10"x + 0,0009

Am (g)

Am ()/C (M)

Sekil 3.14. Elektrot yiizeyindeki kiitle degisimine karsi analit derisimindeki degisim
grafigi

Grafigin ¢izilmesiyle elde edilen denklemden yararlanarak Langmuir baglanma
sabiti hesaplanmistir. Buna gore langmuir baglanma sabiti 5x10° M™ olarak
bulunmustur.

LOD (Goézlenebilme Sinir1) ve LOQ (Tayin Sinir1) hesaplanmasi maksadiyla
blank (kor) ¢ozeltileri hazirlanarak 5 farkli 6lglim alinmistir. Alinan 6lgiim sonuglarinin
ortalamasit 0,0664, standart sapma ise 4,203){10'3 olarak hesaplanmistir. Bulunan
standart sapma degerinden yararlanilarak LOD ve LOQ degerlerine gecilmistir. Yapilan
hesaplamalar sonucunda LOD degeri 0,0126 ppm (4,57x10® molL™Y), LOQ degeri
0,0418 ppm (1,52x10” molL"*) M olarak bulunmustur.

3.2. Nano AChE Enzimi ile lgili Elde Edilen Bulgular

3.2.1. Nano AChE enzimi ile numune analizinde cahsilacak dalga boyunun

belirlenmesi

Nano AChE enzimiyle paraokson etkilesimini floresans spektrofotometresi

yardimiyla incelemek icin Oncelikle calisilacak dalga boyu belirlenmistir. Bunun i¢in
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150 ppm paraokson iceren numunenin 300 nm ile 625 nm arasinda degisen dalga

boylarinda floresans siddetleri Sl¢lilmiistiir. Analiz yapilirken tampon ¢ozelti olarak

olarak HEPES (pH=7,4) kullanilmistir. 150 ppm paraokson i¢eren numunenin 300 nm

dalga boyundaki floresans spektrumu Sekil 3.15°de gosterildigi gibidir.

Siddet (a.u)

30 4

25

20

15

10

. 334, 20.162

Dalga Boyu (nm)

Sekil 3.15. 150 ppm paraokson i¢eren numunenin 300 nm dalga boyundaki floresans

spektrumu

150 ppm paraokson iceren numunenin 310 nm dalga boyundaki floresans

spektrumu Sekil 3.16°da gosterildigi gibidir.

30

25 o

20

Siddet (a.u.)

10

15

. 347.17.706

Dalga Boyu (nm)

Sekil 3.16. 150 ppm paraokson iceren numunenin 310 nm dalga boyundaki floresans

spektrumu
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150 ppm paraokson igeren numunenin 350 nm dalga boyundaki floresans
spektrumu Sekil 3.17°de gosterildigi gibidir.

30
25 o
20

15 1

Siddet (a.u)

397, 9.785
10

1
v] 100 200 300 400 500 600

Dalga Boyu (nm)
Sekil 3.17. 150 ppm paraokson igeren numunenin 350 nm dalga boyundaki floresans

spektrumu

150 ppm paraokson iceren numunenin 625 nm dalga boyundaki floresans

spektrumu Sekil 3.18’de gosterildigi gibidir.

30
25 4
20 -

15

Siddet {a.u)

10

648.00, 2.337

A

o 100 200 300 400 500 600 J0o0o 800

Dalga Bovu (nm)
Sekil 3.18. 150 ppm paraokson igeren numunenin 625 nm dalga boyundaki floresans

spektrumu

Elde edilen sonuglar incelendiginde en yliksek floresans siddetini veren dalga
boyunun 300 nm oldugu goriilmiistiir. Bundan sonraki dl¢iimlerde calisilacak dalga

boyu olarak 300 nm belirlenmistir.
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3.2.2. Nano AChE enzimi ile numune analizinde ¢cahsilacak pH’nin belirlenmesi

Analizler esnasinda c¢alisilacak pH’nin belirlenmesi amaciyla ¢esitli pH
degerlerine sahip tampon c¢ozeltiler hazirlanmigtir. 100 pL nano AChE, 150 ppm
paraokson ¢ozeltisinden 1 mL alinmis ve hazirlanan tampon ¢ozeltilerle hacim 3 mL’ye
seyreltilmistir

Farkli pH degerlerine sahip olarak hazirlanan her bir numune ¢o6zeltisi 300 nm
dalga boyuna sahip 1sinla uyarilarak floresans siddetleri 6lciilmiistiir. Olgiimler
sonucunda elde edilen veriler Tablo 3.1°de verildigi gibidir.

Tablo 3.1. Farkli pH degerlerinde elde edilen floresans siddetleri

pH Dalga Boyu (hm) Analit Derisimi (ppm) Floresans Siddeti (a.u.)
2 300 150 14,365

4 300 150 15,784

7,4 300 150 20,162
9 300 150 17,321

Elde edilen 6l¢iim sonuglari incelendiginde en yiiksek floresans siddetinin pH 7,4
de elde edildigi gorilmiistiir. Bundan dolayr bundan sonraki analizlerde
HEPES(pH=7,4) tamponu kullanilmasina karar verilmistir.

3.2.3. Nano AChE enzimi ile artan derisimdeki paraokson arasindaki etkilesimin

incelenmesi

Farkli derisimlerdeki paraokson ile nano AChE etilesimini incelemeden Once
calisilacak pH ve dalga boyunu belirlemistik. Simdi ise belirlenen calisma sartlarinda
0,01 ppm ile 200 ppm arasinda degisen paraokson numunelerinin floresans siddetleri
Olgtilmiistiir. 0,01 ppm paraokson igeren numunenin 300 nm dalga boyundaki floresans

spektrumu Sekil 3.19°da gosterildigi gibidir.
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30

25

20

15 A

Siddet (a.u)

10

333.00, 0.645
X

o] 100 200 300 400 500 600 700 800

Dalga Boyu (nm)
Sekil 3.19. 0,01 ppm paraokson iceren numunenin 300 nm dalga boyundaki floresans

spektrumu

0,1 ppm paraokson igeren numunenin 300 nm dalga boyundaki floresans

spektrumu Sekil 3.20°de gosterildigi gibidir.

30 -
25 1
20 4

15 1

Siddet {a.u)

10 -

365.00, 0,943

X

o 100 200 300 400 500 600 700 800

Dalga Boyu (nm)
Sekil 3.20. 0,7 ppm paraokson i¢eren numunenin 300 nm dalga boyundaki floresans

spektrumu

1 ppm paraokson i¢eren numunenin 300 nm dalga boyundaki floresans spektrumu
Sekil 3.21°de gosterildigi gibidir.
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30 4

25 1

20 4

15 1

Siddet (a.u)

10 4

334.00, 3.325

D A

v] 100 200 300 400 500 600 700 800

Dalga Bovu (nm)
Sekil 3.21. / ppm paraokson i¢eren numunenin 300 nm dalga boyundaki floresans

spektrumu

10 ppm paraokson igeren numunenin 300 nm dalga boyundaki floresans

spektrumu Sekil 3.22°de gosterildigi gibidir.

30 1
25 A
20 A

15 1

Siddet (a.u)

10 1

333.00, 7.313

o 100 200 300 400 500 600 700 800
Dalga Boyu (nm)

Sekil 3.22. 10 ppm paraokson i¢eren numunenin 300 nm dalga boyundaki floresans

spektrumu
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50 ppm paraokson iceren numunenin 300 nm dalga boyundaki floresans

spektrumu Sekil 3.23’de gosterildigi gibidir.

30
25 4
20

15 A

Siddet (a.u)

335.00, 13,734

10 -

Dalga Boyu (nm)
Sekil 3.23. 50 ppm paraokson iceren numunenin 300 nm dalga boyundaki floresans

spektrumu

100 ppm paraokson igeren numunenin 300 nm dalga boyundaki floresans
spektrumu Sekil 3.24’de gosterildigi gibidir.

30
25
20 334.00 19,323

15

Siddet (a.u,)

10

o 100 200 300 400 500 600 700 200

Dalga Boyu (nm)

Sekil 3.24. 100 ppm paraokson igeren numunenin 300 nm dalga boyundaki floresans

spektrumu
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150 ppm paraokson igeren numunenin 300 nm dalga boyundaki floresans
spektrumu Sekil 3.25°de gosterildigi gibidir.

30
25
20 334.00, 20,162

15

Siddet (a.u.)

10

o 100 200 300 400 500 600 700 BOO
Dalga Bovu (nm)

Sekil 3.25. 150 ppm paraokson igeren numunenin 300 nm dalga boyundaki floresans

spektrumu

200 ppm paraokson igeren numunenin 300 nm dalga boyundaki floresans

spektrumu Sekil 3.26’da gosterildigi gibidir.

30
331.00, 26,633
25 A W

20 4

15 1

Siddet (a.u)

10 -

Dalga Boyu (nm)

Sekil 3.26. 200 ppm paraokson i¢eren numunenin 300 nm dalga boyundaki floresans

spektrumu
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3.2.4. Floresans olciimleri sonucunda elde edilen paraoksona ait kalibrasyon
grafigi
Paraoksonun farkli derisimlerdeki numuneleriyle alinan floresans olgiimleri

grafige gecirilmistir. Elde edilen grafik Sekil 3.27°de gosterildigi gibidir.
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Sekil 3.27. Farkl: derisimlerdeki paraokson numunelerine ait kalibrasyon grafigi

Kalibrasyon dogrusu i¢in paraoksonun c¢alisilan en yiiksek derisimi olan 7,2x10™
mol L™ degerine kadar floresans spektroskopisinde dogrusala yakin bir iliski gézlenmis
ve elde edilen regresyon katsayist 0,9523 olarak bulunmustur.

LOD (Goézlenebilme Sinir1)) ve LOQ (Tayin Sinir1) hesaplanmasi maksadiyla
blank (kor) ¢ozeltileri hazirlanarak 5 farkli 6lglim alinmistir. Alinan 6lgiim sonuglarinin
ortalamasi 0,73, standart sapma ise 0,212 olarak hesaplanmistir. Bulunan standart
sapma degerinden yararlanilarak LOD ve LOQ degerlerine gecilmistir. Yapilan
hesaplamalar sonucunda LOD degeri 1,002x10”" M, LOQ degeri 2,03x107 M olarak

bulunmustur.
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3.3. Reflaktometrik Interferans Spektroskopisi (RIfS) Temelli Sensor ile Tlgili Elde
Edilen Bulgular

3.3.1. AChE immobilize CMD c¢ipin spektrumunun alinmasi

AChE enzimi ¢ip yiizeyine baglandiginda yilizeyin kirilma indisinde degisim
olacagindan elde edilen spektrumda artis beklenmektedir. Elde edilecek artis
immobilizasyon isleminin gergeklestigini gosterecektir. Bu nedenle AChE enziminin
immobilizasyonu sirasinda CMD ¢ipe ait spektrum alinmistir. Elde edilen spektrum

Sekil 3.28’de gosterildigi gibidir.

Sekil 3.28. AChE enzim immobilizasyonu sonucu elde edilen spektrum

Elde edilen spektrumdaki yiikselis, ¢ip yiizeyine enzim immobilizasyonunun
basaril bir sekilde gergeklestirildigini géstermistir.
3.3.2. Farkh derisimlerdeki paraokson cozeltilerinin spektrumlarinin alinmasi
Hazirlanan AChE immobilize CMD ¢ip yiizeyine farkli derisimler de paraokson
¢ozeltileri uygulanmistir. Analit olarak kullanilan paraokson ¢ozeltileri Tablo 3.2°de

gosterilmistir.
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Tablo 3.2. Hazirlanan paraokson ¢ozeltileri

ppm Molarite
0,01 3,6x10°
0,1 3,6x10”
1 3,6x10°
10 3,6x10°
50 1,8x10™
100 3,6x10"
150 5,4x10™

0,01 ppm paraokson ¢ozeltisi ¢ip ylizeyine uygulandiktan sonra elde edilen
spektrum Sekil 3.29°da verilmistir.

Sekil 3.29. 0,01 ppm paraokson ¢ozeltisi spektrumu
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0,1 ppm paraokson ¢ozeltisi ¢ip yilizeyine uygulandiktan sonra elde edilen
spektrum Sekil 3.30°da verilmistir.

Sekil 3.30. 0,1 ppm paraokson ¢ozeltisi spektrumu

1 ppm paraokson ¢ozeltisi ¢ip ylizeyine uygulandiktan sonra elde edilen spektrum

Sekil 3.31°de verilmistir.

Sekil 3.31. 1 ppm paraokson ¢ézeltisi spektrumu



10 ppm paraokson c¢ozeltisi ¢ip yilizeyine uygulandiktan sonra elde edilen

spektrum Sekil 3.32°de verilmistir.

Sekil 3.32. 10 ppm paraokson ¢ozeltisi spektrumu

50 ppm paraokson c¢dOzeltisi ¢ip yiizeyine uygulandiktan sonra elde edilen
spektrum Sekil 3.33’de verilmistir.

Sekil 3.33. 50 ppm paraokson ¢ozeltisi spektrumu



100 ppm paraokson ¢ozeltisi ¢ip ylizeyine uygulandiktan sonra elde edilen
spektrum Sekil 3.34’de verilmistir.

Sekil 3.34. 100 ppm paraokson ¢ozeltisi spektrumu

150 ppm paraokson ¢ozeltisi ¢ip ylizeyine uygulandiktan sonra elde edilen
spektrum Sekil 3.35’de verilmistir.

Sekil 3.35 150 ppm paraokson ¢ozeltisi spektrumu

3.3.3. RIfS olciimleri sonucunda paraoksona ait kalibrasyon grafiginin ¢izilmesi

Paraoksona ait farkli derisimlerdeki numuneler i¢in alinan Olgiim sonuglari

asagidaki Tablo 3.3’de verildigi gibidir.



Tablo 3.3. Paraokson ¢ozeltileri icin elde edilen ol¢iim sonuclart

ppm Molarite (C) -log (C) V]
0,01 3,6x10° 7,44 7
0,1 3,6x10” 6,44 20
1 3,6x10° 5,44 52
10 3,6x10-5 4,44 77
50 1,8x10-4 3,74 135
100 3,6x10-4 3,44 155
150 5,4x10-4 3,27 165

Bu 6l¢tim sonuglarina gore ¢izilen kalibrasyon grafigi Sekil 3.36’da verilmistir.
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Sekil 3.36. Reflaktometrik Interferans Spektroskopisinde farkli derigimlerdeki

paraokson numunelerine ait kalibrasyon grafigi

Kalibrasyon dogrusu i¢in paraoksonun calisilan en yiiksek derisimi olan 5,4x10™

mol/L degerine kadar reflaktometrik interferans spektroskopisinde dogrusala yakin bir

iligski gozlenmis ve elde edilen regresyon katsayis1 0,9316 olarak bulunmustur.

LOD (Gozlenebilme Smir1) ve LOQ (Tayin Sinir1) hesaplanmasi maksadiyla

blank (kor) ¢ozeltileri hazirlanarak 5 farkli 6l¢iim alinmistir. Alinan 6l¢tim sonuglarinin
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ortalamast 7, standart sapma ise 1,58 olarak hesaplanmistir. Bulunan standart sapma
degerinden yararlanilarak LOD ve LOQ degerlerine gecilmistir. Yapilan hesaplamalar
sonucunda LOD degeri 9,9X10'8 M, LOQ degeri 1,9)(10‘7 M olarak bulunmustur.

3.4. Potansiyometrik Sensér ile Ilgili Elde Edilen Bulgular

3.4.1. Potansiyometrik sensor icin sartlandirma yapilmasi

Analizlere baglamadan 6nce ne kadar siire sonunda Olglimiin tamamlandigini,
rejenerasyon siiresinin ve elektrolitin dengeye gelme zamanini tespit etmek maksadiyla
sartlandirma iglemi uygulanmistir. Bunun i¢in elektrot; 0,1 ppm paraokson, 0,1 M KOH
ve 0,1 M KCI ¢ozeltileri icerisine daldirilmis ve potansiyelin stabil hale geldigi stireler
belirlenmistir. Bunun i¢in 60 dakikalik siire icerisinde 5 dakikalik araliklarla 6l¢timler
almmustir. Olgiilen degerler Tablo 3.4, Tablo 3.5 ve Tablo 3.6°da verilmistir.

Tablo 3.4. 0,1 ppm Paraokson ¢ozeltisi i¢in sartlandirma verileri

Zaman (dak.) Potansiyel (mV)
0 56,2
5 54,8
10 54,1
15 53,4
20 52,2
25 47,5
30 45,3
35 45,1
40 12,4
45 12,5
50 12,4
55 12,6
60 12,4
Tablo 3.5. 0,1M KOH c¢ozeltisi icin sartlandirma verileri
Zaman (dak.) Potansiyel (mV)
0 20,7
5 22,8
10 23,7
15 24,2
20 24,9
25 26,9
30 27,7
35 28,3
40 29,0
45 30,0
50 29,9
55 29,9
60 30,0
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Tablo 3.6. 0,I1M KCI ¢ozeltisi icin sartlandirma verileri

Zaman (dak.) Potansiyel (mV)
0 34,1
5 32,3
10 31,2
15 30,4
20 29,0
25 28,1
30 27,6
35 27,9
40 27,8
45 27,7
50 27,8
55 27,7
60 27,6

Tablo 3.4, Tablo 3.5 ve Tablo 3.6’da verilen 6lgiim sonuglarina gére sartlandirma
stireleri; paraokson i¢in 40 dakika, KOH i¢in 45 dakika, KCI igin ise 30 dakika olarak
bulunmustur. Bu asamadan sonra yapilan analizlerde bu siireler dikkate alinarak
Olctimler alinmustir.

3.4.2. Calisma pH’sinin belirlenmesi

Hazirlanan segici elektrotun ¢alisma pH’sin1 belirlemek igin 10 ppm paraokson

iceren pH 2-12 arasi fosfat tamponu ¢ozeltileri hazirlanmistir. pH 2-12 arasinda

sensoriin potansiyometrik davranisi Sekil 3.37°de goriilmektedir.
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Sekil 3.37. Hazirlanan elektrotun potansiyel (mV)-pH grafigi (10 ppm paraokson iceren
fosfat tamponu ¢ozeltileri )
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Sekil 3.37’de gortildiigi lizere 10 ppm paraokson ¢ozeltisi icin okunan en yiiksek
potansiyel degeri pH 7-8 araliginda bulunmustur. Bundan dolay:1 yapilan dl¢timlerde
HEPES tamponu (pH: 7,4) kullanilmistir.

3.4.3. Potansiyometrik ol¢iimler sonucunda paraoksona ait kalibrasyon grafiginin
cizilmesi

Hazirlanan potansiyometrik sensor ile 0,01-200 ppm arasinda degisen
derisimlerdeki paraokson numuneleri i¢in dl¢iimler almmustir. Olgiim alirken hazirlanan
elektrot numunenin bulundugu kaba daldirilmis ve sartlanma siiresi olarak belirlenen 40
dakika boyunca beklenmistir. 40 dakikanin sonunda cihazda okunan potansiyel degeri
not edilmistir. Numune analizinden sonra rejenerasyon icin elektrot KOH c¢ozeltisi
icinde 45 dakika bekletilmistir. Son olarak elektrolit dengesinin saglanmasi maksadiyla
elektrot KCI ¢ozeltisinde 30 dakika bekletilmistir. Bu islemler uygulanarak alinan
6l¢tim sonuglar1 Tablo 3.7°de ve ¢izilen kalibrasyon grafigi Sekil 3.38’de verilmistir.

Tablo 3.7. Farkli derisimlerde paraokson i¢eren numunelerin potansiyel él¢iimleri

ppm C (Molarite) mV
0,01 3,6x10° 5,3
0,1 3,6x10” 12,4
1 3,6x10° 21,5
10 3,6x10° 32,3
50 1,8x10™ 34,6
75 2,7x10* 36,7
100 3,6x10™ 37,3
150 5,4x10™ 435
200 7,2x10™ 47,2
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Sekil 3.38 Potansiyometrik sensorde farkll derisimlerdeki paraokson numunelerine ait

kalibrasyon grafigi

Kalibrasyon dogrusu icin paraoksonun ¢alisilan en yiiksek derisimi olan 7,2x10™
mol/L degerine kadar potansiyometrik sensérde dogrusal bir iliski gézlenmis ve elde
edilen regresyon katsayisi 0,9828 olarak bulunmustur.

LOD (Gozlenebilme Sinir1) ve LOQ (Tayin Sinir1) hesaplanmasi maksadiyla
blank (kor) ¢ozeltileri hazirlanarak 5 farkli 6l¢tim alinmistir. Alinan 6l¢iim sonuglarinin
ortalamasi1 0,92, standart sapma ise 0,286 olarak hesaplanmistir. Bulunan standart
sapma degerinden yararlanilarak LOD ve LOQ degerlerine gecilmistir. Yapilan
hesaplamalar sonucunda LOD degeri 2,19x10® M, LOQ degeri 1,22x107 M olarak
bulunmustur.

3.4.4. Potansiyometrik sensoriin seciciliginin belirlenmesi

Potansiyometik sensoriin seg¢iciliginin bulunmasi igin analit olarak parathion
kullanilmis ve farkli derisimleri igin Olgiimler alinmistir. Parathion molekiiliiniin
molekiil yapis1 paraoksona ¢ok benzedigi i¢in segicilik tespitinde kullanilmistir. Yapilan

ol¢timler sonucunda elde edilen veriler Tablo 3.8’de gosterilmistir.
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Tablo 3.8. Farkli derisimlerde parathion iceren numunelerin potansiyel ol¢iimleri

ppm C (Molarite) mV
0,01 3,43x10°® -1,5
0,1 3,43x10”7 43
1 3,43x10°® 9,1
10 3,43x10° 12,2

Paraoksonun ve parathionun ayni derisimlerine ait 6l¢iim sonuglar1 kiyaslanmasi

maksadiyla grafige gecirilerek Sekil 3.39°da verilmistir.
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Sekil 3.39. Paraokson ve Parathion molekiillerinin Potansiyel (mV) -log C (M) grafigi

Sekil 3.39 incelendiginde paraokson i¢in yapilan Ol¢limlerde elde edilen
potansiyel degerlerinin parathiona kiyasla cok yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ozellikle
diisiik derisimlere inildiginde bu fark ¢ok daha net ortaya konmustur. 0,01 ppm i¢in
paraoksonun olgiilen potansiyel degeri 5,3 mV iken, parathion i¢in dlgiilen potansiyel
eksi degerlere inmistir. Bu veriler 1s181nda segici elektrotun paraoksona duyarli oldugu
sonucuna varilmistir.

3.4.5. Girisim etkisinin incelenmesi

Seciciligin Olgiilmesinden sonra gelistirilen paraokson secici potansiyometrik

sensOriin girigim etkisi altindaki performans: incelenmistir. Bunun icin paraokson ile
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parathionun farkli oranlardaki g¢ozeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler Tablo
3.9°da belirtildigi gibidir

Tablo 3.9. Girisim etkisini incelemek icin hazirlanan ¢ozeltiler

Paraokson Parathion
ppm mL ppm mL Oran
2 1 2 1 11
2 1 10 1 1:5
2 1 20 1 1:10

Yapilan ol¢timler sonucunda 1:1 orani i¢in 21,4 mV, 1:5 orani i¢in 20,8 mV ve
1:10 orant i¢in 20,3 mV degerleri okunmustur. Bu veriler 1g1ginda %girisim etkisi; 1:1
orant i¢in %0,46, 1:5 oran1 i¢in %3,25 ve 1:10 orani i¢inse %5,58 olarak hesaplanmustir.

Buradan yola ¢ikarak paraoksonun kimyasal yapisina benzer molekiiller igeren
analiz ortaminin girisim etkisinin ihmal edilebilir diizeyde oldugu sonucuna varilabilir.
3.4.6. Paraokson baskilanmamis polimerle (NIP) o6lciim alinarak MIP ile

kiyaslanmasi

Paraokson segici elektrot gelistirirken MIP yontemiyle paraokson baskilanmis
polimerler elde etmis ve bunuda elektrotta tanima tabakasi olarak kullanmistik.
Hazirlanan tanima tabakasinin analite olan duyarliliginin ortaya konmas1 maksadiyla
daha sonra NIP yontemiyle elde edilen polimer potansiyometrik sensér de tanima
tabakasi olarak kullanildi. NIP yontemiyle yapilan dlgiimler sonucu elde edilen veriler

Tablo 3.10” da gosterildigi gibidir.

Tablo 3.10. NIP ile hazirlanan tanima tabakasiyla alinan 6l¢iimler

ppm C (Molarite) mvV
0,01 3,6x10° -1,9
0,1 3,6x10” -1,6
1 3,6x10° -1,7
10 3,6x10° -1,1
50 1,8x10™ -1,5
75 2,7x10™ -1,7
100 3,6x10™ -1,5
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150 5,4x10™ -1,6

200 7,2x10* -1.4

Elde edilen sonuglar gostermekteki MIP yontemiyle elde edilen paraokson baskili
polimerler elektrot ylizeyinde hedef molekiil olan paraoksona segicilik gostermektedir.
Molekiil baskilama prosediirii esnasinda paraokson kullanmayarak elde edilen
polimerlere Ol¢lim sirasinda paraokson molekiilleri baglanamamis dolayisiyla elde

edilen potansiyel degerlerinde degisim olmamustir.
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3. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Bu caligmada kimyasal savas ajanlarinin tespitine yonelik sensorler gelistirilmesi
amaglanmistir. Organofosforlu bilesik olarak paraokson kullanilmistir. Paraokson
molekiilii asetilkolinesteraz enzimini geri doniigsiiz olarak inhibe etmektedir. Bu
yoniiyle sinir ajanlarina benzemesinden dolayr tercih edilmistir. Yapilan calismalar
sonucunda paraokson tayinine yonelik farkli yaklagimlara sahip dort yontem
gelistirilmistir.

[lk olarak paraokson tayinine yoénelik QCM biyosensér gelistirilmistir. Bu amagcla
Poli(stiren-alt-maleik anhidrid) polimeri nanolif elde etmek amaciyla sentezlenmistir.
Elektro-gekme isleminde kullanilmak tlizere polimer ¢ozeltileri hazirlanmistir. Coziicii
olarak DMSO, DMF kullanilmig ve bu c¢oziiciiler ile polimerin %30(wt/wt)’luk
¢ozeltileri hazirlanmistir. Elektro-cekme isleminin ¢alisma parametrelerini belirlemek
maksadiyla 5-7 KV potansiyel ve 1-2 mL/h akis hizi araliginda tarama yapilmistir.
Taramalar sonucunda elde edilen nanoliflerin SEM goriintiilerine bakilmigtir.
%30(wt/wt) PSMA/DMSO c¢ozeltisi i¢in 5 kV potansiyel, 1,0 mL/h akis hiz1 degerinde
nanolif elde edildigi diger sartlarda ise boncuklu yapilarin olustugu goriilmistiir.
%30(wt/wt) PSMA/DMF c¢ozeltisi icin 5 kV potansiyel ve 1,5 mL/h akis hiz1 degerinde
nanolif elde edildigi diger sartlarda ise boncuklu yapilarin olustugu goriilmiistiir. Elde
edilen nanolifler, 1if yogunlugu ve kalinligi agisindan degerlendirildiginde en uygun
nanolifin elde edildigi c¢ozeltinin %30(wt/wt) PSMA/DMSO, en uygun c¢alisma
sartlarinin 5 kV potansiyel ve 1 mL/h akis hiz1 oldugu tespit edilmistir. Elde edilen
nanolifin enzim immobilizasyonuna uygunlugunu anlamak maksadiyla ilk olarak HRP
enzim immobilizasyonu geceklestirilmistir. Bu maksatla elde edilen nanolif 1,4-
fenildiamin ile c¢apraz baglanmis, ¢apraz bagl nanolifler gluteraldehit ile
immobilizasyon i¢in aktif hale getirilmis ve son olarak HRP enzimi immobilize
edilmistir. Enzim immobilizasyonunun gergeklesip gerceklesmedigini kontrol igin,
enzim immobilize nanolif, HRP’nin substrati olan TMB ile etkilestirilmis ve bu
etkilesime 6zgii renk degisimi gozlenmistir. Nanolifin immobilizasyona uygunlugunun
tespitinden sonra kuvars elektrotun AChE enzimi immobilize edilmis nanolif ile
kaplanma basamagina ge¢ilmistir. Bu amagla ilk olarak kuvars elektrot yiizeyi 4-
aminotiyofenol ile fonksiyonelize edilmistir. %30’luk(wt/wt) PSMA/DMSO ¢ozeltisi,
capraz baglayict olarak (MATyr), rutenyum(MAT-Ru(bipyr)2-MAT) ve enzimimiz

asetilkolinesteraz belirli sartlarda karistirilip sungaya alinirak elektro ¢ekme sistemine
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yerlestirilmistir. Toplayic1 levha kismina ise fonksiyonelize edilen kuvars elektrot
konulmus ve elektrot yiizeyi enzim immobilize edilmis nanolif ile kaplanmistir. Elektrot
ylizeyine kaplanan nanolif SEM goriintiisiine bakilarak incelenmis ve capraz baglh
nanoliflerin olustugu goézlemlenmistir. Taniyic1 tabaka ile kaplanan kuvars elektrot,
paraoksonun 0,1-10 ppm arasinda degisen %50(v/v) metanol igeren sulu ¢ozeltileriyle
sirayla etkilestirilmistir. Elektrot, paraokson ile etkilestiginde frekans degerinde azalma
gozlenmistir. Analit derisimi arttirildiginda frekanstaki negatif yondeki degisimde
artmaktadir. Bu da gostermektedir ki paraokson ile asetilkolinesteraz arasindaki
baglanma sonucunda elektrot ylizeyinde bir kiitle artis1 meydana gelmektedir. Bu kiitle
degisimi neticesinde de frekans degismektedir. Elde edilen veriler grafige gegirilerek
kalibrasyon grafigi elde edilmistir. Kalibrasyon grafigine ait regrasyon katsayisi 0,9428
olarak hesaplanmistir. LOD (Gozlenebilme Sinir1) ve LOQ (Tayin Sinir1) hesaplanmasi
maksadiyla blank (kor) ¢ozeltileri hazirlanarak 5 farkli 6lgiim alinmistir. Hesaplamalar
sonucunda LOD degeri 4,57x10%, LOQ degeri 1,52x10" M olarak bulunmustur. Bu
sonugclar bize gostermektedir ki gelistirilen yontemle ¢ok diisiik miktarlardaki paraokson
numunelerinin  analizi yapilabilmektedir. Daha sonra Sauerbrey denkleminden
faydalanarak elektrot yiizeyine adsorbe olan paraokson miktar1 pg/cm® olarak
hesaplanmistir. Hesaplanan bu deger paraokson derisimine kars1 grafige gecirilmistir.
Elde edilen grafige ait regrasyon katsayis1 0,9431 olarak hesaplanmistir. Elektrot yiizeyi
ile paraokson arasindaki baglanma etkilesimini incelemek i¢in langmuir adsorpsiyon
denkleminden yararlanilmistir. Baglanma sabiti Ka’nin hesaplanmas1 maksadiyla Am(g)
degerine karst Am/C (g/M) grafige gecirilmistir. Elde edilen grafikten Ka baglanma
sabiti 5x10" M olarak bulunmustur.

Ikinci ydntem olarak; rutenyum tabanli aminoasit monomerleriyle fotosensitif
capraz baglama (ANADOLUCA) yontemine gore sentezlenen nano enzim sistemi
kullanilmistir. Nano AChE enzimi elde edilirken mikroemiilsiyon polimerizasyon
teknigi kullanilmistir. AChE, (MATYr),Ru(bipyr), ile etkilestirilerek mikroemiilsiyon
polimerizasyon ortami hazirlanmistir. Baslatic1 olarak ise APS kullanilmistir. Elde
edilen nano enzimin floresans spektrumu alinmis ve floresans oOzelligi gosterdigi
gozlemlenmistir. Daha sonra nano enzim sisteminde c¢alisilacak dalga boyunu
belirlemek maksadiyla 300-625 nm araliginda AChE nano enzimi 150 ppm paraokson
ile etkilestirilmis ve floresansin en ¢ok degistigi dalga boyu calisilacak dalga boyu
olarak secilmistir. Yapilan Olglimlerde ¢alisilacak dalga boyu olarak 300 nm
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belirlenmistir. Daha sonra ¢alisma pH’sin1 belirlemek maksadiyla pH 2-9 arasinda 150
ppm paraokson numunesi i¢in Ol¢limler alinmis ve en uygun pH’nin 7,4 oldugu
gozlemlenmistir. Bu maksatla tampon ¢ozelti olarak HEPES (pH=7,4) kullanilmistir.
300 nm dalga boyu ve 7,4 pH degerinde, 0,01 ppm ile 200 ppm arasinda degisen
paraokson numunelerinin nano enzim ile etkilestikten sonraki floresans siddetleri
Olgtilmistiir. Elde edilen floresans siddetleri kalibrasyon grafigine gecirildi. Elde edilen
grafikte dogrusala yakin bir iliski gézlenmis ve elde edilen regresyon katsayis1 0,9523
olarak bulunmustur. LOD (Go6zlenebilme Sinir1) ve LOQ (Tayin Sinir1) hesaplanmasi
maksadiyla blank (kor) ¢ozeltileri hazirlanarak 5 farkli 6l¢iim alinmistir. Hesaplamalar
sonucunda LOD degeri, 1,002x107 M, LOQ degeri 2,03x10”7 M olarak bulunmustur. Bu
sonuclar bize gostermektedir ki gelistirilen yontemle ¢ok diisiik miktarlardaki paraokson
numunelerinin analizi yapilabilmektedir.

Ucgiincii yontem olarak; paraokson molekiiliinii secici olarak taniyan ve baglayan
reflaktometrik interferans spektroskopisi (RIfS) temelli sensor gelistirilmistir. Bu
amagla ilk olarak CMD ¢ip yiizeyine AChE enzim immobilizasyonu
gerceklestirilmistir. Immobilizasyon islemine baslamadan &nce CMD cip yiizeyinin
aktivasyonu  gergeklestirilmistir. Bunun i¢cin CMD ¢ip ylizeyinden 3-
dimetillaminopropil-N'-ethilkarbodiimid (EDC) ve N-hidroksisiiksinimid (NHS)
gecirilmistir. Yiizey aktivasyonu tamamlandiktan sonra ¢ip ylizeyinden 5 pL/min akis
hizinda ve 200 pL hacminde 1 ppm AChE gecirilmistir. Bu isleme kirk dakika boyunca
devam edilmistir. Enzim immobilizasyonundan sonra ¢ip yiizeyinden etanolamin
¢ozeltisi gecirilmistir. Immobilizasyon isleminin bitiminden sonra temel sinyalde olusan
degisim incelenerek immobilizasyonun gerceklesip ger¢eklesmedigi kontrol edilmistir.
Sinyalde goriilen artis bize immobilizasyonun basarili oldugunu gostermistir. Cip
yiizeyine AChE enzim immobilizasyonu gerceklestirildikten sonra farkli derisimlerde
paraokson ¢ozeltilerinin analizi yapilmistir. Bu maksat ile 0,01-200 ppm arasinda
degisen paraokson c¢ozeltileri kullanilmistir. Elde edilen 6l¢iim sonuglar1 grafige
gecirilerek kalibrasyon grafigi elde edilmistir. Kalibrasyon dogrusu i¢in paraoksonun
calisilan en yiiksek derisimi olan 5,4x10* mol/L degerine kadar reflaktometrik
interferans spektroskopisinde dogrusala yakin bir iliski gozlenmis ve elde edilen
regresyon katsayist 0,9316 olarak bulunmustur. LOD (Gozlenebilme Sinir1) ve LOQ
(Tayin Smir1) hesaplanmasi maksadiyla blank(kor) ¢ozeltileri hazirlanarak Glglim

alinmustir. Yapilan hesaplamalar sonucunda LOD degeri 9,9x10° M, LOQ degeri
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1,97x107 M olarak bulunmustur. Bu sonuglar bize gostermektedir ki gelistirilen
yontemle ¢ok diisiik miktarlardaki paraokson numunelerinin analizi yapilabilmektedir.
Dordiincii ve son yontem olarak; potansiyometrik sensor gelistirilmistir. Bu
amacla sensorde tanima tabakasi olarak kullanilmak iizere paraokson baskili polimer
hazirlanmistir. MIP hazirlamak i¢in ilk olarak N-metakriloil-(L)-Serin (MA-Serin)
monomerinin sentezi gergeklestirilmistir. Bunun igin L-Serin ile metakriloil
benzotriazol (MA-Bt) reaksiyona sokulmustur. Daha sonra MA-Serin molekiilii ile
paraokson arasinda AIBN baslatici molekiilii varliginda polimerizasyon reaksiyonu
gerceklestirilmistir. Hazirlanan paraokson baskili polimer havanda iyice doviilerek toz
haline getirilmis ardindan da aktif komiir ve dibiitil ftalat ile karistirilarak bulamag elde
edilmistir. Elde edilen bulamag icerisinden bir bakir tel gececek sekilde cam elektrotun
u¢ kismina doldurulmus ve kurumasi i¢in 24 saat oda sicakliginda bekletilmistir. Bu
sekilde paraokson segici elektrotumuz hazir hale getirilmistir. Analizlere baglamadan
once ne kadar slire sonunda oOl¢iimiin tamamlandigini, rejenerasyon siiresinin ve
elektrolitin dengeye gelme zamanini tespit etmek maksadiyla sartlandirma islemi
uygulanmistir. Sartlandirma siireleri; paraokson i¢in 40 dakika, KOH i¢in 45 dakika,
KClI i¢in ise 30 dakika olarak bulunmustur. Ardindan c¢alisma pH’nin belirlenmesi
maksadiyla 10 ppm paraokson igeren pH 2-12 arasi1 fosfat tamponu c¢ozeltileri
hazirlanmistir. 10 ppm paraokson ¢ozeltisi i¢in okunan en yiiksek potansiyel degeri pH
7-8 araliginda bulunmustur. Bundan dolay1 yapilan 6l¢iimlerde HEPES tamponu (pH:
7,4) kullanilmistir. Ardindan hazirlanan potansiyometrik sensdrle numune analizine
gecilmistir. 0,01-200 ppm arasinda degisen derisimlerdeki paraokson numuneleri i¢in
Olgtimler alinmistir. Elde edilen potansiyel degerleri grafige gegirilmis ve kalibrasyon
grafigi elde edilmistir. Kalibrasyon dogrusu i¢in paraoksonun c¢alisilan en yiiksek
derisimi olan 7,2x10™ mol/L degerine kadar potansiyometrik sensérde dogrusal bir
iligki gozlenmis ve elde edilen regresyon katsayisi 0,9828 olarak bulunmustur. LOD
(Gozlenebilme Smir1) ve LOQ (Tayin Sinir1) hesaplanmasi maksadiyla blank(kor)
cozeltileri hazirlanarak 6l¢lim alinmistir. Yapilan hesaplamalar sonucunda LOD degeri
2,19x10% M, LOQ degeri 1,22x107 M olarak bulunmustur. Bu sonuclar bize
gostermektedir ki gelistirilen yontemle ¢ok diisiik miktarlardaki paraokson
numunelerinin  analizi  yapilabilmektedir. Ardindan potansiyometik sensoriin
seciciliginin bulunmas: i¢in analit olarak parathion kullanilmis ve farkli derisimleri i¢in

Ol¢iimler alinmistir. Parathion molekiiliiniin molekiil yapisi paraoksona ¢ok benzedigi
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icin segicilik tespitinde kullanilmistir. Paraokson i¢in yapilan Ol¢limlerde elde edilen
potansiyel degerlerinin parathiona kiyasla ¢ok yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ozellikle
diisiik derisimlere inildiginde bu fark ¢ok daha net ortaya konmustur. 0,01 ppm ig¢in
paraoksonun Olgiilen potansiyel degeri 5,3 mV iken, parathion i¢in Olgililen potansiyel
eksi degerlere inmistir. Bu veriler 1s181inda secici elektrotun paraoksona duyarl oldugu
sonucuna varilmistir. Segiciligin Olgiilmesinden sonra gelistirilen paraokson segici
potansiyometrik sensoriin girisim etkisi altindaki performansi incelenmistir. Bunun i¢in
paraokson ile parathionun farkli oranlardaki ¢6zeltileri hazirlanmistir. Yapilan 6l¢timler
sonucunda 1:1 orani igin 21,4 mV, 1:5 oran1 i¢in 20,8 mV ve 1:10 orani i¢in 20,3 mV
degerleri okunmustur. Bu veriler 1s18inda %girisim etkisi; 1:1 orami i¢in %0,46, 1:5
orani icin %3,25 ve 1:10 orani iginse %5,58 olarak hesaplanmistir. Buradan yola
cikarak paraoksonun kimyasal yapisina benzer molekiiller iceren analiz ortaminin
girisim etkisinin ihmal edilebilir diizeyde oldugu sonucuna varilabilir. Hazirlanan
tanima tabakasinin analite olan duyarliliginin ortaya konmasi maksadiyla daha sonra
NIP yontemiyle elde edilen polimer potansiyometrik sensor de tanima tabakasi olarak
kullanilmistir. 0,01-200 ppm arasinda degisen paraokson numuneleri i¢in potansiyel
Olciimii yapilmistir. Elde edilen potansiyel degerlerinin negatif yonde ve sifira ¢ok
yakin oldugu gorilmiistiir. Elde edilen sonuglar gostermekteki MIP yontemiyle elde
edilen paraokson baskili polimerler elektrot yiizeyinde hedef molekiil olan paraoksona
secicilik  gostermektedir. Molekiil baskilama prosediirii esnasinda paraokson
kullanmayarak elde edilen polimerlere Ol¢lim sirasinda paraokson molekiilleri
baglanamamis dolayisiyla elde edilen potansiyel degerlerinde degisim olmamaistir.

Tablo 4.1. Gelistirilen sensorlerin LOD(Gozlenebilme Sinwrt), LOQ(Tayin Sinirt)
degerlerinin karsilagtirilmast

Yontem LOD (molL™) LOQ (molL™)
QCM 4,57x10° 1,52x10°7
Nano AChE 1,002x107 2,03x10”’
RIfS 9,9x10°® 1,97x107
Potansiyometrik 2,19x10° 1,22x107

Tablo 4.1 incelendiginde, gozlenebilme sinirinin en diisilk oldugu sensoriin
potansiyometrik sensor oldugu goriilmektedir. Ayrica gelistirilen dort sensoriin

gozlenebilme sinir1 degerlerinin 10%-107 molL™ araliginda oldugu, boylece gelistirilen
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dort sensorlede ¢ok diisiik derisimlerde paraokson igeren numunelerin analizlerinin
yapilabilecegi anlasgilmaktadir.

Gelistirilen sensorlerin performansinin degerlendirilmesi maksadiyla literatiir
incelenmistir. Bu inceleme esnasinda yapilan ¢alismalarin  biliyilk kisminda
organofosfatlarin hidrolizinden yararlanildigi ve bunun sonucundaki degisimlerin
analizin temelini olusturdugu goriilmiistiir. Bu sekilde hazirlanmis sensorler ile
calismamizda gelistirilen sensorler karsilastirma maksadiyla tabloya gegirilmis ve Tablo
4.2’de verilmistir.

Tablo 4.2. Gelistirilen sensdrler ile farkli yontemlerin karsilastirilmasi

Yontem LOD (molL™)
pH degisimi temelli sensor [103] 2x10°
Amperometrik proton segici sensor [104] 5x10°

Organofosfor hidrolaz enzimi immobilize camsi

-7
karbon elektrot temelli sensor [105] 4x10

Karbon pasta elektrotun, organofosfor hidrolaz
enzimi baskilt MIP ile modifiyesi temelli 1x10™
amperometrik sensor [106]

QCM 4,57x10°®

Nano AChE 1,002x107
RIfS 9,9x10°®
Potansiyometrik 2,19x10°

Tablo 4.2 incelendiginde gelistirdigimiz sensorler ile ¢ok daha diisiik miktarlarda

paraokson i¢eren numunelerin analizinin yapilabildigi goriilmektedir.
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