T.C.
BALIKESIR UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTIiTUSU
FiZiK ANABILIM DALI

ENZIM TABANLI ORGANIK SENSOR URETIMIi VE DUYARLILIK
OZELLIKLERININ INCELENMESI

DENIZ EGE DENIZ

YUKSEK LISANS TEZI
Jiiri Uyeleri :  Doc. Dr. Murat EVYAPAN (Tez Damismani)

Prof. Dr. Tayfun UZUNOGLU
Dr. Ogrt. Uyesi Turgut SAHIN

BALIKESIR, OCAK - 2023



ETiK BEYAN

Balikesir Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Tez Yazim Kurallarma uygun olarak
tarafimca hazirlanan “Enzim Tabanl Organik Sensér Uretimi Ve Duyarhiik
Ozelliklerinin Incelenmesi” baslikli tezde;
- Tiim bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢ergevesinde elde ettigimi,
- Kullanilan veriler ve sonuglarda herhangi bir degisiklik yapmadigimu,
- Tiim bilgi ve sonuglar1 bilimsel arastirma ve etik ilkelere uygun sekilde sundugumu,
- Yararlandigim eserlere atifta bulunarak kaynak gosterdigimi,
beyan eder, aksinin ortaya ¢ikmasi durumunda her tiirlii yasal sonucu kabul ederim.

Deniz Ege DENIZ

(imza)



OZET

ENZIM TABANLI ORGANIiK SENSOR URETIMIi VE DUYARLILIK
OZELLIKLERININ INCELENMESI
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Bu ¢alismada, doner (spin) kaplama teknigi kullanilarak farkli kalinliklara sahip ince filmler
tiretilecek ve gesitli organik buharlara karsi duyarliliklar1 incelenecektir. Bu tezde polifenol
oksidaz (PPO) enzimi ile farkli organik malzemeler ince filmlerin {iretimi igin
kullanilacaktir. Secilen kati yiizey cam olmakla beraber, alttas olarak ise kuartz kristal
secilmigtir ve ince filmler UV-goriiniir spektrofotometresi ve kuartz kristal mikrobalans
(QCM) teknikleri kullanilarak karakterize edilecektir. QCM sisteminin ayrica biiyiitiilen
ince filmlerin gesitli organik buharlara karsi tepkilerinin 6l¢iilmesinde de kullanilmasi
planlanmaktadir. Uretilecek ince filmlerin organik buharlarmn tespitinde sensér maddesi
olarak kullaniminda enzimin etkisi incelenecektir.

ANAHTAR KELIMELER: Spin kaplama (Spin coating), polifenol oksidaz, organik gaz
sensori, kuartz kristal mikrobalans (QCM)
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ABSTRACT

ENZYME-BASED BIOSENSOR PRODUCTION AND INVESTIGATION OF
SENSITIVITY PROPERTIES
MSC THESIS
DENIZ EGE DENIZ
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
PHYSICS
SUPERVISIOR: ASSOC. PROF. DR. MURAT EVYAPAN

BALIKESIR, JANURARY- 2023

In this study, spin coating technique will be using to produce thin films with different
thicknesses and their sensitivity to various organic vapors will be investigated. In this thesis,
polyphenol oxidase enzyme and different organic materials will be used in thin film

production.
Glass and quartz crystal are chosen as substrates as solid surfaces and thin films will be

characterized by using UV-visible spectrophotometer and quartz crystal microbalance
(QCM) techniques. The QCM system is also planned to be used to measure the reactionof
thin films agains various organic vapors. The effect of the enzyme in the use of thin films to
be produced as a sensor material in the detection of organic vapors will be examined.

KEYWORDS: Spin coating, polyphenol oxidase, organic vapor sensor, quartz crystal
microbalance (QCM)
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1.GIRIS

Enzimler canli metabolizmasindaki reaksiyonlarin c¢ogunu katalize eden organik
maddelerdir. Reaksiyon durumunda degisiklige ugrayabilirler fakat reaksiyonun sonunda
eski haline geri donmektedir. Bu sayede sinirsiz sayida reaksiyona girebilir. Sensor
caligmalarinda enzimlerin sahip oldugu bu iki 6zellik duyarl tabakada aranilan iki 6zelliktir.
Dolayisiyla enzimleri sensor ¢alismalarinda duyarli tabaka olarak kullanimi igin ve bu

avantajlarindan faydalanarak sensor sistemleri i¢ine entegre edilmeye caligilmaktadir.

Bu c¢alismada polifenol oksidaz kullanilarak ince film firetilmis ve farkli buharlar ile
etkilesimleri incelenmistir. ince film iiretim asamasinda enzimden &nce film alt tabakasi
olarak biyo-kompozit kullanilmistir. Biyo-kompozit olarak ¢itosan ve jelatin karigimi
kullanilarak enziminin kat1 ylizeye daha iyi tutunmasi amaglanmistir. Kat1 yiizey olarak cam
ve kuartz kristal kullanilmistir. Boliim 2’de ince film iiretiminde tercih edilen doner (spin)
kaplama teknigi ele alinmistir. Bu boliimde teknigin avantajlarinin yaninda uygulama

asamalarina da deginilmektedir.

Ince film iiretim asamalari farkli karakterizasyon teknikleri kullanilarak takip edilmistir.
Béliim 3’te kuartz kristal mikrobalns (QCM) teknigi hakkinda bilgiler verilmistir. Olgiim
sisteminin yapisi, teknik kapasitesi, kullanim alanlar1 bu boliimde incelenmektedir.

Ince filmlerin {iretim kalitesinin kontrolii i¢in kullanilan bir diger sistem olan UV-gériiniir
spektroskopisi Boliim 4’te verilmektedir. Goriiniir ve mor &tesi bolge 1smimlarin
sogurulmasi sonucu ortaya ¢ikan spektrumlarin ince film tiretiminde ne sekilde kullanildig:

aciklanmaya calisilmistir.

Bolim 5’te biyolojik malzemelerin sensor sistemlerinde ¢alisma metodlarint ve kullanilma
amaglarinin deginildigi biyosensolerin yapisi incelenmektedir. Farkli sensor sistemlerinde
biyolojik malzemelerin ve 6zellikle enzimlerin gérevleri arastirilmigtir. Polifenol oksidaz

enziminin yapis1 hakkinda bilgi ve kullanim alanlar1 da bu bdliimde verilmistir.

Onceki boliimlerde verilen teorik bilgiler ardindan Béliim 6°da deneysel olarak sensor
malzemesinin hazirlik asamalar1 verilmektedir. Bu boliimde enzim ¢ozeltisinin hazirlanmasi
ve ince film tiretimine uygun hale getirilme asamalar1 teknik olarak incelenmektedir. Boliim

7’de doéner kaplama teknigi ile enzim ince filmi iiretimi agiklanmaktadir. Ince film



karakterizasyon sonuglar1 Boliim 8’de UV-goriiniir spektroskopisi ve QCM olmak tizere iki
baslik altinda 6zetlenmektedir. Boliim 9, QCM sisteminin gaz 6l¢iim mekanigine uygun hale
getirilme asamalarini ve Olglim mekanizmasi hakkinda bilgi vermektedir. Boliim 10°da
enzim sensOriinlin alti farkli organik buhar ile olan etkilesimleri detayli olarak
incelenmektedir. Bolim 11, deneysel calismalar siirecinde elde edilen sonuglar ve

degerlendirilmelerini kapsayan sonug¢ boliimiidiir.



2. DONER (SPiN) KAPLAMA TEKNiGi

Spin kaplama yontemi, son yillarda bir¢ok alanda siklikla kullanilan ince film iiretim
tekniklerinden biridir. Oncelikle kaplanilmasi istenilen malzemenin uygun bir ¢dziicii ile
¢ozeltisi hazirlanir. Kullanilacak ¢ozeltinin belirli bir hizla donen alt tabaka (alttas) lizerine
(merkezine) damlatilmas1 sonucu, ¢ozelti merkezcil kuvvetin etkisi ile kenarlara dogru

diizgiin bir sekilde yayilir ve alttas yiizeyine ince film bi¢iminde kaplanmis olur[1].

Bu merkezcil kuvvetin etkisiyle yiizeydeki ¢oziicii buharlasir ve geriye alttas iizerine diizgiin
dagilmis malzeme ince film halinde elde edilmis olur. Elde edilen ince filmin yapisi,
kullanilan ¢6zeltinin 6zelliklerine (viskozite, kuruma hizi, yilizey gerilimi vb.) ve kaplama
icin segilen dondiirme hizina baglhidir [1]. Karakteristik bir dondiirme islemi, birkag
asamadan olusur. Hazirlanan alt tabaka iizerine ¢6zeltinin dokiilmesi ile baslayan, belirli bir
hizda dondiirme ile ¢dzeltinin yayilmasi ve kurutma sonucu buharlasmasi sonucunda
kaplama iglemi gerceklesir. Bu islemler gerceklesirken kaplamanin yapilacagi alan bir kapak
ile ortamdan ayrilir. Cozeltinin yayilmasinda dinamik ve statik olmak iizere iki yontem
vardir. Statik dagitim ¢ozeltinin alttasin merkez veya merkeze yakin bolgelerine
dokiilmesidir. Cozeltinin viskozitesi yiiksek veya kullanilan alttas biiyiik ise alt tabakanin
tamaminin kaplanmasi i¢in daha fazla ¢ozelti dokiilmesi gerekir. Dinamik dagitim, alttas
diisiik hizlarda donerken ¢ozeltinin dokiilmesidir. (500 dev/dk. gibi) [1]. Bu hizlarda ¢ozelti
tiim alt tabaka ylizeyine yayilir ve daha az ¢ozelti kullanilir. Bu dagitim isleminden sonra
istenilen ince film kalinligimmi elde etmek icin alt tabaka ivmelendirilerek istenilen hiza
(1500-6000 dev/dk. ) ulasilir. Segilen bu zaman ve doniis hizinin kombinasyonu elde
ettigimiz filmin son kalinligin1 belirler. Genel olarak doniis hizinin yiiksek olmasi ve

stiresinin uzun olmasi daha ince filmler elde etmemizi saglar [2].



Sekil 2.1: Spin kaplama cihazi.
Sekil 2.1°de goriilen spin kaplama cihazi bir kapak vasitasi ile ortamdan yalitilir, boylece
ince filmler ortamda olusabilecek toz ve kirden arindirilmis olur. Panelde bulunan tuslar

araciligi ile sistemin doniis hiz1 ayarlanabilir [3].

2.1 Doner Kaplama Asamalar:

c d

Sekil 2.2: Spin kaplama tekniginin agsamalari.
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Sekil 2.2 (a)’ da belirli bir hizla dénen alttas lizerine ¢ozelti damlatilmaktadir. Damlatma
islemi icin 6lgekli mikropipet kullanilarak ¢ozelti miktarindaki hassasiyet kontrol edilir [4].
Sekil 2.2 (b)’de donme hareketi sayesinde ¢dzelti alttas lizerine yayillmaya baslar. Doniis hizi
elde edilecek ince film homojenligi igin belirlenen maximum hiza ulasilir ve ¢ozelti yiizey
lizerine tamamen yayilir. Bu sayede elde edilecek film kalinlig alttasin her noktasinda esit
olur. Ayrica bu asama sirasinda merkezkac kuvveti etkisi ile fazla olan ¢dzelti disari
savrulacaktir [4].

Sekil 2.2 (¢)’de donen alttasin hizina ve donme siiresine bagl olarak ince filmin kalinlig
belirlenir [4].

Sekil 2.2 (d)’de ¢oziicii buharlagarak istenilen madde ile ince film kaplama islemi

tamamlanmais olur [5].

2.2 Doner Kaplama Teknigi ile ince Film Olusumunu Etkileyen Parametreler

Doner kaplama teknigi ile ince film elde edilirken birgok parametre bu filmin 6zelliklerini
etkilemektedir. Bunlar su sekilde 6zetlenebilir: [6].

» Viskozite: Viskozitenin tanimi akmaya karsi direng seklinde ifade edilir. Kullanilan
¢ozeltinin viskozitesinin yiiksek olmasi, ¢ozeltinin yayilmasi i¢in gerekli olan merkezkac
kuvvetinin daha fazla olmasina neden olacaktir. Dolayisiyla ¢ozeltinin viskozitesine bagh
olarak doniis hizinin se¢ilmesi uygun olacaktir [6].

» Buharlasma: Kullanilan ¢6zeltinin buharlasma siiresinin kisa olmasi, elde edilen filmin
daha kisa siirede olugsmasini saglayacaktir. Boyle bir durumda gereginden fazla yiiksek hizla
dondiiriilen alttas tizerindeki ince film zarar goérebilmektedir [7].

» Donme hizi: Alttasin doniis hiz1 ¢ozeltinin kat1 ylizey lizerine yayilmasini etkileyecek ve
elde edilecek filmin kalinligina etki edecek en Onemli parametredir. Belirli bir doniis
hizindan sonra buharlagma sonucunda sivinin katilasmasi ile dengeye gelen ince film son
seklini almaya baslar [7].

» Hizlanma: Kullanilan ¢6zeltinin buharlasmaya baslamasi ile sivi  kurumaya
bagslayacaktir, bu da ince filmin 6zelliklerini etkileyecektir. Cozeltinin daha kisa stirede
buharlagsmasi, daha ince veya kalin filmlerin elde edilmesi gibi [7].

» Donme siiresi: Istenilen filimin kalinhigina bagl olarak bu siire azaltilabilir veya

arttirilabilir. Donme siiresinin artmasi daha ince filmler elde edilmesine olanak saglayacaktir

[8].



2.3 Doner Kaplama Tekniginin Kullanim Alanlar:

Uzun zamandir kullanilan bu teknigin son yillarda kullaniminin artmasinin nedenlerinden
biri de yontemin basit ve maliyetinin ucuz olmasidir. Bu teknik fizik, Kimya, miihendislik
ve tip gibi belli bagh alanlar olmak iizere bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Spin kaplama
teknigi teknoloji de bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Elektronik aygit {iretimi, giines
panelleri, televizyon, nano teknolojik cihaz iiretiminde vs. kullanildigr gibi, optik

kaplamalar, fotovoltaik ve yiizey miihendisligi gerektiren tiim alanlarda kullanilir [9].

Giines enerjisinden daha fazla yararlanmak adina spin kaplama tekniginden ¢ok fazla
yararlanilmaktadir. Giines enerjisi disinda, elektrik elektronik teknolojisinde lazer aynalari,
optik diskler de ince filmler ¢ok fazla kullanilmaktadir [10].

2.4 Doner Kaplama Tekniginin Avantajlari ve Dezavantajlari

» Filmin tretimi ¢ok kisa siirede gerceklestiginden dolayr kisa siirede hizli iiretim
yapilabilmektedir.

» ince film elde edilirken kullanilan bu teknik ve yontem, elde edilen filmin kalinligini veya
inceligini kontrol etmemize olanak saglayan donme hizi, donme siiresi gibi degiskenleri cok
rahat bir sekilde degistirmemize olanak saglar.

» istedigimiz kalinlikta ve birden fazla katmandan olusan kaplamalar elde edilebilir.

» Bu teknigin dezavantajlarindan biri yiizey alaninin artmasi ile spin kaplama iglemi
azalmaktadir.

» Yiizey alaninin artmasi ile istenilen siirede ve hizda buharlagsma gerceklesmez, ¢ozelti
kisa siirede kurumaz ise istenilen film kalinlig1 homojenligi elde edilemez.

» Kullanilan ¢ozelti biiylik miktarlarda ugup buharlagsmasi veya etrafa sagilmasindan dolay1
malzeme verimliligi azdir. ( 6rnegin kullanilan stvinin %90 1ugar %10 u ile ince film olusur.)

[11].



3. KUARTZ KRISTAL MiKROBALANS TEKNIiGi (QCM)

Kuartz kristal kiitle hassiyetine bagli olarak 6l¢iim alan, kristalin rezonans frekansinin kristal

PR

yiizeyindeki kiitle miktari ile degistigi piezoelektrik etkiye dayanan bir yontemdir.

3.1 Giris

Piezo kelime anlami Yunanca sikistirmak, kuvvet uygulamaktir [12]. Piezoelektrik olay,
kristal yapidaki seramik vb. cisimlerin {izerine disaridan basing uygulandiginda, uygulanan
basing ile dogru orantili olarak akim olusturdugu bir olaydir [13]. Baz1 maddelere mekanik
kuvvet uygulandiginda yiizeylerinde olusan kutuplanmadan dolay1 bir potansiyel fark
olusumuyla da piezoelektrik olay gerceklesir [14]. Bu durumun tersi de miimkiindiir.
Piezoelektrik 6zellige sahip kristal ve seramik malzemeler {izerine gerilim uygulanir ise bu

malzemeler {izerinde bir basing olusur [15].

Piezoelektrik kiitle hassasiyeti olarak da tanimlanabilir. Piezoelektrik bir kristalin iizerine
algilayacagi bir madde toplanmasi ile kristal rezonans frekansi degisir. Bu degisim 6rnek
kiitle dl¢iilmesi prensibi ile ¢alisir [13]. Bu sensoriin hassasiyeti iizerine eklenen algilayici
madde ve bu madde ile etkilesen 6rnek kiitlenin, piezoelektrik kristalin yilizeyinde ne kadar

biriktigi ile ilgilidir [12].

Sekil 3.1: Piezoelektrik olay: kati kristal yiizeye basing uygulandiginda voltmetrenin

gostergesindeki degisimi.



Sekil 3.1 Kati bir kristalin yiizeyine bir basing uygulanir. Daha sonra kristalin iki ucu
voltmetreye baglanir. Uygulanan basing sonucunda voltmetre belli bir oranda sapar,
uygulanan basing kaldirildiginda potansiyel fark sifirlanir [16].

Bu yontem piezoelektrik etkiye dayanmaktadir. ilk defa 1959 yilinda Sauerbrey tarafindan
kuartzin rezonans frekansi ile kuartzin yiizeyindeki kiitle arasinda bir bag oldugunu kesfi ile
ortaya ¢ikmistir. Cok diisiik maliyetli olmasi, kiitle degisimlerine karst cok hassas olmasi
tercih sebebidir [17]. Kuartz kristalin dayanikli olmasi, giinlimiizde endiistriyel alanda tercih

ve kullanimini arttirmistir [18].

3.2 Qcm Tekniginin Yapisi

Sensorler kisaca bir biyolojik elementi analiz edilecek madde ile etkilesime girmesi
sonucunda elektriksel sinyallere doniistiiriilebilen cihazlar olarak tanimlanabilir [15].
Sensorler igin kullanilan QCM kristalinin ¢ok ince yapida olmasi, iizerine pres
uygulandiginda piezoelektrik 6zelligi sayesinde bir potansiyel elde edilmesine olanak
saglar.[19].

Sekil 3.2: Tipik bir kuartz kristalin yapis1 [16].



3.3 Kuartz Kristalin Titresim Frekansi

Ozel bir elektronik devre ile kullanilan kuartz kristal sabit bir frekansta titresiyor. Ancak
tizerine basing uygulandiginda bu frekans degisiyor. Uygun bir devreye baglanir ise Kuartz
maddesine uygulanan farkli elektriksel degisimler ile baglandig1 devre kaynaginin farkli
frekanslarda titregsmesine neden olmaktadir. Bu frekans degisimleri kuartz kristalinde farkli

frekanslara neden olabilir [15].

Kuartz kristal dogal piezoelektrik yapiya sahiptir. Kuartz kristali yeterince ince kesilerek bir
tabaka elde edilir. Elde edilen bu tabaka belirli dogrultuda kesilerek kuartza 6zgii titresim
ferkansi elde edilir. Bu dogrultu asagida gosterildigi gibi kuartz kristalin uzunlu x-ekseni
dogrultusunda yer alirken kalinlig1 ise y-ekseni dogrultusunda, z-dogrultusu saat yoniiniin
tersine 35.15 derece dondiirtilerek kesilirse AT kasim kuartz elde edilir [20].

AT kesim kuartz tek bir modiilde titresebilen sicaklik degisimlerine en az duyarl olan ve
kalinlik makaslama modiiliinde ¢alisabilen kuartz olarak bilinir ve QCM sisteminde

kullanilabilir [15].

Sekil 3.3: Kalinlik makaslama modunda titresen AT kesim kuartz kristal.

Kuartz kristalin frekansi verilen enerjiye baghdir. Yukarida gosterilen AT kesim kuartz

kristali kalinlik makaslama modunda titresir [21].



Sekil 3.4: Kalinlik makaslama modunda titresen kuartz kristal [21].

Kuartz kristal piezoelektrik 6zellige sahip bir maddenin, {izerine yapistirilan maddenin kati
fazda olmasi ve kuartz kristal yiizeyine esit olarak yayilmasini saglamamiz durumunda
kiitlenin frekans degisimi ile iliskisini Sauerbrey asagida verilen esitlik ile saglanabilecegini

gostermistir [15].

Df L
=———.n.Um
Ay Pq.uq
Dm = —c.n.Dm (3.1)

Df: frekans degisimi

fo: kristalin temel rezonans frekansi

A: piezoelektrik aktif alani

Pq: kuartz kristalin yogunlugu

uq = AT kesim kuartz kristalin kesme indisi
Dm: kiitle degisimi

n: harmonik numarasi

C: kalibrasyon sabiti
Yukaridaki esitlikten de goriilebildigi lizere kristalin temel frekansi ylizey alan yogunlugu

ve kristalin indisi sabittir. Burada frekansin degismesine etken olarak kuartz Kristalin

yiizeyine yapistirilan kiitle miktaridir [22].
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Birim yiizeye karsilik gelen kiitle miktar ile frekans degisimleri hesaplanabilir. Sauerbrey
esitligini kullanarak kristal kiitlenin yilizde ikisine kadar yapilan kiitle dl¢limlerinde kesin
sonuglar ¢ikarilabilmektedir [23,24,25].

Kuartz kristal yilizeye yapistirilan kiitle miktarinin kristalin kiitlesinin yiizde ikisinden fazla

olmasi kiitle degisimi ve frekans arasindaki bagintiy1 lineer olmaktan uzaklasir.

Bu durumda asagidaki z esleme yontemi kullanilir;

_vPa-nq
VPf.uf
Dm Ngq.Pq
A4 z.fL

fo—fL
fo

tan™! [ Z .tan(m (

)]

(3.2)
Z: film tabakasinin Z faktorii
fL: yiiklii kristalin frekansi
fo: kristalin temel rezonans frekansi
Ng: AT kesim kristalin frekans sabiti
Dm: kiitle degisimi
A: piezoelektrik aktif alani
Pq: kuartz kristalin yogunlugu
Pf: film yogunlugu
uq : AT kesim kuartz kristalin kesme indisi

uf : filmin kesme indisi

Belirttigimiz bu esitlikler metal kaplama metal oksit ve ince filmler gibi tekrar eden
hareketler (salinim) boyunca enerji ¢ikarmayan esnek maddeler i¢in gecerlidir. Bu nedenle
salinim sirasinda kristalin tizerine eklenen polimer gibi esnek olmayan kiitleler i¢in bu esitlik
uygulanmamaktadir [25]. Kuartz kristal mikrobalans teknigi ile ilgili yapilan ¢alismalarda
kristal iizerine eklenen madde miktar1 yalnizca gaz fazinda Olcililmistiir bu deneyler

sonucunda ¢evre kirliliginin 6lgiimiinde kullanilan sensorler iiretilmistir [26].
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3.4 Qcm Tekniginin Kullanildig1 Alanlar
Asagida QCM tekniginin farkli kullanim alanlari siralanmaktadir:

DNA ve RNA’ nin tamamlayici iplikleri arasindaki etkilesimler.
Protein ligandlarinin immobilize reseptorler tarafindan 6zgiil taninmasi, immunolojik
reaksiyonlar [27].

Viriis kapsitlerinin bakterilerin, memeli hiicrelerinin ortaya ¢ikartilmasi
Hiicrelerin, liposomlarin ve proteinlerin adezyonu

Yiizeylerin biyo uyumlulugu.

Biyofilmlerin olusturulmasi ya da olusumunun engellenmesi [27].
Segici ylizeylerin yaratilmasi

Lipid membranlar

Polimer kiliflar

Reaktif yiizeyler

Gaz sensorleri

Immunosensérler [27].

Langmuir ve Langmuir-Blodgett filmleri

Polielektrolit adsorpsiyonu

Spin kaplama

Iki tabaka olusumu [28].

Yiizeylerdeki yiizey aktif madde etkilesimleri

Yiizey aktif maddelerin etkinlikleri [27].

Polimer kiliflarin bozunumu

[laglarm molekiiler etkilesimi

Farmakolojik maddelere kars1 hiicresel yanit [28].

Nem analizorleri

Kontaminasyon monitorleri

Elektrovalans Olgiimleri

Metal filmler tizerindeki Hidrojen absorbsiyonu

Kabarcik olusumu

Redoks ve iletken polimer arastirmalari

Korozyon ¢alismalari

Yiizey oksidasyonu

DNA ve RNA hibridizasyon ¢aligmalari
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Protein-Protein etkilesimleri
Akilli biyomateryaller [27].
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4. UV- GORUNUR SPEKTROSKOPISI

Uv-goriiniir bolge spektroskopisi genel olarak elektromanyetik 1simalarin madde ile
etkilesimi sonucunda 15181n sogrulmasi veya yayinlanmasidir. Gelisen teknoloji ile birlikte
farkli dalga boylar1 araliklarinda (6rnegin  200-2000 nm) Ol¢iim  yapabilen

spektrofotometreler bulunmaktadir [29].

Spektrofotometre: maddenin yogunlugunu 6lgerek madde miktarinin bulunmasini saglayan
cihazlardir. Atomlar elektromanyetik 1simalar sonucunca degisik enerji diizeylerinde
bulunabilirler [10]. Elektronlar bu 1simalar sonucunda yiiksek enerji diizeyinden diisiik
enerji diizeyine gecisine emisyon (yayimlama), diisiikk enerji diizeyinden yiiksek enerji
diizeyine gegisine ise absorbsiyon (sogurma) spektrumlari denir. Uv goriiniir bolge 190-400
nm ve 400 — 700 nm dalga boyu araliklarindaki elekromanyetik 1s1malar1 incelemektedir
[30,31].

4.1 Elektromanyetik (Tayf) Spektrum

Elektromanyetik dalgalarin farkli frekans ve dalga boylarina gore siralanmasi sonucu,
elektromanyetik spektrum ortaya c¢ikmistir. Bazi elektromanyetik dalgalar1 duyu
organlarimiz ile algilamamiz miimkiin degildir. Ornegin radyo dalgalari, kizil 6tesi, mor

Otesi gibi.

Sekil 4.1: Elektromanyetik spektrum.

Elektromanyetik dalgalar enine dalgalar olmakla birlikte elektrik alanda 1s1k tanecikleri

olarak adlandirilan foton pargaciklart seklinde hareket etmektedirler[1].
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4.2 Calisma Prensibi
Uv-goriiniir bolge spektroskopisinin ¢aligma prensibinin temelini olusturan, foton demetinin
bir 6rnek c¢ozeltiden gectikten sonra 1s18in bir kismimin sogurulmasi sonucunda 1sik

siddetinin azalmasidir. Uv-goriiniir bolge dalga boylarini birgok molekiil sogurur [32].

Referans
(%) DEDEKTOR
KA
.
&

Kaynak Mercek

Ayna

MONOKRAMATOR

-
N

:- D
=5 DEDEKTOR

Sekil 4.2: Uv goriniir bolge spekrofotometresi [29].

Isik 1s1nlar1 kaynaktan ¢iktiktan sonra farkli dalga boyuna ayrilarak iki kistmda hareket eder.
Yukarida gosterilen diizenek yardimu ile bir kismi referans diger kismi ise 6rnek {izerinden
gecerek detektore ulasir ve detektor yardimi ile sogurma siddeti hesaplanir.

Sistemin ¢alisma prensibi elde ettigimiz ¢ozeltinin 15181 farkli dalga boylarinda gegirmesi
sonucunda ¢ozeltinin i¢indeki madde miktart ile dogru orantili bir sekilde 15181 sogurur.
Madde miktar1 arttik¢a sogurulan 11k miktar1 0 oranda artar. Cozeltideki tiim maddeler 1s18in
farkli dalga boylarini yakalarken diger dalga boylarini gegirir veya yansitir [10].

Uv goriiniir bolge spektroskopisi giiniimiizde yaygin olarak ince filmlerin sensér 6l¢timii
i¢in kullanilmaktadir [33].

Sensor icin elde edilecek filmler hava ortaminda sogurulduktan sonra ortama gaz molekiilleri

gonderilerek gaz molekiilleri sensor tarafindan dedekte edilerek tekrar 6lgiim yapilir. Bu iki
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6l¢iim arasindaki fark karsilastirilir. Boylece sensoriin gaz molekiillerinin tespiti hakkindaki
veri elde edilir [34].

UV goriniir bolge spektrofotometresi LB filmlerinin tiretiminde kullanilir. LB filmlerinde

tiretimin saglanmasini dogrulamak igin kullanilir [35,29].
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5. BIYOSENSORLER
5.1 Biyosensor Nedir

Biyosensorler, biinyesinde biyolojik bir duyargac bulunduran fizikokimyasal bir ¢evirici ile
birlestirilmis analitik cihazlar olmakla birlikte biyokimyasal taneciklerin algilanmasinda
kullanilan cihazlardir [36].

Canlilar yasadiklar1 diinyadaki gelismeleri anlik algilaylp yasamlarini buna gore
sekillendirmek zorundadirlar. Canlilarin bu algilama mekanizmasindan esinlenilerek

biyosensorlerin laboratuvar kosullarinda uygulamasi igin temel olusturulmustur [37].

Cevresel etkilerden gelen fiziksel ve kimyasal degisiklikleri algilayip elektriksel sinyallere
ceviren elektronik aygitlara sensor denir. Biyosensorler iki ana kisimdan olusmaktadir:
Birinci kisim, reseptor (alici) ikinci kisim ise transducer (gevirici) kisim olmak iizere iki ana
bileseni vardir[38]. Birinci kisim reseptor (alici), tayin edilecek maddenin seciciliginden
sorumludur, ikinci kisim yani ¢evirici kisim ise doniistiiriicii gorevi yapan fiziksel veya
kimyasal sinyali, analitin taninmasi ile birlikte elektriksel sinyale g¢eviren biyosensoriin
tamamlayict diger bir kismudir. Bunlara 6rnek olarak piezoelektrik kristalleri ve oksijen

elektrotlar1 6rnek olarak verilebilir [39].

Enzimler ( Elektrokimyasal

Elektriksel Sinyal Yiikseltici

vv

9 Autikorlar
) Optk —
0 Niikleik Asifler 4 41 g -
= o0 B
Mikroorganizmalar| Kalorimetrik ; '
0 ” ) -
’ Hiicreler Veri Isleme
’_ -:’Akustik
[ ] Immuno Ajanlar
Analitler Biyoreseptr| | Transduser

Sekil 5.1: Biyosensoriin ¢alisma mantigi [40].
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BiYOSENSOR

TRANSDUSER BIYORESEPTOR
I
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l Kiitle | E!ekuokx’rgyasal Optﬂ\ ‘ Enzi
biyosensor biyosensor
Magnetoelektnk Piezoelektrik — Potansivometrik | — Fiber-Optik — DNA
— QM — Amperometrik | — Raman&FTIR |— Doku
> 2 N Yiizey Plazmon Mikrobiyal
L SAW - c - Y | )
e Rezonansi(SPR) kokenli
L Kondiiktometrik | L— Diger L immiinobiyosensor

Sekil 5.2: Biyosensorlerin siniflandirilmasi [40].

Biyosensorler ilk olarak L.C. Clark’in kandaki oksijen oranini1 O, duyar bir elektrot ile

ameliyat esnasinda izledikten sonra 1962 yilinda O, duyar amperometrik elektrot iizerine

glukoz oksidaz enzimini immobilize ederek glukoz biyosensorii gelistirmistir.

L.C. Clark’in gelistirdigi bu glukoz biyosensoriiniin ardindan yillar igerisinde birgok
biyosensor gelistirilmistir [41]. Sensorlerin gelisimi ve seri tretimi konusunda yapilan
arastirma Ve ¢alismalarin biitiinii giintimiiz teknolojisi ile birlestirilerek istenilen 6zelliklere

sahip yeni sensorlerin tiretimi, hem ihtiyaglarin karsilanip hem de ekonominin gelismesi ve

disa bagimliligin azaltilmasi konusunda 6nemli bir rol oynamaktadir [42].
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5.2 Biyosensorler I¢in Uygulama Olanaklar:

Tibbi analizorlere enzim elektrotlar1 takilmasi sonucunda biyosensorler tip alaninda yogun
bakim servislerinde kullanilmasi saglanmistir. Son yillarda biyoteknoloji ve gida sanayiinde
glukoz basta olmak iizere; monosakkarit, organik asitler, iire ve alkol tayinlerinde enzim
sensorleri kullanilmaya baglanmistir. Gidalardaki pestisitler, toksinler ve hormonlar gibi
yabanct maddeler yaninda; gida aromasi ve tazelik gibi degiskenlerin analizinde
biyosensorler kullanilmaktadir [43]. Bunlarin disinda su toprak ve hava kirliliginin kontrol
altina alinmasinda enzim sensorleri ayn1 zamanda mikrobiyal sensorler kullanilmaktadir
[44].

Biyosensorler tarim, gida {iretimi ve analizi, ilag sanayi, viriis teshisi, atik su kontrolii, ¢evre
kirliliginin kontrolii ve askeri alanlarda uygulama olanagi saglamaktadir [45].
Biyosensorlerin kullanim amaglarina gore bir¢ok ¢esidi vardir:

Bunlar; manyetik alan, hiz, sicaklik, basing, gaz, nem ve titresim sensortidiir [46].

5.3 Biyosensorlerin Tasarimi

Biyosensorler; biyolojik etkilesimlerde hedef analitleri kontrol etmek igin kullanilan
algilayic1 pargalardir [37]. Birbirine ge¢mis bir sekilde, biri elektrokimyasal digeri
biyokimyasal 6zellikte iki adet sinyal geviriciden olusmaktadir. Biyokimyasal olan kismi
¢oziimlenecek madde ile etkileserek onu tanmimaktadir[37,44]. Bu tanmima sonucunda
biyokimyasal bir iiriin olugsmaktadir [47]. Biyosensoriin ikinci kism1 yani elektrokimyasal
kisim ise biyokimyasal kismin gergeklestirdigi tanima isleminden sonra bu tanima islemini

olgiilebilir sayisal bir veri olarak ¢cevirmektir [48].

Biyosensorler metal iyonlarinin, anorganik ve organik maddelerin, niikleik asitler ve
mikroorganizmalarin tayin edilmesine olanak saglar [49]. Biitiin bu analitleri taniyabilecek
olan biyoaktif tabaka ise enzimler basta olmak tizere antikorlar, doku pargalar1, lipidler ve

reseptorler olarak siralanabilir [50].

Biyosensorlerde bulunan biyoaktif tabaka (enzimler, doku pargalari, niikleik asitler vb.)
analiti taniyarak bir etkilesim gosterir [51]. Bu etkilesim sonucunda ortaya ¢ikan sinyalleri
gozlemleyebilmek adina elektrokimyasal, optik, piezoelektrik (QCM), gibi sistemlerden
yararlanilir. Biyolojik sistem ve sinyal iletici sistemin uyumlu bir sekilde etkilesmesi,

biyosensoriin etkili bir bigimde hazirlanmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir [52].
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5.4 Biyosensorlerin Yapisi ve Calisma Prensibi
Bir biyolojik elementin analiz edilecek madde ile etkilesime girmesi sonucunda fiziksel veya
kimyasal degisiklikler, kullanilan biyolojik elementin uygun bir gevirici sistemiyle

birlestirilmesi sonucunda 6lg¢iilebilir bir elektronik sinyale ¢evirmektir [53].

Asagidaki sekilde bir biyolojik elementin elektrik sinyaline doniistiigi siire¢ li¢ asamali

olarak sematize edilmistir [54].

7
Antikor Elektro aktif madde U Elektrot

Enzim pH derigimi I pH elektrot Elektrik
Mikroorganizma Is1 I Termisor sinyali
Niikleik asit Isik 2 Foton sayaci

Hiicre Kiitle degisimi 2 DPiezoelektrik kristal

Taniyici tabaka Cevirici kisim

Sekil 5.3: Bir biyolojik elementin elektrik sinyaline doniismesi.

5.5 Biyosensorlerin Avantajlar: ve Tercih Sebebi
Biyosensorler ile ilgili yapilan tiim ¢alismalarda diisiik konsantrasyonlarda madde analizi ve
tayini 6nem kazanmistir [36]. Bu amagtan yola ¢ikarak gelistirilen tiim biyosensorlerde

hedef daha diisiik tayin sinir1 elde etmektir [55].

Elektrokimyasal biyosensorler bu acgidan diisiik tayin smir1 kolay segicilik ve kolay
uygulanabilirlik agisindan olduk¢a avantajlidir. Bu avantajlarindan dolay1 6zgiil kantitatif
6l¢iim duyarl dogrusal ve basit parametreleri yaninda ¢ok genis 6l¢iim alan1 ve diisiik tayin

simirmin yaninda; tek kullanimlik modellerinin olmasi, ucuz olmalari, diisiik miktarda gii¢
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gereksinimi, tasima kolaylig1 ve bulanik ortamlarda dahi kullanimina imkan vermesi gibi

bircok 6zelligi biyosensorlerin tercih edilme sebebidir [56].

5.6 Biyosensor Cesitleri
Biyosensorler kullanilan analit (biyolojik element) tiiriine gore veya cevirici tiiriine gore
simiflandirmak miimkiindiir. Cevirici tiiriine gore simiflandiracak olursak elektrokimyasal,

optik, termal, piezoelektrik olmak tizere dort ayr1 gruba ayirabiliriz [57].

5.6.1 Elektrokimyasal Sensorler

Genel olarak DNA’ya bagli ilag, glukoz derisimi gibi saptamalar i¢in kullanilmaktadir. Bu
tiir biyosensorlerin temel ilkesi birgok kimyasal tepkimenin iyon ya da elektronlari iiretme
ve tiiketmesidir. Bunun sonucu olarak c¢ozeltinin elektriksel 6zelliklerinde birtakim
degisimler meydana gelir. Bu degisimler olgiilerek gesitli parametreler olarak kullanilir [58].
Elektrokimyasal biyosensorler, elektriksel parametrelerin  6lgtimii  sonucuna gore

kondiiktometrik, amperometrik ve potansiyometrik olarak siniflandirilabilir [59].

5.6.2 Piezoelektrik Sensorler

Anizotropik malzemelere bir kuvvet uygulandigi zaman, bu malzemelerin yapisinda meydana
gelen sikisma sonucunda elektrik potansiyeli ortaya g¢ikar. Bu olay piezoelektrik olarak
tanimlanir. Bu etkinin goriildiigii malzemelere piezoelektrik malzemeler denir. Piezoelektrik
malzemeler organik, inorganik ve biyomolekiil olarak bulunmaktadirlar. inorganik yapida
olanlara kuartz, aliiminyum fosfat, ¢inko oksit vs; organik yapida olanlara poliaktikasit, poliamid
vs. biyomolekiil yapida olanlara ise seliiloz, kolajen vs. 6rnek olarak verilebilir. En ¢ok tercih
edilenleri arasinda kuartz kristaller bulunmaktadirlar. Ciinkli ucuz ve yaygin olmalari ayrica 5-

300 MHz araliginda frekans degerine sahip olmalarindan dolay1 bu malzeme daha c¢ok tercih

edilir [60].
Bu olay sensor yiizeyinde madde emilimi saglayarak biriktirilen maddeye piezoelektrik

kristalindeki rezonans frekansinin degisimi sonucu gerceklesir. Bu degisim analiz edilerek sonug

elde edilir [61].
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5.6.3 Teknigin Yapisi
Sensodrler kisaca elektriksel sinyallere doniistiiriilebilen cihazlar olarak tanimlanabilir.
Sensorler i¢in kullanilan QCM kuartz kristalin ¢ok ince yapida olmasi 6zelligi, sayesinde

tizerine pres uygulandiginda piezoelektrik ozelligi mekanik gii¢ elde edilmesine olanak

saglar[62].

F ol
| | Piezoelekirik esash
R - enzim sensorinin
sematik gisterimi
— E =
A: lzoke edicidestelk,
v ’ B: iletici,
e S
v :'_ < C: Immohilize enzim;
A
¥ . D: Elekirot,
H f—o E: K uariz hristal
4— 8

Sekil 5.4: Piezoelektrik esasli enzim sensoriiniin sematik gosterimi [54].

5.6.4 Enzim Sensorleri
Enzim sensorlerinde hedeflenen molekiil enzimdir. Ortamda bulunan analitin derisimi

sonucunda degisen sinyaller olusturulur. Olusturulan sinyaller analitik cihazlar ile 6lgiliir.

Bu analitik cihazlara enzim biyosensorleri denir [63].

Bu islemler sirasinda enzim substrati ile tepkimeye girdikten sonra olusan sinyal,
doniistiiriicii araciligi ile biyosensorler tarafindan olgilir. Bu sinyal enzimatik tepkime
sonrasi olusan proton degisimi bazen oksijen gazi ve amonyak gazlarinin ortamda bulunmasti

veya absorpsiyon ve emisyon olaylar1 esnasinda ortaya ¢ikmaktadir [41].

Biyosensorler tarafindan sinyal olusturulduktan sonra bu sinyal; doénistiiriicii vasitasi ile

elektrokimyasal, termal ve optik gibi cevaplara doniismektedir. Giiniimiizde amperometrik
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ve potansiyometrik enzim esasli elektrot seklinde uygulama alani bulan biyosensorler vardir
[64].

Enzimin kullanildig: biyoaktif tabakanin uygun bir iletim ve 6l¢iim sistemi ile birlestirilmesi
sonucu enzim elektrotlart hazirlanabilir. Enzimatik tepkime sonucunda olusan iiriiniin dogru
bir sekilde artisinin, dogru bir sekilde tespiti ile sisteminin dogru bir sekilde belirlenmesi ile

mimkiindiir [41].

Enzim sensorleri genel olarak tepkime sonucunda olusan sinyalin farkl sekillerde 6l¢iilmesi

esasina gore ¢aligsmaktadir [64]. Bunlardan bazilari asagida listelenmistir.
» Elektrokimyasal Esasli Enzim Sensoérleri;

» Amperometrik Enzim Sensorleri

» Potansiyometrik Enzim Sensorleri

» Yar1 iletkenleri Esas Alan Enzim Sensérleri

» Optik Enzim Sensorleri

» Kalorimetrik Enzim Sensorleri

5.7 ideal Bir Biyosensériin Sahip Olmasi Gereken Ozellikler

» Secicilik: Bir biyosensoriin segiciligi yeterli degilse uzun ek islemlerden sonra bu eksiklik
tamamlanmalidir. Biyosensoriin, biyosensor olma nedeninin en basinda se¢imlilik
gelmektedir. Antikorlar ve niikleik asitler biyomateryal olarak kullanilmaktadir ve
biyosensorlerde se¢imlilik siralamasinda ilk sirada yer almaktadirlar [41].

» Kullamm omrii: Biyolojik geviricinin aktivitesindeki azalma biyosensoriin dmriinii
kisitlayan en 6nemli faktorlerden biridir. Bu durumda biyosensoriin kalibrasyon, stabilite ve
tekrarlanabilirlik gibi diger parametreleri etkilenebilmektedir [41].

» Kalibrasyon gereksinimi: Kalibrasyona gerek duymaksizin veya en az diizeyde
kalibrasyona gereksinim duymasi istenir. Fakat bu durum reelde gerceklestirilememistir.

Biyosensorler kullanildiklari siire igerisinde siklikla kalibre edilmelidir [63].
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» Tekrarlanabilirlik: Biyosensorlerde kullanilan elektrodun tekrar tekrar yapilan
6l¢timlerde birbirine yakin sonuglarin okunmasi beklenir.

Pratik olarak pek miimkiin olmayan bu durum degerlendirilerek yapilan calismalarda
tekrarlanabilirlik parametresi incelenmelidir. Bu durum ne kadar iyi olursa biyosensoriin
uygulamalari i¢inde okadar iyi oldugu diistiniilebilir [63].

» Stabilite: Elektrot kararliliginin yiiksek oranda olmasi, biyosensorler igin kaginilmazdir.
Bu 6zellik, biyosensorlerde kullanilan biyolojik materyalin fiziksel dayanikliligina baglidir
[63].

» Yiiksek duyarhhk: Biyosensore sabitlenmis biyolojik bir materyalin belli bash
maddelere kars1 duyarli olmas1 gerekir [41].

» Yeterli diizeyde tayin simiri: Kullanilan biyosensoriin tayin smiri, belli bir derisim
degerinin altinda olmalidir. Bu sinir degeri; elektrot yiizeyinin biyiikligi, biyolojik
materyalinn tayin edilecek maddeye afinitesi, immobilize edilen madde miktar1 gibi
faktorlerden etkilenir [41].

» Genis olciim aralhigi: Bu 6l¢iim araligi biyosensorlerden alinan akim — derisim egrilerinin
lineer derisim araligidir [64].

» Hizh cevap zamani: Biyosensorlerde elektrodun cevap zamani akim- zaman egrilerinden
anlasilabilir. Basamaklarin sekli yayvan ve genis ise cevap siiresi daha uzun (yavas) tersi
durum s6z konusu ise daha kisa (hizli) dir [64].

» Hizh geriye dénme zamani: i1k drnekten sonra ikinci érnegin; ne kadar zaman sonra
olgiilebileceginin belirlendigi zamandir [63].

» Basit ve ucuzluk: Biyosensoriin tasarrmi basit, kullanimi rahat olmalidir. Ilk
biyosensorlerdeki yapilar, pahali ve karmagik yapilar daha basit hale getirilmis ve maliyeti
oldukga disiiriilmustiir [63].

» Kiiciiltiilebilirlik ve sterilize edilebilirlik: Biyosensorlerde kullanilan elektrotlarin
sterilize edilmesi ve boyut olarak kiigiiltiillmesi biyosensorlerin tasariminda oldukca
onemlidir. Buna ragmen biyosensorlerin yapisina eklenen biyolojik materyallerin fiziksel

olarak dayaniklilig, sterilizazyonu kisitlayan parametredir [14].

5.8 Biyosensor Dizayminda Dikkat Edilmesi Gerekenler

Bir biyosensor tasarlanirken dikkat edilmesi gereken hususlar sirasi ile soyledir;

» Biyosensor ile analitin uygun olmasi.

» Uygun ve verimli immubilizasyon yontemi segilerek biyosensor doniistiiriiciiye

sabitlenmelidir.
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P Biyosensdoriin analiti tanimasindan sonra kimyasal ve fiziksel sinyali anlasilabilir sinyale

dontistiirecek olan, transducerin (dondstiiriicii) secilmesi ve dizayn edilmesi [65].

Analit

oligonukleotitler )

( enzim,antibadi, antijen, mikrobiyal htcreler, gazlar,
iyonlar, metabolitler, mikroorganizmalar, proteinler,

|

Taninan Element

( Hacreler, reseptorler, antibadiler, antijenler, membranlar, enzimler,
organeller, organizmalar, dokular, oligontkleotitler )

| .
Elektron ﬂ L

I

gecisi, iyon : -
mobilitesi Sicaklik Elektromanyetik Dalga dagihminin
elekiroaktif degisimi radyasyonun kitle ve/veya
tiirlerin veya Isi absorpsiyonu mikroviskosite
difiizyonu salinimi veya emisyonu degisikligi
Elektrokimya_asal Termal Optik ercia
amperometrik,
potansiyometrik,

FET veya ’ I
kondiuktometrik

:

ikili veya coklu oranlann kalibrasyon grafidi ile karsilastirimasi

Sekil 5.5: Biyosensorlerin ¢alisma mekanizmasi [65].
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5.9 Biyosensor Yapiminda Kullanilan Materyaller

Biyosensoriin gelismesi igin reseptor se¢imi Onemlidir. Biyosensor immobilizasyonunun
gelismesi i¢in bakir giimiis, altin slikon nanopartikiiller, grafen ve karbon nanotiipler vb.
karbon bazli malzemeler genis bir alanda kullanilmaktadir [65].

Biyosensorler i¢in nanopartikiil bazli malzemeler birgok biyosensor tiirlerini gelistirmek igin
hassiyet saglar.

Metalik olarak altin partikiilleri oksidasyona kars1 stabiliteleri nedeni ile daha ¢ok kullanilma

imkanina sahiptirler [66].

5.10 Polifenol Oksidaz (PPO) Enzimi

Polifenol oksidaz; bitki, hayvan ve mikroorganizmalar basta olmak {izere sebzelerde ve
meyvelerde yaygin olarak bulunmaktadir [67]. Melanin pigmentlerinin olusmasi ve
gelismesinde etkin rol oynamaktadir. Polifenol oksidaz iki sekilde siniflandirilir [68].
Meyve ve sebzelerin kesilmesi ve deforme olmasi gibi durumlarda fenol bilesiklerinin
oksitlenerek ortaya kahverenginde kararmaya neden olan enzimlerin ¢ikmasi

polifenoloksidaz olarak adlandirilir.

PPO meyve ve sebzelerin bir ¢esit savunma mekanizmalaridir, kesildiklerinde yapilarinda
bulunan fenolik bilesikler oksitlenerek polimer yapilara dontisiir.

PPO niin dagilimi meyve ve sebzelerim her kisminda farkli oranda bulunmakla birlikte
yasina cinsine yetistirildigi bolgeye ve bitkilerin olgunluguna baglh olarak farklilik gosterir.
Ornegin: elmanin ¢ekirdek kisminda bulunan enzim kabuk ve diger kisimlarin daki
enzimlere gore daha ¢ok aktiflik gostermektedir. Armutta ise PPO enziminin aktivitesinin

en ¢ok bulundugu yer ise kabuk kismidir.

Yapilan arastirmalarda PPO enziminin yesil bitkiler de en yiiksek oldugu bdlgenin
kloroplastlarda bulundugu ortaya ¢ikarilmistir [69]. Bitkilerde enzimatik kararma, biiyiik bir
problem olmakla birlikte ticari anlamda olumsuz etkilerinin yan1 sira ekonomik kayiplara
yol agmaktadir. Ornegin meyvelerde elma muz armut; sebzelerde ise mantar ve patates
olmak {izere bunlarin diginda kabuklu deniz {iriinleri bunlara 6rnek olarak verilebilir. Meyve,
sebze ve bitkilerde PPO enziminin etkisi sonucu katalizor enzimatik kararmalar, Uriinlerin
saklanmasi, endiistiriyel islemler, kesilmesi, ezilmesi gibi durumlarda oksijenin etkisi ile

olusur. Istenmeyen bu kararma, enzimin reaksiyonlar1 inaktive edilmesi ile dnlenebilir.
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Tiim bunlarin aksine siyah ¢ay ve siyah {liziim gibi besinlerde tam tersine PPO enziminin

enzimatik bir kararmaya neden olmasi bu iiriinlerin tiretiminde ¢ok 6nemlidir [68].

5.10.1 Molekiil Yapisi
Ppo enzimi birden fazla alt birimden olusan oligomerik yapiya sahiptir. Enzimin sahip
oldugu alt birim sayis1 substrata bagli olarak degismekle birlikte enzimin izole edildigi

kaynaga da baglidir.

Yapilan aragtirmalar ¢esitli meyve ve sebzelerdeki alt birimleri su sekilde ortaya ¢ikarmistir.
Ornegin; patlican 2 alt birim, kayis1 iki alt birim, seftali dort alt birim, kivinin sekiz alt birime
sahip oldugu ortaya ¢ikmistir. Bunlarin disinda elma meyvesinde PPO enzimi i¢in katekol

ve L-DOPA substratlari kullanilmis ve 3 tane izozim oldugu ortaya ¢ikarilmistir [70].

5.10.2 Reaksiyonlar1 ve Mekanizmasi

Polifenoloksidaz enziminin etkilesim siirecinde monofenolleri hidroksilasyon ile birlikte o-
difonellere doniistiiriir sonrasinda ise o-difonelleri dehidrojenerasyon ile oksijenin hazir
bulundugu ortamda o-kinonlara katalizlemektedir. O-kinonlarin  non-enzimatik
polimerizasyonu, oksidatif bilesen tarafindan bir seri halinde oligamerizasyon ve

polimerizasyon reaksiyonu ile melanin veya melanin benzeri bilesenleri olusturur [70].

T 0 +  H0
OH
OH OH
Monofenol o-Difenol
R R
PPO
TO g + HO0
OH 0
OH o)
o-Difenol o-Kinon

Sekil 5.6: PPO’nun katalizledigi reaksiyonlar.
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5.10.3 Aktivitesini Etkileyen Faktorler
» Ph etkisi: pH etkisi her enzim ve substrat a gore degismektedir

» Sicakhigin etkisi: PPO enzimi her bitki tiiriinde farkli sicakliklar da etki eder. Ornegin
meyvelerde bu sicaklik degeri 25-30 C araliginda etkilidir [71].
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6. SENSOR MALZEMESININ HAZIRLANMASI

Biyosensdrlerin son yillarda 6neminin artmasi ile enzim temelli sensorlerin gelistirilmesinde
kullanilan sarf ve metotlar bilyiik énem kazanmustir. Ozellikle biyosensérlerin temeli
olusturan enzimler farkli teknikler kullanilarak gelistirilebilir ve biyosensor kullanimina
uygun hale getirilebilmektedir. Dolayisiyla hem farkli enzimlerin saflastirilmasit hem de
farkli biyosensor iiretim tekniklerinin gelisimi sensor ¢alismalarini ileri tagimaktadir. Bu

calismada enzim olarak Polifenol oksidaz (PPO) enzimi se¢ilmis ve muzdan saflastirilmistir.

Calismada biyosensdr sistemi ince film halinde {iretilmistir. Uretilmesi planlanan
biyosensorde aktif tabaka yani zararli gaz ile etkilesime girecek boliimii PPO enzimi
olusturmaktadir. Bu enzimi ince film halinde bir kat1 yiizey {izerinde iiretebilmek i¢in bir alt
tabaka daha kullanilmigtir. Bu tabakaya destek malzemesi ad1 verilir ve enzim sistemlerinin
tasarim1 icin c¢ok Onemlidir. Ideal bir destek malzemesi, basinca fiziksel direnc,
biyoyararlanim, mikrobiyal saldirilara direng, hidrofilik olma, enzim seciciligini arttirma,
tirtin inhibisyonunu azaltma gibi 6zelliklere sahip olmalidir [72,73]. Enzim tasarimi i¢in gok
sayida destek materyali ve yontemi uygulanabilmektedir. Bu ¢alismada destek malzemesi
olarak ¢itosan ve jelatinden sentezlenen biyokompozit secilmistir. Citosan, kitin enzimlerle
kolayca baglanan reaktif amino ve hidroksil gruplari ile deaktilasyonundan elde edilen dogal
bir karbonhidrat biyopolimeridir. Bu destek materyali enzim transferi i¢in ucuz, bol ve
yiiksek mekanik mukavemete sahiptir [74]. Jelatin; yapisma kalitesine sahip, toksik olmayan

dogal bir biyopolimerdir. Gida ve eczacilikta genis bir kullanim alanina sahiptir [75].

Polifenol oksidaz (PPO) (E.C.1.14.18.1) bakir igeren bifonksiyonel bir enzimdir [76]. PPO
dogada bitkilerde ve bir¢ok organik yapida bulunabilmektedir [77,78,79].

Biyokimyacilar ve gida teknologlar1 arasinda PPQ'ya biiyiik ilgi vardir [80, 81-85]. Farkli
kaynaklardan elde edilebilen PPO, farkli substrat 6zgiilliikleri ve inhibisyon 6zelligi gosterir
[85]. Bu nedenle enzimin karakterizasyonu, bitki ve lirlinlerin esmerlesmesini kontrol etmek
i¢in daha etkili yontemlerin gelistirilmesine yardimci olabilir [86, 87]. Bu gibi avantajlari

bulunan PPO enziminin biyosensor sistemlerindeki ¢alisabilirligi bu calisma test edilmistir.
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7. INCE FILMLERIN HAZIRLANMASI

Polifenol oksidaz enziminin (PPO) sensor oOzelliklerini gosterebilecek bir sistemde
calisabilmesi i¢in kati bir yiizeye transfer edilmesi gerekmektedir. Bu sebeple enzimin
sensor ozellikleri kat1 yiizey iizerinde ince film formunda incelenmistir. Uretilecek ince
filmler i¢cin doner kaplama (spin kaplama) teknigi kullanilmistir. Bu teknik biyolojik

malzemelerin kat1 ylizeye transferleri i¢in oldukega elverisli bir tekniktir.

Ince film sensér uygulamalarinda sensér malzemesinin kat1 yiizeye cok iyi tutunmasi
gerekmektedir. Bu nedenle PPO tabakasinin transferinden 6nce ayni transfer parametreleri
kullanilarak bir tabaka ¢itosan yerlestirilmistir. Bu ¢itosan tabakast PPO filminin kati

yiizeyde kararli ince film olusturmasinda yardime1 olmaktadir.

Doner kaplama tekniginde oncelikle ince film haline getirilecek malzemenin uygun ¢oziicii
icindeki siv1 ¢ozeltisine ihtiya¢ vardir. Citosan malzemesinin asetik asit ¢ozeltisi ile PPO
stv1 ¢Ozeltisi mikrolitrelik enjektdr ile 50ul hacimlerde kati yilizey iizerine serpilmistir. Bu
serpilme islemi kati1 ylizeyin dondiiriilmeye baglamasinda sonra istenilen doniis hizina
ulastiginda gergeklestirilmistir. Doner kaplama tekniginde iiretilen ince filmlerin tamami

5000 rpm hizinda transfer edilmistir.

Kat1 ylizey olarak iki kuartz kristal ve cam olmak tizere iki farkl alttas kullanilmistir. Bu iki
yiizeyin segilmesinin sebebi farkli iki spektroskopik yontem ile ince filmlerin
karakterizasyonun gerceklestirilmesidir. Cam yiizey iizerine transfer edilen ince filmler Uv-
goriiniir spektroskopisiyle, kuartz kristal {izerinde olanlar ise kuartz kristal mikrobalans
sistemiyle incelenmistir. Ayrica kuartz kristal mikrobalans sistemi sensor 6lgiimlerinde de

kullanilarak filmlerin kinetik tepkileri kaydedilmistir.
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8. INCE FILMLERIN KARAKTERIZASYONU

8.1 UV-Goriiniir Spektroskopisi Sonuclari

Ince filmlerin kat: bir yiizey iizerinde iiretilebilmelerinin kontrol asamalarindan bir tanesi de
UV-goriiniir spektroskopisidir. Ince film iiretiminde kullanilan malzeme kendine 6zgii bir
spektrum vermektedir. Bu spektrum malzemenin sivi ¢ozeltisinde ve kat1 fazinda, bu
farkliklar disinda birbirleriyle ortiismektedir. Bu farkliliklarin en belirgini sivi fazinda
madde miktariin kat1 yiizey lizerindeki ince filmden ¢ok fazla olmasindan dolayr siddet
farki olarak gozlemlenir. Malzemenin ¢6zelti spektrumu ince film spektrumunda siddet
olarak yiiksek gozlenmektedir. Diger bir farklilasma ise kirmiziya ya da maviye kayma
olarak ortaya ¢ikar. Bunun sebebi ise kat1 fazda molekiiler etkilesimlerin sivi fazdakinden

daha yiiksek siddette ger¢eklesmesidir.

Sekil 8.1°de PPO sivi1 ¢ozeltisinin UV-goriiniir spektrumu verilmistir. Sekilden gorildigii
gibi 350 nm’de maksimum pik olusmus ve bunun devaminda 380 nm’de ince bir pik sekilde

bir sogurma daha gergeklesmistir.

0.05

»

0.04

350 nm = PPO Cozelti

0.03

Sogurma siddeti

0.01

350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
Dalgaboyu, nm

Sekil 8.1: PPO s1v1 ¢ozeltisinin UV-goriiniir spektrumu.
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Proteinler, UV bolgesinde maksimum absorpsiyon spektrumuna sahiptirler. Proteinler ihtiva
ettikleri tirozin ve triptofandan dolay1 275-280 nm de spesifik bir absorpsiyon gosterirler.
Bu amino asitlerin yapilari ve peptid bagi sekil 8.2 de UV absorpsiyon 6zellikleri Tablo 8.1

de verilmistir.

Tablo 8.1: Aromatik yan gruba sahip amino asitlerin ntral pH da absorpsiyon &zellikleri.

Amino asit A max (hm) Molar Absorbans
(Mtcm?)
Fenilalanin 257.4 197
Tirozin 274.6 1420
Triptofan 279.8 5600

Tabloda goriildiigl gibi 6zellikle tirozin ve triptofanin maksimum absorpsiyon gosterdigi

dalga boyu 280 nm ye oldukc¢a yakindir.

I
T
H H
Peptid Bam

[ peptid zinciindek amino asit rezidust]

MH

Triptafan Tirozin Fenil &lanin

Sekil 8.2: Aromatik yan gruba sahip amino asitler ve peptid bagi.

Her bir proteinin (tirozin ve triptofan igerikleri farkli oldugu icin) spesifik absorpsiyon
katsayilar1 vardir. Bu degerler kullanilarak numunedeki proteinin konsantrasyonu
bulunabilir [88].

Kullandigimiz cam slaytlardan dolayr UV bolgesinde gergeklesen sogurmalarin bir kismi
kaydedilememektedir. Ancak bu sogurma sonucu olusan genis spektrumun devami

350nm’den sonra kaydedilebilmektedir.
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Sekil 8.3: Cam yiizey {lizerine kaplanmig biyokompozit ve PPO enzim filmleri UV-goriiniir
spektrumlari.

Sekil 8.3’de cam yiizey lizerinde 6nce alt tabaka olarak kullanilan biyokompozit filminin ve
sonrasinda bunun iizerine kaplanan PPO filminin UV-goriiniir spektrumlart verilmistir.
Grafikten goriildigii gibi citosan tabakasinin spektrum iizerinde herhangi bir etkisi
bulunmamaktadir. Son transfer edilen PPO tabakasinin spektrum iizerindeki degisikligi
incelendiginde Sekil 8.1°e gore diisiik siddette ancak benzer karakteristik sergiledigi
goriilebilir. Ince film olusumunda tabaka kalinlig1 nanometre mertebelerinde olmaktadir. Bu
sebepten madde 151k yolu lizerindeki madde miktar1 sivi ¢ozeltisininkinden ¢ok daha azdir.
Dolayisiyla siddetteki bu diisiis ince film UV spektrumlarina rastlanan bir 6zelliktir [15].
Sekil 8.1’de 350 ve 380 nm lerde goézlenen karakteristik pikler PPO ince filminde de
goriilebilmedir. Spektrum siddetinin diisiik olmas1 bu piklerin belirginliklerini azaltsa da
ince film spektrumundaki degisim benzer piklerin bulundugunu kanitlamaktadir. Siv1 ¢6zelti
icinde PPO molekiilleri arasindaki mesafe ince filmdekinden ¢ok fazladir. Kati1 bir ylizey
tizerinde ince film olusumu PPO molekiillerinin kat1 faz gibi daha yakin siralanmalar
anlamma gelir. Bu, molekiiller arasindaki etkilesimlerin ¢ozeltiden farkli olmasina neden
olur. Buda karakteristik piklerin ince filmde ¢6zeltiye gore kaymasina neden olur [61].
Cozeltide 350 ve 380 nm’deki pikler Sekil 8.3’de ince film spektrumunda yaklasik 360 ve
400 nm civarinda gozlenmistir. Sekil 8.1 ve Sekil 8.3 spektrumlar: karsilastirildiginda PPO

ince filminin cam ylizey iizerine transferinin basariyla gerceklestirildigi goriilmiistiir.
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8.2 Kuartz Kristal Mikrobalans (QCM) Sonuclar:

QCM tekniginde kuartz kristalin frekansinin ¢ok kiigiik kiitle degisimlerine duyarli olmasi,
bu teknigi ince film transfer kontrolii i¢in ideal bir karakterizasyon yontemi olmasina olanak
saglar. Kuartz kristalin iizerine her bir ince film transferi sonucu degisen kiitle sonucunda,
rezonans frekansinda da degisiklik meydana gelir. Frekans degisiminin miktari transfer olan
kiitle ile dogru orantilidir ve bu miktar Sauerbrey denklemi ile hesaplanabilmektedir [17].
QCM tekniginde yapilan tiim deneyler Open QCM sistemi kullanilarak 10MHz altin kapli
kuartz kristal ile gergeklestirilmistir.

QCM sistemi ile karakterizasyon islemleri gerceklestirilen filmler gaz oOl¢iimlerinde
kullanilacak filmler ile tamamen aymi yapiya sahiptir. Kuartz kristal oncelikle enzim
tabakasinin daha iyi tutunabilmesi igin bir biyokompozit olan ¢itosan tabakasi ile
kaplanmistir. Bu transfer sonucu kuartzin rezonans frekansinda 58.4 Hz’lik bir degisim
meydana gelmistir. Sekil 8.2°de frekansta meydana gelen degisim kullanildiginda kuartz
lizerine 0.39x10°g biyokompozit transfer oldugu goriilmiistir. Buna karsilik gelen
biyokompozit tabaka kalinlig1 ise yaklasik 2.55nm olarak hesaplanmaktadir. Tablo 8.2’de
bu tabakanin transfer detaylari ile ilgili bilgi verilmistir. Biyokompozit i¢in yapilan dl¢timler
sonunda PPO tabakasinin transfer islemi gerceklestirilmistir. Tablo 8.2’de de goriildigi
lizere enzim tabakasi 239 Hz’lik bir frekans degisimine sebep olmustur. PPO tabakasi i¢in

kiitle miktar1 1.6x10®°g ve bu tabakanin kalinhig1 ise 8.89 pm olarak hesaplanmistir.
QCM ile yapilan karakterizasyon islemleri, biyokompozit ve PPO tabakalarinin basariyla

kuartz kristal iizerinde ince film olusturabildiklerini géstermistir. Bu sonuglar dogrultusunda

PPO ince filmi gaz 6lgtimleri i¢in kullanilabilecek 6zelliklere sahiptir denilebilmektedir.
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Tablo 8.2: Kuartz Kristal Mikrobalans (QCM) Sonuglari.

Biyokompozit tabakasi PPO tabakasi
Frekans degisimi, Af 58.4 239
(Hz)
Transfer olan kiitle (g)  0.39 10°® 1.60 10°®
Tabaka kalinhg: 2.55nm 8.89 um
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9. GAZ OLCUM SISTEMI

Bu ¢alisgma kapsaminda iiretilen PPO ince filmlerin zararli gazlarla olan etkilesimlerini
incelemek amaciyla QCM sisteminin diger bir calisma ayagi olan kinetik 6l¢iimden
yararlanilmistir. Bilindigi tizere QCM sistemi kuartz kristalin iizerindeki kiitle degisimine
bagli olarak kristalin frekansinin 6l¢iilmesi prensibine dayanmaktadir. Kinetik calisma
sisteminde ise bu frekans degisimi zamana bagli olarak kaydedilmekte ve anlik olarak
sistemde meydana gelen degisimler izlenebilmektedir. Bu avantaji QCM sisteminin zamana

bagli gaz dl¢limlerinde kullanilabilmesine olanak saglar.

Gaz giris, c1kis

Kuartz baglanti

Yahtiimis kapak uclar

Kuartz kristal

Altin elektrot

Gaz hiicresi

™~ Elektronik devre ve

bilgisayar baglantisi

Sekil 9.1: Kuartz kristal mikrobalans (QCM) gaz 6l¢iim sistemi.

Sekil 9.1°de verilen sematik ¢izim gaz sensor dl¢iimleri i¢in hazirlanmis QCM parcalarini
gostermektedir. Burada kullanilan kuartz kristal bir onceki boliimde {iretilmis olan
biyokompozit+PPO tabakalarini igeren kristaldir ve transfer 6zellikleri bir 6nceki bolimde
tartisilmistir. Gaz 6l¢iim sistemini diger QCM o6l¢limiinden ayiran en 6nemli farki gaz giris
¢ikist bulunan yalitilmis bir kristal hiicresine sahip olmasidir. Sekilde goriilen boyle bir hiicre
yardimiyla sensor 6zellikleri incelenmek istenilen ince filmler kolay bir sekilde 6rnek gaza

maruz birakilarak zamana bagli tepkileri kaydedilebilmektedir.
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Sekil 9.2: Ideal Qcm gaz 6l¢iim sonucu.

Sekil 9.2°de ideal bir gaz sensoriiniin QCM kinetik caligma grafigi verilmistir. Zamana bagh
kaydedilen grafikte goriildiigii gibi hiicre icerisine zararli gaz gonderilmeye baslandigi anda
kuartzin frekansindaki degisim anlik olarak sistemde gdzlenebilmektedir. Ideal bir gaz
sensOrii malzemesinde bu degisim belirgin ve sistem tarafindan tespit edilebilir diizeyde
olmaktadir. Benzer sekilde zararli gazin ortamdan uzaklastirilmasi amaciyla sisteme hava
girisi yapildiginda kuartzin ilk frekansina geri donebiliyor olmasi tamamen geri doniistimli
sensOr malzemesinin bir gostergesidir. Gaz sensoriiniin tekrar kullanilabilirligini kontrol
etmek igin sistem tekrar ayni zararli gaza maruz birakilir. Ik gaz girisinde kaydedilen
frekans degisimine benzer tepkinin bu gaz durumunda da gerceklesiyor olmasi tekrar

kullanilabilirligin bir dl¢iistidiir.
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10. GAZ OLCUM SONUCLARI

Uretilen PPO ince filmlerinin zararli gazlara karsi duyarli olup olmadigini incelemek
amactyla kloroform, etil asetat, toluen, izopropil alkol ve aseton olmak tizere bes farkli ugucu
organik buhar secilmistir. Kimyasallar oda sicakliginda sivi halde bulunmaktadir ancak
ucuculuklar1 yliksek malzemelerdir. Deney sisteminde uygun olarak isleme alinabilmesi i¢in
kimyasallar1 100ml balon joje i¢ine 300ul kimyasal konularak 1sitici ile tamamen buhar
haline gelmesi saglanmistir. Bu asamadan sonra Sml’lik enjektor kullanarak gaz hiicresine
enjekte edilmistir. PPO ince filminin tiim buharlara kars1 verdigi tepkiler zamana baglh

olarak kaydedilmistir.

Kinetik grafik olarak adlandirilan zamana bagl gaz tepkisi grafigine 6rnek Sekil 9.2°de
verilmigti. Zamana bagli sensor Ol¢limleri, hava ve gaz olmak tizere iki temel asamanin
tekrarindan olugsmaktadir. Bu ¢alisma kapsaminda yapilan tiim gaz 6l¢iim deneyleri iiger
dakikalik hava ve gaz asamalarindan olugsmaktadir. Sensor Ol¢limiiniin tekrar edilebilirlik

6zelliginin kontrolii amaciyla ayn1 miktarda gaz iki kez dlgiilerek tepkiler karsilastirilmistir.

Sekil 10.1°de PPO ince filminin aseton buharina kars1 verdigi tepki goriilmektedir. ilk ii¢
dakika hava ile baslayan ol¢im 3.dakika sonunda aseton buharinin sisteme enjekte
edilmesiyle devam etmektedir. Aseton buharina maruz kalan PPO filminin verdigi ani tepki
sekilde goriilebilmektedir. Grafik incelendiginde gaza maruz kalan ince film ani bir tepkiyi
yiiksek frekans degisimi ile sergilemektedir. Zamanin ilerlemesi ile frekans degisiminin
azaldigit ve belirli bir seviyede dengeye ulastigi gorlilmistiir. Gaz ince film
etkilesimlerindeki temel iki mekanizma burada da islemektedir. Bu mekanizmalar
absorpsiyon ve desorpsiyondur [89]. Ince filmlerin yapisi incelendiginde belirli bir diizen
icinde kat1 ylizey lizerinde dizilmis molekiiller olarak ele alinabilir. Bu tip bir yapi ile gaz
molekiilleri arasindaki etkilesimler géz oniine alindiginda gaz molekiilleri oncelikle ince
filmin yiizeyi ile karsilasir ve tutunmalar baglar. Daha sonra {i¢ boyutlu molekiiler film
yapisinin i¢ine girmeye baslarlar ve tutunmalar devam eder. Bu boliim gaz molekiillerinin
absorpsiyonu olarak adlandirilir. Bu asamadan sonra tutunan bazi gaz molekiillerinde
kopmalar olusmaya baglar ki bu da desorpsiyondur. Bu iki asama belirli bir siire i¢inde ayni
zamanda ger¢eklesmektedir. Gaz molekiillerinin ince film ile ilk karsilastigi esnada
absorsiyon desorpsiyondan fazla oldugu i¢in yiiksek bir tutunma oranina karsilik yiiksek bir

tepki kaydedilir. Bu iki agsamanin oranlar esitlendiginde ise sensor tepkisi denge durumuna
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ulagmis olur ve grafikte de dengeye ulagma olarak goriilmektedir. Sekil 10.1°e tekrar
baktigimizda 3-6 dakika aralig1 sonlarinda bu dengeye ulasilmistir. Altinc1 dakika sonunda
sisteme tekrar hava verildiginde ise eski frekans degerine donen ince film geri doniisiimiinii

de tamamlamis olmaktadir.

Kinetik gaz 6l¢iim grafiklerinde dikkat edilmesi gereken birkag 6nemli nokta bulunmaktadir.
[1ki hizl1 tepki digeri geri doniisiimliiliik ve son olarak da tekrar edilebilir 6l¢iim dzelligidir.
PPO ince filminin aseton buharina karsi olan tekrar Slgiilebilirlik 6zelligi ig¢in grafigin 9.
dakikasinda ince film tekrar zararli gaza maruz birakilmistir. PPO ince filmi gaz dongiisiiniin
her iki asamasinda da birbirine benzer karakteristik sergilemesi ince filmin maruz kaldig:

buhara kars1 her seferinde 6zdes tepkiler vereceginin bir gostergesidir.
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Sekil 10.1: Aseton buhar1 QCM kinetik grafigi.

PPO ince filminin sensor etkilesimlerinin incelendigi bir diger kimyasal izopropil alkoldiir.

Sekil 10.2°de bu etkilesimin kinetik grafigi verilmistir. Bundan 6nceki kimyasallara benzer
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olarak hizli ve geri doniigiimlii tepkinin izopropil alkol etkilesiminde de kaydedildigi

goriilmektedir.
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Sekil 10.2: izopropil alkol buhar1 QCM kinetik grafigi.

40




PPO ince filminin toluen buharina maruz kalmasi sonucu kaydedilen gaz kinetik grafigi
Sekil 10.3’de verilmistir. Bu kimyasal da diger buharlar da oldugu gibi iki gaz etkilesiminde

de hizli ver geri doniisiimlii tepkiler vermistir.

Toluen

w

Frekans degisimi, Hz
N

§ M-LLAJ_MJ.

Zaman, dk

15

Sekil 10.3: Toluen buhar1t QCM kinetik grafigi.
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PPO ince filminin tepkisin aragtiritlmas1 amactyla secilen bir diger buhar etil asetat buharidir.
Sekil 10.4°de etil asetata ait kinetik tepki grafigi verilmistir. PPO enziminin bu gaza verdigi

tepkilerin de hizl1 ve geri doniistimlii oldugu goriilmiistiir.

11
Etil Asetat
10

Frekans degisimi, Hz

Zaman, dk

Sekil 10.4: Etil Asetat buhar1t QCM kinetik grafigi.
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Son olarak test edilen organik buhar ise kloroformdur. Sekil 10.5’de goriildiigii gibi yapisal
olarak diger buharlarda kaydedilen kinetik grafiklere benzer bir tepki olusmaktadir. Ancak
dikkat edilmesi gereken iki farklilik kaydedilmistir. Organik buharlar arasindaki
farkliliklarin daha rahat goriilebilmesi i¢in Sekil 10.6°da biitiin grafikler beraber

gosterilmektedir.
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Sekil 10.5: Kloroform buhart QCM kinetik grafigi.

Kinetik grafiklerinin iist liste c¢izdirilmesi aradaki farklarin ayrintili goriilmesine olanak
saglamaktadir. Goriildiigl gibi kloroform buharina kars1 PPO tarafindan kaydedilen degisim
diger buharlardan fazladir. Buda PPO ince filminin kloroform buharina kars1 daha hassas ve
secici oldugunu gostermektedir. Segicilik 6zelligi gaz sensorlerinde aranilan ve ideal bir
sensorde olmasi gereken bir 6zelliktir. Kloroform disindaki buharlara bakildiginda PPO ince
filmi birbirlerine yakin tepkiler vermistir. Dolayisiyla bu grup buharlarla karsilastiginda
ayirt edebilme 6zelligi gosterememektedir. Bu da dl¢lim sirasinda hangi gazla karsilagtig
hakkinda bilgi verememesi anlamia gelir. Ancak tiim grup buharlar i¢inde kloroformu

rahatlikla ayirt edebiliyor olmas: iiretilecek gaz sensorii i¢in 6nemli bir avantajdir.

Kloroform buharinda rastlanilan bir diger farklilik ise yiiksek verilen tepkiye karsilik diger
buharlara oranla geri doniislimiiniin yani hava verildigi durumda ilk frekansa gelmesinin

biraz daha yavas ger¢eklesmesidir. Kloroformda geri doniis stiresi yaklasik 30 saniye olarak
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kaydedilmektedir. Bu deger diger grup buharlarda ortalama 15 saniye civarindadir. Ancak
bu siire sonunda kloroform buharinin tamamen film iizerinden uzaklagtirildigi ve yeni

6lctime hazir oldugu ilk frekans degerine donmesinden anlagilabilmektedir.
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Sekil 10.6: PPO ince filminin buhar tepkilerinin karsilastiriimasi.
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Sekil 10.7°de kullanilan organik buharlarin kuartz kristalin frekansini ne kadar degistirdigi
verilmistir. Bu ayn1 zamanda tamamen PPO ince filminin o buharla olan etkilesim miktarina
karsilik gelmektedir. Kloroforma kars1 olan yiiksek segiciligi bu grafikte de verdigi tepkiden

anlasilmaktadir.

\
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Sekil 10.7: PPO ince filminin buharlara verdigi maksimum tepkiler.

Kinetik grafiklere bakildiginda PPO ince filminin buhara ilk maruz kaldig1 anda yiikselen
sensoOr tepkisi daha sonra azalarak belirli bir denge konumuna ulagmaktadir. Bu denge
konumu daha oOnceki boliimlerde bahsedilen ince film ile gaz molekiilleri arasindaki
absorpsiyon ve desorpsiyon siireclerine baglidir. Denge konumunda ulasilan frekans degeri
sistem i¢ine hava verilene kadar devam etmektedir. Dolayisiyla gaz etkilesim siirecinin

bliytlik bir kismi1 bu denge durumunda gecilmektedir.
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Sekil 10.8’de tiim buharlarin denge konumunda ulastiklar1 frekans degisimleri verilmistir.
Burada da goriilmektedir ki kloroform buhari denge durumunda da en yiiksek etkilesimi
olusturmaktadir. Bu sonu¢ PPO ince filminin tamamen kloroforma karsi duyarli oldugunu

gostermektedir.

Toluen
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Sekil 10.8: Denge durumunda PPO filminin buharlarda olusturdugu tepkilerin
karsilastirilmasi.
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11. SONUC

Bu tez kapsaminda doner kaplama teknigi kullanilarak biyokompozit ve polifenol oksidaz
enzimi kullanilarak ince filmler iiretilmistir. Uretilen bu ince filmlerin farkli organik

buharlara kars1 sensor tepkileri kuartz kristal mikrobalans yontemi ile incelenmistir.

Ince film olusturmak icin kat1 yiizey olarak kuartz kristal kullanmilmistir Biyo-kompozit film
iki katmandan olusur, ilk katman jelatin ve ¢itosan karigimidir, ikinci katman polifenol
oksidaz. Analit buharlar ile etkilesime giren ve etkilesim miktarina bagl olarak tepki veren
sensoriiniin aktif tabakasi i¢in polifenol oksidaz secilmistir. Enzim tabakali biyo-kompozit
ince filmler basariyla iiretildi ve UV- goriiniir spektroskopisi ile kontrol edildi. Biyo-
kompozit filmler kloroform, toluen, etil asetat, aseton ve izopropil buharlarina maruz
birakildi. Karsilastirmali bir ¢alisma yapabilmek i¢cin QCM o6l¢iim sistemleri kullanilarak
dinamik ol¢timler yapilmistir. Dinamik 6l¢iim teknigi, sensor sisteminin hassasiyetini her
bir organik buharina karsi kontrol etme firsat1 verir. Elde edilen sonuglar, biyo-kompozit
sensoOriin tiim buharlara 6nemli tepkiler verdigini gosterdi ve tepkilerin hizli, tekrarlanabilir
ve karbon tetrakloriir harig¢ tiim buharlara kars1 tersine ¢evrilebilir oldugunu gostermektedir.
Kloroforma diger organik buharlardan daha biiyiik bir tepki olugmustur. Son olarak,
polifenol oksidaz enzimli biyo-kompozit film, bir sensor malzemesi olarak kullanilabilir ve
oda sicakliginda organik buhar sensor cihazlarinin gelistirilmesinde kullanilabilir. Ayrica
nefesten aseton buhari belirleme yontemi kullanilarak hastalara kolay ve agrisiz bir yontemle

teshis konulabilir ve hastanin hastalik siireci izlenebilir.

Polifenol oksidaz enziminin sensor 6zelliklerinin incelenmesi amaciyla enzim oncelikle kati
bir ylizey iizerinde ince film olarak kaplanmistir. Kati ylizey olarak cam slayt ve kuartz
kristal secilmistir. Cam slayt UV-goriiniir spektroskopisi ile karakterizasyon islemi

gerceklestirmek amaciyla, kuartz kristal QCM sistemindeki islemlerde kullanilmistir.

Bu calismada iiretilen ince filmler doner kaplama teknigi ile 5000 rpm donme hizinda
gerceklestirilmistir. Enzimin kati yiizey {izerinde kararli bir ince film olusturabilmesi i¢in
kat1 yiizey Oncelikle bir ¢esit biyokompozit olan ¢itosan ile kaplanmistir. Biyokompozit
kaplama asamalar1 UV-goriiniir spektroskopisi ve kuartz kristal mikrobalans ile takip
edilmistir. Biyokompozitin UV-goriiniir spektrumuna bakildiginda enzimin spektrumu ile

karismadig1 ve onu etkilemeyecek diizeyde oldugu goriilmiistiir. Kuartz kristal mikrobalans
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sonuglarina gore biyokompozit tabakasi kuartz lizerine kaplandiginda kuartzin frekansini
58.4Hz degistirmistir. Buna karsilik kristal lizerine transfer olan biyokompozit kiitlesi 0.39
10® g olarak hesaplanmistir. Kiitle miktarina bagli olarak bu tabakanin kalinligi da
hesaplanmis ve 2.55nm olarak Tablo 8.2'de verilmistir. Bu karakterizasyon sonuglari
dogrultusunda biyokompozitin basarili bir sekilde kati ylizeye transferi sonucu ince film

tabakasi olusturabildigi gorilmiistiir.

Kat1 ylizey iizerinde basarili bir sekilde ince tabaka olusturan biyokompozit iizerine yine
5000rpm donme hiziyla doner kaplama teknigi kullanilarak polifenol oksidaz enzimi
kaplanmistir. Enzim transfer islemi de biyokompozitte oldugu gibi UV-goriiniir
spektroskopisi ve kuartz kristal mikrobalans teknikleriyle takip edilmistir. UV-goriiniir
spektroskopisi ile enzim filminin kontrol edilebilmesi i¢in 6ncelikle enzimin s1vi ¢ozeltisinin
UV-goriiniir spektrumu kaydedilmistir. Cozelti spektrumu ile ince film spektrumunun
karsilastirilmasi enzim ince filminin transfer kontrolii i¢in temel olusturmaktadir. Cozelti
spektrumunda kaydedilen piklerin enzim ince filmlerinde de gézlenebiliyor olmasi filmin

transfer edildigini gostermektedir.

PPO sivi ¢ozeltisi UV-goriiniir spektrumunda 350 nm’de maksimum pik goézlenmis,
devaminda ise 380 nm’de ince bir pik seklinde bir sogurma daha gergeklesmistir. Cozeltideki
bu pikler ince film spektrumunda 360 ve 400 nm civarina kaymaktadir. UV-goriiniir
spektroskopisi sonuglart PPO ince filminin kati yiizey lzerine transferinin basariyla

gergeklestirildigini gostermektedir.

Kuartz kristal ile ince film karakterizasyonu asamasinda oncelikle biyokompozit kaplanarak
frekans degisimi kaydedilmistir. Biyokompozit 58.4Hz frekans degisimine neden olmustur.
Bunun paralelinde biyokompozit kiitlesi 0.39 10® g ve bu tabakanin kalinlig1 2.55 nm olarak

hesaplanmustir.

Kuartz kristale kaplanan biyokompozit iizerine PPO enzimi transfer edilerek frekans
degerleri kaydedilmistir. 5000rpm hizla transfer edilen PPO enzimi kuartzin frekansinda
239Hz degisime neden olmustur. PPO tabakasi kiitle olarak hesaplandiginda 1.60 10-6g ve
bu tabakanin kalinlig1 8.89 um olarak hesaplanmistir.
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UV-goriiniir ve QCM karakterizasyon sonuglari dogrultusunda PPO enziminin ince film
olarak kati yiizey iizerine basariyla kaplanabildigi goriilmiistiir.

Uretilen PPO ince film gaz sensorii bes farkli organik buhara kars1 tepkileri QCM sistemi ile
kaydedilmistir. Aseton, izopropil alkol, toliien, etil asetat ve kloroformdan olusan organik
buhar grubundaki tiim buharlar PPO ince filminde 6nemli sensor tepkilerine neden olmustur.
Bu tepkilerin tamami hizli, geri dontigiimlii ve tekrar kullanilabilme 6zelliklerine sahiptir.
Ancak kloroform buhar1 diger gazlarla karsilastirildiginda daha yiiksek bir tepkiye neden
olmustur. Diger buharlarla ayni grafikte incelendiginde kloroforma verilen tepkinin dikkate
deger bir ayirt edicilikte oldugu goriilmiistiir. Bu sonu¢ PPO enzimi ile iiretilen ince film gaz

sensoriiniin kloroforma kars1 duyarl ve segici oldugu anlamina gelmektedir.
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