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ONSOz

“Zeolit ince Filmlerinin Biyosensér Uygulamalara Yénelik Olarak Hazirlanmasi ve
Arastirlmasi” baglkli proje calismalari Orta Dogu Teknik Universitesinin (ODTU)
Mikro ve Nanoteknoloji Anabilimdal’nda TUBITAK destegiyle gerceklestirilmistir.
TUBITAK'tan saglanan maddi destek butini itibari ile deneysel ve uygulamall aragtirma igin
gerekli olan kimyasal ve diger sarf malzemelerin ve proje kapsaminda kullanilan temel
laboratuvar techizatinin temin edilmesinde kullaniimistir. Ayrica, bu projede yer alan tim
ogrenciler, yuaruticist oldugum IRSES-FP7 projemiz cercevesinde (PIRSES-GA-2008-
230802) bes farkh Ulkede konulariyla ilgili olarak 2-5 aylk egitim gormuslerdir. Benzer
sekilde ODTU’ye de yabanci uyruklu 6grenciler gelmis ve buradaki 6grencilerimizle ortak
galismalar yapiimigtir.

Son yillarda, protein ve nano malzemeler arasindaki iligkinin daha iyi anlasilabilmesi
amaciyla, proteinlerin inorganik malzemeler Uzerine immobilizasyonu oldukga d6nem
kazanmistir. Protein-nanomalzeme iligkisinin daha ayrintili anlasiimasiyla, ileri biyoteknolojik
arastirmalarda kullanilmak Uzere, istenilen uygulamaya gore fiziksel ve kimyasal
degisikliklerin yapilabildigi ideal ylzeylerin Uretilmesi mimkindir. Kendisine 6zgl pek ¢ok
Ozellikleri sebebiyle zeolit ve zeo-tip malzemeler, literatiirde bu amacgla sik¢ca kullanilan
inorganik malzemeler arasindadir. Bu proje kapsaminda, degisik 6zelliklere ve yapilara sahip
zeolit ve silikalit drnekleri sentezlenmis, karakterize edilmis, kondiktometrik biyonsesorlere
ve iyon secici alan etkili transistorlere (ISFET) entegre edilerek alinan sonuglar
degerlendirilmistir.

Projenin sonunda ise zeolit ve zeo-tip malzemeler kullanilarak modifiye edilmis elektrotlarin
kullanildigr konduktometrik ve ISFET tipli biyosensorlerler, direk ure, glukoz ve butirilkolin
tespiti icin kullaniimis ve biyosensoér performansini arttirici etkileri tespit edilmistir. Ayrica,
SiO, ve cam yuzeyler Uzerinde istenilen buylklikte olusturulan zeolit desenleriyle, ayni
elektrot yuzeyine hidrofilik/hidrofobik 6zelliklerin kontrolli olusumu saglanmistir. Bu sekilde
olusturulan zeolit ince filmlerinde yine ilk defa hiicre blylimesi testleri yapiimis ve zeolitli
ortamlarin hiicre blyltmek icin bir avantaj oldugu gdsterilmistir. ince film calismalarinin bir
pargasi olarak, yine ilk defa Engelhard Titanyum Silikat (ETS-10) malzemesi iletken bir ylizey
uzerinde buydtulmastar. Elde edilen sonuglarin, yeni nesil biyosensor tasarimi igin
gelecekteki ¢alismalara 1sik tutacak nitelikte oldugu distnitlmektedir.

Sonug¢ olarak, projemiz bunyesinde zeolit ve zeo-tip malzeme sentezi; bunlardan farkh
yluzeylerde ince film yapimi ve mikrofabrikasyonu; bu olusan ylzeylerin biyosensér
cihazlarina entegrasyonu ve yeni sensdrlerin laboratuvarimizdaki kurulumu; ve son olarak
fabrikasyonu vyapilan filmler Gzerindeki protein, enzim ve hicre immobilizasyonu
¢alismalarinin basarisi ile proje teklifindeki her konuda tamamen basarili ¢alismalar
gerceklestiriimis, gerek 6zglin deger, gerekse yaygin etki agisindan proje teklifinde
onerdigimiz proje sonugclarina ulasiimistir.

Saygilarimla,
Dog¢. Dr. Burcu Akata
Nisan 2012, Ankara
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Ozet

Zeolitler, ylzey elektrostatik ve elektrokimyasal Ozellikleri, Si/Al oranina bagli olarak
degistirilebilen hidrofilik/hidrofobik &zellikleri ile biyomolekullerin baglanabilmesi icin oldukga
uygun bir alana sahiptirler. Bu 6zellikler zeolitleri, proteinlerin baglanmasi ve biyosensor
cihazlarinda kullaniimalari amaciyla alternatif birer malzeme haline getirmektedirler. Bu
projenin asil amaci, nanomalzemelerin, biyolojik bilegiklerin ve biyosensorlerdeki gevirici
birimlerin birbirlerine ve dolayisiyla da nanomalzemelerin uygulamaya yonelik olarak
cihazlara entegrasyonunu yaparak, sonugta elde edilmis entegre cihazda nanomalzemenin
rolindn tartisiimasidir. Bu amag dogrultusunda, farkli 6zellikteki zeolit ve zeo-tip malzemeler
sentezlenmis; bunlardan farklh nitelikte ince filmler elde edilmis; zeolit nanoparcaciklari
mikrofabrikasyon yoéntemleriyle desenlendiriimis; elde edilen ince filmlere biyolojik
malzemelerin immobilizasyonu c¢alisiimis ve son olarak da farkli tipteki elektrokimyasal
biyosensor verileri elde edilerek bu nanomalzemelerin biyosensorler igin roli ve énemi
tartisiimistir. Projenin birinci asamasi, homojen boyutlara ve farkli Si/Al oranlarina sahip
mikron- ve nanoboyuttaki zeolit pargaciklarinin sentezi ve sentezlenen malzemelerin farkl
tekniklerle modifiye edilmesidir. Projenin sonuna kadar olan sure igerisinde bahsi gegen
bitin zeolit malzemeleri basariyla sentezlenmis olup, gerek yapisindaki iyonlarin gerekse
ylzey gruplarinin degisimi ile yapilmasi planlanan modifikasyonlarda da istenilen sonuglara
ulasilimistir. Proje teklifinin ikinci kisminda ise, sentezlenmis zeolitlerden SiO, Uzerinde ince
film yapimi ¢alismalari yapiimistir. Bu amacg dogrultusunda, zeolitlerin sekil farkliliklari, boyut
farkhliklari ve Si/Al oranlarindaki farklardan dolayi degisiklik gosterecek hidrofilik-hidrofobik
yluzey Ozellikleri gibi faktdrlerin hem ince film yapim Kkalitesi Uzerindeki etkileri, hem
biyosensér olarak kullanim potansiyelleri hem de hicre baglanmasi Uzerine etkilerinin
arastirilmasi  gerceklestiriimistir. Proje teklifinin lGglncli asamasi, sentez calismalari
sonucunda basariya ulasiimis tim zeolit tozlarina ve onlardan olusturulmus ince filmler
uzerine farkh biyolojik malzemelerin immobilizasyonu ve elde edilen entegre malzemelerden
gercek anlamda bir biyosensor verisi eldesidir. Projenin bir sonraki doneminde ise bir dnceki
donem aktivitesi Olcllen biyosensorlerin calisma stabilitesi, biyosensér omurleri  ve
inhibisyon davraniglari arastiriimig, geleneksel yontemlerle alinan verilerle karsilastiriimis ve
alinan sonuglar ilk defa galisma grubumuz tarafindan literatlire katiimistir. Projenin son
doéneminde de elde edilen tim verilerin 1s1ginda mikrofabrikasyonu yapilmig farkh zeolit ince
filmleri Gzerinde osteoblast ve fibroblast tipi hiicreler Uretilmis ve MTT testi yardimiyla hicre
sayllari élgllmistir. SiO, Uzerinde Uretilen mikrodesenler sayesinde, 6érnek Uzerindeki zeolit
miktari dogrudan kontrol edilerek, zeolit miktarinin hdcrelerin tutunmasi ve c¢ogalmasi
Uzerindeki etkileri arastiriimistir.



Abstract

Zeolites plays an important role in the immobilization of biomolecules with their tunable
surface properties, adjustable surface charge and hydrophilicity, which is a function of crystal
Si/Al ratio. These properties make zeolites promising alternative candidates for the
immobilization of enzymes and incorporation into biosensing devices. The objective of the
project is to successfully assemble individual pieces of elements, such as different
nanomaterials, biological compounds, and transducers into each other in order to study the
role of nanomaterials in the assembled piece of work. For this purpose, zeolites and zeo-type
materials with varying characteristics were synthesized; zeolite thin films were made and
microfabricated to obtain different zeolite patterns from the synthesized materials;
immobilization of biologic compounds were investigated onto these thin films; and finally
different types of electrochemical biosensors were fabricated using these individual pieces to
obtain actual data out of the integrated devices in order to discuss the role and significance
of the nanomaterials for biosensors. During the first phase of the project, micron and nano
sized zeolite materials with homogenous patrticle size and varied Si/Al ratio were synthesized
and modified by using different techniques. Throughout the project, all zeolites that were
aimed to be produced were successfully synthesized and modified by either applying ion-
exchange protocols or changing surface groups. During the second phase, zeolite particles
were attached onto SiO, surfaces to obtain zeolite thin films. For this purpose, the quality of
the obtained thin films, their potentiality to be used in biosensors and thier use in cell
attachement applications were investigated by studying the changing zeolite parameters
such as the morphology, varying particle size, changing Si/Al ratio and thus the changing
hydrophilic/hydrophobic surface properties of zeolites. The third phase of the project involves
immobilization of different biological compounds onto the obtained zeolites and their thin
films and then to actually gather biosensor data from the assembled piece of device. Next
phase of the project involves obtaining performance characteristics of biosensors such as
stability, life time, and inhibition using these assembled pieces. During the last stage of our
project, all zeolite thin films that were microfabricated were subjected to cell attachment tests
using osteoblasts and fibroblasts and the number of cells were counted using MTT tests. In
this way, it was possible to control the number of zeolites in the micropatterns and it was
found that this number directly correlated with the number of cells that were attached and
their proliferation was investigated as a function of attached zeolites.
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BOLUM 1

GiRiS

Bu sonug¢ raporunda, Tubitak tarafindan 01/03/2009 ile 01/03/2012 tarihleri arasinda, 1001
programi biinyesinde 108M576 numarasi ile desteklenmis olan, “Zeolit ince Filmlerinin
Biyosensor Uygulamalarina Yonelik Olarak Hazirlanmasi ve Arastiriimasi” bashgina sahip
projemiz ile ilgili tim teknik ve bilimsel calismalari 6zetlemekteyiz. Bu baglamda yapilan
galismalar bes ana baslik altinda aciklanmaktadir.

Oncelikle, 1. béluimde, farkli &zelliklerdeki zeolit ve zeo-tip malzemelerin sentezi,
karakterizasyonu ve biyosensodrlerdeki kullanimlarina yoénelik olarak modifikasyonlari
anlatilmigtir. Bunu takiben 2. bélimde, proje binyesinde tamamen Ulkemiz olanaklari ile
fabrikasyonlari tamamlanmis olan ve bundan &nceki bdlimde sentezi basarili olan
zeolitlerden tasarlanmis zeolit ince filmlerinin Uretim detaylari ve karakterizasyonlari
verilmistir. 3. bélimde ise, sentezlenmis zeolitlere ve bunlardan olusan ince filmler tUzerine
yapilan protein immobilizasyonu c¢alismalari detaylandiriimistir. Bunu takiben 4. bdélimde,
bundan o6nceki bélumde 6grenilen ve yine basarili bulunan biyomalzeme immobilize edilmis
zeolit ve ince filmleri, farkli elektrokimyasal biyosensorlere entegre edilmis ve gercek
uygulamalara yonelik olarak veri toplanmistir. Toplanan bu veriler, bugline kadar FP-7 proje
ortaklarimiz tarafindan yapilan geleneksel biyosensér verileriyle kiyaslanmis ve kullanilan
zeolit nanomalzemelerinin biyosensoérler igin roli ve Onemi, tum detaylariyla, zeolit
parametreleri de degistirilerek kiyaslanmistir. Son olarak da, yeni bir uygulama alaninin
potansiyeli, hidrofilik/hidrofobik &ézellik kazandiriimis zeolit ince filmleri Gzerindeki hlcre
calismalariyla son bulmustur. Bu calismalar ve proje boyunca o6grenilmis tim ince film
hazirlama teknikleri genel olarak ¢ok daha farkli ve yeni uygulama alanlarinin kapisini
acmigtir. Yukarda bahsi gecen hemen her baglikla ilgili toplam olarak 6 adet yayinimiz vardir
ve proje boyunca 3 yuksek lisans tezi tamamlanmis olup, bir digeri de bu sene icerisinde
tamamlanacaktir.
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BOLUM 2
GENEL BILGILER

2.1 Zeolit ve Zeo-Tip Malzemeler

Son yillarda, protein ve nano malzemeler arasindaki iligskinin daha iyi anlagilabilmesi
amaciyla, proteinlerin inorganik malzemeler Uzerine immobilizasyonu oldukga ©6nem
kazanmistir (MORTIER, 1978; CAMBLOR 1998; ZHU 1998; CHEN 1993; RAVISHANKAR,
1999). Protein-nanomalzeme iligskisinin daha ayrintii anlasilmasiyla, ileri uygulama
alanlarinda kullanilmak Uzere, istenilen amaca yonelik olarak fiziksel ve kimyasal
modifikasyonlarin  yapilabildigi ideal ylzeylerin Uretilmesi mimkindir. Bu amag
dogrultusunda, nanomalzemeler ve 6zellikle de nanogézenekli malzemeler ¢ok énemli rol
oynarlar. Yuksek ylzey alanlari, molekuler boyuttaki gozenekli yapilari, degistirilebilir yizey
Ozellikleri, yliksek ve kullaniima amacina yonelik iyon degistirme kapasiteleri gibi kendilerine
0zgu pek cok ozellikleri sebebiyle zeolit ve zeo-tip malzemeler, literatlrde sik¢a arastirilan
inorganik malzemeler arasindadirlar. Ayrica zeolitler, yuzey elektrostatik ozellikleri ve Si/Al
oranina badli olarak degistirilebilen hidrofilik-hidrofobik &zellikleri ile biyomolekillerin
baglanabilmesi igin olduk¢a uygun bir ortam yaratmaktadirlar. Bu Ozelliklerinden dolayi
zeolitler, proteinlerin baglanmasi ve biyosensor cihazlarinda kullaniimalari amaciyla alternatif
birer malzeme haline gelmiglerdir. Zeolitlerin asagida siralanan o&zelliklerinin biyosensor
verileri ve proteinlerin immobilizasyonu tGzerindeki etkilerinin test edilmesi tam kapsamli bir
calisma yapilmasina olanak saglamaktadir. Onemli olan, bu etkilerin arastiriimasi sirasinda,
diger etkilerin mimkin oldugunca sabit tutulmasidir.

1. Si/Al orani: Hidrofilik/hidrofobik 6zelliklerin yanisira ylzeyin asidik 6zelligini de
degistireceginden biyosensoér verileri Uzerindeki en etkin kontrol faktérl olacagi
dusUnUtlmektedir.

2. Parcacik boyutu: Toplam vylzey alani degiseceginden, enzim ve protein
molekdullerinin elektrot ylzeyi ile etkilesimi Gzerinde etkili olacagi dustunulmektedir.

3. Yuzey yuku: Protein ve enzim molekullerinin zeolit, yani zeolitlerden fabrike edilen
elektrot ylzeyindeki aktif alanla etkilesimi Gzerinde etkili olacagi disinilmektedir.

4. Gobzenek boyutu: Mikrogozenekli bir zeolit yerine mezo gbzenekli bir
nanolmalzeme (SBA-15) kullaniminin yukardakilere benzer olarak proteinlerin
aktif alanla etkilesimi Uzerinde etkili olacagd dusunulmektedir.

5. Zeolit igerisindeki iyonlar: Zeolitlerin gézeneklerindeki iyonlarin farklilastiriimasi,
disindaki biyomolekdllerle aktif alan arasindaki dengeleri degistirebilir.

Bahsi gecgen tim bu etkenlerin higbirinin literatirde kontrolll olarak degistirilerek gercek bir
biyosensdr uygulamasina etkisinin arastirildigi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu kontrol
mekanizmalarinin, biyosensoér ve hatta daha farkh uygulama alanlarindaki rolleri tam olarak
tespit edilememis ve bir avantaja dénusturildigi minyatir cihazlar olusturulamamistir. Ozet
olarak, bu projenin zeolit ve zeo-tip nanog6zenekli nanomalzemelerinin gergek bir
uygulamaya donasturaldugu bir 6rnek olduguna inaniimaktadir.

2.1.1 Zeolitlerin Yapisi

Zeolitler, temelde silisyum ile aliminyum oksitlerin silikat ve aluminat yapisinda birlesmesi ile
olusan nano boyutlarda ¢ok dizgin ve homojen gdzenek yapisina sahip dizgun kristal
yapilardir (CORMA, 2003). Ustelik yapilarinda bulunan bu nanoboyutlu kanal ve dizilimler,
hazirlanig kompozisyonuna bagh olarak veya sonradan yapiya farkli elementler eklemek
suretiyle cesitlilik gosterirler (Sekil 1-A-B). i¢ yapilarindaki degistirilebilir katyonlar, bu
malzemelerin uygulama alanlarina yonelik olarak 6zellik kazanmalarini saglar ($ekil 1-C). Bu
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yapisal avantajlarin yaninda zeolitlerin ¢ok ylUksek sicakliklara dayanabilmeleri ve mekanik
anlamda dayanikli olmalari da sonugta elde edilecek komponentin termal ve mekanik
dayanikhligini azaltmayacak ve belki de arttiracaktir.

Sekil 1: Zeolit A (A), zeolit Beta (B) kristallerinin 3 boyutlu kafes yapilari ve zeolitlerde
bulunan katyonlarin yerini gosteren bir 6rnek; zeolit X igindeki Na* katyonlari siyah toplarla
gOosterilmistir (C) (www.iza-online.org).

Zeolit kristallerinin genis ic ve dis ylzey alanlari, dizgun kanal yapilari ve bunlarin
nanometrik seviyede kontrol altinda tutulabilecek olmalari, farkli molekulleri baglamak ve bu
molekullerin ylzeye veya kanallara kontrolli tutunmalarini saglamak acgisindan onlara gok
degisik ve ileri malzeme yapimina yonelik olanaklar yaratmaktadir (GONCALVES, 1996;
CLIMENT 2005; WANG, 2005; CHESTER, 2000; GHOSE, 1993; CHANG, 2007).

2.1.2 Zeolitlerin Asidik Ozellikleri

Zeolit malzemelerinin kimyasal formdillerinde yapilan degisiklikler veya sentez sonrasinda
zeolitlere yapilan bazi uygulamalar (isil islem, asitle yapilan karigtirma iglemleri) yluzeydeki
asidik gruplarin niteligini ve niceligini etkilemektedir (BORADE, 1992; YOO, 2002). Genel
olarak ylUzey gruplari iki basglk altinda toplanmaktadir;

1. Al-(OH)-Si gruplari (Brgnsted asit gruplari veya tetrahedral gruplar) (Sekil 2-A)
2. Yuzey Silanol gruplari (Sekil 2-B)

Bahsi gegen bu gruplar, gugli OH esneme bantlari sebebiyle infrared spektroskopisi (FTIR)
yoéntemi kullanilarak 3610 (Al-(OH)-Si gruplari) ve 3745 cm™ (Silanol gruplari) bélgelerinden
karakterize edilebilmektedirler. Bu 6zelliklerine ek olarak, bahsi gegen gruplarin katalitik
reaksiyonlarda ve adsorpsiyon uygulamalarinda malzemenin aktivitesini arttirici ve azaltici
Ozellikleri bulunmaktadir. Zeolitlerin asidik o6zelliklerinin biyosensor verilerinde de etkin
olabileceginden dolayi, bu asidik 6zelliklerin kontrolli modifikasyonunun biyosensor
uygulamalarina etkisi, bu proje cergevesinde ¢ok detayli olarak incelenmis ve tim veriler
bundan sonraki boélumlerde aciklanmistir.
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Sekil 2: Zeolit yizeyinde bulunan Brgnsted asit bolgeleri (A) ve silanol gruplari (B).

2.1.3 Zeolitlerin Protein Calismalarindaki Rolu

Zeolitler, nano-gdzenekleri ve dizgln kristal yapilari, ¢ok genis ylzey alanlari ve Ustln
performanslari ile degisik uygulamalarda, 6rnegin iyon degistirici ve katalizor olarak
kullaniimaktadirlar. Zeolitlerin sahip olduklari bu dizgln kristal yapilari, kendilerini tekrar
eden, ¢ok duzgln iki veya U¢ boyutlu atomik boyuttaki kanallari ve 6zellikle de genis ylzey
alanlari, biyolojik molekillerin hedefe yonelik olarak baglanabilirliginin arastiriimasi icin ¢ok
elverigli bir ortam olusturmaktadir. Zeolitlerin, hedeflenen amaca ydnelik sentezlenebilecek
ve modifiye edilebilicek olmalar;; yani gbzenek buyukliklerinin, Si/Al oranlarinin
(yOzeylerindeki kimyasal gruplarin ve hidrofilik/hidrofobik &zelliklerinin kontroll agisindan)
kontrolli olarak degistirilebilir olmasi, farkh biyolojik molekuillerin  immobilizasyon
potansiyellerinin arastiriimasi ve daha da énemlisi, bunun sonucu olarak ortaya ¢ikacak olan
cihaza yoénelik ileri dizey malzeme arastirmalari igin gok blylk avantaj saglamaktadir.

Son yillarda, protein ve nano malzemeler arasindaki iliskinin daha iyi anlasilabilmesi
amaciyla, proteinlerin inorganik malzemeler Uzerine immobilizasyonu oldukga &nem
kazanmistir (TAVOLARO, 2007; TAVOLARO 2009). Protein-nanomalzeme iligkisinin daha
ayrintili  anlagiimasiyla, ileri biyoteknolojik arastirmalarda kullaniimak Uzere, istenilen
uygulamaya gore fiziksel ve kimyasal degisikliklerin yapilabildigi ideal ylzeylerin Gretiimesi
miamkindir. Kendisine 6zgl pek cok o&zellikleri sebebiyle zeolit ve zeo-tip malzemeler,
literatirde bu amagla sikga kullanilan inorganik malzemeler arasindadirlar. Butin bu
potansiyel calisma alanlarina ragmen, yukarida da bahsi gecen zeolite ait farkli
parametrelerin kontrolli olarak degistiriimesinin biyomolekul baglanmasina ve biyosensor
verilerine etkisi ¢alisilmamistir. Bu konuyla ilgili sadece hipotezler bulunmaktadir. Bu proje
cercevesinde zeolit ve zeo-tip malzemelerin degistirilebilir tim &zellikleri buyuk bir dikkatle
kontrolli bir sekilde degistiriimis ve pekcok farkli proteinin immobilizasyonu ve yine 3 farkh
cesit elektrokimyasal biyosensoér verilerine etkileri tim detaylariyla ilk defa bu proje
cercevesinde incelenmigtir.
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2.2 Elektrokimyasal Biyosensorler

Gunumuzde, g¢evremizde bulunan toksik maddeleri ve biyolojik sivilarda veya dokulardaki
arastirilmak istenen biyolojik molekilleri dlgebilecek komplike analitik sistemler (gaz ve sivi
kromatografi cihazlari gibi) bulunmaktadir. Bu sistemlerin Olcim yapilmasi hedeflenen
alanlara taginmalari zor ve hatta imkansizdir. Ayrica bu sistemlerin sensor amagl
kullaniimasi hem zor hem de hi¢ pratik degildir, ¢cinkd batin bu iglemler i¢in gerekli olan
diger gereclerin de (gaz tupleri gibi) 6lcim yapilmasi istenen yere tasinmasi gig, tim
bunlarin gerceklesmesi igin yapilmasi gereken masraf c¢ok, analiz zamanlari da uzun
surebilmektedir. Gunuimuzde kullaniimakta olan sensorler yuksek segicilik, guvenilirlik ve
sadece hedeflenen organik/biyolojik komponentlerin  Olgliimesi  konularinda zayif
kalmaktadirlar (DZYADEVYCH, 2008). Her anlamda etkin bir biyosensdriin gelistiriimesi igin,
yeterli miktarda enzimin ya da biyolojik malzemenin yluzeye immobilizasyonu gerekmektedir.
Dolayisiyla, yuksek performansli bir biyosensorin gelistiriimesi icin gerekli parametrelerden
biri de, immobilizasyon igin kullanilan ylizey alaninin arttiriimasidir. Bunu yapmak icin de
nanomalzemelerin biyosensorlere entegrasyonu c¢ok o6nemli ve gereklidir. Bu proje
kapsaminda gelistiriimis olan nanomalzeme-cihaz entegrasyonu calismalari sayesinde,
mevcut olan teknolojiler minyaturize edilerek biyosensodrlerin kullanim alanlari biraz daha
kolaylastirimis ve hedefe yonelik analiz teknikleri nanomalzemelerin  kontrolll
modifikasyonuyla daha da mimkadn kilinmistir.

Elektrokimyasal biyosensorler, biyolojik bir bilesen ve bu kisimda gerceklesen biyolojik
reaksiyondan gelen sinyali, elektriksel sinyale cevirebilen ikinci bir bilesenden olusur. Bir
biyosensériin amaci, bir veya bir grup analitin (analiz edilecek madde) miktari ile orantil
olarak surekli ve sayisal bir grup elektrik sinyali Uretmektir. Proje boyunca zeolitlerin
biyosensor uygulamalarinda kullaniimasina yonelik degisik malzemeler ve biyosensor
cesitleri denenmigtir. Bu alanda en g¢ok kullanilan biyosensorler, elektrokimyasal
biyosensérler grubundaki en temel sensér cesitleri olan “Amperometrik”, “iyon Secici Alan
Etkili Transistor-ISFET’ ve “Kondlktometrik” biyosensorleridir (JAFFREZIC-RENAULT, 2008;
LI, 1994; WANG, 1988). Proje teklifinde de bahsedildigi gibi, tUm bu biyosensdr cesitleri
ODTU laboratuvarimizda FP-7 proje ortaklarimizla ortak galismalarimiz sayesinde sifirdan
kurulmus, test edilmis ve ilk defa zeolit ve zeo-tip nanomalzemelerinin bu kurulan cihazlarin
“cevirici birimlerine” (transducer) entegre edilerek ¢ok ilging ve olumlu sonuglar elde
edilmistir. Dolayisiyla yine ilk defa olarak bir nanomalzemenin ve &6zellikle de gbzenekli
nanomalzemelerin hangi 6zelliklerinin biyosensor c¢alismalarinda nasil bir roli olabilecegdi
Uzerine bir seri veri alinmistir.

2.2.1 Amperometrik Biyosensorler

Proje boyunca caligilan elektrokimyasal biyosensor tiplerinden biri ise amperometrik tip
biyosensorlerdir. Calismanin bu kisminda kullanilan amperometrik tip biyosensorlerin
¢alisma prensibi belli bir potansiyeldeki akim siddetinin dl¢giminid esas alir. Sézkonusu akim
yogunlugu c¢alisma elektrodunda yikseltgenen veya indirgenen elektroaktif tarlerin
konsantrasyonunun bir fonksiyonudur. ikinci elektrot referans elektrot olarak is gordr.
Kalibrasyondan sonra, akim yogunluklarindan ilgili tlrlerin konsantrasyonlarinin
belirlenmesinde yararlanilir. iletici sistem olarak bir amperometrik sensériin kullaniimasinin
ISFET tip sensorlerden en buylk farki, Grinlerden sinyal olusturan tirtn elektrot yiuzeyinde
tiketilmesidir. Sistemin kurulum sekli ve Olgim esnasinda kullanilan elektrot Sekil 3'de
gOsterilmektedir.

15



Sekil 3: Amperometrik Deney Sistemi
2.2.2 Kondiktometrik Biyosensorler

Calismanin bu kisminda kullanilan kondiktometrik tip biyosensoérlerin ¢alisma prensibi, iyon
olusumunu engelleyici sivi bir ortam icerisinde, biri ¢alisan digeri referans olan iki elektroda
potansiyel uygulanmasi sonucu gerceklesen iyon degisiminin élglilmesine dayanmaktadir.
Asil Olcllen iki elektrot arasindaki potansiyel farktir. Kondiktometrik dizenek Sekil 4’de
gosterilmektedir.

| Referans sinyal LI

Jenarat. Lock-in :[>_ GPBI

Altin elektrod
(0.2um) —
Seramik : I"l'
alttabaka -)=
eowm) -
. P
.

Sekil 4: Konduktometrik Deney Sistemi

Kayit cihazi

Referans elektrod
Calisan elektrod

Sekil 5de ise, kondiktometrik tip biyosensdrler ile yapilan g¢alismalarin ODTU
laboratuvarimizda da ayni gekilde devam edebilmesi amaciyla Ukraynali ortaklarimizin da
yardimiyla, ODTU laboratuvarimizda da kurulmus kondiiktometrik sistem gdsterilmektedir.
Proje boyunca yapilan konduktometrik calismalarda, simdiye kadar ilk defa farkli yontemler
kullanilarak farkli zeolitlerden farkli sonuglar alinmis ve elde edilen bilgiler literatlirde
yayinlanmisgtir.

16



Sekil 5: ODTU Laboratuvarimizda Kurulan Kondiiktometrik Sistem.
2.2.3 ISFET Tip Biyosensorler

Projenin bu déneminde kullanilan ISFET tip biyosensoérlerin galisma prensibi, ¢alisma ve
referans elektrotlari arasindaki potansiyel farkinin Olgilmesine dayanir. Elektrot
potansiyelinin  belirlenmesi dogrudan analit konsantrasyonunu tanimlar. Bu tip
biyosensorlerde kullanilan temel sensoérler pH ya da tek degerlikli iyonlara duyarli cam
elektrotlar, anyon ya da katyonlara duyarli iyon secimli elektrotlar ve karbondioksit ya da
amonyaga yonelik gaz duyarli elektrotlardir. Bu ¢alismada kullanilan sensérler pH’a duyarh
ISFET sensorleridir. ISFET tip biyosensorlerde kullanilan ¢ok kapili elektrotlar Sekil 6'da
gOsterildigi gibidir. Cok kapili bu sistemler sayesinde birgok veri ayni anda alinabilmekte ve
sistemin bagl oldugu program tarafindan bilgisayar ekranindan okunabilmektedir.

Sekil 6: ISFET tip biyosensodrlerde kullanilan elektrotun sematik gérinisi. Oklarla
isaretlenmis bdlgeler, membranlarin immobilize edildigi alanlari géstermektedir. Tium bu
elektrotlar IRSES projemiz kapsamindaki Ukrayna’li ortaklarimiz tarafindan tasarlanip
yapilmigtir.

2.2.4 Zeolitlerin Biyosensor Uygulamalarindaki Kullanimi

Enzimlerim immobilize edilerek hazirlandidi biyosensorler, daha az enzim kaybi, daha fazla
aktivite ve stabilite artigi ile geleneksel biyosensorlere gére ¢ok daha verimlidir. GUnimuzde,
enzimlerim immobilizasyonu ile hazirlanmis elektortlarin dizayni ve bu elektrotlara tutturulan
nanomalzemelerin biyosensor performansi Uzerindeki etkisi siklikla arastinimaktadir
(AKATA, 2004; SOY, 2010). Bahsi gegen biyosensor calismalarindaki esas amag, enzim
immobilize edilmis elektrotlarin stabilitesini ve performansini mimkin oldugu kadar
arttirmaktir. Bu artis ise elektrot ylzeylerinin zeolitik malzemeler ile modifiye edilmesiyle
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saglanabilmektedir. Bdylelikle, zeolitlerin biyosensdr performansi Uzerine etkisi, proteinlerin
elektrot ylzeyine tutturulmus zeolit malzemeler Uzerine immobilizasyonu araciligiyla
arastirilabilmektedir. Bahsi gegen elektrotlarin, biyosensér mikrocihazlarina entegrasyonu
araciliglyla da biyosensor performansinda istenilen degisiklik saglanabilmektedir.

2.3 Zeolitlerden ince Film Yapim Teknikleri

Zeolitlerden ince film Uretim teknikleri temel olarak UG¢ sinifta toplanmaktadir. Bunlar
dondirerek kaplama, ultrasonik yontemle karistirma ve dogrudan tutturma yontemi olarak
adlandirilabilir. Bu yontemlerle, farkh kaplama oranlarinda, farkli duzenlilikte ve farkh
kalinliklarda ince filmler olusturulabilmektedir. Zeolitlerden ince film yapim tekniklerinin
arastirilmasi  konusu, projemiz cercevesinde soz verildigi (Bolim 2.5) gibi, tim bu
yontemlerin kullanimiyla SiO, ve cam yUzeyler Gzerinde ilk defa olarak bu kadar kapsamli bir
sekilde arastiriimis ve bulgularimizdan bir adet yayin da yapilmistir (OZTURK, 2009). Bu
yontemlerin sonucunda olusmus zeolit ince filmlerindeki zeolitlerin baglanma sikliklari,
organizasyonlari ve zeolit filminin kalinlik kontrolt karsilagtiriimistir.

Zeolitlerle yapilan bu calismalarin ¢esitli mikrofabrikasyon cihazlariyla entegrasyonu ile
yuzeyler Uzerinde nano-mikrodesenler olusturmak mumkinddr. Bu amacla cesitli litografi
sistemleriyle zeolit ince film Uretim teknikleri birlestirilerek bu proje kapsaminda ilk defa
olarak istenilen ebatlarda ve sekillerde zeolit mikrodesenleri olusturulmus ve yayinlanmistir.
Bu amag¢ dogrultusunda siklikla kullanilan litografi sistemlerinin basinda elektron demet
litografisi ve fotolitografi gelmektedir. Bu sistemlerden elektron demet litografisi daha kuguk
alanlarda mikrodesenler olusturmak ve tek sira zeolitler kadar kiglk yapilarin
olusturabilmesini saglamakla beraber, fotolitografi sistemi, elektron demet litografisine gore
¢ok daha genis alanlarda mikrodesenler Uretimini saglamakta ve ¢ok daha kisa surede, ¢oklu
Uretim yapma imkani saglamaktadir. Projemiz kapsaminda bitin bu farkli yontemler ve
zeolit nano-mikrodesen olusum c¢alismalari ilk defa olarak yapilmistir. Buna ek olarak, yine
ilerideki béliumlerde de detaylari anlatilan hicre tutunum calismalari yine ilk defa olarak bu
desenli zeolit ince filmler tzerinde McGill Universitesi ortakligi ile denenmis ve ¢ok ilging
sonuglar elde edilmistir (BOIUm 4.6).

2.4 Proje Baslangicindaki Ongériiler ve Amaglar

Zeolit kristallerinin genis i¢c ve dig yuzey alanlari, dizgin kanal yapilari ve bunlarin
nanometrik seviyede kontrol altinda tutulabilecek olmalari, farkli molekilleri baglamak ve bu
molekdullerin yuzeye veya kanallara kontrolli tutunmalarini saglamak agisindan onlara ¢ok
degisik ve ileri malzeme yapimina yonelik olanaklar yaratmaktadir. Zeolitlerin toz halinde
sentezlenmeleri, biyosensér gibi cihaz yapimina yoénelik arastirmalar icin dezavantajli
olmaktadir. Teklif edilen bu projenin amaci, énceden ¢ok farkli morfoloji ve Ozelliklerde
sentezlenmis yine farkli tipteki zeolit mikron- ve nanokristallerinin 6zellikle SiO, Uzerinde
organize bir sekilde tutturulmalarini saglamaktir. Bu tutunumun saglam olmasi, yani herhangi
bir sonikasyon isleminden sonra ylzeyden kopmamalarinin saglanmasi, hedeflenen
amaglarin baginda gelmistir. Bu dizilimin basarili olmasindaki anahtar faktérlerden biri,
sentezlenen zeolitlerin pargcacik boyutlarinin ¢cok homojen olmasi gerekliligidir. Diger bir
faktor ise, ylzeye dizilimlerinin ve tutunumlarinin gergek anlamda kontrolli olmasinin altinda
yatan faktorlerin optimize edilmesidir. Bu asamada, mikrofabrikasyon tekniklerinin de
uygulanmasiyla zeolitlerin SiO, ylizeyindeki tutunumlarinin tam anlamiyla kontrol edilebilmesi
ile ilgili calismalar Oncelik kazanmistir. Bu amag icin elekton demet litografi sistemiyle
zeolitlerin SiO, yuzeyi Uzerindeki organizasyon sinirlari test edilmis ve hedeflenen amaca
gore tutunum parametreleri ve zeolit 6zellikleri optimize edilmistir.
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Bu projenin sunulmasinin bir diger hedefi de, zeolitlerin ve zeo-tip malzemelerin getirdigi tim
avantajlarin (segicilik, nano gézenekli yapilar, yliksek ylzey alani, kontrol edilebilir topolojiler)
nanoteknoloji ve nanobiyoteknoloji alanlarinda ileri dizey bir cihaz yapimi asamasina
entegrasyonlarinin saglanmasiyla, zeolitlerin bu alanlara yonelik kullanimlarina gegis
saglayacak arastirmalarin baslatiimasidir. Sadece zeolit tozlari Gzerinde sensorlere yénelik
¢ok olumlu sonuglar alinmasina ragmen, onlarin cihaz yapiminda kullanimlarini saglayacak
calismalarda rol oynayabilecekleri (SiO, gibi) ylzeylerde ‘kontrolli’ tutunumlarina yonelik
arastirmalarin ¢ok yeni olmasi ve 06zellikle de zeolitlerden olusturulmus ince filmlerin
kullanimiyla yapilmis olan ve gergcek anlamda hizmet veren bir cihazin hi¢ bulunmamasindan
dolayi, bu proje cercevesinde yapilmis ¢alismalarin bu alana éenmli bir yenilik getirmis
oldugu disinilmektedir.

Cihaz yapimi asamasindaki eksiklik genel olarak bu seviyedeki bir calismanin tam anlamiyla
birden ¢ok disiplin iceren ortak bir ¢calisma olmasindaki gereksinimden dolayi olabilir. Bu
projede, FP7 projemiz cergevesinde de bizimle ortak olarak c¢alismis olan ve herbirinin
biyomedikal, fizik, kimya ve biyoloji gibi farkl alanlarda uzmanlik sahibi olduklari 5 farkh
Ulkeden farkli arastirmacilarla ¢alisma firsatimiz olmustur. Béylece genel anlamda zeolite tipi
nanomalzemelerin  biyosensdrlere entegrasyonuna katacadi disundlen avantajlarin
arastirilmasi miumkudn olmustur. Bu proje, FP7 projesi kapsamindaki ¢alismalarimizda bizi
her anlamda desteklemis ve ¢ok daha bulylk basarilar kazanmamiza yardimci olmustur.
Calismalarimiz sonucunda, nanomalzemelerin entegrasyonundan olusturulmus
biyosensoérlerin, mevcut teknolojide bulunan malzemelere oranla daha yUksek bir segicilik ve
duyarlihk gosterdikleri ilk defa tarafimizca bulunmustur.

Yukarda bahsedilen amaclar ve bu amagclara ulasmak igin proje basvurusunda s6z verilen
asamalar 4 farkh alandan olusmaktadir. Bunlar:

1. Farkl ¢esitlerdeki mikron- ve nanoboyuttaki zeolit pargaciklari sentezlenmesi:

1.1. Zeolitlerin pargacik boyutlarinin homojen olmasi.

1.2. Hedefe yonelik olarak farkli yapilarda, mikron veya nano boyutlarda ve farkli Si/Al
oranli zeolitler sentezlenmesi.

1.3. Sentezlenen tum zeolitlere biyolojik malzemelerin baglanmasina yonelik olarak
farkli ylzey modifikasyon teknikleri (kimyasal baglayicilarin kullaniimasiyla)
uygulanmasi.

1.4. Sentezlenen ve modifikasyona ugrayan tUm malzemelerin karakterizasyonu SEM,
EDS, NMR, XRD, XRF yéntemleriyle yapiimasi.

2. Sentezlenmis zeolitlerden SiO, Gzerinde ince film yapiminin arastiriimasi:

2.1. Zeolitlerin biyosensorlere yonelik olarak hedeflenen kanallarinin/ytuzeylerinin
substrat ylzeylerine dik olacaklari sekilde tutturulmalari icin gerekli yontemlerin
arastiriimasi.

2.2. Zeolitlerin tutunum sikliklar ve tutunma gulglerinin arastiriimasi ve amaca yonelik
olarak optimize edilmesi.

2.3. Sentezlenmis farkli zeolitlerden ince film yapimi asamasinda, zeolitlerin sekil
farkliliklari, boyut farkliliklari ve Si/Al oranlarindaki farklardan dolay! degisiklik
gOsterecek hidrofilik-hidrofobik yuzey 6zellikleri gibi faktorlerin hem ince film yapim
kalitesi Uzerindeki etkilerinin, hem de biyosensor olarak kullanim potansiyellerine
etkilerinin arastiriimasi.

2.4. ince filmlerin XRD, SEM, ve basit analitik ydntemlerle incelenmesi.

2.5. Mikrofabrikasyon yontemiyle ylzeylere kontrolli bir sekilde zeolit ve dolayisiyla
biyomolekul tutunumu saglanmasi ve bu iglemin sinirlarinin temel olarak SEM ile
test edilmesi.

3. Sentez calismalari sonucunda basariya ulasiimis tim zeolit tozlarina ve onlardan
olusturulmus ince filmler Gzerine farkli biyolojik malzemelerin immobilizasyonuna
calisiimasi. Zeolitlerin immobilizasyonlari sonucunda elde edilmis verilerin geleneksel
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yontemlerle yapilmis immobilizasyon ¢alismalariyla kiyaslanmasi.

4, Farkli asamalarda olusturuimus ve basariya ulasmis tim verilerin biraraya getirilip
birbirlerine entegrasyonunun saglanmasiyla ilk biyosensoér prototiplerinin olusturulmaya
baslanmasi. Bundan énce bahsedilen tUm asamalar da proje sonlanana kadar devam
etmistir. Bu asamadaki temel ¢alismalar olusturulan mikrodesenli veya desensiz en
basarili zeolit ince filmleri Gzerine biyomolekil baglanmasi calismalari olmustur.
Bunlarin da bir bagka érnegi literatirde bulunmamaktadir.

2.5 Projenin Ozgiin Degeri

Teklif edilen bu projede, zeolitlerin ve zeo-tip malzemelerin sentez ydntemlerinin
spektrumunun genisletiimesi ve farkli ylzeylerle entegrasyonlarinin amaca yonelik olarak
arastirilmasiyla, biyosensor teknolojilerindeki kullanimlari ilk defa olarak bu kadar kapsamli
bir sekilde ve interdisipliner bir grup tarafindan arastirilmistir. Sonug olarak, proje teklifinde
de so6z verildigi gibi, bu ¢alisma boyunca mevcut sistemlerden daha selektif, daha guvenilir,
daha cabuk sonug¢ veren ve daha avantajli olacagina inanilan yepyeni, entegre ve cihaz
yapimina yonelik bir calisma projesi gerceklesmistir. Organize olmus zeolit kristallerinden
olusmus bir ince film Uzerinde bugtine kadar yapilmis higcbir immobilizasyon ya da biyosensor
¢alismasi bulunmamaktadir. Bu konu ile ilgili tim g¢alismalar ilk defa grubumuz tarafindan
yapilmistir. Proje cergcevesinde toplam 6 adet yayin yapilimistir. Hazirlik asamasinda olan da
1 adet yayinimiz bulunmaktadir. Yapilan ¢calismalar su sekilde 6zetlenebilir:

1. Literaturdeki biyosensorlere yonelik ¢alismalar, zeolitlerin mikron veya nano boyutta
olmalarinin, Si/Al orani farkhliklarinin, farkli tip zeolitlerin ve dolayisiyla farkh kanal
blayukltklerinin etkileri tam kapsamli olarak arastiriimaksizin sadece toz zeolitler Uzerinde
olmustur. Bahsedilen etkiler teklif edilen proje ¢ergcevesinde incelenmis ve bu zeolitlerden
SiO, ve cam Uzerinde organize bir sekilde olusturulmus ince filmlerin hem yapim
asamalari, hem de biyosensoér teknolojileri icin kullanim potansiyelleri ilk defa olarak
arastinimigtir (0ZTURK, 2009; GALIOGLU 2010; KIRDECILER 2011).

2. Farkl yuzeylerdeki zeolit tutunumlarinin sikliklari ve gugclerine etki eden faktorler ve
Ozellikle de mikrondan nano boyuta gegisin tim bunlar Gzerindeki etkileri ilk defa olarak
bu kadar kontrolll ylzeylerde ve farkli tip zeolitler Gzerinde ¢aligiimistir.

3. Elektron demet litografisi yontemiyle sekil verilecek zeolit ince film ylzeyleri ilk defa
gerceklestirilmistir. (OZTURK, 2009)

4. Toz zeolitler ve bu zeolitlerden olusturulmus ince filmler Uzerinde biyolojik molekullerin
immobilizasyonu; immobilizasyon potansiyellerinde karsilagilan farkliliklarin ne olduklari
ve hangi faktorlerden dolayi farklilik gosterdikleri ilk defa olarak karsilastirmali olarak
arastirilmigtir (SOY, 2010; GORUISHKINA 2010).

5. Belki de en dnemli ve benzeri olmayan calismalar, elde edilen tim bulgulardan gercek
anlamda ve yine gercek uygulamalara yonelik olarak ilk denemelerin yapiimasi
calismalaridir. Bunlarin gerceklesmesinde FP7 cercevesinde kabul edilmis ortakliklarimiz
ve bu projenin destekledigi arastirmaci degisimlerinden elde edilen bilgi ve deneyimlerin
katkilari suphesiz ¢cok dnemli olmustur. (SOY, 2012)
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2.6 Proje Raporunun Yapisi

Bu projede yapilan calismalar takip eden ve farkh is paketlerinden olugan uU¢ ana
bdlimde (Bolim 3, 4, 5) sunulmustur. Bolim 2.4’de 6zetlenen ve proje teklifinde sz verilen
ongoriler ve amaglarin herbiri; yani zeolit sentezi (Bélum 4.1), ylzey modifikasyonu (Bolim
4.2), ince film yapimi (Bolum 4.3), zeolitlerdeki biyomolekul tutunumu ve baglanmasi
calismalari (Bolium 4.4), biyosensor verilerinin eldesi ¢alismalari (Bolim 4.5) ve son olarak
nano/mikro-fabrikasyonu yapilmis ince filmlerden gercek uygulamalara yonelik ¢alismalar

(Bolim 4.6), ayri birer bélim olarak tek tek agiklanmistir. Batiin bu agiklamalarin sonunda da
konuyla ilgili 6neriler getirilmistir.
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BOLUM 3
GEREG VE YONTEM

3.1 Zeolit ve Zeo-Tip Malzemelerin Sentezi ve Karakterizasyonu

Proje boyunca, biyosensor, ince film ve hicre tutunum calismalarinda kullaniimak Uzere,
farklh 6zelliklere sahip zeolit ve silikalit érnekleri hidrotermal sentezleme yontemi kullanilarak
sentezlenmistir. Sentezi basariyla gerceklestirilien érneklerin karakterizasyonlari Taramal
Elektron mikroskobu (SEM), X-Isini Difraktometresi (XRD), Parcacik Boyut Analiz Cihazi
(PSD), Zeta Potansiyel ve Yuzey Alani ve Gozenek Boyutu Cihazi (BET) yontemleri
kullanilarak ODTU-Merkez Laboratuvarinda yapilmistir. Cihazlar ile ilgili detaylar
http://www.merlab.metu.edu.tr/laboratuvarlar  adresinden bulunabilir.  Proje  boyunca
sentezlenmis partikullerin listesi ve sentez kosullari Tablo 1’de verilmekte ve bahsi gecen
orneklere ait ayrintilar bir sonraki baslkta ayrintili olarak anlatiimaktadir.

Tablo 1: Calisilan zeolitlerin sentez kosullari.

Zeolit tipi Sentez Formiilii Sentezv F|r|__nlan_1a
Sicakhgi suresi

Zeolit A 2 um 1.94 Na,O : Al,O3 : 0.84 SiO, : 194 100°C 2-4 gun
H.,O: 2 TEA

Zeolit A4 um 1.94 Na,O : Al,O5 : 0.84 SiO, : 194 100°C 2-4 gln
H.O: 4 TEA

Zeolit A5 um 1.94 Na,O : Al,O3 : 0.84 SiO, : 194 100°C 2-4 giun
H,O: 6 TEA

Zeolit Beta 2.2 Na,O : AlL,O3 :x SIO, :4.6 (TEA), O 140 °C 5-7 gun

(Si/Al=x) :444 H,0

Silikalit-70 9TPAOH:25Si02:408H20:100EtOH 90 °C 20 saat

Silikalit-500 5 TEOS :1 TPAOH :500 H,0 140 °C 24 saat

SBA-15 1TEOS:0,017P123:0.6Mesitylene:KCI: 100 °C 24 saat

5,85HCI:165 H20

Zeolit A, literatirde her tirli galisma icin ¢cok fazla kullanilan bir malzemedir. Disuk Si/Al
orana sahip olmasindan dolayi (Si/Al~1) diger zeolit tiplerinden farklliklar gésterebilir. Si/Al
orani genig tutulamadigindan, bu tip bir zeolit Gzerinde c¢alisilabilecek en anlamli parametre
parcacik boyutu olacaktir. Bu sebeple, laboratuvarimizda 4 pym, 8 ym ve 11 um
boyutlarindaki zeolit A’lar, yukaridaki sentez kosullarinda ve kimyasal formiullerinde
degisiklikler yapilarak Uretilmistir. Tipik bir sentezde, Al kaynagi olarak sodyum hidroksit,
sodyum aluminat deionize su ile karistirilarak, 100 °C’lik firnda 50 dakika tutularak elde
edilmistir. Daha sonra farkli boyutlarda zeolit A elde etmek igin, yapinin temel yapi tasi
gorevini gbren trietanolamin Tablo 1’den hesaplanan oranlara gére Al kaynagina eklenmistir.
Si kaynagi ise, sodyum metasilikat pentahidratin su ile karistirlmasiyla olusturulmus ve Al
kaynagina katilp, karistirimistir. Reaksiyon 1-4 giin arasi 100°C’lik firnda gergeklesmistir.
Reaksiyon sonucunda elde edilen kristaller bazik bir solisyon igerisinde bulundugundan,
ornekler 3-4 kere saf suyla sentriflj edilip, en son dénglden sonra 70 °C’lik firinda
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kurutularak toz halinde elde edilmistir. Uretilen drnekler SEM, XRD ve PSD ydntemleriyle
karakterize edilmistir.

Zeolit Beta, literatlrde diger zeolit tiplerine oranla daha az galigiimaktadir. Bunun sebebinin
sentezinin ve/veya hazir olarak bulunmasinin ¢ok daha zor olmasidir. Ancak bu zeolit,
yuksek Si/Al oranli zeolit tipleri icinde yer almakla beraber ¢cok genis bir Si/Al aralijinda
sentezlenebilmektedir. Bu oran hem yuzeydeki —OH gruplarinin sayisal ve niteliksel
dagilimini etkilemekte, hem de hidofilik/hidrofobik 6zellikleri degistirmektedir. Bu iki 6zellik de
biyosensér uygulamalari icin énemli olabileceginden, ODTU laboratuvarimizda Si/Al oranlari
30, 50, 60 ve 120 olan zeolit Beta ornekleri, kimyasal formulleri degistirilerek yukarida
belirtilen kosullarda sentezlenmigstir. Tipik bir mikron Beta sentezinde, Al kaynagi igin
sodyumhidroksit ve sodyumaluminat deiyonize su icerisinde ¢ozilerek 100°C’lik firrnda 50
dakika tutularak hazirlanmistir. Bu Al kaynagina temel vyapi tasi ajani  olan
tetraetilamonyumhidroksit eklenmistir. Farkli Si/Al oranlarina sahip zeolit Beta elde etmek igin
Tablo 1’deki molar formullerden hesaplanan oranlarda Ludox, Al kaynagdina eklenmis ve
karistirilmistir. Hazirlanan jel otoklavlara alinarak 120 °C’lik firinda 7 gin tutulmustur. Nano
Beta sentezinde ise, aluminyumisopropoksit ve tetraetilamonyumhidroksit deiyonize su
icerisinde ¢ozulmustir. Fakli Si/Al oranlarina sahip zeolit Beta sentezlemek igin, Tablo 1°den
hesaplanan degerlere gore, Si kaynagi olarak TEOS bu sollisyona eklenmis ve 100 °C’lik
finnda 14 gln reaksiyon igin birakiimigtir. Reaksiyon sonucunda elde edilen kristaller bazik
bir solisyon igerisinde bulundugundan, érnekler 3-4 kere saf suyla santriflij edilip, en son
dénguiden sonra kurutularak 70 °C’lik firnda toz halinde elde edilmistir. Uretilen érnekler
SEM, BET, Zeta Potansiyel ve XRD yontemleriyle karakterize edilmistir.

Silikalit érnekler biyosensorler igcin en ¢ok arastirilan 6rneklerdir. Tamamen hidrofobik
olmalarindan dolayi farkli calismalarda kullaniimaktadirlar. Bu ¢alisma boyunca projemizde
de bu ornekler farkli boyutlarda sentezlenerek ylzey alanlarindaki farkliliklarin pratik
uygulamalar igin bir dneminin olup olmayacagi arastirilacaktir. Bu amag igin, 500 nm ve 70
nm boyutlarindaki iki silikalit 6rnegi farkli kimyasallar kullanilarak, farkli sentez sicakliklari ve
firnlama surelerinde sentezlenmislerdir (Tablo 1). Silikalit kristalleri molar kompozisyonu 1
TPAOH : 4 TEOS : 350 H,O olan karisimdan hidrotermal olarak sentezlenmistir. Bu
sentezde, tetraetilortosilikat (TEOS), sekil verici ajan (SDA) olan tetrapropil ammonyum
hidroksit (TPAOH) ile saf suda 5 dakika el ile karistiriimistir. Olusan beyaz ve yogun jel, 10
mL hacimli i¢i Teflon kapli, paslanmaz ¢elik otoklavlara yerlestiriimistir. Statik sentez 1 gln
403 K sicaklhkta gerceklestiriimis olup, sentez drlnlerinin oda sicakligina sogumasi
beklenmigstir. Ardindan filtreden gegirilen Grtn, saf sui le yikanmis ve 70 °C’de bir gece
kurutulmustur.

SBA-15 parcaciklari molar formilt 1 TEOS : 0.017 P123 : 0.6 Mesitylene : 1 KCI : 5.85 HCI :
165 H,O olan karisimdan hidrotermal ydontem ile sentezlenmistir. Hazirlanisi sirasinda
potasyum Klorit, hidroksil klorit, mesitilen ve tetraetilortosilikat (TEOS), saf su igerisinde
¢6zulmus ve 5 dakika elde galkalanmigtir. Olugsan beyaz yogun jel 10 mL hacimli i¢i Teflon
kapli, paslanmaz celik otoklavlara yerlestiriimis, 35 °C’de 24 saat bekletilmistir. 24 saatin
ardindan, otoklavlar 100 °C'de 24 saat bekletilerek sentez tamamlanmistir. Sentez
drtnlerinin oda sicakligina sogumasi beklenmistir. Ardindan filtreden gegirilen Grin, saf su ile
ylkanmig ve 70 °C’de bir gece kurutulmustur. Sentezlenen 6rneklerin karakterizasyonu SEM
ve BET kullanilarak yapilmigtir.

3.2Yuzey Modifikasyonu ve Karakterizasyonu

Yukarida sentez kosullari verilmis zeolit orneklerinin yuzey gruplart 3-Aminopropiltrietoxisilan
(APTES) kullanilarak asagida sematik olarak anlatilan geri akim yontemiyle degistiriimis ve
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karakterizasyonlari ODTU-Merkez Laboratuvarindaki Zeta Potansiyel ve Mobilite Olgiim
Cihazi kullanilarak yapilmistir.

Geri akim yonteminde zeolit drnekleri ve APTES kimyasali sisteme konularak, Argon gazi
altinda sicaklik 100 °C ye getiriimis ve 2 saatin sonunda zeolit 6rnekleri filtrasyon ile
toplanmistir (Sekil 7). Literatirde birbirinden farkh birgok prosedurin bulunmasi sebebiyle iki
farkli makale referans olarak secilmis ve hangi yéntemin daha uygun oldugu Zeta Potansiyel
yontemi ile belirlenmistir. Bu ilk adimdan sonraki butin ylzey modifikasyon caligmalari,
belirlenen yontem kullanilarak yapilmistir.

Argon
1
su ¢ikigi
e
termometre |r
su girigi
\ " zeolitrAPTES
100 °C’de su Ej

B ol

—" 1
Sekil 7: Yizey Modifikasyonu i¢in Kullanilan Geri Akim Sistemi.

3.2.1 Zeolit Beta ve SBA-15’in Modifikasyonu

Projenin ilk donemlerinde sentezlenen zeolit Beta ve mezo gbézenekli SBA-15 ornekleri
yukarida bahsi gecen geri akim yontemi kullanilarak modifiye edilmis ve (-OH) olan ylzey
gruplar (-NH;) gruplari ile degistiriimistir. Boylelikle protein immobilizasyon calismalarinda
yuzey gruplarinin ve ylzey yukunun etkisi arastinimigtir. Bahsi gecen etkilere ek olarak,
kullanilan yéntemin mezo gbézeneklere sahip SBA-15 dérneklerinde gbézenek boyutuna etkisi
de yapilan galismalardan bir digeridir. Boylelikle ayni malzemeyle ayni anda hem gézenek
boyutunun hem de yilzey yukinun protein immobilizasyonu Uzerine etkisinin arastiriimasi
mamkuin olmustur.
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3.2.2 iyon Degisimi Calismalari

Zeolitlerin igerisindeki iyonlarin degistiriimesi amaciyla, projenin ilk dénemlerinde sentezleri
basariyla gergeklestiriimis Na-Beta parcaciklarinin icerisinde bulunan Na katyonlari da
literatlirde sikga kullanilan iyon degistirme yontemleri kullanilarak Ca, Co, Cu, Mn, ve Mg
katyonlari ile degistiriimistir. BOylece elde edilen modifiye malzemelerle, iyon degigsminin
protein immobilizasyonu (zerine etkisi ayrintili olarak arastirilabilmistir. iyon degisimi
proseduriinde ise, zeolit drnekleri, degisimi yapilmak istenen iyonlarin nitrat tuzlari ile 3 saat
boyunca, 80 °C de karistirilmis ve ornekler filtrasyon sistemiyle toplanmistir. Elde edilen
ornekler Ca-Beta, Co-Beta, Cu-Beta, Mn-Beta ve Mg-Beta olarak isimlendiriimislerdir.

3.2.3 Isil igslem Galigsmalari

Zeolitlerin ylzey gruplarinin sayisi ve c¢esidinin degistiriimesi amaciyla, projenin ilk
doénemlerinde sentezleri basariyla gergeklestiriimis Na-Beta-50 partikulleri literattrdeki buna
benzer galismalara dayanarak (AKATA, 2004) 3 farkli ydntem kullanilarak kalsine edilmis ve
kalsine edilen drnekler FTIR teknidi ile karakterize edilmistir. Adi gegen zeolitlere uygulanan
sicaklik prosedurleri agsagidaki gibi 6zetlenebilir:
e Ik kalsinasyon prosediiriinde zeolit drneklerinin sicakhg 500 °C’ye dakikada 1 °C
arttirllarak ¢ikarilmis ve bu sicaklikta 6 saat tutulmuslardir. Elde edilen drnekler
BEA-1 olarak isimlendirilmistir.
e |kinci prosediirde ise zeolit érneklerinin sicakligi 700 °C’ ye dakikada 10 °C
arttirillarak ¢ikarilmis ve bu sicaklikta 6 saat tutulmuslardir. Elde edilen &rnekler
BEA-2 olarak isimlendirilmigtir.
e Uclincii ve son prosedirde ise ilk iki ydnteme benzer sekilde, zeolit érneklerinin
sicakhigi 700 °C’ ye dakikada 1 °C arttirilarak cikarilmis ve bu sicaklikta 6 saat
tutulmuslardir. Elde edilen érnekler ise BEA-3 olarak isimlendirilmigtir.

3.3 ince Film Caligsmalari

Zeolit ve zeo-tip malzemelerin bahsedilen avantajlarinin gergek bir uygulama alaninda
denenmesi ve sahip olduklari bu avantajlarin anlamh bir veriye dénUsturilmesi, ancak
sentezlendiklerinde toz olan bu malzemelerden Kkaliteli ince filmlerin elde edilmesiyle
mumkun olabilir. Kaliteli demek, organize, kalinhdi ve tipi kontrol edilebilir, daha sonradan
kullanilacaklari amag dogrultusunda film Gzerinde bagka bir kimyasal ortam olmayan filmler
olarak ézetlenebilir. Bu amag¢ dogrultusunda, projemiz c¢ergevesinde, literatirde var olan ve
zeolitlere uygulanabilir tim ince film yapim teknikleri arastiriimis ve ¢ok gliizel sonuglar elde
edilmistir. ince filmler temel olarak SiO,, SisN, altin kaph yiizeyler ve cam Uzerinde
olusturulmusglardir. Olusturulan farkl zeolit filmlerinden biyosensdrlere yonelik veriler de yine
farkli sistemler kullanilarak (Ureaz, butirilkolinesteraz, vs.) alinmistir. Bu galismalarin genel
olarak c¢ikis noktasi, elektrot ylzeylerinde vyapilan dedisikliklerin ve standart enzim
membranlarina zeolit eklenmesiyle elde edilen yeni membranlarin ylzeye uygulanis
bicimlerinin biyosensorler tarafindan alinan verileri bluylk oranda etkilemesinden ileri
gelmektedir. Bu nedenden dolayi, projenin amacina yonelik olarak yapilan ince film ve
immobilizasyon calismalari bu yénde hiz kazanmistir. Ukraynali ortaklarimizin standart
yontemlerle hazirladiklari metodlara alternatif metodlar Uretilmis ve gelistiriimistir. Genel
olarak olusturulan ince filmlerin biyosensdr uygulamalarinda test edilmeleri sirasinda olugan

farkli ince filmler Sekil 8'de sematik olarak gosterilmiglerdir.
e Standart membran hazirlama yonteminde kullanilan karisima (Sekil 8-A)
zeolitlerin karistirlilmasiyla hazirlanan “zeolit eklenmis standart membran” larin

(Sekil 8-B) hazirlanmasi.
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o Zeolitlerin biyosensoér elektrot yilzeylerine daldirarak kaplama (dip-coating)
yontemiyle tutturularak, enzim ve gluteraldehit (GA) iceren (¢capraz bag olusumu
icin) standart membranin bu ylzeye uygulanmasi ile hazirlanan yizeyler
(standart membranli zeolit ince filmi - Sekil 8-C).

e Zeolitlerin biyosensor elektrot yuzeylerine daldirarak kaplama yontemiyle
tutturularak, bu ylzey Uzerine enzimin baska hicbir kimyasal karisim olmadan
eklenmesi ile hazirlanan ylzeyler (enzimli zeolit ince filmi — Sekil 8-D).

Bu membranlarla alinan kondiktometrik sonuclar ise raporun devaminda (Bolim 4.5.2)
anlatilmaktadir.

A) Standart membran Zeolit eklenmis
(enzim+GA) standart membran

(enzim+GA+zeolit)

C) Standart membranli D) Enzimli zeolit
zeollt ince filmi ince filmi

Sekil 8: Zeolit kullanilarak hazirlanan elektrotlarin sematik resimleri.

3.3.1 Zeolitlerin Yiuzeylere Farkli Yontemlerle Tutturulmasi

Ozellikle silikon gip teknolojilerinde siklikla kullanilan bir yéntem olan “déndirerek kaplama”
yonteminin (spin coating) yanisira, “ultrasonik karistirma” yéntemi ve “dogrudan tutturma”
yontemleri, zeolitlerin ylzeye tutturulmasi igin uygulanan yoéntemlerdendir. Bu prosedurler
asagida detayli olarak aciklanmistir.

3.3.1.1 Dondiirerek Kaplama Yontemi

Doéndurerek kaplama ydénteminde, kitlece %3 IUk IPA (izopropil alkol) icerisinde zeolit
suspansiyonu kullaniimistir. Zeolit sispansiyonu o6rnekler Uzerine damlatiimig, ardindan
dondurerek kaplama cihazinda 1500 tur/dakika hiziyla ve 40 saniye sureyle gevrilmistir.
Ardindan ornekler firinda 100 °C’de 5 dakika sire ile bekletilerek kurutulmustur. Bu islemler
her deneyde Ucer kez tekrarlanmistir.

3.3.1.2 Ultrasonik Karigtirma Yoéntemi
Ultrasonik karistirma ydnteminde tolien igerisinde kitlece % 3’lik zeolit stspansiyonu

hazirlanip bir beher icerisine yerlestiriimistir. Beher icine yerlestirilen bu suspansiyon
ultrasonik banyo icerisinde mumkin oldugunca homojen bir karisim olusturuluncaya kadar
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bekletilmistir. Ardindan drnekler bu beherin i¢ine atilmis ve 10 dakika boyunca ultrasonik
banyo igerisinde tutulmustur. Son olarak érnekler aseton yardimiyla temizlenmis ve kuru N,
gazi yardimi ile kurutulmuslardir (LEE, 2005).

3.3.1.3 Direk Tutturma Yontemi

Silikon plakalar 2 cm x 2 cm ebatlarinda kesilip temiz bir kagit Gzerine yerlegtirilir. Yaklasik 2
mg kadar toz halindeki zeolit 6rnekler Gzerine dokulir. Ardindan zeolitler isaret parmagi
yardimiyla 6rnek Uzerine hafifce bastirilarak kibarca yayilir (LEE, 2007). Kaplamanin diizgin
olup olmadigi optik mikroskop yardimiyla kontrol edilir. Dizgin kaplama saglandiginda
zeolitlerin tam tutulmasinin saglanmasi igin ornekler 100 °C’deki firnda 30 dakika
bekletilerek hazirlanmis olurlar.

3.3.2 Mikrofabrikasyon ve Zeolit Desenlerinin Olugturulmasi

Bolum 3.3.1°de bahsi gegen 3 yontemin herbiri, mikrofabrikasyon ve zeolit desenlerinin SiO,
yuzeyleri Uzerinde olusturulmasi icin arastiriimis ve test edilmislerdir. Bunlar kisaca su
sekildedir:

3.3.2.1 Elektron Demet Litografisi ile Uretim

3” Silikon levha o6ncelikle istenilen ebatlarda pargalara ayrilir. Ardindan o6rnekler, %3
konsantrasyonunda seyreltilmis polimetilmetakralat (PMMA) ile 40 saniye ve 5000 tur/dakika
ile dondurerek gevirici cihazda kaplanmistir. Ardindan firinda 160 °C’de yarim saat bekletilen
bu érnekler elektron demet litografisi cihazinda istenilen sekilde islendikten sonra ¢ozicl
olan metilizobutilketon (MIBK) / izopropilalkol (IPA) ¢ozeltisi icerisinde bekletilerek, elektrona
maruz kalan bolgelerdeki polimerlerin ¢ozllmesi beklenmigstir. Zeolitlerin, daha o6nceki
galismalarda en basarili sonuglari veren yontem olan direk tutturma yontemi ile ylzeylere
tutunumu saglanmistir. Direk tutturma yontemi uygulandiktan sonra zeolitlerin ylizeye tam
tutunumunun saglanmasi igin, 6rnekler 30 dakika sire ile 100 °C’'de firinlanmistir. Firindan
alinan drnekler, kalan PMMA'in ¢ézlulmesi igin aseton igerisinde ultrasonik banyoda kisa sire
tutulmustur. Ornekler saf su ile temizlenmis ve N, gazi ile kurutularak, son Uriin ortaya
cikmigtir. BUtlin bu prosesin sematik akisi Sekil 9'da verilmistir.

e-demet litografi

PMMA ! |’
=) =

Zeolit tutturma

I
§§ kaId:r:a §

Sekil 9: Zeolit kristallerinin SiO, ylzeylerindeki fabrikasyonunun sematik gésterimi.
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3.3.2.2 Fotolitografi ile Uretim

3” Silikon levha oncelikle AZ 5214 adli fotorezist ile 7000 rpm’de 90 saniye sure ile
dondurilerek kaplanmistir. Bu proses sonucunda olusan fotorezist kalinhdi yaklasik 2 pum
olmaktadir. Kaplanan plakalar OAl model 200 Mask Aligner cihazi yardimiyla daha énceden
hazirlanmis maskeler kullanilarak 5 saniye UV isi§a maruz birakilmistir. Ardindan plakalar
AZ 726 isimli solisyonda ile 10 saniye kadar banyo edilerek, UV isiga maruz kalmis
alanlardaki fotorezistin ¢dziilmesi saglanmigtir. Ornekler direk tutturma yéntemi kullanilarak
zeolit ile kaplanmig, ardindan zeolitlerin tam tutunumunun saglanabilmesi icin 6rnekler 30
dakika sire ile 100 °C’de firnlanmistir. Bu islemin ardindan zeolit kapli levhalar aseton
icerisinde bekletirerek kalan fotorezistlerin ¢ézilmesi ve zeolit mikrodesenlerinin ylizeyde
kalmasi saglanmistir. Yapilan islemler sematik olarak Sekil 10’da gdsterilmigtir.

Mask Alignment
&
Photoresist Coating Photolithograpy

A, ™ ——— =

Development

Direct Attachment
of
Photoresist Stripping Zeolite

Sekil 10: Zeolit kristallerinin SiO, yuzeylerinde fotolitografik yontemle fabrikasyonunun
sematik gosterimi.

3.3.2.3. Cift Kath Zeolit Desenlerinin Olusturulmasi

Hidrofilik ve hidrofobik &zelliklerin SiO2 ylzeyler Uzerinde kontrolli olugturulmasinin
calisilmasi amaciyla Si/Al orani yaklasik 1 olan zeolit A ve Si/Al orani sonsuz olan, yani hig
Al icermeyen silikalit nanoparcaciklari da bu ylzeyler Ugzerindeki desen c¢alismalari
yapiimistir. Genel hatlariyla bu iglem 3.3.2.1 bdlimune benzemekle beraber, yapilan islemin
prosesi sematik olarak Sekil 11’da gosterilmigtir.
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Sekil 11: Cift kath zeolit desenlerinin olusturulmasinin sematik gésterimi.

3.4 immobilizasyon Galigmalari

3.4.1 Adsorpsiyon Caligmalari

Proje boyunca gergeklestirilen immobilizasyon ¢alismalarinin ilk kismi, farkl 6zelliklere sahip
proteinlerin yine farkli o6zelliklere sahip zeolitler Uzerine fiziksel adsorpsiyonunu
kapsamaktadir. Bu calismanin literatlrdeki diger calismalardan en buylk farki, degisik
morfolojilere sahip zeolitleri karsilastirmak yerine zeolit tipinin sabit tutuldugu ve arastiriimak
istenen dzelliklerinin basamak basamak degistirildigi bir yol izlenmis olmasidir (WALCARIUS,
1998; WALCARIUS, 1999; LIU, 1999; MARKO-VARGA, 1996).. Boylece farkh morfolojilere
sahip zeolitlerin karsilastiriimalarindan dogacak karisikliklarin énine gecgilmeye ¢aligiimistir.
Belirli oranlarda hazirlanan protein ve zeolit solusyonlari 2’ser saat boyunca oda sicaklijinda
ve farkh pH’larda karistirilarak sentrifiij edilmis ve Ustte kalan siipernatant kismi ODTU-
Merkezi Laboratuvar'da bulunan UV-VIS Spektrofotometresiyle dlcllerek ne kadar proteinin
zeolitlere baglandid1 hesaplanmistir.

34.1.1 Si/Al Oraninin Etkisi

Zeolitlerin Si/Al oranlarinin protein-zeolit iligkisini nasil ve hangi derecede etkilediginin
arastirlmasi  amaciyla, projenin ilk doénemlerinde sentez ve karakterizasyonlari
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gerceklestirilen  farkli Si/Al oranlarina (30, 50, 60 ve 120) sahip zeolit Beta o6rnekleri
kullaniimistir. Kullanilan 6rnekler Na-Beta-30, Na-Beta-50, Na-Beta-60 ve Na-Beta-120
olarak adlandiriimistir (Tablo 1).

3.4.1.2 Pargacik Boyutunun Etkisi

Zeolitlerin parcacik boyutlarinin ve ylzey alanlarinin protein-zeolit iligkisini ne derecede
etkilediginin arastiriimasi amaciyla ise farkli parcacik boyutuna sahip zeolit A (2, 4 ve 5
mikrometre) ornekleri immobilizasyon calismalarinda kullaniimak Uzere LTA-2, LTA-4 ve
LTA-5 olarak adlandiriimiglardir.

3.4.1.3 Ortamdaki pH’In Etkisi

Ortamdaki pH’in protein-zeolit davraniglarini ve iligkisinin nasil etkilediginin arastirilabilmesi
amaciyla asidik (pH: 4), nétral (pH: 7) ve bazik pH’lara (pH: 11) sahip tampon c¢ozeltiler
kullaniimis ve alinan sonuglar ayrintili olarak anlatiimistir.

3.4.1.4 Yizey Yiikuniin Etkisi

Zeolitlerin ylzey gruplarinin ve vyuklerinin, protein immobilizasyonu Uzerindeki etkisinin
arastirilabilmesi amaciyla ylizey gruplari NH; ile degistirilmis zeolit Beta érnekleri kullaniimis
ve elde edilen sonuglar bulgular kisminda ayrintili olarak tartisiimistir. Hazirlanan érnekler
Na-Beta-NH, olarak adlandiriimigtir.

3.4.1.5 Gozenek Boyutunun Etkisi

Parcaciklarin gbzenek boyutlarindaki degisikligin  protein-zeolit iligkisini ne derece
etkilediginin arastirilabilmesi amaciyla, projenin 3. déneminde sentezi gerceklestirilen farkli
gbzenek boyutuna sahip silikalit ve SBA-15 érnekleri kullaniimistir.

3.4.1.6  Zeolit igerisindeki iyonlarin Etkisi

Zeolit Beta parcaciklarinin dogdal yapisinda bulunan Na iyonlari, Ca, Co, Cu, Mg ve Mn
iyonlari ile degistirilerek, bu degisimin protein-zeolit iliskisini nasil etkiledigi arastiriimis ve
hazirlanan drnekler Ca-Beta, Co-Beta, Cu-Beta, Mg-Beta ve Mn-Beta olarak adlandiriimistir.
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Tablo 2: Calisilan tim zeolitlerin igin kullanilan kodlar ve amaglari.

Zeolit Kodu Yapilan islem / galisilan parametre

Si/Al oraninin degigtirilmesi / ylzey asidik

Na-Beta-30/40/50/60/120 . A oo .
gruplarinin biyosensor verilerine etkisi

Parcacik boyutunun degistiriimesi / pargacik

LTA2/475 boyutunun biyosensér verilerine etkisi
BEA-120-NH, Silanlama / ylzey gruplarinin degisiminin
SBA-15-NH, biyosensor verilerine etkisi

NH,-Beta-30/50 Na-Beta &rneklerine 6nce  amonyakh
H-Beta-30/50 ortamda iyon degisimi uygulanir (NH4-Beta)

ve istenildigi takdirde kalsinasyona tabii
tutulur (H-Beta). Bdylece ylzey gruplarinin
asidik Ozellikleri degistiriimis ve
konduktometrik biyosensor verilerinde bir
farklilik yaratip yaratmadiklari incelenmistir.

Tamamen silika iceren ve hi¢ Al icermeyen
biri mikrogdzenekli dijeri de mezogdzenekli
malzeme Uretimi / Go6zenek boyutunun
biyosensor verilerine etkisi

Silikalit / SBA-15

Amperometrik biosensdr c¢alismalari igin
parcacik boyutu ve ylzey alaninin etkisi
acisindan arastiriimistir

Silikalit 70 / Silikalit-500

iyon degisimi / farkli iyonlarin biyosensor

Ca/Co/Cu/ Mg/ Mn-Beta L -
verilerine etkisi

Na-Beta-50'nin farkh protokollerle

BEA-1/BEA-2 / BEA-3 kalsinasyonu sonucu olusturulan farkl
miktarlardaki asidik —OH gruplarinin ISFET
biyosensor verilerine etkisi

3.5 Biyosensor Caligmalari

Projenin ilk dénemlerinde sentezlenmis, modifikasyonlari ve karakterizasyonlari yapiimis
zeolit drnekleri kullanilarak kondiktometrik, amperometrik ve ISFET tipli biyosensoérlerde,
biyosensor performansi (¢alisma stabilitesi, biyosensér émri ve inhibisyon calismalari)
verileri alinmis ve yapilan modifikasyonlara ek olarak biyosensér performansinin daha fazla
arttirilabilmesi amaciyla elektrot ylzeylerine ¢esitli protein tutturma teknikleri denenmisgtir.

3.5.1 Amperometrik Biyosensor Verileri

Amperometrik 6lcim almak amaciyla, elektrokimyasal polimerizasyon igin kullanilan polimer
solusyonunun igerisine, agirlikga %5 zeolit eklenerek elektrotun yuzeyine bir miktar damlatilir
ve kullanilmaya hazir hale getirilir. Referans elektrotta ise proteinlerin kullaniimadigi ama
diger hergeyin ayni kaldigi solusyon kullanilir. Olglimler, proje gergevesinde kurulan ve Sekil
3’de gosterilen sistem kullanilarak alinmigtir.
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3.5.2 Konduktometrik Biyosensor Verileri

Konduktometrik 6lgim almak amaciyla hazirlanan tampon ¢oézelti igerisine, agirlik¢a %5
protein ve %5 zeolit eklenerek elektrotun ylzeyine bir miktar damlatilir ve kullaniimaya hazir
hale getirilir. Referans elektrot kismina ise, ayni solusyonun protein icermeyeni hazirlanarak
damlatilir. Olgtimler, proje cercevesinde kurulan ve Sekil 5°de gdsterilen sistem kullanilarak
alinmistir.

3.5.3 ISFET Tip Biyosensor Verileri

Kondiktometrik 6lcim almak amaciyla hazirlanan ¢dzeltisinin aynisi ISFET ¢alismalarinda
kullaniimistir. Tampon ¢ozeltinin igerisine, agirhkca %5 protein ve %5 zeolit eklenerek
elektrotun ylzeyine bir miktar damlatiimis ve kullanilmaya hazir hale getirilmistir. Referans
elektrot kismina ise, ayni solusyonun protein igcermeyeni hazirlanarak damlatiimigtir.
Boylelikle iki elektrot arasindaki potansiyel fark 6lgilebilmistir. Olglimler, proje gergevesinde
FP-7 proje ortaklarimizin bizim icin Urettikleri ISFET elektrotlari kullanilarak (Sekil 6)
alinmistir.

3.6 Gergek Uygulamalara Yonelik Galigmalar: Hiicre Tutunmasi ve Cogaltma
Caligsmalari

Bu calismada amaclanan, bundan dnce anlatilan ve elde edilen tim veriler i1s1ginda, ilk kez
sistematik bir gekilde Ornekler Uzerindeki zeolit miktarinin degisiminin ve kalsinasyon
isleminin hdcre g¢ogalmasi Uzerine etkilerinin iki degisik zeolit tipi ve iki hlcre tipiyle
arastirilmasidir.  3-[4, 5-dimethylthiazol-2-yl]-2, 5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)nin
indirgenmesi hlcre icerisinde bulunan mitokondriyal dihaydrojenez enzimleri tarafindan
gerceklestigi icin, dolayll yoldan hucre canlhihdi hakkinda bilgi vermektedir. Bu calismada
hicre canlihginin goézlenebilmesi igin MTT testi 24, 48 ve 72 saatlik periyotlarda
uygulanmistir. Hlcreler 24 kuyulu hicre kultar plaklari icerisine yerlestiriimis ve Gzerlerine
2x10* hiicre/kuyu, 800 pl besi ortami icerisinde eklenmistir. MTT eklenene kadar hiicreler 37
°Cde %5 CO, igeren inkUbatorde bekletiimis, her 48 saat sonunda besi ortami
degistirilmistir. Fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) igerisinde 5mg/ml konsantrasyonunda
hazirlanmisg 10 pyl MTT (3-[4, 5-dimethylthiazol-2-yl]-2, 5-diphenyltetrazolium bromide) tim
kuyulara 24, 48 ve 72 saatlik periyotlarda eklenmigtir. Ardindan MTT molekillerinin hlcre
icine alinabilmesi icin hicreler inklbatorde 4 saat bekletilmistir. 1 cm x 1 cm sekilde kesilmis
ornekler kaltlr plagindaki kuyularin tamamini kaplamadigi i¢in bazi hicreler kuyu tabanina
veya yan duvarlarina yerlesip oralarda cogalabilmektedir. Bu ylzden, sadece drnekler
Uzerindeki hlcrelerin sayisini 6grenebilmek icin drnekler 4 saatlik inkibasyonun ardindan
yeni bir 24 kuyulu kiltir plagina alinmistir. Orneklerin tizerine 100 pl dimetil filtoksit (DMSO)
eklenmis ve DMSO’nun hicreler igerisinde olugsan formazani tam olarak ¢dzmesi
beklenmigtir. Cézinme isleminin ardindan, spektroskometre yardimiyla 570 nm’de
absorbans degerleri okunmustur. Bu c¢alismalar sonucunda bulunan sonuglar tim
detaylariyla Bolum 4.6’de agiklanmigtir.
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BOLUM 4

BULGULAR

4.1 Zeolit ve Zeo-Tip Malzemelerin Sentezi

Farkli tipteki biyosensor verilerinin zeolitlerin kullanimiyla degerlendiriimesi, sistemlerin
optimizasyonu, farkli biyosensérlerin ¢alisma prensiplerinin  6grenilmesi ve ileri hicre
¢alismalarinda kullaniimasi amaciyla farkh tipte zeolitler proje kapsaminda basariyla
sentezlenmislerdir (Tablo 1). Sentezlenen farkli buytkllklerdeki zeolit A, farkli hidrofobik
Ozelliklerdeki zeolit Beta (diger bir deyigle farkli Si/Al oranlarinda) ve iki farkh boyuttaki
silikalit drneklerinin sonuglari asagida tartisiimistir.

4.1.1. Mikron Zeolit A

Sentezlenmis zeolit-A parcaciklarinin SEM resimleri Sekil 12’de verilmistir. Bu resimler zeolit
A kristallerinin tipik olarak kibik olan morfolojilerini de gdstermektedir. Bdylece projede de
hedeflendigi gibi farkli parcacik boyutuna sahip zeolit A kristalleri, Sekil 14’ de gdsterilen
parcacik boyutu analizi sonuglari ile uyumlu bir sekilde elde edilmigtir.

Sekil 12: Farkh boyutlarda sentezlenmis Mikron-Zeolit A, LTA-2 (A), LTA-4 (B) ve LTA-5 (C)
SEM Mikrografikleri.
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Sekil 13: Sentezlenmis Mikron- Zeolit A XRD Deseni.

Sekil 12 ve 13’de goruldagi Gzere mikron boyutlardaki zeolit A drnekleri Tablo 1’de anlatilan
yontem kullanilarak sentezlenmistir ve elde edilen XRD deseni literatlirdeki zeolit A érnekleri
ile uyum saglamaktadir (ZHU, 1998). Boylelikle, zeolit buyukliginin protein baglanmasina
etkisinin ¢alisiimasi icin gereken 3 farklh boyuta sahip zeolit A (2 ym, 4 ym ve 5 pym) érnekleri
basariyla elde edilmigtir.
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0,2

0 T T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 3] 8

Normalize edilmis pargacik sayisi

Parcacik boyutu (um)

Sekil 14: Sentezlenmis Mikron- Zeolit A Orneklerinin Tanecik Boyutu Analizi, 2 ym (A), 4 um
(B) ve 5 um(C) .
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Sekil 14’de goéruldaga Gzere farkh tanecik boyutuna sahip (2 ym (A), 4 um (B) ve 5 um(C))
zeolit A drnekleri, sicaklik ve firinlama sureleri ayni tutulup kimyasal formullerinde farkhliklar
yapilarak basariyla sentezlenmistir. Sentezlenen drneklerin parcacik boyut dagihmlari PSD
yontemi kullanilarak karakterize edilmigtir. Elde edilen bu orneklerin yuzey ozellikleri ise
Tablo 3'de 6zetlenmistir.

Tablo 3: Zeolit A mikrokristallerinin yizey 6zellikleri.

Ornek  Si/A2  Par. Siotal Sexr Goézenek Ylzey yik
ismi Boyu (m%g)® (m?g) Hacmi durumu
(um)® ¢ (cclg)® (mV)’
LTA-2 ~1 2 557 192 0.23 -10.5
LTA-4 ~1 3.8 550 188 0.23 -16
LTA-5 ~1 5 513 193 0.22 -22.2

& EDX ile dlgilmustir.

b API Aerosizer LD ile Slgilmustiir.

€ Coknoktall BET ile élgilmustiir.

d t-plot yontemi ile élgtimustur.

€ Saito-Foley (SF) yontemi ile élgilmustir.
! Zeta potansiyel ile pH 7'de dlciimstur.

Tablo 3’'de gdsterilen sonuglara goére, zeolit A érneklerinin higbiri Si/Al orani, dis ylzey alani
(Sext) ve gozenek hacminde ¢ok belirgin bir farkllik géstermemistir. Ancak, parcacik boyutu
arttikga, toplam yiizey alani (Sw) 557 m?g’dan 513 m?/g’a diistigii gdzlenmistir.

4.1.2. Zeolit Beta

Proje boyunca devam eden biyosensér c¢alismalarinda hidrofobik ve hidrofilik 6zelligin
proteinler Gzerindeki etkisinin anlasilabilmesi amaciyla farkli Si/Al oranina sahip zeolit Beta
ornekleri sentezlenmis ve karakterizasyonlari, XRD, SEM, Zeta Potansiyel ve BET teknikleri
kullanilarak yapilmigtir. Farkli Si/Al oranlarinin kullaniimasinin sebebi, zeolitin hidrofobik ve
hidrofilik 6zelliklerini kontrolll bir sekilde degistirebilmektir. Sekil 15 ve 16’da goruldugu tzere
4 farkh Si/Al oranlarina (30, 50, 60 ve 120) sahip zeolit Beta 6rnekleri, sicaklik ve firinlama
sureleri ayni tutulup kimyasal formulleri degistirilerek proje boyunca basariyla
sentezlenmistir. XRD deseni literatirdeki zeolit Beta o6rnekleriyle uyum saglamaktadir
(NARASIMHARAO, 2006).
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Sekil 15: Sentezlenmis Farkli Si/Al Ozellikli Zeolit-Beta Orneklerinin SEM Mikrografikleri,
Si/AI=30 (A), Si/AlI=50 (B), Si/Al=60 (C), Si/Al=120 (D).
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Sekil 16: Sentezlenmig Farkli Si/Al Ozellikli Zeolit-Beta Orneklerinin XRD Desenleri.
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Sekil 15’de gosterilen SEM mikrografiklerine gore, zeolit Beta drnekleri tipik olarak kesilmis
bi-piramidal yapili morfoloji géstermislerdir. Pargaciklar yaklasik olarak 0.7-1.2 uym pargacik
boyutu araligindadirlar. Bu durum, Sekil 17°de gosterilen parcacik boyut analizleriyle de
uyum icerisindedir.
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Sekil 17: Sentezlenmis Zeolit Beta Orneklerinin Tanecik Boyutu Analizi .
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Sekil 18: Sentezlenmis Farkli Si/Al Ozellikli Zeolit-Beta Orneklerinin Zeta Potansiyel
Grafikleri.

Sekil 17 ve 18de goérlldigu Uzere Si/Al oraninin degismesi pargacigin ylizey alaninini ve
yuzeyindeki gruplarin dagilimini buytk olglide etkilemektedir. 30, 50, 60 ve 120 Si/Al
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oranlarina sahip zeolit Beta orneklerinin herbirinden, farkli ama birbiriyle orantili sonuglar
elde edilmistir. Sekil 17 ve 18’'deki sonuclara gore, proteinlerin baglanacagi ylzeydeki negatif
gruplarin yizey alanlariyla dogru orantili olarak degismekte oldugunu gdstermektedir.
Proteinlerin bu negatif gruplarla nasil bir etkilesim icine gireceginin ve bu etkilesimin nasil
geligtirilebileceginin aciklanabilmesi icin bir sonraki basamaga gecilmis, negatif ylzey
gruplari APTES araciligi ile —OH’dan —NH,’'ye degistiriimis ve karakterizasyonlar bitirilmistir
(Bolum 4.2, Sekil 22).

Tablo 4: Zeolit A mikrokristallerinin yuzey 6zellikleri.

Ornek ismi Si/Al2 Par. Boyu Stotal SexT Gozenek Yiizey yiik
(um)2 (m?g)¢  (m?%g)? Hacmi durumu
(cclg)® (mV)!
BEA-30 97+1.0 450 260 144 0.11 -62
BEA-50 17.7+1.8 700 460 579 0.19 -89
BEA-60 148+1.5 600 360 703 0.15 -65
BEA-120 20.3+2 650 495 726 0.2 -70

& EDX ile dlgllmustar.

2 API Aerosizer LD ile Olcllmaustir.

€ Coknoktall BET ile élglmustir.

4 t-plot yontemi ile dlgiilmiistir.

¢ Saito-Foley (SF) yontemi ile 6lgtimstir.
! Zeta potansiyel ile pH 7°de dlgiimustir.

Bunlara ek olarak Tablo 4’de gosterilen sonuglara gore, farkh Si/Al oranlari elde etmek icin jel
kompozisyonunun ¢ok degistiriimesine ragmen, en disuk Si/Al orani olarak 9.7 ve en yluksek
olarak da 20.3 elde edilebilmistir. Ancak, dis ylizey alani 144 m?g'dan 720 m%ga
yukselmigtir. Parcacik boyutlarinda da benzer bir artis sd6z konusudur. Buna ragmen,
gOzenek boyutu ve ylzey yuklerinde ¢ok belirgin bir farklilik gézlenmemistir.

4.1.3. Silikalit ve SBA-15

Farkli gézenek boyutlarinin protein immobilizasyonu Uzerindeki etkisinin arastiriimasi igin bu
Ozellikleri gosteren Silikalit ve SBA-15 o6rnekleri sentezlenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda
sentezlenen Silikalit ve SBA-15'in gbzenek boyutlari sirasiyla 1 ve 20 nm’dir. Bu
malzemelerin sentez kosullari Tablo 1’de aciklanmistir. Elde edilen bu iki malzemenin XRD
desenleri Sekil 19'da verilmistir.
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Sekil 19: Sentezlenmis Silikalit (A) ve SBA-15 (B) Orneklerinin XRD Desenleri.

Sekil 19'da gdzlenen tum pikler literatlrdekilerle uyum igerisindedir [WANG, 2006; MARK,
1996). Butun bu sonuclar elde edilen malzemelerin yuksek kalitedeki Silikalit ve SBA-15
ornekleri oldugunu gostermektedir. Elde edilen bu malzemelerin SEM mikrografikleri de Sekil
20’de gosterilmisgtir.

—t S SO
Sekil 20: Sentezlenmis Silikalit (A) ve SBA-15 (B) Orneklerinin SEM Mikrografigi.

39



Sekil 20-A’da goérlldigu gibi elde edilen Silikalit 6rnekleri tipik olarak tabut seklindeki
morfolojilerine sahiptirler. Sekil 20-B’de SBA-15’lerin 2-2,5 mikron partikil boyutuna sahip
oldugu gdézlenmistir. Buna ek olarak SBA-15’lerin 20 nm gbézenek boyutuna sahip olduklari
da yine Sekil 21°de gosterilmistir. SBA-15, yapisinda aluminyum igermeyen, sadece silikadan
olusan ve raporun onceki kisimlarinda bahsi ge¢mis silikalit benzeri yapilardir. Silikalitlerden
farklari kontrol edilebilir dis yapilari ve gézenek boyutlaridir. Bu sebeple, SBA-15 érneklerinin
sentezleri ve modifikasyonlari farkli gézenek boyutlari gbzetilerek yapilmistir.

Hexag(;naly
close packed

Sekil 21: Sentezlenmis 20 nm gbézenek boyutuna sahip SBA-15 taneciklerinin gézeneklerinin
SEM mikrografigi.

Batin bunlara ek olarak elde edilen bu malzemelerin yizey o6zellikleri de Tablo 5’de
gOsterilmistir.

_Tablo 5: Silikalit ve SBA-15kristallerinin yiizey ozellikleri.
Ornek Si/Al2  Par. Siotal Sext Goz. Yiizey

ismi Boyu (m%g)¢ (m?%g)? Hacmi Yiikii

(um)® (cc/gyt  (mV)
Silicalite No Al. ~1 288 202 0.12 -43
SBA-15 No Al. ~2,5 800 693 2.4 -33

2 EDX ile 8lgulmustir.

5 API Aerosizer LD ile dlciimstir.

€ Coknoktali BET ile dlgilmiistir.

d t-plot yontemi ile dlgUimustar.

£ Saito-Foley (SF) yontemi ile dlgllmustir.
! Zeta potansiyel ile pH 7'de dlciimstur.

Tablo 5’de de gosterildigi gibi, SBA-15 dérneginin gézenek ve parcacik boyutu, toplam ve
digsal ylzey alanlari ve toplam gézenek boyutu Silikalit 6érnedinden fazladir. Ancak iki
malzeme de sadece silikadan olugsmaktadir ve yizey yuklerinde ¢ok belirgin bir farklilik
gbzlenmemistir.
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4.2 Yiizey Modifikasyonu

Pekcok biyolojik reaksiyon da diger katalitik reaksiyonlar gibi malzemelerin ylzeyinde
gerceklestiginden dolay! yizeylerin modifiye edilmesi veya fonsiyonellestiriimeleri gok dnemli
olabilir. Bu sebeple protein immobilizasyonu basit bir sekilde sadece ylzey 6zelliklerinin
degistiriimesi ile de kontrol edilebilir.

Bu projede, ylzey gruplari fonsiyonellestirme prosedurleri uygulanarak istenilen gruplarla
degistirilmis ve bunun protein immobilizasyonu Uzerindeki etkileri arastiriimistir. Bu amag
dogrultusunda, Silikalit érneklerinin yuzey gruplari geri akim yontemi ile Argon gazi altinda
APTES kullanilarak degistirilmistir. Bu yontemde zeolit érnekleri ve APTES kimyasali sisteme
konularak sicaklik 100 °C ye getirilmis ve 2 saatin sonunda zeolit 6rnekleri filtrasyon ile
toplanmigtir. Literatirde bir¢cok farkl yontemin bulunmasi nedeniyle en ¢ok kullanilan 2
tanesi secilmis ve yuzeyi hi¢ degistiriimemis olan drnekler ile karsilastiriimak Uzere Zeta
Potansiyel olcim cihazi ile karakterizasyonlari yapilmistir (Sekil 22) (ZHANG, 2004;
PECHAR, 2002).
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Sekil 22: Ylzey Grubu Degistiriimemis (A), ZHANG, 2004 proseduriine gore (B) ve
PECHAR, 2002 prosedirine gore (C) ylzey gruplari degistiriimis Beta-120 Orneginin Zeta
Potansiyel Karakterizasyon Grafigi.

Literatire gore yizey gruplarinin APTES ile degistirimesi zeta potansiyel grafiginde 0
noktasina dogru bir degisime neden olmaktadir. Grafikte, A ile gosterilen egri APTES’e hig
maruz kalmamis zeolit 6rnegi, B ve C ise literatirde en ¢ok kullanilan iki farkli yontem ile
ylzey gruplari APTES’e maruz birakiimis zeolit érnekleridir. Sekilden de anlasilacadi tzere,
zeolit A’'nin ylUzeyi geri akim yontemiyle APTES kullanilarak bagariyla degistiriimis ve en ¢ok
degisimi gosteren C ydntemi ile de diger zeolit tiplerinde ayni yontem tekrarlanmistir. Ylzey
gruplari degistiriimemis érneklere kiyasla digerlerinden daha pozitif yukli bir ylizey sonucu
alinmasi beklenmektedir ki elde edilen sonuglar da bu dogrultuda olmustur. ileride anlatilan
biyosensor c¢alismalari igin, protein ve zeolitler arasindaki baglantinin tam olarak
anlasilabilmesi ve gelistirilebilmesi agisindan, bu galisma ¢ok 6nemli bir yer tegkil etmektedir.
Elde edilen bu dérneklerin ylzey karakterizasyon sonuglari Tablo 6’da 6zetlenmistir.
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Tablo 6: Silikalit ve SBA-15kristallerinin ylizey 6zellikleri.

Ornek Yiizey Si/Al ¢ Par. Stotal Goz. Goz. Yiizey
ismi Gruplar Boyutu (m2/gq)° Boy® HLmid yiikil
(pm)ﬂ (ccla) (mV)
BEA-120-NH, OH, NH," 20.3 0.7 450 0.3 0.25 10
BEA-120 OH 20.3 0.7 400 1.03 0.2 -70
SBA-15-NH, OH, NH," No Al. 2 790 6.8 1.5 -7
SBA-15 OH No Al. 2 800 7.9 2.4 -33

& EDX kullanilarak dlgtimustir.

B Pargacik Boyut Analizi kullanilarak dlgulmustir.
€ BET kullanilarak élgtilmistir.

4BJH ve Saito-Foley yontemi ile dlgtlmustar.
dZeta Potansiyel kullanilarak dlgulmustar.

Tablo 6’da géruldaga Gzere ylzey grubu degistirilen zeolit parcaciklarinda baska herhangi bir
degisim yapilmadan sadece yuzey yukl -70° den 10’a dedistiriimis ve immobilizasyon
g¢alismalarinda kullaniimak Gzere hazir hale getirilmislerdir.

4.2.1 iyon Degisimi Calismalari

Zeolitlerin sentezlendikleri durumunda sahip olduklari Na® katyonlarinin farkli iyonlarla
degistiriimesinin etkisinin arastiriimasi igin Zeolit Beta segilmistir, ¢linkil zeolit Beta sahip
olabilecegi genis Si/Al oraniyla bu c¢alismaya c¢ok uygun bir malzemedir. Bu amag
dogrultusunda elde edilen farkh zeolitler, SEM ve EDX kullanilarak incelenmistir. Sonuglar
Tablo 7’de 6zeztlenmisgtir.

Tablo 7: Farkli iyonlarla iyon-degistirme islemine tabi tutulmus zeolit Beta &rneklerinin
Ozellikleri.

Ornek ismi Degisim igin Si/Al Degisim yluzdesi
kullanilan Orani (%) 2
kimyasal

Na-BEA-120 As-synthesized ~14 -

Ca-BEA-120 Ca(NOs), ~14 94

Co-BEA-120 Co(NO3), ~14 76

Cu-BEA-120 Cu(NO3), ~14 92

Mn-BEA-120 Mn(NOs), ~14 75

Mg-BEA-120 Mg(NOs), ~14 75

& EDX ile dlgllmuistir.

Tablo 7°’de sunulan sonuglara gore, yuksek denilebilecek seviyede bir iyon-degisimi
kapasitesi elde edilmistir. Genel olarak 75% Uzerinde bir iyon-degisimi sonucu alinmistir.
Ayrica bu iglem zeolitlere herhangi bir sekilde (morfolojik veya Si/Al orani olarak) bir zarar
vermemistir.
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4.3 ince Film Galismalari

4.3.1 Zeolitlerin Yuizeylere Farkli Yontemlerle Tutturulmasi

4.3.1.1 Dondirerek Kaplama Yontemi

Su igerisinde kutlece % 1 oraninda hazirlanmis zeolit sispansiyonu silikon levhalar Uzerinde
dondurilerek cevirici cihaz yardimiyla kaplanmigtir. Kaplanma sikligi SEM yardimiyla
g0Ozlenmis ve elde edilen ylzeylere ait tipik bir gorunta Sekil 23’de gosterilmistir.

Sekil 23: Dondurerek kaplama yontemi ile hazirlanan ylzeylere ait bir 6rnegdin mikrografigi.

Zeolit sispansiyonunun konsantrasyonu % 5’e kadar artirilarak silikon levha tzerinde tam
kaplama saglanmig ancak olugturulan filmlerin tam organize ve duzenli bir yapi saglamadigi
gbzlenmistir. Ayrica 6rnekler Uzerindeki zeolitlerin baglanma gulcu, olusturulan ve firinlanan
filmlerin tekrar ultrasonik banyo icerisinde tutulmasi yontemiyle gézlenmeye c¢alisiimig, ancak
kisa bir sure ultrasonik karistirma ardindan, zeolitlerin bir kisminin ylzeyden ayrildigi
gOzlenmistir.

4.3.1.2 Ultrasonik Karigtirma Yontemi

Ultrasonik karigtirma yontemiyle olusturulan zeolit filmleri SEM ile gdzlenmis, sonuglar Sekil
24’de gosterilmigtir.
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Sekil 24: Ultrasonik karistirma yontemiyle olusturulmus filmlerin disuk buyutmedeki (A) ve
yuksek blyutmedeki (B) SEM mikrografikleri.

Sekil 24’de goéruldagla Gzere, ultrasonik karistirma yontemiyle hazirlanmis filmlerin,
dondurerek karistirma yonteminden daha basarili ve daha duzenli bir kaplama sagladigi
g6zlenmistir. Ancak 6rneklerin firinlama isleminden sonra kisa bir sire ultrasonik karistiricida
tutulmasiyla, yizeydeki zeolitlerin yaklasik % 60’inin dékuldaga gérilmustir. Bu yeterince
stabil bir kaplama yapilamadigini géstermektedir.

4.3.1.3 Direk Tutturma Yontemi
Zeolit A mikrokristallerinin, Yoon et. al. tarafindan (LEE, 2007) gelistirilen yontemle ylzeye
yerlestiriimesi ve tek bir tabaka halinde organize bir film olusturma c¢alismalari ilk defa olarak

gerceklestiriimis, herhangi bir kimyasal islem uygulanmadan olusturulan filmlerin SEM
goruntuleri Sekil 25'de gosterilmistir.
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Sekil 25: Direk tutturma ydntemi ile Uretilen zeolit filmlerinin SEM mikrografikleri.

Calismanin basinda amaglanan tam kaplama ve maksimum dizenlilik kriterleri direk tutturma
yontemi ile gergeklestirilmigtir. 200-250 nm buyuklugundeki zeolit mikrokristalleri silikon levha
Uzerinde bu yontemle, tek katman halinde, ve tim ylzeyin eksiksiz kaplanmasi sadlanmis
olup, literatirde bu kadar kiguUk mikrokristallerden tek takman olusturulmasi ilk kez
gerceklestirilmistir (OZTURK, 2009)]. Olusturulan tek katman zeolit A filmlerinin elektron
mikroskobu goéruntileri Sekil 25°de verilmis olup, XRD sonuglari ise Sekil 26’de verilmigtir.
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Sekil 26: Toz halindeki zeolit A'nin (a), bos silikon levhanin (b) ve direk tutturma yontemi ile
hazirlanmis silikon levha Uzerindeki zeolit filminin (c) XRD sonuglari (OZTURK, 2009).

4.3.2 Mikrofabrikasyon ve Zeolit Desenlerinin Olusturulmasi

Zeolit mikrodesenlerini olusturmak amaciyla iki farkli sistem bir araya getirilerek litografi ile
zeolit film olusturma sistemleri birlestirilmistir. Bu konu iki ana baslik tGzerinde incelenmis ve
sonugclar asagida verilmistir.

4.3.2.1 Elektron Demet Litografisi ile Uretim

Zeolitlerle ince film Uretimi konusundaki 4.3.1’de yapilan galigmalarda, en organize ve
basarili sistemin direk tutturma yontemi oldugu tespit edildikten sonra, bu sistem elekton
demet litografisi sistemi ile birlestirilerek, silikon (zerinde zeolit mikrodesenleri
olusturulmustur. Olusturulan zeolit mikrodesenlerinden bir 6érnek Sekil 27’de gdsterilmistir
(OZTURK, 2009).
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Sekil 27: Elektron demet litografisi ve direk tutturma yontemi ile hazirlanmis zeolit
mikrodesenlerinin SEM Mikrografigi (OZTURK, 2009).

Elektron demet litografisinin hassasiyetinden faydalanilarak, bir zeolit kristalinin ebadi kadar
kalinlikta desenler olusturuimus ve bu desenler direk tutturma yontemi yardimiyla zeolitlerle
doldurulmustur. Literatlrde ilk defa yapilan bu galismanin SEM mikrografigi Sekil 28'de
verilmigtir. Bu sonuglar 1s1dinda, direk tutturma yénteminin istenilen amag dogrultusunda ne
kadar basarih bir ydontem oldugu ilk defa bu proje kapsaminda gdsterilmistir.
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Sekil 28: Elektron demet litografisi ve direk tutturma yontemi ile hazirlanmis dort, iki ve tek
sira halinde Uretilmis zeolit mikrodesenlerinin SEM mikrografigi (OZTURK, 2009).

Ayrica gok farkh 6zelliklere sahip iki farkli zeolit, silikalit ve zeolit A, bu iki sistemin tam olarak
entegrasyonuyla, SiO, yuzeyinde farkli katmanlarin olusturulup olusturulamayacagi
arastirilmis ve bu amagla tabani zeolit A kaplanmis O&rneklerin Uzerine silikalit ile
mikrodesenleri yine ilk defa olarak bu proje kapsaminda olusturulmustur. Bu calismanin SEM
goruntuleri Sekil 29’da gosterilmigtir. Bu calismaya ait bir yayin ise hazirlik agamasindadir.

N
HV mag | WD | det spot - 104 1 HV mag det | spot| 10 pm
M |10.00 kV| 10 000 x|23.4 mm|ETD| 4.0 Central Laboratory M| 10.00 kV| 10 000 x m ETD| 4.0 | Central Laboratory

Sekil 29: Zeolit A tek katman tabakasi Uzerinde elektron demet litografisi ile olusturulmus
silikalit mikrodesenlerinin SEM mikrografigi.

Ayrica ayni sistemle, silikalit tek katman tabakasi Uzerine zeolit A ile mikrodesenlerde
uretilebilmektedir. Bu sekilde yuzeyin 6zelliklerini istenilen sekilde modifiye edebilmek ve tam
olarak birbirinden farkli ylzey &zelligine sahip malzemeler olusturulabilmektedir. Boylece,
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hem hidrofilik hem de hidrofobik o6zellikli malzemeler ayni ylzey uzerinde ilk defa bu
yontemle elde edilmistir. Bu konuyla ilgili SEM mikrografikleri ise Sekil 30'da gosterilmistir.

o o 2
B --g‘u.‘.‘._- ';-._.-_-.7.;.'..‘.---.....“.,_':, .3 ‘.
- 5 ¥ nJal, ~

e S
5/24/2010 HV ‘ mag WD det | spot 5 pm
10:03:52 AM 110.00 kV| 13 086 x| 10.9 mm|ETD| 6.0 Central Laboratory

Sekil 30: Silikalit tek katman tabakasi Uzerinde elektron demet litografisi ile olusturulmus
zeolit A mikrodesenlerinin SEM mikrografigi.

4.3.2.2. Fotolitografi ile Uretim
Fotolitografi ve direk tutturma yonteminin beraber kullaniimasi ile elektron demet litografisine
gbre ¢ok daha genis alanlar (birka¢ cm buyuklige kadar) ¢ok kisa strede mikrodesenler yine

ilk defa olarak bu proje kapsaminda olusturulmustur ve bu konuyla ilgili yayinimiz hazirlik
asamasindadir. Bu sistem ile Uretilen mikrodesenler Sekil 31’de gosterilmistir.

¥

1 i v; 3 - -'|
9/2012 HV mag WD | det |spot| ——————— 100 pm \ ag Y S ———100pm
00 PM |10.00 kV|1 200 x| 9.8 mm |ETD| 4.0 Central Laboratory 0 Central Laboratory

Sekil 31: Fotolitografi ve direk tutturma yontemi ile hazirlanmis zeolit mikrodesenlerinin SEM
mikrografikleri.

Ayrica bu sistemle elektron demet litografisinde yapildigi gibi tabanda tek katman silikalit

veya zeolit A tabakasi hazirlandiktan sonra, fotolitografi ile diger zeolit mikrodeseni
olusturulmustur. Bu galismalarin SEM mikrografikleri ise Sekil 32°de verilmistir.
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Sekil 32: Fotolitografi ve direk tutturma yéntemi ile hazirlanmis tabani silikalit Gzeri zeolit A
ve tabani zeolit A Uzeri silikalit mikrodesenlerinin SEM mikrografikleri.

Fotolitografi calismalari, bu proje sonrasindaki hicre galismalari gibi biyolojik sistemlerin bu
sekilde olusturulmus yuzeyler Uzerindeki ¢calismalar konusu agisinda ¢ok 6nemlidir, ¢lnku
protein ve hucre gibi biyomalzemeler elektron demet litografisiyle olusturulan desen
araliklarina girmek icin ¢ok buyukturler. Dolayisiyla farkli hicreler, ileride fotolitografi ile
yapilan ve farkh hidrofilik/hidrofobik 6zelliklere sahip olan bu desenler Gzerine tutturulmaya
calisilacaktir. Bu proje kapsaminda yapilan galismalar sdz verilenlerin Ustliinde bir basari
saglamis ve ilerdeki galismalarimiza 1sik tutmustur.

4.3.2.3. Yiizeyde Biiyutme Caligsmalari

Bu calismalara ek olarak, yine ilk defa indium Tin Oksit (ITO) yiizey (izerinde, titanyum silikat
ailesinden olan ETS-10 mikrokristalleri, icerisinde bulunan Ti-O-Ti quantum tellerinin yonu
kontrol edilerek bulyutilmistir (GALIOGLU, 2010) ve konuyla ilgili her tirlii detay
yayinimizda bulunabilir. Bu c¢aligmaya ait SEM mikrografikleri Sekil 33'de verilmistir. Bu
malzemenin ITO Uzerinde blUyutlilmids olmasi, ETS-10 ince filmlerinin ileride glnes pilleri
alanindaki uygulamalarda test edilmesini mumkin kilacaktir.
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Sekil 33: Farkh kalinliktaki ETS-10 filmlerinin yukaridan SEM gdrtntdleri (a, c, e) ve kesit

goriintiileri (b, d, f). *SL = alt tabaka, CG = {izerinde bilyiitiilen tabaka (GALIOGLU, 2010).
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4.4 Immobilizasyon Caligsmalari

Proje boyunca vyapilan immobilizasyon c¢alismalari, genel olarak fiziksel adsorpsiyon,
biyosensdr ve hiicre tutunumu calismalarini kapsamaktadir. ilk olarak, proje teklifinde de
bahsi gectigi Uzere, tek bir SiO, ylizey lizerine zeolit A ve silikalit parcaciklari ile tam kontrollU
ince filmler dretilmis (Bolim 4.2.1.3), mikrosesen c¢alismalari yapiimis (Bolim 4.2.2.2) ve
hicre tutunumu calismalari i¢in kullanima hazir hale getirilmislerdir. Hucre tutunumu
calismalar, FP-7 projesi kapsaminda Kanada ortagimiz olan McGill Universitesine
gonderilen 6grencilerimiz tarafindan gerceklestiriimis olup yapilan ¢calismalara ait ilk sonuglar
tarafimizdan ayrintili olarak tartisiimistir. Bu calismalara ek olarak, protein-zeolit iligkisini
daha yakindan inceleyebilmek adina sentezlenmis malzemeler ve farkli gesit proteinler
kullanilarak fiziksel adsorpsiyon yontemi calisiimis ve hangi parametrenin protein-zeolit
iliskisini ne sekilde etkiledigi ayrintilariyla anlatiimistir. Raporun bir diger kisminda ise, farkh
tip zeolitler Uzerine farkh tip enzimler immobilize edilerek bu kompleksin amperometrik,
kondiktometrik ve ISFET biyosensorlerinin performansi Uzerine etkisi arastiriimistir. En son
olarak, farkli Si/Al oranina sahip zeolit Beta orneklerinden bir tanesi secilerek, ylzey
gruplarinin sayisi ve g¢esidinin ISFET tip biyosensérlerde Ureaz ve bdtirilkolinesteraz
enzimlerinin aktivitesini, stabilitesini, émrini ve inhibisyonunu ne yonde etkiledigi ayrintil
olarak caligiimistir.

Proje boyunca vyapilan immobilizasyon calismalari fiziksel adsorpsiyon alaninda
yogunlagsmistir. Bovin Serum Albumin, Konkanavalin.A, Hemoglobin, Glukoz Oksidaz,
Lizozim, Ureaz ve Bitiirlkolinesteraz proteinleri farkli Si/Al oranina, pargacik boyutuna, yiizey
yuklne, iyon tipine ve gbézenek boyutuna sahip zeolit malzemelere immobilize edilmis ve
hangi 6zelligin bu etkilesimi ne derece etkiledigi ayrintili olarak arastirilmistir. Kullanilan
proteinler molekuler agirliklarina ve asidik/bazik 6zelliklerine gore secilmis olup ayrintilari
Tablo 8te gdsterilmigtir.

Tablo 8: Fiziksel adsorpsiyon calismalarinda kullanilan proteinlerin molekuiler agirliklari ve
izoelektrik noktalari.

Protein Molekiiler Agirlik Izoelektrik
(kD) noktasi

Bovin Serum Albumin 66 49
Konkanavalin A 104 ~5
Hemoglobin 64,5 6,8

Lizozim 14,5 11,4

Glukoz Oksidaz 160 4,2
Ureaz 480 5,2
Butirilkolinesteraz (BuChE) 440 5

Tablo 8’te goéruldigu Uzere, bovin serum albumin ve konkanavalin A asidik, hemoglobin
noétral, glukoz oksidaz, lizozim, Ureaz ve butiirlkolinesteraz proteinleri ise bazik &zellikteki
proteinlerdir. Ayrica en kuguk protein 66 kD agirligi ile bovin serum albumin iken en buyuk
protein 480 kD agirligiyle Ureaz proteinidir. Diger proteinlerin molekuler agirliklari ise 66 kD
ile 480 kD arasinda degismektedir. Tablo 8'deki proteinlerin, sentezlenmis ve modifiye
edilmis zeolit parcaciklarina immobilizasyonunu ait sonuglar ise Tablo 9'da gdsteriimektedir.
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Tablo 9: Fiziksel adsorpsiyon yontemi ile farkli dzelliklere sahip zeolit A ve zeolit Beta
parcaciklari Gzerine immobilize edilmis protein miktarlari.

Zeolitler BSA

LTA-2 - - - + - + -
LTA-4 - + + + + + +
LTA-5 + + + + + + + + + + + +
Na-Beta-30 - - - T - - - -
Na-Beta-50 = + + + = + + +
Na-Beta-60 + + + + + = + +
Na-Beta-120 + + + + - + +
Beta-120-NH, - = + + + + + + + +
Ca-Beta - +++ + + + ++ + + + +
Co-Beta - + + + + +++ + + 4
Cu-Beta -- ++ +++ + + + +
Mn- Beta - +++ + + + + + + + +
Mg- Beta + na? ++ 4+ ++ + + ++

L(- -) % 0-20, (-)% 20-40, (+)% 40-60, (+ +) % 60-80, (+ + +) % 80-100.
Zna; Slglim alinamamistir.

Tablo 9'daki sonuclar dogrultusunda, parcacik boyutunun, ytzey fonksiyonellestiriimesinin ve
iyon-degisiminin protein adsorplama amaci igin kullanilabilecegi kanitlanmistir. Bu sonuglar
detayl bir sekilde asagdida anlatiimaktadir.

4.4.1 Pargacik Boyutunun Etkisi

Tablo Q'un ilk bélumunde, proteinlerin 2, 4 ve 5 mikrometre boyutlarina sahip zeolit A
parcaciklari Uzerine adsorplanma miktarlari gorilmektedir. Elde edilen verileri goére
proteinlerin zeolit A parcaciklari Uzerine baglanma oranlari su sekilde elde edilmistir; LTA-2 <
LTA-4 < LTA-5. Bu sonuca gore zeolit A Uzerine protein immobilizasyonu pargacik boyutuyla
dogru orantili olarak artmaktadir. Ayrica, bu ¢alismada kullanilan proteinlerin boyutlari 3-15
nm arasinda degismekte oldugu icin, protein moleklllerinin zeolit A pargaciklarinin
mikrogozeneklerine girmeleri beklenmemekte ve adsorpsiyonun zeolit pargaciklarinin sadece
dis ylzeyinde gergeklestigi disunidlmektedir. Bu sebeple en ylksek protein adsorpsiyonunun
daha genis dis ylzeye sahip olan LTA-5 pargaciklar ile elde edilmis olmasi sonuglarin
birbirleriyle ve literatirdeki calismalar ile uyum icerisinde oldugunu gostermektedir. Elde
edilen veriler 1s13inda pargacik boyutunun proteinlerin fiziksel adsorpsiyonu UGzerinde guglu
bir etkisi oldugu bulunmustur. BlyUk dis ylzey alanina ve parcacik boyutuna sahip zeolite A
orneklerinin, kiicuk boyutlu zeolit A drneklerine gére daha ¢ok protein bagladigi gézlenmigtir.
Proteinlerin, buyuk pargaciklarin genis dig yuzeyleri Uzerinde yayildiklari ve 3 boyutlu
yapilarini kaybederek kismen bozunduklari, dolayisiyla da yuzey uzerine farkli bolgelerinden
tutunarak daha saglam baglandiklari disundimektedir. Proteinlerin, zeolit A parcaciklari
uzerindeki olasi davraniglari Sekil 34’de gosterilmektedir.
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Sekil 34: Proteinlerin, zeolit A parcaciklari Gzerindeki olasi davraniglari. BlyUk pargaciklarin
sahip oldugu genis dis ylzey, proteinlerin ylzey Uzerinde denatlre olmalarini ve daha cok
etkilesime girerek daha saglam tutunduklarini géstermektedir (VERTEGEL, 2004).

4.4.2 SilAl Oraninin Etkisi

Tablo 9'un ikinci kisminda proteinlerin 30, 50, 60 ve 120 Si/Al oranlarina sahip zeolit Beta
parcaciklari Uzerine adsorplanma miktarlari gérilmektedir. Farkli Si/Al oraninin, parcacik
Uzerinde farkh hidrofobik ve asidik bélgelerin olusmasini sadlayarak protein-zeolit arasindaki
etkilesimleri blyUk oranda etkiledigi distnilmektedir. Zeolit ylzeyindeki hidrofobik boélgelere
ek olarak, farkli Al oranlarindan kaynaklanan farkli negatif bolegeler de bulunmaktadir.
Yizeydeki bu farkh negativiteye sahip bolgeler, proteinlerin elektrostatik glcler araciligiyle
zeolit ylzeyine baglanmasini etkileyebilmektedir. Zeolit parcaciklarindaki degisikliklere ek
olarak kullanilan proteinlerin dogal yapilarinin da aradaki etkilesime farkli oranlarda etki ettigi
dusunulmektedir. Bu sebeple herbir protein-zeolit etkilesimi  kendi icerisinde
degerlendirilmelidir. Alinan sonuglara gore, neredeyse butlin asidik ve ndtral proteinlerin
yuksek Si/Al oranina, yUksek hidrofobiklige ve daha az negatif ylke sahip zeolit Beta
malzemelerine ylksek oranda baglandiklari saptanmistir (Na-Beta-120). En disuk baglanma
miktarlari ise Na-Beta-30 parcaciklari ile alinmistir. Bu durumun sebeplerinden birisinin
protein ve zeolit pargaciklari arasindaki itme kuvvetinden kaynaklandigi distnilmektedir.
Na-Beta-30 parcaciklari yiksek Al orani sebebiyle ylksek oranda negatif olduklari ve
kullanilan asidik proteinlerin yukleri de ¢ahgilan ortam pH’inda (pH:7) negatif oldugu igin en
az baglanmanin en dusik Si/Al oranina sahip pargaciklarda gdzlenmesi beklenen bir
durumdur. Ayrica en dusuk baglanmanin en diglk Si/Al oranina yani en ylksek hidrofiliteye
sahip zeolit pargaciklarinda gbézlenmesi, hidrofobik etkilesimlerin de proteinlerin fiziksel
adsorpsiyonunu etkileyen bir diger parametre oldugunu gdstermistir. Alinan veriler i1s1ginda
proteinlerin, asidik ve bazik 6zelliklerinin protein baglanmasini etkiledigi ve hidrofobik etkiler
kadar elektrostatik etkilerin de protein-zeolit iliskisine katkida bulundugu kanitlanmigstir. Tablo
9’da gbze cgarpan diger bir nokta ise, bazik bir protein olan lizozimin butin zeolit Beta
parcaciklarina ayni oranda baglanmis olmasidir. Bu durumun sebebinin ¢ok kiigik molekiler
agirhda sahip protein molekdllerinin ylzeyler Gzerinde daha rahat ve hizli bir sekilde hareket
edebiliyor olmasindan kaynaklandigi dusunulmektedir. Sonug olarak alinan veriler 1s1§inda,
proteinlerin zeolit malzemeler Gzerine adsorpsiyonunun proteinlerin molekuler agirliklari ve
asit/baz 6zellikleri ile oldugu kadar zeolit pargaciklarinin pargacik boyutu ve Si/Al oranlari ile
de istenilen uygulamaya gore arttirilabilecedi veya azaltilabilecegi gozlenmistir. Ayrica,
proteinlerin zeolit ve zeolit benzeri ylzeyler Gzerine adsorpsiyonunun elektrostatik, hidrofobik
ve proteinlerin zeolit ylUzeyindeki davraniglari gibi bircok kuvvetin kombinasyonu ile
saglandigi da elde edilen diger veriler arasindadir.
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4.4.3 Yiizey Yukunun Etkisi

Tablo 9’da agikga gdzlenen bir diger durum ise, proteinlerinin fiziksel adsorpsiyonunun
zeolitin ylzey grubu ve yikinden etkilendigidir. Proteinler ve zeolit pargaciklari arasindaki
batin etkilesimler hesaba katildigi takdirde her bir proteinin ylzey yUkid degismis veya
degismemis zeolit Beta parcaciklarina farkli oranlarda baglanmasi kaginilmazdir. Tablo 6'da
g6rildigu Uzere bovin serum albumin ve konkanavalin A haricindeki butln asidik ve nétral
proteinler, yuzeyi pozitif yukli NH, gruplari iceren zeolit Beta parcaciklarina yliksek oranda
baglanmiglardir. Asidik proteinler pH 7’de negatif yUkli olduklari igin, pozitif yukli zeolit
yuzeylerine daha iyi baglanmiglardir. Bu sebeple, proteinlerin zeolit ylzeyler Uzerine
immobilizasyonunun, ylzey gruplari APTES ile degistiriimis zeolitler kullanilarak
arttirilabildigi kanitlanmistir. Bu degisim, zeolitin ylzeyindeki elektrostatik alanlari etkileyerek
protein baglanmasini etkilemektedir. Daha 6nceki bolumde de bahsedildigi Uzere, lizozim
enzimi hem pozitif hem negatif yukli zeolit ylzeylerine egit oranda baglanmis olup, bu
durumun sebebinin proteinin kiglk molekiler yapisi ve mobilitesinden kaynaklandigi
dusunudlmektedir. Bu sebeple proteinlerin molekiler buydkltkleri, protein-zeolit iliskisini
etkileyen bir diger parametre olarak dusunulebilmektedir.

4.4.4 pH’In Etkisi

Literatirde bulunan pek ¢ok galismaya gore, proteinlerin zeolit ve zeo-tip malzemeler lizerine
fiziksel adsorpsiyonunu etkileyen bir diger faktor, ortamin pH derecesidir. Bu durumun
dogrulugunu, ayni tip malzemelerin kullanildigi bir deney sisteminde arastirmak Uzere, Ug¢
farkl asiditeye sahip proteinler; glukoz oksidaz (asidik), hemoglobin (nétral) ve lizozim
(bazik), secilerek ayni tip zeolit Beta parcaciklari Gizerine 3 farkli pH derecesinde (pH: 4, 7 ve
11) immobilize edilmiglerdir. Bu ¢alismaya ait veriler Sekil 35’de gosterilmektedir.

70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -
0 -

% Adsorpsiyon

pH

Sekil 35: Glukoz oksidaz ( ®m ), hemoglobin ( = ), and lizozim ( ™ ) proteinlerinin farkli
pH’larda zeolit Beta pargaciklar Gizerine adsorplanma miktarlari.

Sekil 35’de gorildigu Uzere pH, proteinlerin izoelektrik noktalarina yaklastikgca proteinleri
adsorpsiyonu géreceli olarak artmaktadir. Ornegin, pl noktasi 4 civarinda olan asidik protein
glukoz oksidazin en yuksek adsorplandigi aralik pH 4 civandir. Ayni durum nétral protein
hemoglobin icin de gecerlidir. Bu artigin sebebinin, proteinlerin ylzey yuklerinin, izoelektrik
noktalarina yaklasildik¢a lokalize olmasi ve sonug¢ olarak protein molekillerinde meydana
gelen ¢dékme davranislarindan kaynaklandigi dusunudlmektedir. Sonug olarak proteinlerin
zeolit malzemeler Gzerine immobilizasyonunun kontrolinin mimkin oldugu ve istenilen
degisikligin ortamin pH derecesinde yapilan oynamalarla elde edilebilecegi gozlenmistir.
Ancak daha énceki ¢alismalarda oldugu gibi bu ¢alisma sonucunda da lizozim proteini, zeolit
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parcaciklari Gzerine butin pH derecelerinde yaklasik olarak ayni oranda adsorplanmistir. Bu
sebeple proteinlerin zeolit malzemeler U(zerine immobilizasyonunun farkh bir takim
etkilesimler (hidrofobik ve elektrostatik) ve proteinlerin ylizey Uzerindeki hareketlerini
kapsayan oldukga karisik parametreler icerdigi sonucuna ulagsmak kaginilmazdir. Bu sebeple
her protein-zeolit iliskisi kendi icerisinde degerlendiriimeli ve her bir etkilesimin proteine ve
zeolit tipine 6zgu oldugu unutulmamalidir.

4.4.5 iyon Degisiminin Etkisi

Protein-zeolit iligkisini etkileyen, zeolitlerin pargacik boyutu, Si/Al orani ve ylUzey yuku gibi
Ozelliklerinin disinda zeolitlerde meydana gelen iyon degisiminin de protein-zeolit iliskisini
aciklamada etkili olabilecegi disuintlmektedir. Bu sebeple, ¢calismanin bu kisminda proteinler
farkl iyonlar iceren zeolit Beta pargaciklari Uzerine immobilize edilmis ve alinan sonugclar
Tablo 9’'un en son kisminda gosterilmistir. Elde edilen verilere gére BSA disindaki butin
asidik, noétral ve bazik proteinler, iyon dedisimi yapilmis parcaciklara daha yiksek oranda
baglanmiglardir. Daha ayrintili olarak incelendiginde ise asidik bir protein olan konkanavalin
A haricindeki butlin proteinlerin Mg iceren zeolit Beta parcaciklarini daha yiksek miktarda
tercin ettikleri ve en ylksek adsorplanma oranini bu parcaciklarda gosterdikleri
gorulmektedir. Ayrica asidik ve nétral proteinler Ca ve Cu igeren zeolit Beta parcaciklarina da
yuksek oranda baglanirken bazik bir protein olan lizozim ise en ¢ok Co ve Mg iyonlari iceren
zeolit Beta parcaciklarina baglanmistir. Bahsi gecen calismalar neticesinde, proteinlerin
zeolit ve zeolit benzeri ylzeyler Uzerine adsorpsiyonunun elektrostatik, hidrofobik ve
proteinlerin zeolit ylzeyindeki davranislari gibi birgok kuvvetin kombinasyonu ile saglandigi
ve bu tip calismalar sayesinde her bir proteine 6zgl ideal bir ylzey saglanabilecegi
dusunulmektedir.

4.4.6 Gozenek Boyutunun Etkisi

Zeolit ve zeo-tip malzemelerin ylzey yapilari ve Ozellikleri proteinlerin immobilizasyonunu
cok buyuk olcide etkilemektedir. Bahsi gecen yuzey Ozelliklerinden birisi de gbdzenek
boyutudur. Literatirde sik¢a bahsedildigi Uzere, 6zellikle mezo gdzenek iceren malzemelerin,
protein tasiyiciligi igin gereken ihtiyaci doldurabilecekleri dustunulmektedir (MIYAHARA,
2007; HU, 2009; YIU, 2001; GORADIA, 2005). Ayrica mikro gbzenekli malzemeler,
proteinlerin zayif kuvvetlerle sadece dis ylzeye baglanmalarina izin verirken, mezo
gbzenekli yapilar proteinlerin daha saglam tutunabilecekleri, aktivitelerini, stabilitelerini ve
tekrar kullanilabilirliklerini arttirabilecekleri daha uygun bir alan saglamaktadirlar. Bu durumu
Sekil 36’de gdsterilen sema ile de anlatmak mimkudnddr.
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(A)

20 nm
Sekil 36: Proteinlerin (i";}) farkli gézenek boyutuna sahip malzemeler lizerine adsorpsiyonu.

Yukarida bahsi gecen sebeplerden dolayi, gdézenek boyutunun protein adsorpsiyonu
Uzerindeki etkisini gérebilmek amaciyla farkli gézenek boyutuna sahip mikro gézenekli
silikalit ve mezo gbézenekli SBA-15 parcaciklari sentezlenmistir. Mikro ve mezogbzenek
arasinda bir gdzenek genisligi elde edebilmek amaciyla da SBA-15 pargaciklari APTES ile
modifiye edilmis ve malzemelere ait karakterizasyon sonuglari Bolum 4.2’deki Tablo 6'da
gosterilmistir. Daha sonra, farkli molekiler boyutlara sahip lizozim (3.2 nm), hemoglobin (5.5
nm) ve glukoz oksidaz (10 nm) proteinleri sentezlenen SBA-15 ve silikalit parcaciklarina
adsorplanmig ve alinan sonuglar Sekil 37°de gosterilmigtir.

[11]

Lizozim Hemoglobin Glukoz Oksidaz

70 ~

% Adsorpsiyon
= N w S al (e}
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|

Sekil 37: Proteinlerin silicalite ( = ), SBA-15 ( ® ) ve modifiye edilmis SBA-15 ( = )
malzemeleri Gzerine adsorpsiyonu.

Sekil 37°’de gorildigu Gzere kullanilan batin proteinler mezo gézenekli SBA pargaciklarina
mikro gozenekli silikalitten daha ¢cok baglanmisglardir. Bu artiga SBA pargaciklarinin buyuk
gbzenek boyutlarinin  oldugu kadar vyiksek ylzey alanlarinin da sebep oldugu
distnllmektedir. Ayrica modifiye edilmis ve edilmemis SBA-15 pargaciklarini kendi
aralarinda karsilastirdigimizda, APTES ile gézenek boyutu ve yizey yuku degistiriimis
parcaciklarin daha ¢ok protein adsorpladigini gértlmustir. Bu sebeple parcaciklarin ylzey
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yukdnan, gézenek boyutu ve ylzey alani s6z konusu oldugunda proteinlerin adsorpsiyonu
Uzerinde daha etkili oldugu sonucuna variimistir.

4.3 Biyosensér Galismalari ve Veri Olgiimleri

Projenin bu déneminde kullanilan ISFET, konduktometrik ve amperometrik tip biyosensérler
(Sekil 3, 5 ve 6) ilk defa olarak laboratuvarimizda kurulmuslardir. Bu biyosensorlerle
zeolitlerin kullanildigi veriler ilk kez tarafimizdan alinmig, modifiye edilmis zeolitlerin
kullanimiyla degerlendirilmis, sistemin optimizasyonu, deney slreci ve sonuglari 6zellikle
kondiktometrik, amperometrik ve ISFET tip biyosensérler icin proje boyunca ayrintili olarak
tartisiimistir. Bu dogrultuda ¢ikan yayinlarimiz da her bélimde kisaca anlatiimistir.

ODTUdeki laboratuvarimizda sentezledigimiz ~ zeolitlerin  farkh  ézelliklerinin ~ enzim
immobilizasyonu Uzerinde nasil bir etkisi oldugu projemiz boyunca detayl olarak ¢alisiimistir.
Bu nedenle proje teklifinde de bahsettigimiz Uzere farkli tipte zeolitler sentezlenmis,
sentezlenen zeolitlerin ylizey gruplari ve yapilarinda bulunan iyonlar basariyla degistirilmistir.
Elde edilen bu zeolitlerden film ve mikro kanallar yapilarak enzim ve hiicre baglanabilmesi ve
en yuksek etkinlikte ¢alisabilmesi icin uygun sartlar saglanmaya calisiimistir. Sentezledigimiz
bu o6rnekler, ilk denemelerin yapilabilmesi igin Fransa’daki ortagimiza gdnderilmis ve
dayanikhlik tesleri yapilmistir. Farkli yontemlerle hazirlanan enzim ve zeolit igeren
membranlar elektrotlara immobilize edilmis ve literattrdeki ilk veriler alinmigtir. Bu ilk verilerin
sonugclari proje dénemi boyunca ayrintili olarak gdsterilmigtir. Daha sonra yapilan tim bu
calismalar ODTU laboratuvarlarimizda devam etmis halen de etkili bir sekilde devam
etmektedir.

4.5.1 Amperometrik Biyosensor Verileri

Yukarida da bahsi gectigi Uzere galismanin bu kisminda kullanilan amperometrik tip
biyosensoérlerin ¢alisma prensibi belli bir potansiyeldeki akim siddetinin élgimini esas alir.
So6z konusu akim yogunlugu calisma elektrodunda ylikseltgenen veya indirgenen elektroaktif
tiirlerin konsantrasyonunun bir fonksiyonudur. ikinci elektrot referans elektrot olarak is gériir.
Kalibrasyondan sonra, akim yogunluklarindan ilgili tlrlerin konsantrasyonlarinin
belirlenmesinde yararlanilir. iletici sistem olarak bir amperometrik sensériin kullaniimasinin
ISFET tip sensdrlerden en buyulk farki, trinlerden sinyal olusturan tirin elektrot ylzeyinde
tlketilmesidir.

Zeolitlerin bu tip bir biyosensor Gzerindeki etkisini gérebilmek amaciyla Glukoz oksidaz, Alkol
oksidaz ve Laktak oksidaz enzimleri secilerek degisik tipte zeolitlere immobilize edilmis ve
elde edilen sonuclar asagida gosterilmistir.

45.1.1 Glukoz Oxidaz Enzimi Kullanilarak Olusturulan Amperometrik Tip
Biyosensor Galigsmalari

Zeolitlerin amperometrik biyosensorlerin ¢calismasina etkisini gérebilmek amaciyla dncelikle
farkh blyukliklerdeki silikalit 6érneklerine glukoz oksidaz enzimi iki farkli teknikle immobilize
edilmis ve zeolitsiz biyosensoérler ile karsilastiriimigtir. Birinci yontem; PEDT kullanilarak
yapilan elektrokimyasal polimerizasyon yontemi, ikincisi ise gluteraldehit kullanilarak yapilan
capraz-bag olusturma yontemidir. Bu iki teknige ait deney sonuglari Tablo 10'da
gosterilmistir.  Calismalar, 5 mM fosfat tampon solisyonunda ve pH 7.2 de
gerceklestirilmistir.
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Tablo 10: Hic zeolit icermeyen amperometrik glukoz oxidaz biyosensor verileri

Olgiilebilen en Enzimin Doyma noktasinda
; - g substratina . . ..
Immobilizasyon dusuk < amperometrik Biosensor
. h doydugu i . o
Yontemi substrat K olarak olgulen omrii,%
- onsantrasyon, s
miktari, mM mM enzimatik yanit, nA
5. gln
Gluteraldehit 0.32 0.32 - 20.48 16.3 sonunda 553,
10. gin
sonunda 192
5. gln
sonunda 217,
PEDT 0.08 0.08 — 20.48 33.5 10. glin
sonunda 62,
Tablo 11: Silikalit-500 (500 nm) iceren amperometrik biyosensérler verileri
= Enzimin Doyma noktasinda
i - Olgiilebilen en substratina y . . ..
Immobilizasyon LY < amperometrik Biosensor
. ; diisuk substrat doydugu s . .o
Yontemi . olarak olgiilen omrii,%
miktari, mM konsantrasyon, . .
enzimatik yanit, nA
mM
5. gln
sonunda
Gluteraldenhit 0.08 0.08-20.48 295 213, 10. gun
sonunda
249
5. gln
sonunda
PEDT 0.16 0.16-20.48 5.6 162, 10. guin
sonunda
168
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Tablo 12 - Silikalit-70 (70 nm) iceren amperometrik biyosensorler verileri

2 Enzimin Doyma
Olcllebilen en noktasinda
; - . substratina ) . ..
Immobilizasyon dusik < amperometrik Biosensor
. : doydugu o ..o
Yontemi substrat K olarak olgulen omri,%
. onsantrasyon, . .
miktari, mM enzimatik yanit,
mM
nA
5. gln
Gluteraldehit 0.16 0.16— 20.48 11.8 sonunda 168,
10. glin
sonunda 214
5. gln
PEDT 0.08 0.08— 20.48 28 sonunda 468,
10. glin

sonunda 532

Tablo 10-12'de goruldugu uzere, immobilizasyon igin kullanilan tekniklerin biyosensor
performansi yani enzimin hassasiyeti (6lctlebilen en disik substrat miktari), hizi (enzimin
substratina doydugu nokta) ve biyosensér 6mri (enzimin stabilitesi) Uzerine etkileri arasinda
belirgin bir fark goérulmemektedir. Bu sebeple, elektropolimerizasyon yontemi daha glvenilir
ve uygulanmasi kolay bir yontem oldugu igin ¢calismanin bundan sonraki kisimlarina bu
yontem kullanilarak devam edilmigtir.

PEDT kullanilarak Silikalit-500 ve Silikalit-70 ile yapilan ¢alisma genigletilerek her iki 6rnegin
kalsine edilmis tipleri de calismaya eklenmis ve sonuglar Tablo 13'de gosterilmistir.
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Tablo 13: Hig zeolit icermeyen amperometrik glokoz oxidaz biyosensorlerinin kalsine edilmis
ve edilmemis Silikalit 500 ve silikalit 70 partikilleri iceren amperometrik biyosensoérler ile
karsilastiriimasi.

= Enzimin Doyma noktasinda
Biyosensor O!gq_lebilen en substratina amperometrik Biosensor
L diisiik substrat doydugu —_ . o
tipi . olarak olcgililen omri, %
miktari, mM konsantrasyon, . .
enzimatik yanit, nA
mM
5. glin
sonunda 217,
Zeolitsiz 0.08 0.08 — 20.48 69 10. gln
sonunda
62
5. glin
Silikalit-500 0.16 0.16— 20.48 29 30”1“0”dgauf]62’
sonunda 168
5. gln
Silikalit-70 0.08 0.08 — 20.48 46 50”1“0”dgauf]68’
sonunda 532
5. gln
Kalsine edilmis sonunda 230,
Silikalit-500 0.64 0.64-2048 125 10. giin
sonunda 239
5. gln
Kalsine edilmis sonunda 231,
Silikalit-70 0.64 0.64 — 20.48 15,6 10. giin

sonunda 159

Tablo 13’de goruldugu uzere, farkl tip zeolitler arasinda ¢ok belirgin bir fark gézlenmemesine
ragmen, Silikalit-70 6rnegdi iceren glukoz oksidaz biyosensorlerinde, diger tip zeolitleri iceren
biyosensorlere gbre enzimin hassasiyeti (6l¢llebilen en dislk substrat miktari), hizi (enzimin
substratina doydugu nokta), ve biyosensér d6mru (enzimin stabilitesi) agisindan daha yuksek
sonuglar elde edilmigtir. Silikalit-70 6rnegi igceren biyosensorler hi¢ zeolit icermeyenlerle
karsilastirildiginda, enzimin hassasiyeti ve hizinda bir dedisim gbzlenmemesine ragmen
enzimin doydugu noktada dlgulen yanit %40 oraninda azalmigtir. Enzimin stabilitesinde ise
oldukca yuksek oranda bir artis gozlenmigtir. Tabloda géze carpan bir diger durum ise
kalsine edilmig Silikalit-500 iceren biyosensdrlerde enzimatik yanitin % 80 oraninda artmis
olmasidir. Enzimatik aktivitenin yanisira biyosensér émrinde de belirgin bir artis gézlenmisg
ancak enzimin hassasiyeti ve hizinda olumlu yénde bir degisime rastlanmamistir.

45.1.2 Alkol Oksidaz Enzimi Kullanilarak Olusturulan Amperometrik Tip
Biyosensor Galigsmalari

Galismanin bu kisminda, kalsine edilmis ve edilmemis Silikalit-500 ve Silikalit-70 érnekleri ile
farkli Si/Al oranina sahip Na-Beta-30, Na-Beta-40 ve Na-Beta-60 partikdlleri, kullaniimis ve
bu partikillerin amperometrik alkol oksidaz biyosens6r performansi Uzerine etkisi
calisilmistir. Bu drneklerin secilmesindeki amag, zeolitlerin partikll bayUklugl, kalsinasyon
sureci ve Si/Al oraninin biyosensér performansina etkisinin anlagilabilmesidir. Bu
arastirmaya ait sonuglar asagida gosterilmektedir.
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L Zeolitigermeyen
500 4 @ silikalit-500 .
A Silikalit-500 (Kalsine )
v Silikalit-70
400 4 <4 Silikalit-70 (Kalsine )
P Beta30
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[ =
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200 A
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Sekil 38: Hi¢c zeolit icermeyen amperometrik alkol oksidaz biyosensdrlerindeki enzimatik
aktivitenin farkh tipte zeolit iceren amperometrik biyosensdrlerdeki enzimatik aktivite ile
karsilastiriimasi.

Sekil 38'de goruldugu uzere Silikalit-500 igeren alkol oksidaz biyosensodrleri en yuksek
performans go&stermistir. Silikalit-70 igceren biyosensorlerdeki enzimatik yanitin  disuk
¢lkmasinin ise, partiklllerin kliguk pargacik boyutlarindan dolayl kimelenme olmasi ile ilgili
oldugu dusunudlmektedir. Ayrica kalsine edilmis silikalitleri iceren biyosensdrlerde de gérilen
duslk enzimatik aktivitenin nedeni reaksiyona girmemis maddelerin tam olarak
uzaklastirlamamasi veya yuksek sicakhgin silikalitin  yapisini bozmus olmasi ile
aciklanabilecegi disunulmektedir. Zeolit Beta igeren biyosensorler de ise Si/Al oranina bagl
olarak herhangi bir etkiye rastlanmamig, en yuksek enzimatik aktivite Na-Beta-40
partikillerini iceren biyosensdrlerde okunmustur. Bu ¢alismada elde edilen en énemli sonug
ise Silikalit-500 partikillerinin kullanildigdi biyosensérlerde alkol oksidaz enziminin aktivitesinin
yaklasik % 200 oraninda, zeolit Beta-40 partikdllerinin kullanildigi biyosensérlerde ise
enziminin aktivitesinin % 60 oraninda arttiriimis oldugudur.

Deney sonuglarinin, biyosensér performansi ile ilgili diger parametreleri ise Tablo 2’de
gosterilen zeolitler de kullanilarak ¢alisiimis ve sonuglari Tablo 14’te gosterilmistir.
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Tablo 14: Hi¢ zeolit icermeyen amperometrik alkol oxidaz biyosensoérlerinin kalsine edilmis
ve edilmemis silikalit 500 ve silikalit 70 partikilleri ile Na-Beta-30, Na-Beta-40 ve Na-Beta-50
partikulleri iceren amperometrik biyosensorler ile karsilastiriimasi.

Doyma
noktasinda
amperometrik Biosensor
olarak ol¢iilen omru, %
enzimatik yanit,
nA

Enzimin
substratina
doydugu
konsantrasyon,
mM

Olgiilebilen en
diisiik
substrat
miktari, mM

Biyosensor tipi

5. glin
sonunda 100,

Zeolitsiz 0.16 0.08 — 20.48 110 10. glin
sonunda 39,5

5. gln
sonunda 59,6,
Silikalit-500 0.08 0.08 —20.48 431 10. gin
sonunda
35,7

5. gln
sonunda 42,
Silikalit-70 0.16 0.16 —20.48 103.5 10. gin
sonunda
27

5. gun
sonunda 76,7,

0.32 0.32 -20.48 117.5 10. glin
sonunda 46,6

Kalsine edilmis
Silikalit-500

5. gln
sonunda 65,9,
0.08 0.08 —20.48 174.5 10. glin
sonunda
37,9

Kalsine edilmis
Silikalit-70

7. gun
sonunda 71,
Na-Beta-30 0.16 0.16 —20.48 136.5 15. glin
sonunda
37

5. gln
sonunda 77,3,
Na-Beta-40 0.08 0.08 — 20.48 113.5 10. glin
sonunda
41

5.gln
sonunda 55,
Na-Beta-60 0.16 0.16 —20.48 144.5 10. glin
sonunda
44

Tablo 14’de goruldugu uUzere, biyosensor performansi farkh tip zeolitler kullanildiginda farkli
sonuglar vermektedir. Kalsine edilmis Silikalit-70 ve Na-Beta-40 partikullerinin kullanildigi
biyosensorlerde enzimin hassasiyeti géz onune alindidinda (6lgulebilen en diglk substrat
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miktarinda), hi¢ zeolit icermeyen biyosensdrlerdeki enzim hassasiyetine oranla gézle gérulir
bir gelisme saglanmistir. Ancak enzimin hizi (substratina doydugu konsantrasyon) ve
stabilitesi (biyosensor émri) s6z konusu oldugunda herhangi bir degisime rastlanamamistir.
Bu iki durumun enzimin kendine ait yapisiyla ilgili oldugu ve zeolitin bu yapiya negatif veya
pozitif bir anlamda etki saglayamadigi disunulmektedir. Tablo 14'te dikkat edilmesi gereken
bir diger parametre ise enzimatik aktivitedir. Silikalit-500 partikdllerinin  kullanildigi
biyosensorlerde alkol oksidaz enziminin aktivitesinde yaklasik % 300 oraninda bir artis
saglanmigtir. Silikalit-500 partikulleri enzime sagladiklari genis yuzey alani, uygun yuzey
gruplari ve etkilesime katkida bulunduklari elektriksel ve kimyasal degisimler ile enzimin
calisabilmesi igin uygun bir ortam saglamig ve enzimin aktivitesinde gozle gorulir oranda bir
artis saglamistir.

45.1.3 Laktat Oksidaz Enzimi Kullanilarak Olusturulan Amperometrik Tip
Biyosensor Calismalari

Amperometrik ¢alismalarin bu son kisminda, Laktat oksidaz enzimi, Silikalit-500, kalsine
edilmis Silikalit-70 ve Na-Beta-30 partikulleri GUzerine immobilize edilerek aktivitesi dlgilmuis
ve sonugclari asagida gosterilmigtir.

Tablo 15: Hi¢ zeolit icermeyen amperometrik laktat oksidaz biyosensorlerinin Silikalit-500 ve
kalsine edilmis silikalit-70 partikulleri ile Na-Beta-30 partikllleri iceren amperometrik
biyosensorler ile karsilastiriimasi.

I Doyma
Enzimin
L noktasinda
. . Olgilebilen en substratina . . . e
Biyosensor .o < amperometrik Biosensoér émrd,
L duslik substrat doydugu vt
tipi - olarak odlglilen %
miktar;, mM konsantrasyon, ) X
enzimatik
mM
yanit, nA
2. gun sonunda
Zeolitsiz 0.016 0.016 16.4 40; 4. gln
sonunda 24
Silikalit-500 0.004 0.004 92 2. gun sonunda 3
Kalsine
edilmis 0.016 0.016 194 2. gln sonunda 2
Silikalit-70
Na-Beta 30 0.016 0.016 56.2 2. gun sonunda 2

Tablo 15’de géruldugu Uzere, farkli tip zeolitler kullanildiginda biyosensoér performansi da
farkliliklar gostermektedir. Daha once bahsedilen glukoz oksidaz ve alkol oksidaz
biyosensorlerinde de oldugu gibi, laktat oksidaz biyosensorlerinde en ylksek biyosensor
performansi yani dislik enzim hassasiyeti (6l¢ulebilen en dusik substrat miktari), ylksek
aktivite hizi (enzimin substratina doydugu nokta), ve ylksek aktivite (enzimin doydugu
noktada odlgilen yanit) Silikalit-500 partikullerinin kullanildigi biyosensorlerde gorulmektedir.
Bu biyosensorlerde enzimin aktivitesi % 600 oraninda artmis ancak biyosensér émrinde
herhangi bir gelisme kaydedilememistir. Ayni tip zeolitin fakat enzimlerin kullanildigi
biyosensorlerdeki ‘biyosensér 6mrl’ parametresinde goérilen farkliliklarin nedeninin ise her
enzimin kendine ait dogal yapisiyla ilgili oldugu dusunulmektedir. Glukoz Oksidaz ile ilgili bir
makalemiz ara rapor doneminde yayinlanmigtir (GORUISHKINA, 2010).
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4.5.2 Kondiiktometrik Biyosensor Verileri

Daha dnce de bahsi gectigi tUzere, calismanin bu kisminda kullanilan kondiktometrik tip
biyosensoérlerin ¢alisma prensibi, iyon olusumunu engelleyici sivi bir ortam icerisinde, biri
calisan digeri referans olan iki elektroda potansiyel uygulanmasi sonucu gerceklesen iyon
degisiminin dlgtlmesidir. Asil dlgulen iki elektrot arasindaki potansiyel farktir. Model enzim
olarak secilen Ureaz enzimi, literatirde ilk defa, modifiye edilmis farkh tipteki zeolitlere
immobilize edilerek ortamda meydana getirdigi iyon degisimi él¢clilmuis ve sonuglar zeolitsiz
biyosensorlerdeki degisim ile karsilastirilmistir. Biyosensoér ¢calismalarinda kullaniimak tzere
degisik ozellikte ve buyUklikte zeolitler ve bu alanda sik¢a kullanilan silikalit érnekleri
sentezlenmigtir.

Enzimatik aktivite igin en uygun kosullarin belirlenmesi amaciyla, zeolit A model olarak
secilerek Ureaz'la karistinlmig, farkli molarite ve pH ‘larda fosfat tamponlari hazirlanmisg,
gluteraldenhit icinde tutulma sireleri karsilastiriimistir.

4.5.2.1 Gluteraldehit iginde Tutulma Siiresinin Etkisi

Sekil 39'da da goruldugu gibi en ylksek enzim aktivitesi, elektrodun 25 dakika gluteraldehit
buharinda tutulmasiyla gerceklesmistir. 25 dakika, enzimin, enzim 6zelligi tasimayan bir
protein olan Bovine Serum Albumin (BSA)e capraz-bag ile baglanmasi ve BSA'nin da
elektroda tutunmasi igin en etkili suredir. Bu sirenin altindaki zamanlarda yetersiz hidrojen
baglari nedeniyle elektrot ylzeyinden enzim kaybi olabilirken, daha uzun zamanlarda ¢ok
fazla hidrojen bagi olusmasi enzimin aktif merkezini bloke edebilir. Diger yapilan tim
deneyler de elektotlarin 25 dakikalik gluteraldehit buharinda tutulmasiyla gerceklesmislerdir.
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Sekil 39: Gluteraldehitte Birakiima Siiresi (Capraz-Bag Olmasi igin Gereken Zaman)
4.5.2.2 Tampon Gozeltisinin Konsantrasyonunun ve pH Degerinin Aktiviteye
Etkisi

Fosfat tamponu, bir zayif asit ve onun konjuge bazindan veya zayif baz ve onun konjuge
asidinden olugur. Sekil 40’da gorildigu Uzere 5 mM konsantrasyondaki bir fosfat tamponu,
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ortamdaki hidrojen ve hidroksil iyonlarini dengelemede ve dolayisiyla da pH'1 sabit tutmada
yeterlidir. Dengesiz pH degisiklikleri enzimlerin yapisini bozarak galismalarina engel olur.
Diger yapilan tim deneyler de 5 mM fosfat tamponu kullanilarak gerceklesmistir.

0,8

0,6

0,4

Enzimatik Yanit (Micro$S)

0,2

0 1 2 3 4 5 6 7

Fosfat Tampon Konsantrasyonu

Sekil 40: Fosfat Tampon Konsantrasyonunun Enzim Aktivitesine Etkisi

Bir fosfat tamponu, ortamdaki hidrojen ve hidroksil iyonlarini etkin bir sekilde yok ederek pH'’i
hazirlandiklari dederde sabit tutabilmelidir, ¢inkl batun biyolojik reaksiyonlarda oldugu gibi
enzimler de ancak belirli pH araliklarinda g¢alisabilirler. Bu araliklarin disindaki degisimler
konformasyon degisimine neden olarak enzimlerin g¢alismasini engeller. Sekil 41'de
g6rildigu Uzere Ureaz enziminin 7-9 pH araliginda aktif bir sekilde calismakta oldugu
g6zlenmistir.
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Sekil 41: Fosfat Tampon pH'inin Enzim Aktivitesine Etkisi

Ureazin etkin bir sekilde calisabilmesi icin gerekli olan kosullar belirlendikten sonra,
immobilizasyon islemi herbir zeolit icin tekrar denenmis, artan miktarlarda Ure eklenerek
Olcllen enzimatik aktiviteler ise Sekil 42’de karsilastirmali olarak gosterilmistir.
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Sekil 42: Farkli Zeolitlerin Ureaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Bu calismalarin sonucunda, literatlirde ve endustride ¢ok kullanilan zeolit A, zeolit Y, silikalit
gibi zeolitler ilk defa olarak Ureaz enzimi ile olusturulmus kondiktometrik biyosensorlere
entegre edilerek, enzim aktiviteleri olgulmustir. Zeolitlerin zeolit kullaniimadan yapilan
aktivitelere oranla daha farkli sonuglar verdigi kesindir. Ancak bu farkliliklarin zeolitlerin hangi
Ozelliklerinden dolayi olduklarini anlamak amaciyla bundan sonraki ¢alismalarda bu amaca
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spesifik farkli ve kontrolli Si/Al oranh, farkli yuzey alanh, gbézenek boyutlu zeolitler
kullanilmistir. Bu calismalarimizin sonucu ile ilgili bir makalemiz ara rapor déneminde
yayinlanmistir (SOY, 2010).

4.5.2.3 Zeolitlerin Kondiiktometrik Biyosensor Sonuglarina Etkisi

Calismalarimizin bir sonraki kismi ise yine kondiktometrik biyosensorlerin daha pratik,
spesifik ve hatta secici kullanimlarini da saglamak igin, kontrollii bir sekilde sentezlenen
zeolitlerin biyosensore entegresiyle yapilmigtir. Buatin bu deneyler daha Onceden de
bahsedildigi gibi zeolitlerin standart olarak kullanilan enzim icerikli biyosensér membranlarina
eklenmesiyle (Sekil 8-A) yapiimistir. Bu amaca yonelik enzimin aktivitesine (Sekil 43) ek
olarak zeolit konsantrasyonunun enzim aktivitesine etkisi ve tekrarlanabilirlik calismalari
sonucu elde edilen sonuclar da Sekil 44’de goésterilmistir. Yapilan bitlin ¢alismalar 5 mM
fosfat tampon solliisyonunda ve pH 7.2 de gergeklestirilmistir.
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Sekil 43: Modifiye edilmis zeolitlerin kullanildi1 kondiktometrik tipli Greaz biyonsensorlerinin
aktivitesinin hi¢ zeolit icermeyen biyosensorlerin aktiviteleri ile karsilastiriimasi.

Sekil 43'de goruldugu uzere farkli tip zeolitler enzimatik aktiviteyi farkli oranlarda
etkilemektedirler. NH4;-Beta-30 ve H-Beta-30 zeolitleri iceren biyosensorlerdeki enzimatik
aktivitenin en yuksek oldugu, iyon degdisimi yapilmamis Na-Beta-30 igeren ve hi¢ zeolit
icermeyen biyosensorlerdeki Ureaz aktivitesinin ise en disuk oldugu gdézlemlenmistir. Bu
noktada varilan sonug, ortamda bulunan NH,4 ve H iyonlarinin enzimin stabilitesini arttirarak
daha etkin calismasini saglamis olabilecegi yonundedir. Kalsinasyon uygulanmasinin
etkisine bakilacak olursa, Beta-30-K 6rneklerine immobilize edilmis Ureaz enziminin aktivitesi
kalsine edilmemis Na-Beta-30 drneklerine immobilize edilmis Ureazin aktivitesinden daha
yuksektir. Uygulanan sicaklik zeolitin bogluklarinda bulunan reaksiyona girmemis maddelerin
uzaklastinimasini saglamigtir. Alinan sonuclara gore, reaksiyona girmemis bu maddeler
enzimin aktivitesini olumsuz yénde etkilemektedirler. Karsilasilan bir diger sonug ise ylzey
gruplarinin negatif OH’lardan pozitif NH/'lere donustirilmesinin enzimin aktivitesi Uzerinde
olumlu bir etkiye sahip olmamasidir. Bu durumun, treaz enziminin dig yuzeyindeki gruplarin
zeolitteki OH gruplari ile daha iyi bir etkilesime girmesi ile alakali oldugu disinilmektedir.
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Ayrica kullanilan zeolitlerdeki Si/Al orani, immobilize edilmig enzimin aktivitesi Uzerinde ¢ok
belirgin bir rol oynamamaktadir. Bu ¢alisma ile elde edilen en énemli sonug ise, zeolitlerin
kondiktometrik biyosensorlerde, Ureaz enziminin aktivitesini %15 ila 80 oraninda ve
zeolitlere uygulanan modifikasyon metoduna bagli olarak arttirmis olmalaridir. iyon degisimi
ve sicaklik uygulamasi ile modifiye edilen zeolitler, tGreaz enziminin aktivitesini gdzle gorulir
oranda arttirmakta ve klinik alandaki biyosens6ér uygulamalar icin gelecek vaad
etmektedirler.

Bir sonraki calismada, en yiksek enzimatik aktivitenin géruldagu ilk Gg¢ biyosensordeki

zeolitler alinarak, zeolit konsantrasyonunun enzimatik aktiviteye etkisi ¢aligiimis ve sonugclar
Sekil 44’de gosterilmigtir.
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Sekil 44: Zeolit konsantrasyonunun biyosensoér aktivitesine etkisi (a) NH4 iyonu iceren zeolit
Beta-30, (b) H" iyonu igeren zeolit Beta-30 ve (c) iyon degisimi yapilmamis zeolit Beta-50.

Sekil 44’de goéruldugu Uzere en yuksek enzimatik aktivite, NH,-Beta-30 partiklllerinin % 15

oraninda kullaniimasiyla gézlenmistir. Diger iki zeolit drnegini iceren biyosensorlerde ise en
yuksek enzimatik aktivite % 7,5 oraninda kullanildiklar takdirde gézlenmistir.

70



Tekrarlanabilirlik, biyosensoérler icin en sik karsilasilan problemlerden birisidir. Bu nedenle
NH4-Beta-30, H-Beta-30 ve H-Beta-50 o&rnekleri secilerek tekrarlanabilirlik calismalari
yapilmis ve sonuglari asagida gdsterilmistir.
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Sekil 45: NH;-Beta-30, H-Beta-30 ve H-Beta-50 partikilleri iceren ve hi¢ zeolit icermeyen
Ureaz biyosensodrlerindeki enzimatik aktivitenin tekrarlanabilirliginin karsilastiriimasi.

Sekil 45'de goruldugu tzere NH,-Beta-30 biyosensdrlerinde Ureaz enziminin aktivitesindeki
tekrarlanabilirligin diger biyosensérlerdekine oranla oldukga ylksek oldugu gézlenmistir. Hi¢
zeolit kullanilmayan biyosensoérlerdeki tekrarlanabilirlie oranla ise %30 oraninda gelisme
saglanmigtir.

Konduiktometrik tip biyosensoér ¢alismalarinin tekrarlanabilirlik deneylerinin ikinci kisminda ise
NH,4-Beta-30, H-Beta-30 orneklerinin kullanildigi biyosensorlerdeki enzimatik aktivitenin bir
gln boyunca tekrarlanabilirligi ¢ahsiimistir. Sekil 46'da da goéruldugu Uzere, zeolitlerin
enzimatik aktivitelerinin, tekrarlanabilirik konusunda kondiktometrik olarak olctlebilen
herhangi bir negatif degisime sebep olmadigi kanitlanmistir.
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Sekil 46: Farkl tip zeolit iceren biyosensoérlerdeki enzimatik aktivitenin tekrarlanabilirligi (1
glin boyunca), (A) Hi¢ zeolit icermeyen, (B) NH4-Beta-30, (C) H-Beta-30 igeren
biyosensorler.

Proje donemindeki konduktometrik ¢alismalarin son kisminda ise B6lim 3.3’de bahsi gegen
ug farkli membran yontemi kullanilarak (Sekil 8), silikalit partikilleri Gzerine Ureaz enzimi
immobilize edilmis ve ¢ikan sonuglar Sekil 47°de gdsterilmistir. Bu ¢alismalarimiz da ayri
olarak yayinlanmistir (KIRDECILER, 2011). Bu calismalarin énemi, projemiz kapsaminda ilk
defa olarak Gluteraldehit (GA) icermeyecek bir sekilde direk olarak zeolit filmlerinin
biyosensoérlerin elektrotlarinin tGzerinde olusturuldugu, entegre bir ylizey fabrike edilmis ve bu
yuzeylerden konduktometrik veri alinmis olmasidir. Bdylece konduktometrik verilerde gorilen
farkliliklar, direk olarak zeolitlerin farkli parametreleriyle ilgilendirilebilmistir.
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Sekil 47: Farkh yontemlerle hazirlanan elektrot ylzeylerindeki Ureazlarin enzimatik
aktivitelerinin kargilastirimasi (KIRDECILER, 2011).

Sekil 47°de goruldigu Uzere elektrot ylzeyi Uzerine ince film yapilmis zeolitlerin (Beta-50)
kullanildigi biyosensodrlerde (ZKE), Ureaz aktivitesi en ylksek iken, standart membranla
hazirlanmis ve hi¢ zeolit icermeyen elektrotlarin kullanildi§i biyosensoérlerdeki aktivite en
dusuktir (SME). Zeolit ince filmlerinin Gzerine hi¢ bir kimyasal kullanilmadan immobilize
edilmis  Ureazlarin  aktiviteleri ise (ZME) standart membranla hazirlanmis
biyosensorlerdekinden daha fazla ancak GA kimyasali kulaniimis ve zeolit ince filmle
hazirlanmig biyosensodrlerdekinden daha azdir. Sonug olarak, zeolitlerin elektrot ylzeyi
uzerinde kontrolll bir sekilde film haline getirilmesi enzimatik aktiviteyi yaklasik %70 ile 160
arasinda arttirmaktadir.

4524 Si/Al Oraninin Enzimatik Yanitlara Etkisi

Zeolit Beta igerisinde bulunan Si/Al oranlari sentez esnasinda degistirilerek, sadece bu
etkinin biyosensor verilerine etkisinin gézlenmesi, zeolitin diger 6zellikleri degistiriimeden
mumkuindir. Bu amagla, farkh Si/Al oranlarinda sentezlenmis (Si/Al orani 40, 50 ve 60 olan)
zeolitler konduktometrik biyosensor dizeneginde Ureaz adsorpsiyonu ile denenmis ve alinan
sonugclar Sekil 48’de gdsterilmigtir.
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Sekil 48: Farkli Si/Al oranlarinda sentezlenmis zeolitlerle hazirlanmis Zeolit Membran
Elektrodlarin (ZME’lerin) Standard Membran Elektrod ile karsilastirmasi (KIRDECILER,
2011).

Sekil 48'de goruldiugu Uzere zeolit Beta icerisindeki Si/Al orani arttikca elektrotdan alinan
enzimatik yanitin seviyesi artmaktadir. Daha 6nce literatirde yapilan ¢alismalarda Si/Al
oraninin etkisi gobzlenmeye c¢alisilirken, farkh tipte zeolitler kullanmimistir. Bu durum
sonucunda, biyosensor verilerine etki eden faktérlere sadece Si/Al orani degil, parcacik
boyutu, ylzey alani ve morfolojisi gibi faktérlerde devreye girmektedir. Projemiz kapsaminda
ilk defa olarak sadece Si/Al oraninin bu verilere etkisi ¢calisiimistir. Bunun sonucunda da Si/Al
orani daha ylksek olan ve dolayisiyla da daha hidrofobik olan zeolit Beta-60'in daha
hidrofilik olan Beta-50 ve Beta-40’tan daha yuksek aktiviteye sebep oldugu anlasiimigtir
(KIRDECILER, 2011).

4.5.2.5 Farkh Modifikasyon Sekillerinin Enzimatik Yanitlara Etkisi

Biyosensor elektrodlari zeolitlerle modifiye edilirken c¢esitli sistemler kullaniimaktadir.
Standart membran elektrodlarda (SME) elektrodlar (zerinde olusturulan ince filmler
Gluteraldehit (GA) buharina maruz birakilarak stabilitesi arttirimaktadir. Ancak GA enzimler
icin zehirli bir kimyasal olmasi sebebiyle, enzimatik aktiviteyi bir miktar dusturmektedir.
Yapilan c¢alismada zeolitler standard membran elektrodlar igerisine % 5 oraninda
karistinlarak zeolit membran elektrodlar (ZME) hazirlanmistir. Ayrica zeolitlerin direk olarak
yluzeye damlatilmasi seklinde hazirlanan zeolit filmlerinin Uzerine gerekli enzimlerin
yerlestiriimesi ile Zeolit Kapli Elektrodlar (ZKE) hazirlanmistir. Hazirlanan elektrot tipleri Sekil
49’da sematik olarak tekrar gosterilmistir. Zzeolit kapli elektrodlarin (ZKE) SEM goéruntuleri
Sekil 50’de gdsterilmigtir.
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Sekil 49: Standard Membran Elektrot-SME (A), Zeolit Membran Elektrot-ZME (B) ve Zeolit
Kapli Elektrot’larin-ZKE (C) sematik gosterimi.

Sekil 50: Silikalit ve zeolit Beta-60 ile hazirlanmis Zeolit Kaph Elektrod’larin taramali elektron
mikroskobu gdrtntleri.

ZKFE’lerin diger membranli elektrotlardan en blyuk farki Gzerinde GA tabakasinin
bulunmamasidir. Bahsedilen sekilde hazirlanan Gg elektrot tipi kondiktometrik biyosensor ile
test edilmis ve alinan sonuglar $ekil 51°de verilmistir.
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Sekil 51: Farkli zeolit modifikasyonlarinin Standard Membran Elektrodlari (SME) ile
karsilastiriimasi.

Zeolit Kapli Elektrodlar (ZKE) her iki zeolit tipinde de SME ve ZMT’lerden daha yuksek
enzimatik yanit vermigtir. Alinan enzimatik yanitlarin karsilikli standard sapmalarina
bakildiginda, SME igin % 5, ZME igin % 6.7 ve ZKE igin % 3.6 oldugu goértlmustir. SME ve
ZME igin tekrarlanabilirlik, ayni ince filmi her seferde olusturmanin zor olmasindan dolayi
daha dusuk tekrarlanabilirlikle sonuglanmistir. Bunun tersine ZKE'lerde olusturulan zeolit filmi
her denemede ayni miktarda sispansiyon kullanilarak hazirlandigi icin tekrarlanabilirligi ¢cok
daha fazladir. Ayrica ZKE’lerde enzim igin zehirli sayilabilecek bir kimyasal olan GA
kullaniimadigi igin daha yuksek enzimatik yanit alinmig olabilir.
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45.2.6 Zeolit Modifikasyonunun Enzimatik Yanit Verme Siiresine Etkisi

Biyosensorler icin en az enzimatik yanitin miktari kadar dnemli olan diger bir parametre de
enzimatik yanitin siresidir. Standard Membran Elektrotlarda (SME), diftizyon bariyeri olarak
gbrev yapan Gluteraldehid (GA) tabakasi, Urenin Ureaz’'a ulasmasini ve tepkimeyi
geciktirdiginden tepki stiresinin uzamasina sebep olmaktadir. Yapilan ¢alismada, Zeolit Kapli
Elektrodlar (ZKE) , Standart Membran Elektrotlar (SME) ile karsilastiriimig ve alinan sonugclar
Sekil 52’de gosterilmigtir.
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Sekil 52 Zeolit Kapl Elektrotlarin (ZKE) Enzimatik Yanit Suresinin Standard Membran
Elektrodlarla (SME) kargilastirmasi (KIRDECILER, 2011).

Biyosensor elektrodunun zeolit ile kaplanmasi ile olusturulan ZKE’lerin kullaniimasiyla
yapilan ve ortama 0.5 mM Ure eklenmesiyle olugsan enzimatik yanit gdzlenmis ve SME
verileri ile karsilastinimistir. Sekil 52°de goéruldugu Gzere ZKE ile alinan yanit 27.5 pS iken
SME’den alinan yanit 16.8 uS olmustur. Daha da 6nemlisi SME’ler yaklasik 80 saniyede
stabil bir yanita ulagirken, ZKE’'de bu deger 8 saniyeye kadar diismiistiir (KIRDECILER,
2011).

Batin bu sonugclar, zeolitlerin gercek bir biyosensdr uygulamasindaki kullanimlarinin gok
daha verimli sonuclara sebep olacagini géstermektedir. Bu tip bir uygulama ilk defa olarak bu
proje gercevesinde yapilmis ve yuzey gruplarinin kontrol edildigi farkli zeolit ince filmlerinin
potansiyel kullanim alanlarini arttirarak ger¢ek anlamdaki bir uygulamadaki 6nemi bu kadar
net olarak ilk defa vurgulanmigtir.

4.5.3 ISFET Tip Biyosensor Verileri

Daha oOnceki bdlumlerde de anlatildigi Gzere, projenin bu déneminde kullanilan ISFET tip
biyosensorlerin ¢alisma prensibi, ¢alisma ve referans elektrotlari arasindaki potansiyel
farkinin  dlgiimesine dayanir. Elektrot potansiyelinin  belirlenmesi dogrudan analit
konsantrasyonunu tanimlar. Bu tip biyosensorlerde kullanilan temel sensorler pH ya da tek
degerlikli iyonlara duyarli cam elektrotlar, anyon yada katyonlara duyarl iyon secimli
elektrotlar ve karbondioksit ya da amonyagda yonelik gaz duyarli elektrotlardir. Bu ¢alismada
kullanilan sensoérler pH’a duyarli ISFET sensdrleridir. Projemiz boyunca model enzim olarak
segilen Ureaz ve butirilkolinesteraz enzimleri, farkli yéntemler kullanilarak kalsine edilmis
zeolit Beta pargaciklarina immobilize edilerek, ortamda meydana gelen pH degisimi 6élcliimus
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ve elde edilen sonuglar zeolitsiz biyosensor verileriyle karsilastiriimigtir. Kalsine edilen zeolit
Beta parcaciklarinin ylzey gruplarinin sayisi ve seklinde yapilan degisikliklerin, protein-zeolit
iliskisini buyuk oranda etkiledigi ilk defa olarak bulunmustur. Bu ¢calismalarimiz da ayri olarak
yayinlanmigtir (SOY, 2012).

Bahsi gecen gruplarin karakterizasyonu FTIR yontemi kullanilarak yapilmis ve kontrolli
olarak asidik —OH gruplari olusturulmak amaciyla (Sekil 2) farkli sicakliklarda kalsine edilmis
(Bolum 3.2.3) zeolit Beta'larin artan Brgnsted asit bolgelerine gore siralamasi su gekilde
bulunmustur: BEA-1>BEA-2>BEA-3 (Sekil 53).
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Sekil 53: Farkh yontemlerle kalsine edilmis Na-Beta-50 drneklerinin FTIR grafigi.

Proje boyunca alinan sonuglara goére, hem treaz hem de butirilkolinesterazin aktivitesi, zeolit
Beta ylzeyindeki silanol gruplari ve daha belirgin olarak Brgnsted asit bolgeleri ile dogru
orantili olarak artmistir. BEA-1 drnegi, FTIR sonuglarina gore en ylksek oranda Brensted
asit bolgesi icermekte ve ISFET sonuglarina goére de en yuksek enzimatik aktivite yine BEA-1
ornekleri ile elde edilmektedir. Sayica artmis ylzey gruplari, enzimlerin baglanmasi i¢in daha
genis baglanti bolgeleri olusturmakta ve enzimatik aktivitenin artmasina ¢ok buyuk bir oranda
katki saglamaktadirlar. Hem Ureaz, hem de bdtirilkolinesteraz aktivitesi icin kalsine edilmis
orneklerle hazirlanan elektrotlardan alinan sonuglarin siralanigi da su sekildedir: BEA-1 >
BEA-2 > BEA-3. Bu sonuglara gore, Al-OH-Si ylzey gruplariyla (Brgnsted) ISFET verileri
arasindaki korrelasyon ilk defa olarak bu kadar net bir sekilde gdsterilmistir (SOY, 2012).

Sekil 54'de hi¢ zeolit icermeyen standart membranlar ile hazirlanmis elektrotlardan alinan
Ureaz ve butirilkolinesteraz enzimlerine ait standart veriler gosteriimektedir. Ayrica bu
verilerin, bahsi gegen kalsine edilmis zeolit Beta pargaciklarini iceren standart membran ile
hazirlanmig elektrot verileriyle karsilastiriimasi Sekil 55’de gdsterilmektedir.
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Sekil 54: Hic zeolit icermeyen, standart membran hazirlama yontemi ile hazirlanmis lGreaz
ve butirilkolinesteraz enzimlerine ait standart ISFET verileri.
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Kalsine edilmis zeolit Beta parcaciklari iceren standart membran yontemi ile
hazirlanmig Ureaz (A) ve butirilkolinesteraz (B) enzimlerine ait ISFET verileri.

79



Sekil 55’te goruldugu Uzere ISFET tip elektrot yuzeyleri Gzerine, sicaklikla modifiye edilmis
zeolit Beta parcaciklari iceren standart membranlarin hazirlandigi biyosensorlerde, hem
Ureaz hem de buitirilkolinesteraz aktivitesi en ylksek iken, standart membranla hazirlanmis
hic zeolit icermeyen elektrotlarin kullanildigi biyosensorlerde olgllen aktivite oldukca
dusuktir. Bu verilere ek olarak, farkli sicaklik derecelerinde modifiye edilmis zeolitlerin
kullanildigi biyosensorlerden farkli sonuglar alinmistir. Alinan bu sonuglara gére, hem Ureaz
hem de butirilkolinesterazin aktivitesi, zeolit Beta yuzeyindeki silanol gruplari ve daha belirgin
olarak Brgnsted asit bdlgeleri ile dogru orantili olarak artmaktadir. BEA-1 6rnegi, FTIR
sonuglarina gore en ylksek oranda Bronsted asit bolgesi icermekte ve ISFET sonuglarina
gore de en ylUksek enzimatik aktivite yine BEA-1 ornekleri ile elde edilmektedir. Sayica
artmig ylzey gruplari, enzimlerin baglanmasi igin daha genis baglanti bolgeleri olusturmakta
ve enzimatik aktivitenin artmasina ¢ok buyuk bir oranda katki saglamaktadir (LEE, 2005;
TAVOLARO, 2007). Hem Ulreaz hem butirilkolinesteraz aktivitesi icin kalsine edilmis
orneklerle hazirlanan elektrotlardan alinan sonuglarin siralanigi su sekildedir: BEA-1 > BEA-2
> BEA-3. Bu sonuglara gore, Al-OH-Si ylzey gruplariyla (Bransted) korelasyon igerisindedir.
Sicaklik uygulanarak yizey gruplari modifiye edilmis zeolit Beta BEA-1 &rneklerinin
kullanildigi  biyosensorlerde, literaturde ilk defa, Ureaz enziminin aktivitesi 2 kati,
batirilkolinesteraz enziminin aktivitesi ise 3 kati oraninda arttiriimis ve zeolitlerin, biyosensoér
performansini belirgin bir oranda etkiledigi kanitlanmistir. En énemli bulgu ise, hem farkh
zeolitlerin kullanimiyla hem de tek bir tip zeolite uygulanan farkl modifikasyon teknikleriyle
elde edilebilen ve hatta zeolit ylzey gruplariyla korelasyon gdsteren biyosensor verilerinin
elde edilmis olmasidir. Bu bulgular da teklif edilmis olan projenin en énemli sonuclarindandir.

Yukarida bahsi gegen zeolit Beta parcaciklarinin kullanildigi, treaz ve butirilkolkinesteraz
iceren ISFET tip biyosensorlerin stabilite ve biyosensér émri gibi analitik 6zellikleri ise bu
calismalarin devami niteligini tasimaktadir. Boylelikle Breonsted asit gruplarinin enzim
aktivitesine ek olarak biyosensér performansi Uzerindeki etkisinin daha iyi anlagilabilmesi
amaglanmaktadir. Biyosensoérlerin  émrl, calisma stabiliteleri ve ortamdaki inhibitor
maddelere verdikleri yanit biyosensoér performansini belirleyen en &6nemli etkenler
arasindadir. Bu sebeple sicaklikla modifiye edilmis zeolit Beta ornekleriyle hazirlanmis
elektrotlar, hi¢ zeolit icermeyen standart elektrotlardan alinan sonuglarla karsilastiriimistir.
Alinan sonuclar Sekil 56 ve Sekil 57°de gosterilmektedir.
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Sekil 56: Butirilkolinesteraze (A) ve Ureaz (B) iceren ISFET tip biyosensorlerin ¢alisma
stabiliteleri.

Sekil 56'da gosterildigi Uzere, her iki proteine ait biyosensérler olduk¢a ylksek calisma
stabilitesi gostermis, 400. dakikanin sonunda bile ayni performansla galismaya devam
etmislerdir. Ayrica dlgimu alinan sensdrler, tampon ¢ozelti icerisinde saklanarak biyosensor
omrl galismalari icin gin asiri élgiimleri alinmis ve batin biyosensérlerin 1 haftadan daha
fazla sure boyunca ayni performansla galistiklari bulunmustur.

Calisma stabiliteleri ve biyosensdr émri calismalarina ek olarak, biyosensdrlerin ortamdaki
inhibitdr molekullere verdikleri yanit da arastinimigtir. Bu sebeple bdatirilkolinesterazin
inhibitdérd glikoalkoloid ve Ureazin inhibitéri olarak da metal iyonlari (Hg) kullaniimigtir.
Biyosensorlerin artan inhibitor madde konsantrasyonlarina verdikleri yanit Sekil 57°de
gOsterilmektedir.
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Sekil 57: Butirilkolinesteraze (A) ve Ureaz (B) iceren ISFET tip biyosensorlerin artan inhibitor
konsantrasyonuna kargsi 6l¢llen rezidual aktiviteleri.

Sekil 57'de gorlldigu Uzere, zeolit Beta pargaciklariyla modifiye edilmis butirilkolin
biyosensoérlerinin ortamdaki inhibitér maddelere, standart biyosensdrlerden daha duyarli
olduklari gézlenmistir. Ortamdaki inhibitér maddelere kargi artan hassasiyet siralamasi su
sekildedir: BEA-3 > BEA-2 > BEA-1 > Zeolitsiz biyosensér. Ureaz biyosensérlerinde de
siralama ayni sekilde bulunmustur. Elde edilen bu veriler, zeolit Beta ile modifiye edilmis
biyosensorlerin inhibisyon analizlerinde de rahatlikla kullanilabilecegini gostermektedir.
Ayrica biyosensorlerin ortamdaki inhibitér maddelere karsi hassasiyetinin de zeolit Uzerindeki
Brensted asit bolgeleriyle dogru orantili olarak degistigi gozlenmistir.

Sonug olarak, enzimler ve zeolitlerin Brgnsted asit bolgeleri arasindaki iligkinin biyosensor
performansini ¢ok buyuk olgude etkiledigi ve bu etkilegsimin kontrolli olarak degistirilebildigi
tarafimizca kanitlanmistir. Proje boyunca alinan verilere goére, zeolitlerin Brgnsted asit
bdlgelerinin biyosensdr hassasiyeti, Oomri ve stabilitesi gibi analitik 6zelliklerini ve
performansini belirgin bir sekilde etkiledigi ortaya gikmistir. Bu durum, zeolit pargaciklarinin
ileri biyosensor uygulamalarinda kullanilabilecek gugli malzemeler olduklarini gézler éniine
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sermistir. Zeolit malzemeler Uzerinde yapilan basit modifikasyon teknikleriyle istenilen
uygulamaya gore kontrolli degisiklikler yaratmak mumkindar. lleri diizeydeki biyosensor

calismalarina 1sik tutacak nitelikte olan bu veriler ilk defa bizim ¢alisma grubumuz tarafindan
literatlre katiimistir.

ISFET calismalarinin en son asamasinda, farkli Si/Al oranina sahip zeolit Beta ve farkli
parcaclk boyutuna sahip zeolit A d&rnekleri kullanilarak, bu 6zelliklerin biyosensoér
performansini hangi yonde etkiledigi arastirilmistir. Bu sebeple sistemin optimizasyonunun
yapilabilmesi amaciyla zeolit konsantrasyonunun enzimatik aktiviteye etkisi arastirilmis ve
Na-Beta-30 oOrnekleri %0.015, 0.15, 1.5, ve 8.2 oranlarinda standart membranlara
karistirilarak enzimatik aktiviteleri dlgiimis ve sonugclari Sekil 58’de gdsterilmigtir.
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Sekil 58: Zeolit konsantrasyonunun biyosensor aktivitesine etkisi 0.015 % (A), 0.15% (B),
1.5% (C) and 8.2 % (D).

Sekil 58'de goruldugl Uzere duguk zeolit konsantrasyonlarinda (%0.015 ve 0.15) enzimatik
aktivitede buyuk bir degisime rastlanmazken, ortamdaki zeolit konsantrasyonu arttirildiginda
enzimin aktivitesinde belirgin bir disis gbzlenmistir. Bu durum &zellikle zeolit A érneklerinin
kullanildig! biyosensorlerde oldukga belirgindir. Zeolit A 6rnekleri kullanildigi zaman gozlenen
ureaz aktivitesinin, zeolit Beta ornekleri kullanildiginda gozlenen Ureaz aktivitesinden duguk
olmasinin sebebinin zeolit A partikullerinin daha hidrofilik olmasiyla (Si/Al orani zeolit A i¢in
yaklasik 1 iken zeolit Beta igin 30-50 arasindadir) ve ¢ok buylk pargacik boyutuna sahip
olmalariyla ilgili oldugu dugunulmektedir. Zeolit A 6rneklerinin kullanildigi biyosensorlerde
parcacik boyutu 9'dan 22’'ye arttikgca, Ureaz aktivitesinin de dizenli bir sekilde azaldigi
gOzlenmistir. Cok blUylk parcacik boyutuna sahip zeolit érneklerinin membran icerisinde,
substratin igeri girmesini engelleyici bir bariyer gibi davranarak enzimatik aktiviteyi negatif
yonde etkilemis olabilecedi dusunulmektedir. Ayrica pargacik boyutunun artmasi ylzey

83



alanini da ayni oranda azaltacagindan enzimlerin baglanabilecedi bolgeler nispeten
azalmakta ve enzimatik aktiviteyi de ayni oranda etkilemektedir. Ayrica alinan sonuglar,
kullanilan standart membran yonteminde, Na-Beta 6rneklerinde Si/Al oraninin Greaz aktivitesi
Uzerinde buyuk bir etkisinin olmadigini gostermektedir.

Enzimatik aktiviteye ek olarak stabilite ¢calismalari da biyosensor performansini etkileyen en
onemli parametrelerden birisidir. Bu nedenle, zeolit A ve zeolit Beta partikilleri iceren
biyosensoérlerde stabilite calismalari yapilmis ve sonuclari asagida gosterilmistir.
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Sekil 59: Biyosensorlerin stabilitesi bir gun boyunca alinan veriler (A), biyosensér +4°C de
kuru olarak tutulduktan sonra alinan veriler (B).

Sekil 59-A’da gorluldigu Uzere, buatin biyosensorlerin 1 gin boyunca stabilitesi hig
degismemis, 1. glindn bagsinda okunan aktivite ile gliniin sonunda okunan aktivite arasinda
bir fark gdézlenmemigstir. Daha sonra +4°C de kuru olarak saklanan ve farkl tip zeolit iceren
biyosensorlerden 12 gun boyunca gun asiri veriler alinmig ve c¢ikan sonuglar hi¢ zeolit
icermeyen biyosensorler ile karsilastirimistir. Na-Beta igeren biyosensdrler 12. gunin
sonunda aktivitelerinin %90’in1 hala korurken, 9 um’lik zeolit A iceren biyosensérlerde aktivite
% 20, 4 um ve 22 um’lik zeolit A icerenlerde ise yaklasik %100 oraninda azalmistir. Sonug
olarak zeolit Beta iceren Ureaz biyosensdrlerinde stabilite zeolite A icerenlerden gézle gorular
oranda fazladir.

ISFET calismalarinin son kisminda ise, Ureaz biyosensorlerinin ortamdaki agir metal
iyonlarina kargl hassasiyeti, inhibe edici maddeler kullanilarak calisiimistir. Zeolit iceren ve
icermeyen biyosensorlerin bakir ve civa iyonlarina karsi hassasiyetini gdsteren sonuglar
Sekil 60’da gosterilmigtir.
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Sekil 60: Ortamdaki Civa ve Bakir iyonlarinin tespiti icin farkh tip zeolit iceren
biyosensoérlerdeki enzimatik aktivitenin zeolit icermeyen biyosensdrlerdeki enzimatik aktivite
ile karsilastiriimasi.

Sekil 60’da goéruldigu Uzere, biyosensorlerde zeolit kullaniimasi, ortamdaki inhibe edici
maddelerin etkisini yaklasik % 20 ile % 50 oraninda azaltmakta ve farkl tip zeolitler farkli
oranda etki gostermektedirler. Na-Beta-40 ve Na-Beta-50 ile hazirlanan biyosensoérlerde civa
iyonunun inhibe edici etkisinin en az olmasi sebebiyle, ayni sensoérlerin bakir iyonuna
etkisine de bakilmigtir. Alinan sonuclara gére Na-Beta-40 kullanilan biyosensoérlerde bakir
ve civa iyonlarina karsi hassasiyet gozle gorulir oranda azalmistir.

4.6 Gergcek Uygulamalara Yonelik Caligsmalar: Hiicre Tutunmasi ve Cogaltma
Calismalari

Literaturde zeolit mikrokristallerinin besi ortamina katilmasinin hucreler Uzerinde tutunma,
¢ogalma ve degisimleri Gzerine birgok ¢alisma bulunmaktadir (CEYLAN, 2007; FENOGLIO,
2000; KEETING, 1991; PETRUSHKOV, 2009; THIAN, 2010). Bu ¢alismada amagclanan,
bundan 6nce anlatilan ve elde edilen tium veriler 1s1dinda, ilk kez sistematik bir sekilde
ornekler Uzerindeki zeolit miktarinin degisiminin ve kalsinasyon igleminin hicre g¢ogalmasi
Uzerine etkilerinin iki degisik zeolit tipi ve iki hicre tipiyle arastiriimasidir. Kullanilan zeolitlerin
taramali elektron mikroskopu géruntileri Sekil 61°de verilmigtir.
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Sekil 61: Silikalit (A) ve Zeolit A (B) mikropargaciklarinin SEM mikrografigi.

Bu galismada, zeolit A ve silikalit mikropargaciklarinin MTT testi yardimiyla sitotoksisitelerinin
24, 48 ve 72 saatlik siUrelerde dlcumi yapilmistir. Bu ¢alismada kullanilan silikon Gzerinde
fotolitografi ile Uretilmis G¢ farkh mikrodesen Sekil 62'de gdsterilmistir.

lcm

(a) (b)

| | | | | | | | | | n

Sekil 62: Kullanilan 6rneklerin ve mikrodesen bulunan alanin acgili sematik gosterimi,
zeolitlerle Uretilmis cizgilerin kalinhgini-a, iki zeolit gizgisi arasindaki bosluk-b (A); Tum
ornegin yukaridan sematik gosterimi (B).

Bu calismaya 06zel olarak uretilen orneklerde a degerleri 20, 50 ve 100 pm olarak
degistirilirken, b degeri 100 um olarak sabit tutulmustur. Bunun sonucunda toplam alani 1
cm? olan érneklerin (izerinde sirasiyla 0,04167 cm?, 0,08825 cm? ve 0,125 cm? lik alanlar
Sekil 61’de gdsterilen zeolitler ile kaplanmistir.

4.6.1 MG63 ve NIH 3T3 Hiicre Tipleri ile MTT Testleri

Bolim 3.3.2.2'de anlatilan metodla Uretilen ve sematik olarak Sekil 62’de gdsterilen
mikrodesenli zeolit ince filmlerinde, MTT testinde hicrelerin ¢odalmasi ve MTT lerin
formazana dondsuminu galismalari yapilmigtir. Sekil 62'de sematik olarak gosterilen iki
farkh zeolit ince filminden (Zeolit A ve silikalit) elde edilen yizey 6zellikleri sonuglar Tablo
15’de agiklanmistir.
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Tablo 15: Zeta potansiyel ve kontak agisi deney sonuglari

Ornek ismi Osteoblast Besi Fibroblast Besi ~ Saf Su* (mV) Kontakt Agisi °
Ortami+FBS+PS* ortami+FBS+PS*

(mV) (mV)
Zeolit A 2,45 -11,26 -29,72 71.35 + 3.07
Silicalit 11,68 15,15 -11,29 89.35+4.03

*pH 7°de alinmis zeta potansiyel degerleri.

Bu sonuclara goére, iki farkli zeolitden elde edilen ince filmlerin hidrofilik 6zelliklerinin
gercekten de ne kadar birbirinden farkl oldugu gézlenmistir. Bu durum hticre ¢alismalarini
etkileyebilir ve kontrolll bir sekilde Uretilen farkl zeolit ince film ve mikrodesenleri, kontrolli
hicre tutunumu igin kullanilarak ileriye doénidk lab-on-a-chip ¢alismalarina baslangig
sayllabilir.

4.6.2 Hiicre Tutturma Caligmalarn Sonuglari

Bu ¢alismada, mikrodesenler igerisindeki zeolitlerin bulundugu alan direk olarak érneklerdeki
zeolit miktarini belirlemektedir. Bu sekilde olusturulan desen calismasi, érnekler Uzerindeki
zeolit miktarini guvenilir ve tam olarak kontrol edebilmenin tek yoludur. Bu sebeple, zeolit
miktarinin hicre sayisi Uzerindeki etkisi, 24, 48 ve 72 saatlik periyotlarla dlgtilmuagtir.

Farkhh miktarlarda zeolit iceren orneklerle yapilan 24, 48 ve 72 saatlik MTT testlerinin
sonugclari Sekil 63-65'de verilmistir.

0,125 cm2 Zeolit Kapli Ornekler

450000
400000
350000
300000 h
250000
200000
150000 I
100000

o o HN

Zeolit A Kalsine Zeolit A Silikalit Kalsine Silikalit Kontrol
Zeolit Tiri

——

N 24saat

Hiicre Sayisi

—

N 48saat

e 72saat

Sekil 63: MG63 hiicre tipi ile 0,125 cm? zeolit kapli érnekler lizerinde yapilan 24, 48 ve 72
saatlik MTT testlerinin sonuglari.
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0,08825 cm2 Zeolit Kapli Ornekler

450000
400000
350000
300000
250000
200000
150000
100000 W 72saat

50000 -

B 24saat

M 48saat

Hiicre Sayisi

Zeolit A Kalsine Zeolit A Silikalit Kalsine Silikalit Kontrol
Zeolit Tlri

Sekil 64: MG63 hiicre tipi ile 0,08825 cm? zeolit kapli érnekler (izerinde yapilan 24, 48 ve 72
saatlik MTT testlerinin sonugclari.

0,04167 cm2 Zeolit Kaplh Ornekler

400000

350000 T
300000
250000

200000 M 24saat

Hiicre Sayisi

150000 W 48saat
100000 M 72saat

50000 -

Zeolit A Kalsine Zeolit A Silikalit Kalsine Silikalit Kontrol

Zeolit Tard

Sekil 65: MG63 hiicre tipi ile 0,04167 cm? zeolit kapli érnekler (izerinde yapilan 24, 48 ve 72
saatlik MTT testlerinin sonuglari.

Sekil 63-65'de goruldigu gibi, silikalit tipi zeolitlerle kaplanmis érnekler 24, 48 ve 72 saatlik
periyotlarda zeolit A ile kaplanmis drneklerden daha ylksek hlicre sayisina ulasmistir. Bu
fark, Tablo 15de verilen O6zelliklere gbre, zeolitlerin hidrofilik/hidrofobik 6zelliklerindeki
degisiklige, yuzey vyuklerindeki farkhliga velveya partikil morfolojisi ve bulyUkligindeki
farkhliklara dayandirilabilir. Thian ve ark. yaptigi ¢alismada daha hidrofobik ve negatif yUkli
yuzeylerin hucre baglanmasini, ¢cogalmasini ve degisimini arttirdigini rapor etmistir (THIAN,
2010).
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Mikrodesen igerisinde zeolit kapli alan dogrudan zeolit miktarini simgeledigi icin, zeolit
miktari daha fazla olan 6rnekler lzerinde baslangictaki hiicre sayisi ayni olmakla beraber,
24, 48 ve 72 saatlik periyotlar sonucunda daha fazla hicre bulunmasi, bu érnekler tzerinde
hicre gogalmasinin daha ¢ok gergeklestigini gostermistir. MG63 osteoblast tipi hilicrelerle
ornekler Gzerinde yapilan MTT testlerinin sonuglari 24, 48 ve 72 saatlik periyotlar halinde
Sekil 66-68'de verilmistir.

24 Saatlik MTT Testi

m0,125cm2

m0,008825cm2

10,004167 cm2

Zeolit A Kalsine Zeolit  Silikalit Kalsine Silikalit ~ Kontrol
A

Zeolit Tiri

Sekil 66: MG63 hiicre tipi ile 0,125cm?, 0,008825 cm? ve 0,004167 cm? zeolit kapl 6rnekler
Uzerinde yapilan 24 saatlik MTT testlerinin sonuglari.

48 Saatlik MTT Testi

120000

100000

80000 m0,125cm2

60000

m0,008825cm2

Hiicre Sayisi

40000 - 10,004167 cm2

20000 -

0 -

Zeolit A Kalsine Zeolit  Silikalit Kalsine Silikalit Kontrol
A

Zeolit Turd

Sekil 67: MG63 hcre tipi ile 0,1250mﬂ2, 0,008825 cmﬂ2 ve 0,004167 crr;2 zeolit kaph 6rnekler
Uzerinde yapilan 48 saatlik MTT testlerinin sonuglari.
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72 Saatlik MTT Testi

500000
450000
400000

_ 350000
>300000

“ 250000

S 200000

T 150000
100000 -

50000 -
0 .

m0,125cm2

m0,008825cm2

m0,004167 cm2

ZeolitA  KalsineZeolit  Silikalit Kalsine Silikalit  Kontrol
A

Zeolit Tira

Sekil 68: MG63 hiicre tipi ile 0,125cm?, 0,008825 cm? ve 0,004167 cm? zeolit kaph drnekler
Uzerinde yapilan 72 saatlik MTT testlerinin sonuglari.

Sekillerden anlagildig1 Uzere, 24, 48 ve 72 saatlik periyotlarda zeolit miktarinin artisi ile
Uzerinde bulunan hicre miktarinin arttigr gézlenmistir. Bu artisin érneklerdeki ylzey alaninin
artisiyla alakali oldugu dusunulmektedir. Ayrica tum Orneklerin kontrol érneklerinden daha
fazla zeolit bulundurdugu dusunulirse, hucrelerin zeolitler Uzerinde de tutundugu ve
cogaldigi tahmin edilmektedir. Bu sonuglarin aksine, Fenogliove ark. saf silika zeolit (porosil)
ile yapilan deneylerde, zeolit miktari arttikga, makrofaj hicrelerinde toplam hicre sayisinin
dustugund gézlemistir (FENOGLIO, 2000).

Ayrica ayni deneyler NIH 3T3 Fibroblast hlcreleriyle yapilmis olup, inkibasyon siresinin
etkisi Sekil 69-71'de verilmistir.
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0,125 cm2 Zeolit Kapli Ornekler

250000
200000
§ 150000
g W24 saat
§ 100000 W48 saat
m72saat
50000 -

Zeolit A Kalsine Zeolit & Silikalit Kalsine Silikalit Kontrol
Zeolit Turd

Sekil 69: 0.125 cm? zeolit kaph érnekler (izerinde NIH 3T3 hiicreleri ile yapilan 24, 48 ve 72
saatlik MTT testi sonuglari.

0,08825 cm?2 Zeolit Kaplh Ornekler

180000
160000
140000

Z 120000 T

& 100000

S 80000 W24 saat
£ 60000 - mA48 saat
40000 -
20000 - T

ﬂ i

m72saat

Zeolit A Kalsine Zeolit Silikalit Kalsine Kontrol
A Silikalit

Zeolit Tird

Sekil 70: 0.08825 cm? zeolit kapli érnekler {izerinde NIH 3T3 hiicreleri ile yapilan 24, 48 ve
72 saatlik MTT testi sonuglari.

91



0,04167 cm2 Zeolit Kapli Ornekler

200000 -
180000 -
160000 I'
_ 140000
£ 120000 T -
@ 100000 l 24
P — [ | saat

I
% 80000 = | mA48saat
T — A
60000 72 saat
40000 - - ' - —
20000 -
0 1

Zeolit A Kalsine Zeolit A Silikalit Kalsine Silikalit Kontrol

Zeolit Turi

r

Sekil 71: 0.04167 cm? zeolit kapli 6rnekler izerinde NIH 3T3 hiicreleri ile yapilan 24, 48 ve
72 saatlik MTT testi sonuglari.

Sekil 69, 70 ve 71’de goéruldagi Gzere, zamanla tim &rnek tipleri Gzerinde hicre sayilari
artmaktadir. Bu sonuclar, MG63 tipi hlcrelerle yapilan calismalarla ayni korelasyondadir.
Ayni sekilde, silikalit tipi hicreler Uzerinde gelisen hilicre sayisi, zeolit A'lardan daha
yuksektir. Zeolit A lar ile silikalitler arasinda birgok fark bulunmaktadir. Bunlardan en
onemlileri, silikalitlerin parcacik boyutlarinin daha fazla olmasi ve yilzeyinde daha ¢ok pozitif
yuk bulunmasidir. Literatirde bazi calismalarda, hucre tutunmasi ve gelisiminin ylzey

yukUne bagl olarak degistigi belirtiimistir. Bu ¢alismada da 24, 48 ve 72 saatlik periyotlarda
daha hidrofobik ve pozitif yikll ylzeylerde daha fazla hiicre bulundugu gézlenmisgtir.

Sekil 72, 73 ve 74’de zeolit miktarinin sirasiyla 24, 48 ve 72 saatlik periyotlarda hucre
sayisina etkileri gosterilmistir.
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40000
35000
30000
25000
20000
15000
10000

5000

Hiicre Sayisi

24 Saatlik MTT Testi

m0,125cm2

Zeolit A

M 0,008825 cm2

10,004167 cm2

Kalsine Zeolit Silikalit  Kalsine Silikalit ~ Kontrol
A

Zeolit Tiirli

Sekil 72: NIH 3T3 hiicre tipi ile 0,125cm? 0,008825 cm? ve 0,004167 cm? zeolit kapl
ornekler Uzerinde yapilan 24 saatlik MTT testlerinin sonuglari.

160000
140000
120000
100000
80000
60000
40000
20000

Hiicre Sayisi

48 Saatlik MTT Testi

m0,125cm2

Zeolit A

m0,008825 cm2

10,004167 cm2

Kalsine Zeolit  sSjlikalit  Kalsine Silikalit ~ Kontrol
A

Zeolit Tiirli

Sekil 73: NIH 3T3 hiicre tipi ile 0,125cm?, 0,008825 cm? ve 0,004167 cm? zeolit kapli
ornekler Uzerinde yapilan 48 saatlik MTT testlerinin sonugclari.
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72 Saatlik MTT Testi

250000
200000
2 I
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5 100000 |
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50000 —
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Sekil 74: NIH 3T3 hiicre tipi ile 0,125cm?, 0,008825 cm? ve 0,004167 cm? zeolit kapli
ornekler Uzerinde yapilan 72 saatlik MTT testlerinin sonuclari.

MGG63 hicreleri ile yapilan galismalarina benzer olarak, kalsinasyon iki farkli zeolit tipinde
farkli sonuclar vermistir. Kalsinasyon islemi, silikalit kullanilan 6rneklerde toplam hicre
sayisini arttirirken, zeolit A’ 6rneklerde disirmustir. Fenoglio ve ark. (FENOGLIO, 2000)
zeolit gdzeneklerinin ¢ok kiglUk olmalari sebebiyle, zeolitlerin i¢ ylzey alanin hicre
¢alismalarinda bir etkisinin bulunmadigini belirtmis. Petushkova ve ark. (PETRUSHKOV,
2009) ise silikalit 6rneklerinde i¢ ylzey alaninin etkisiz oldugunu ancak daha buyuk ylzey
alanina sahip parcaciklarin daha sitotoksik oldugunu belirtmigtir. Bu calismada, kalsine
orneklerle kalsine olmayan 6Ornekler arasinda agik bir fark oldugu gézlenmis ve bu farkin
hlcrelerin direk o bdlgelere baglanmasindan ¢ok, besi ortamindaki proteinlerin, en azindan
bu gbézenek agikliklarina yerleserek, hucrelerin baglanma ve bdlinme mekanizmalarini
etkileyebilecedi disunilmustdr.

MTT testleri sonuglarina gore, iki zeolit tipi arasinda kayda deger bir fark gérinmemektedir.
Daha hidrofobik ve daha pozitif yukli olan silikalit ile hazirlanmis 6rneklerin, zeolit A’li
orneklere gore tum farkli zeolit miktarlarinda daha ¢ok hiicre bulundurdugu gdézlenmistir.
Literatirdeki calismalarda, sitotoksisite ve hicre baglanmasinin, hucre tipi, pargacik
buyukligi (THOMASSEN, 2010; RABOLLI, 2011), ylUzeydeki yukler (THIAN, 2010) ve
hidrofilik/hidrofobik 6zellikler (YANG, 2010) ile direk baglantih oldugu aciklanmigtir. Bu
calismada alinan sonuglar, Thian ve ark.’in ¢galismasinda anlattigi daha hidrofilik ve negatif
yukli nanoapatit parcaciklarin hicre baglanmasini, ¢odalmasini ve degisimini artirdigi
yonundeki ¢calismasinin aksini géstermektedir (THIAN, 2010). Ayrica bir¢gok ¢alisma ylzey
alaninin toksisite ve hicre tutunumu agisindan en 6énemli faktér oldugunu (PETRUSHKOV,
2009; THOMASSEN, 2010; RABOLLI, 2011) agiklamakta ve daha buyuk pargaciklarin, daha
toksik oldugunu séylemektedir (THOMASSEN, 2010). Bu baglamda, daha buyik parcacik
boyutuna sahip zeolit A’larin silikalitlerden daha toksik oldugu, dolayisiyla Gzerinde daha az
hucrenin yasamaya devam ettigi yorumuna varilabilir. Bir baska galismada ise Thomassen
ve ark. (THOMASSEN, 2010) daha buylk parcaciklarin endotel hiicreleri ve makrofajlar igin
daha az sitotoksik oldugunu raporlamistir.

Literatirde i¢ yuzey alaninin, hicre caligmalarinda kayda deger bir etkisinin olmadigi

sdylenmekle beraber, yapilan ¢alismada kalsine olan érneklerle kalsine olmayan 6rnekler
arasinda ciddi farklarin olustugu gdézlenmistir. Bu besi ortaminda bulunan proteinlerin
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yuzeydeki gézenek acikliklarina kalsine 6rneklerde daha fazla tutunmasi sonucu, kalsine
orneklerde daha fazla hicre tutunumu ve cogalmasini sagladi§i seklinde aciklanabilir.
Literatirde simule edilmis vicut sivisi zeolitlerle temas ettirildiginde zamanla silikon oraninin
arttigr gézlenmis (CEYLAN, 2007) ayrica yuzeydeki hidrofilik —OH gruplarinin osteoblastlarin
gelisimini ve mineralizasyonunu artirdigini rapor etmistir (KESELOWSKY,2004).

Sonug olarak, silikalit iceren érneklerin MG63 ve NIH 3T3 hicreleriyle yapilan ¢alismalarda
hiucre tutunumu ve gelisimini 24, 48 ve 72 saatlik periyotlarda arttirdigi gozlenmistir.
Literatirde aciklandi§i Uzere zeolit miktarindaki artis sitotoksisiteyi arttirmamis, silikalit ile
hazirlanmis drneklerde tim zaman dilimlerinde hlcre sayilarinda artisa neden olmustur.
Ayrica kalsinasyon islemi, silikalit ile olusturulan érneklerde pozitif etki gdstermistir.
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BOLUM 5

TARTISMA VE SONUCLAR

Zeolit kristallerinin bundan o6nceki bélimlerde 6zetlenen pekcgok 6zelliginin, onlara ¢ok
degisik ve ileri malzeme yapimina yonelik avantajlar yaratmakta oldugu hem ileri uygulama
ile ilgili calismalarda, hem de nanogbzenekli malzemelerle ilgili calismalarda sikga tartisilan
ancak tam olarak ispatlanamamis bir olguydu. Bunun sebebi bdyle kapsamli bir ¢alismanin
oldukga interdisipliner bir olusum gerektirmesidir. Tlbitak projemize paralel olarak
yurattigumuz FP-7 projemiz, bu tip bir calismanin yapilabilmesi igin bir olanak saglamistir.
Bu olanaklarla, proje teklifinde bahsi gegen butin calismalar yapilmis ve 6 adet SCl'de olan
yayinla beraber bulunan sonuglar ulusal ve uluslararasi pekgok bildiriyle sunulmustur.

Genel olarak bu projede farkl tipteki zeolit ve zeo-tip malzeme basariyla sentezlenmis ve
karakterizasyonlari yapilmistir. Literatlirde baska drnegi bulunmayan tim sonuglar su sekilde
Ozetlenebilir:

1

Zeolit nanomalzemelerinin kullanimiyla ilk defa olarak biyosensor verilerinin kontrol
edilebilecegi, yani okumasi yapilmak istenen veya hizmet etmesi dugunilen amaca
yonelik bir elektrot ylzeyi olusturulabilecegi gosterilmistir.

2- Pekcgok farkh zeolit ¢esidi (silikalit, Zeolit A, farkl pargacik boyutlu zeolitler, vs.), yine
pekcok farkli ylzey lUzerinde (SiO,, cam, altin kapli ylzeyler) organize edilmis ve
hedeflenen amaca gére tutunum parametreleri ve zeolit 6zellikleri optimize edilmistir.

3- Hidrofilik/hidrofobik yluzeylerin ayni elektrot tizerinde olusturulmasiyla zeolit tutunumu
basariyla saglanmistir. Bu sekilde olusturulan ytzeyler farkli desenlerde ve istenilen
bayukliklerde olusturulmuslardir. Tek bir zeolitden olusmus 200 nm’lik bir siradan 50-
100 um’a kadar her turli zeolit deseni, istenilen zeolit tipi kullanilarak ¢ok kontrollu
fabrike edilmigtir.

4- Olusturulan tekli ve ¢oklu-zeolit ylzeylerinde yapilan ¢alismalarla, zeolitin tipinin ve
kalinhiginin hdcre tutunumuna etkisi oldugu bulunmustur. Bu galisma iki farkl hicre
ile denenmistir, ancak sinir hiicreleriyle devam eden ileri diizey ¢alismalarin kapisini
acmistir.

5- Zeolitle modifiye edilmis tum biyosensoérler ylksek enzimatik yanit verme suresini
dusurmus; cok daha yuksek aktiviteye, dayaniklihida, tekrarlanabilirlige ve segicilige
neden oldugu goésterilmisti. Bu anlamda, standart olarak hep kullanilagelen
biyosensor ylzeylerine ilk defa olarak alternatif ve daha gelismis bir “cevirici birim”
geligtirilmistir.

6- Sentez basarili olan tim zeolit tozlarina ve onlardan olusturulmus ince filmler Gzerine
farkh biyolojik malzemelerin immobilizasyonu cahsiimistir. Zeolitlerin
immobilizasyonlari sonucunda elde edilmis veriler 1s1ginda dnceki bolimlerde bahsi
gecen Ozelliklerin; yani zeolitlerin asidik 6zelliginin, parcacik boyutunun ve ylzey
alaninin biyosensér verilerinde farkliliklar yarattigi ortaya ¢ikmistir. Bu sonuglara
varmak amaciyla yapilanlar sirasinda tim bu parametreler gok kontrollt, yani digerleri
sabit tutularak sadece istenilen parametre degisecek sekilde yapilan sistematik bir
c¢alismanin Granadar.

7- Ozet olarak, bu proje kapsaminda gelistirilmis olan nanomalzeme-cihaz entegrasyonu
calismalari sayesinde, mevcut olan teknolojiler minyaturize edilerek biyosensorlerin
kullanim alanlari biraz daha kolaylastiriimis ve hedefe yonelik analiz teknikleri
nanomalzemelerin kontrolli modifikasyonuyla daha da mimkdn kilinmistir.
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BOLUM 6

ONERILER

Bu proje kapsaminda yapilan galismalarin en dnemli amaci, elde edilen bilimsel bulgular
disinda, laboratuvar ortaminda sentezi basarili olan toz formundaki nanomalzemelerden
gercek bir uygulamaya yonelik, cihaza entegre ve belli bir ama¢ dogrultusunda veri
alinmasinin hedeflenmesiydi. Bu kapsamda, proje teklifinde de bahsedildigi gibi,
interdisipliner bir grubun biraraya gelerek kurduklari bir platformda basarili olunabilirdi.
Dolayisiyla, bilimsel bulgularin 6tesinde bu tip ¢ok ortakli projelere entegre olan Tubitak
projelerinin daha da arttirimasinin ve bu entegrasyonu arttirici belki farkli platformlar
kurulmasinin ¢ok daha buyuk basarilara yol agacagi disincesindeyiz.

Bilimsel acidan, projemiz kapsaminda, proje grubumuz ilk defa olarak herbir zeolit kristalini
neredeyse tek tek (100-200 nm) silikon ylzeyler Gzerine litografik yontemlerle yerlestirmeyi
basarmistir. Zaten projenin yukarda bahsi gegcen nanomalzeme-cihaz entegrasyonunun
basariimasi acisindan gerekli olan ilk adim da bu kontrolli ve organize dizilimin
basariimasiydi. Proje boyunca en zorlanilan ve interdisipliner ¢alismalarin 6éne ¢iktigi bolim,
bu elde edilen zeolit ince filmlerinin zaten calisan bir biyosensor sistemi gibi bir cihaza
entegrasyonu olmustur. Bu asamada, bu cihazlarin veya nanomalzemenin yer alacagi cihaz
parcasinin (bu projedeki cevirici birim gibi) da arastirmacilar tarafindan Uretilmesi geregi
ortaya c¢ikmistir. Projemiz boyunca Ukrayna’li ortaklarimizin drettikleri  elektrotlar
kullanilmistir, ancak bu elektrotlarin elektron demet litografi sistemine yerlestirimesi ve
Uzerinde herhangi bir nanomalzemenin tutturulmasi mumkuin olmamistir. Boyle birsey ancak
elektrotlarin da ilk asamadan itibaren tarafimizca uretilmeleriyle mimkun olabilirdi, ancak
zaten projede yapmay! hedeflediklerimiz arasinda da boyle bir ¢galisma bulunmamaktadir.
Dolayisiyla bu kadar organize bir zeolit ince filmi Gzerinde (Bolim 4.3.2 ve 4.6) sadece hiicre
tutunumu c¢alismalari yapilabilmistir. Bunun yanisira, ¢ok organize olmayan zeolit ince
filmlerinde bile (Sekil 47; KIRDECILER, 2011), biyosensérler agisindan bakilirsa, oldukga
avantajli sonuglar alindigi goéralmustar.

Bu tip calismalarin daha da ileri bir seviyeye tasinmasi igin nanomalzeme sentezinden film
fabrikasyonuna ve bu sentezlenen nanomalzemelerin, belki de temiz oda ortamindaki cihaz
entegrasyonuna kadar tium asamalarin arastirma ekibi tarafindan, diger bir deyisle, higbir
pargasinin disaridan hazir olarak alinmadigi bir calisma yapilmasi éngoérulmektedir. Sadece
bu projede yapilan calismalar agisindan bakildiginda ise, bu nanomalzemelerin sentez
sonrasinda farkl ylzeylere tutturmak yerine, farli ylzeyler Uzerinde buyutildikleri ve
amaglanan sekilde cihazlara entegre edildikleri bir calismanin, daha zor olmakla birlikte, gcok
daha verimli sonuglar verecedi beklenmektedir. Bunun da sebebi, kimyasal olarak zaten tam
olarak kimyasinin anlasilmasi zor olan bir nanomalzeme sentezlemek bile ¢ok vakit alirken,
bu sentez ortamina bir de bir cihaz parcasi eklenecek olmasidir. Butin bunlara ek olarak,
bahsi gecen zeolit ince filmlerinin glnes pili uygulamalari agisindan test edilmesi de
Onerilecekler arasinda yer almaktadir. Bu konuyla ilgili ¢galismalar da ekibimiz tarafindan
hedeflenmektedir.
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BOLUM 7

PROJE HEDEFLERIi VE HEDEFLERE GORE DEGERLENDIRME

Projemizde planlanan is paketleri ve bu is paketlerine goére projemizin kendi kendini
degerlendirmesi asagidaki tabloda verilmigtir.

Is paketi | Agiklama Tamamlanan

1 Zeolit Sentezi 100%

Mikron ve nano boyutta, farkl tipteki, farkli Si/Al oranli zeolitler basariyla sentezlenmistir.
Sentezlenen bu zeolitlerin kimyasal kullanilarak ve kullanilmadan SiO, ve cam gibi farkh
yuzeyler Uzerindeki tutunumlari ¢calisiimistir. Toz ve film her tarli 6érnek SEM, XRD, PSD,
BET kullanilarak karakterize edilmislerdir. Merkez Laboratuvar imkansizliklarindan dolayi
eksik olan NMR karakterizasyonlari yerine zeta potansiyel cihazi kullaniimistir ve aslinda
bu karakterizasyon, projemiz i¢in daha da anlamli olmustur, ¢inkl ylizeylerin yik durumu
hakkinda da bilgi sahibi olunmustur. Zeta potansiyel ile okunan farkliliklar, zeolitlerimizin
yuzey gruplarinin degistigine dair bize ipucu vermistir.

2 | Yiizey Modifikasyonu ve ince Film Calismalari | 100%

Hem elektron demet litografisi ile, hem de fotolitografi ile zeolit nanoparcaciklarinin SiO,
Uzerindeki kontrolll dizilimi ¢cok detayl calisiimistir. Bu sekilde ilk defa 6zetlenen 6zellikteki
ince filmler olusturuimus ve son is paketindeki calismalara sebep olmustur. Farkli
yuzeylerdeki zeolit tutunumlarinin sikliklari ve glglerine etki eden faktorler ve 6zellikle de
mikrondan nano boyuta gegisin tim bunlar Uzerindeki etkileri ilk defa olarak bu kadar
kontrollii ylzeylerde ve farkh tip zeolitler tGzerinde c¢alisiimistir. Bu amag dogrultusunda
fotolitografi yontemiyle de zeolit desenleri olusturuimasi igin yeni prosedurler
olusturulmustur. Zeolit kanallarinin yizeye dik olacak sekilde tutturulmasi da basariyla
sonuclanmistir. Farkh oOzellikteki hidrofilik/hidrofobik zeolitler ayni yilizey Uzerinde tam
kontrollli bir sekilde olusturulmustur.

3 | Iimmobilizasyon Calismalari | 100%

Sentez calismalari sonucunda basariya ulasilmis tim zeolit tozlarina ve onlardan
olusturulmus ince filmler Gzerine farkl biyolojik malzemelerin immobilizasyonu galisiimigtir.
Zeolitlerin immobilizasyonlari sonucunda elde edilmis veriler geleneksel ydntemlerle
yapilmig immobilizasyon calismalariyla kiyaslanmistir.

4 | Biyosensér Yapimina Yonelik Calismalar [ 100%

Farkli asamalarda olusturulmus ve basariya ulasmis tim veriler, yani sentezi basarili
zeolitler, ince filmler ve biyosensérler biraraya getirilip birbirlerine entegrasyonu
saglanmigtir. Elde edilen tim entegre sistemlerden (kondiktometrik, amperometrik,
ISFET) veriler alinmis ve zeolitsiz ortamlarla kiyaslanmistir. Bu sekilde olusturulan
biyosensor prototipleri olusturulmaya ODTU laboratuvarimizda kurulmustur.

5 | Testlerin Yapilmasi | 95%

En ilging ve basarili zeolit ince filmlerinden gergcek uygulamaya yonelik bir galisma olarak,
hiicre tutunumu galismalari Mc Gill Universitesi ortakligiyla basariyla yapilmistir. ilk
bulgular ¢ok heyecan verici olmakla birlikte bu konuda yapilacak ¢alismalarimiz devam
etmektedir. Hedefimiz, olusturulan hidrofilik/hidrofobik zeolit desenli yizeyler Uzerinde sinir
hucresi tutunumu calismalar yapmaktir. Bu konuyla ilgili olarak proje teklifinde bir s6z
verilmemistir, ancak yine de bu uygulamanin bir test olarka kullaniimasi proje devam
ederken gelismistir. S6z verilenler kapsaminda zeolitlerden ince film olusturulmus farkh
biyosensor protoriplerinden Ure, glukoz ve batirilkolin tespiti icin kullaniimigtir.
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Oz:

Zeolitler, yuzey elektrostatik ve elektrokimyasal 6zellikleri, Si/Al oranina baglh olarak
degistirilebilen hidrofilik/hidrofobik 6zellikleri ile biyomolekillerin baglanabilmesi i¢in oldukga
uygun bir alana sahiptirler. Bu 6zellikler zeolitleri, proteinlerin baglanmasi ve biyosensor
cihazlarinda kullaniimalari amaciyla alternatif birer malzeme haline getirmektedirler. Bu
projenin asil amaci, nanomalzemelerin, biyolojik bilesiklerin ve biyosensérlerdeki gevirici
birimlerin birbirlerine ve dolayisiyla da nanomalzemelerin uygulamaya ydnelik olarak cihazlara
entegrasyonunu yaparak, sonugta elde edilmis entegre cihazda nanomalzemenin roliinlin
tartisiimasidir. Bu amac dogrultusunda, farkli 6zellikteki zeolit ve zeo-tip malzemeler
sentezlenmis; bunlardan farkli nitelikte ince filmler elde edilmis; zeolit nanopargaciklari
mikrofabrikasyon yéntemleriyle desenlendirilmis; elde edilen ince filmlere biyolojik
malzemelerin immobilizasyonu ¢alisiimis ve son olarak da farkli tipteki elektrokimyasal
biyosensor verileri elde edilerek bu nanomalzemelerin biyosensorler igin rolli ve dnemi
tartisiimistir. Projenin birinci asamasi, homojen boyutlara ve farkli Si/Al oranlarina sahip
mikron- ve nanoboyuttaki zeolit pargaciklarinin sentezi ve sentezlenen malzemelerin farkli
tekniklerle modifiye edilmesidir. Projenin sonuna kadar olan sire igerisinde bahsi gegen butin
zeolit malzemeleri basariyla sentezlenmis olup, gerek yapisindaki iyonlarin gerekse ylzey
gruplarinin degisimi ile yapilmasi planlanan modifikasyonlarda da istenilen sonuglara
ulasilmistir. Proje teklifinin ikinci kisminda ise, sentezlenmis zeolitlerden SiO2 lizerinde ince
film yapimi galismalari yapilmistir. Bu amag dogrultusunda, zeolitlerin sekil farkliliklari, boyut
farkhhklari ve Si/Al oranlarindaki farklardan dolayi degisiklik gdsterecek hidrofilik-hidrofobik
yuzey Ozellikleri gibi faktorlerin hem ince film yapim kalitesi Gizerindeki etkileri, hem
biyosensor olarak kullanim potansiyelleri hem de hiicre baglanmasi tzerine etkilerinin
arastiriimasi gergeklestirilmistir. Proje teklifinin Gglincli agsamasi, sentez ¢alismalari
sonucunda basariya ulagiimis tim zeolit tozlarina ve onlardan olusturulmus ince filmler
Uzerine farkl biyolojik malzemelerin immobilizasyonu ve elde edilen entegre malzemelerden
gercek anlamda bir biyosensor verisi eldesidir. Projenin bir sonraki déneminde ise bir 6nceki
dénem aktivitesi dlcllen biyosensorlerin calisma stabilitesi, biyosensér 6murleri ve inhibisyon
davraniglar arastirilmig, geleneksel ydntemlerle alinan verilerle karsilastirilmis ve alinan
sonuglar ilk defa galisma grubumuz tarafindan literatire katiimistir. Projenin son déneminde
de elde edilen tum verilerin 1s1ginda mikrofabrikasyonu yapilmig farkli zeolit ince filmleri
Uzerinde osteoblast ve fibroblast tipi hucreler uretilmis ve MTT testi yardimiyla hiicre sayilari
Olgtlmustur. SiO-2 Gzerinde Uretilen mikrodesenler sayesinde, érnek Uzerindeki zeolit miktari
dogrudan kontrol edilerek, zeolit miktarinin hicrelerin tutunmasi ve ¢ogalmasi tzerindeki
etkileri arastiriimistir.
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