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OZET

KALEM GRAFIT ELEKTROTLARIN (PGE) PRATIK ve
EKONOMIK ENZIM TEMELLI BIYOSENSORLER
HAZIRLANMASINDA SENSOR OLARAK KULLANILMA
POTANSIYELLERININ ARASTIRILMASI

CELIK, Zeynep
Yiiksek Lisans Tezi, Biyokimya Anabilim Dali
Tez Danismant: Prof. Dr. Erhan DINCKAYA
Haziran 2014, 61 sayfa

Bu tezde, biyosensor teknolojisi i¢in yeni ve 6zgiin bir bakis agis1 getirmek
tasarlanan biyosensorler PGE kullanarak H>O> igin tasarlanmistir. Bu ¢alismada
H-0; tayini i¢in PGE kullanilarak iki farkli biyosensor gelistirilmistir. Ilk olarak,
katalaz jelatin ile glutaraldehid kullanilarak c¢apraz baglanmig, kalem grafit
elektrot yiizeyine sabitlenmistir ve tasarlanan biyosensér H>O> tayini icin
kullanilmistir  ( PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit). lkinci olarak, farkli bir
enzimatik biyosensor tasarlanmistir. H>O» tayini i¢in ikinci tasarlanan biyosensor
nafyon, katalaz ve glutaraldehit kullanilarak hazirlanmistir.  Gelistirilen
biyosensorler ile H2Oz dl¢iimleri -0.7 V’ta amperometrik yontem ile yapilmistir.
Biyosensorler iizerinde olgiimler amperometrik yontem kullanmilarak oksijen
konsantrasyonu ile orantili akim degerlerindeki azalmanin belirlenmesi ile

gerceklestirilmistir.

Hazirlanan biyosensoriin optimizasyon ¢aligmalarinda dncelikle optimum
jelatin miktar, optimum nafyon yilizdesi, optimum katalaz konsantrasyonu,
optimum glutaraldehitte bekleme siiresi gibi paremetreler calisilmistir. Calisma
kosullarinin optimizasyonunda pH optimizasyonu ve sicaklik optimizasyonu
gerceklestirilmistir. Daha sonra karakterizasyon ¢alismalari i¢inde dogrusal tayin
araligi, tekrarlanabilirlik, depo kararlilig1 ve 6rnek analizi gibi bazi parametreler

belirlenmistir.
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Optimizasyon g¢aligmalarindan PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit modifiye
biyosensor i¢in katalaz konsantrasyonu, jelatin miktari ve glutaraldehitte bekletme
stiresi sirastyla 70.000 U/mL, 20 mg ve 3 dakika olarak tespit edilmistir. Fosfat
tamponu (100 mM, pH: 7,0) ve 30°C sicakligin optimum calisma kosullarini
sagladigr belirlenmistir. PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensor
icin karakterizasyon g¢aligmalarinda 20 pM - 1400 pM araliginda H>O> i¢in

dogrusal sonuglarin alindig1 belirlenmistir.

PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensoér i¢in katalaz
konsantrasyonu, nafyon ylizdesi ve glutaraldehitte bekletme siiresi sirasiyla
70.000 U/mL, %1,5 ve 5 dk olarak belirlenmistir. Fosfat tamponu (50 mM, pH:
7,0) ve 30°C sicakhigin optimum caligma kosullarini sagladigi belirlenmistir.
PGE/nafyon/katalaz/glutarldehit modifiye biyosensdr i¢in karakterizasyon
calismalarinda 40 uM - 2000 uM aralifinda H>O> i¢in dogrusal sonuglarin
alindigr belirlenmistir. Hidrojen peroksitin belirlenmesi i¢in gelistirilmis
biyosensorler ile ticari olarak temin edilebilen hidrojen peroksit ve siit

orneklerinde o6rnek analizi gergeklestirilmistir.

Anahtar Kkelimeler : Kalem grafit elektrot, nafyon, enzim, katalaz, H>O,,

biyosensor



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE USEGE POTENTIAL OF PENCIL
GRAPHITE ELECTRODE (PGE) AS A SENSOR IN
PREPARATION OF PRACTICAL AND ECONOMICAL ENZYME
BASED BIOSENSOR

CELIK, Zeynep

Master of Science Thesis, Biochemistry Department

Supervisor : Prof. Dr. Erhan DINCKAYA

June 2014, 61 pages

In this thesis, designed biosensors which bring a new and original
perspective to biosensor technology intended for H>O» by using PGE. In this
study, two different biosensors were developed for the determination of H>O» by
using PGE. Firstly, catalase was crosslinked with gelatine by using glutaraldehyde
and fixed on pencil graphite electrode and designed biosensor was used for the
determination H>O, (PGE/gelatine-catalase/glutaraldehyde). Secondly, a different
enzymatic biosensor were designed. Second designed biosensor was prepared by
using nafion, catalase and glutaraldehyde for the determination of H>O»
(PGE/nafion/catalase/glutaraldehyde). H>O, measurements were done at -0,7 V
with amperometric method by developed biosensor systems. The measurements
on biosensors were carried out with the determination of decreasing current

values proportional with oxygen concentration using amperometric method.

In the optimization studies of the biosensor firstly optimization of bioactive
layer components such as optimum gelatine amount, optimum nafion rate,
optimum catalase concentration, optimum glutaraldehyde duration time were
carried out. Optimization of working conditions; optimum pH and optimum

temperature were also investigated. Afterwards, in the characterization studies



some paramaters such as linearity, reproducibility, strage stability and

applicability in real-world examples were determined.

From the optimization studies , catalase concentration, gelatine amount and
glutaraldehyde duration time were determined as 70.000 U/ml , 20 mg and 3 min.
for the PGE/gelatine-catalase/glutaraldehyde modified biosensor. Phosphate
buffer (100 mM; pH:7.0 ) and 30°C were established as providing the optimum
working conditions. It was determined at the characterization studies on the
PGE/gelatine-catalase/glutaraldehyde biosensor that linear results are obtained

between the ranges of 20 pM to 1400 uM H>O» concentration.

Catalase concentration, nafion rate and glutaraldehyde duration time were
determined as  70.000  U/ml, 1.5% and 5 min. for the
PGE/nafion/catalase/glutaraldehyde modified biosensor. Phosphate buffer (50
mM; pH 7.0 ) and 30°C were established as providing the optimum working
conditions. It was determined at the characterization studies on the
PGE/nafion/catalase/glutaraldehyde biosensor that linear results are obtained
between the ranges of 40 uM to 2000 uM H>O> concentration. Determination of
H>0, were carried out in commercially available hydrogen peroxide and milk

samples by developed biosensor.

Key words : Pencil graphite electrode, nafion, catalase, enzyme, H>O»,

biosensor
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1.GiRisS

1.1. Biyosensorler

Canlilarin ¢evrelerindeki degisiklikleri algilama ve yanit verme
mekanizmalari, biyosensorlerin gelistirilmesinde temel olusturmustur
(Arshak et al.,2008). Biyonsorler; siklikla biyolojik analizler igin
kullanilan bir ¢esit 6zel sensorlerdir ve " International Union of Pure and
Applied Chemistry " (IUPAC) tarafindan, " kimyasal bir bilesige karsi
verilen biyolojik yaniti optik, termal ya da elektriksel sinyallere

doniistiiren cihazlar " olarak tanimlanmaktadir (Rasooly, 2005).
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Sekil 1.1. Biyosensor bilesenlerinin gematik gosterimi (Newman et al., 2001).

Biyosensdrlerin cogu basit olarak; biyoreseptor olarak adlandirilan,
hedef molekiiliin yakalandigi biyolojik baglanma bdlgesi bu baglanma
sonucu olusan degisimi ileten iletici(transduser) ve sinyal doniistiiriicii
kisimlardan olusur. Biyoreseptor olarak bir¢ok biyomolekiil (enzimler,
antikorlar, mikroorganizmalar) kullanilabilmektedir. Biyoreseptdr ve

dontistiiriiciiniin tipi biyosensoriin sinifini belirlemektedir.

1.2. Biyoreseptor Molekiiller

Biyoreseptor molekiiller olarak, antikor, enzim, protein, niikleik
asitler gibi biyolojik molekiiller ya da hiicre, doku ve mikroorganizmalar
gibi canli biyolojik sistemler kullanilabilir. Biyoreseptér olarak

kullanilacak molekiillerin en énemli 6zelligi tespit edilmesi istenen hedef



molekiile kars1 yiiksek afinite ve secicilik gostermeleridir (Rasooly, 2005).
Biyomolekiil olarak en ¢ok kullanilan enzimler hedef molekiile karsi

oldukga 6zgiil olmasindan dolay: tercih edilir (Chambers et al., 2008).

Enzimler kimyasal tepkimelere katildiklarinda proton, elektron, 151k
ve 1s1 gibi bircok Olciilebilir reaksiyon iiriinii meydana getirdiklerinden,
biyoreseptor olarak siklikla kullanilan biyomolekiillerdir (Chambers et al.,
2008). Ozellikle birden fazla alt iiniteye sahip olan allosterik enzimler,
dogalar1 geregi biyoreseptor olarak yiiksek potansiyele sahiptirler. Bu tip
enzimlerin substratlarma olan ilgileri, aktif bolgeleri disina baglanacak
efektor (modiilator) molekiiller tarafindan degistirilebilir (O’Connell and
Guilbault, 2001).

Antikorlar 1950'i yillardan itibaren tanida kullanilmaya baglanmais,
yikksek duyarliliga ve Ozgiilliige sahip biyoreseptor molekiillerdir.
Antikorlar tiim bir mikroorganizmay1 taniyabilecekleri gibi onlara ait
toksinleri, pilileri, sporlari, enzimleri hatta peptid pargalarini taniyabilirler
(Proske et al., 2005). Antikorlar ile tasarlanmig biyosensorlerin en 6nemli
avantaji immunojen olmalaridir. Bunun en O&nemli faydasi, hedef
molekiiliin saptama Oncesinde saflastirilmasina ihtiya¢ duyulmamasidir.

(Chambers et al., 2008).

Biyoreseptor olarak kullanilan bir¢ok biyolojik molekiiliin ¢ikis
noktast mikroorganizmalardir. Mikroorganizmalarin  kendileri de
biyoreseptor olarak kullanilabilirler . Cogunlukla inorganik veya organik
toksik kimyasal maddelerin tespitinde kullanilirlar ve diger biyoreseptor
molekiillere gore daha c¢ok g¢esitlilikte kimyasal yap1 saptayabilirler.
Genetik  modifikasyonlara uyumlu olmalari, farkli pH ve farkli
sicakliklarda islev gorebilmeleri mikroorganizmalari ideal

biyoreseptorlerden yapmaktadir (D'Souza 2001; Lei et al., 2006).



1.3. Bashca Biyosensor Cesitleri

1.3.1. Elektrokimya esash biyosensorler

Enzim temelli biyosensorlerin pek ¢ogunda elektrokimyasal esasl
ileticiler kullanilir. Bu ileticiler ile amperometri ve/veya potansiyometri
ilkelerine gore Ol¢limler alinabildiginden 6zellikle amperometride

oksidorediiktaz sinifi enzimler yaygin olarak kullanilir (Bartlett,1990).

1.3.1.1. Amperometrik biyvosensorler

Amperometri genel anlamda belli bir potansiyeldeki akim siddetinin
Olciimiinli esas alir. S6z konusu akim yogunlugu calisma elektrodunda
yiikseltgenen ya da indirgenen elektroaktif tiirlerin konsantrasyonunun bir
fonksiyonu olarak tanimlanir. ikinci elektrot referans elektrot olarak is
goriir. Kalibrasyondan sonra, akim yogunluklarindan ilgili tiirlerin
konsantrasyonlarmin belirlenmesinde yararlanilir. Iletici sistem olarak bir
amperometrik  sensoriin  kullanilmasi  durumunda  potansiyometrik
sensorlerden en biiyiik fark, iirlinlerden sinyal olusturan tiirin elektrot

yiizeyinde tiiketilmesidir (Dingkaya, 1999).

1.3.1.2. Potansiyometrik biyosensorler

Potansiyometri bilindigi gibi en genel anlamda bir c¢alisma ve
referans elektrot arasindaki potansiyel farkinin Ol¢iimiinii esas alir.
Elektrot potansiyelinin belirlenmesi dogrudan analit konsantrasyonunu
tanimlar. Potansiyometrik biyosensorlerde kullanilan temel sensorler pH
ya da tek degerlikli iyonlara duyarli cam elektrotlar, anyon ya da
katyonlara duyarli iyon se¢imli elektrotlar ve karbondioksit ya da

amonyaga yonelik gaz algilayan elektrotlardir.



1.3.2. Yari iletken temelli biyosensorler

Temel sensor olarak metal oksit yari iletken alan etki transistorlerini
(MOSFET) ya da iyon duyar alan etki transistorlerini (ISFET) esas alan bu
tiir enzim sensorleri, enzim ile alan etki transistorlerinin birlestirilmesini
ifade edecek seckilde enzim alan etki transistorleri (ENFET) olarak
adlandirilirlar.

MOSFET’lerin, gazlarin 6l¢limiine uygun hale getirilmesiyle olusan
gaz duyar sensorlerde (GASFET) adsorblanan gaz molekiillerinin
disosiyasyonu ve olusan yiikiin oksit tabakasina transferi temel ilkeyi
olusturur. Bu durum tabanin dielektrik sabitini degistirerek ve drain

akimda bir modifikasyona yol agarak 6l¢iime imkan verir.

1.3.3. Optik temelli biyosensorler

Optik biyosensorler iletici sistem olarak optik lifler {izerine uygun
bir yontemle uygun bir biyomolekiiliin immobilize edilmesiyle hazirlanan
Ol¢iim aygitlaridir.

Etkilesim sonucu meydana gelen kimyasal ya da fizikokimyasal bir
degisimin Ol¢iimiinii esas alirlar. Sinyal, 151k yansimasi, sagilimi ya da
yayimi sonucu meydana gelir. Ornegin optik lifin iizerine enzim
immobilizasyonuyla hazirlanan optik esasli enzim sensorleri temelde
absorbsiyon, fluoresans, biyoliiminesans gibi temel ilkeler cercevesinde

islev gortirler.

1.3.4. Piezoelektrik temelli biyosensorler

Piezoelektrik sensorler en genel anlamda karakteristik rezonans
frekansindaki degisimleri belirleyerek bir piezoelektrik kristal yilizeyinde
toplanan Ornegin kiitlesinin Ol¢iilmesi esasina gore calisan gravimetrik

aygitlardir.



1.3.5. Kalorimetri temelli biyosensorler

Kalorimetri temelli enzim sensorleri, termal enzim sensorleri, enzim
termistorleri ya da entalpimetrik enzim sensorleri gibi degisik isimlerle
tanmimlanirlar. Temel ilkeleri bir enzimatik reaksiyondaki entalpi
degisiminden yararlanarak substrat konsantrasyonunu belirlemekten
olusur. Genellikle enzimatik reaksiyonlarin ekzotermik dogasindan
yararlanilir. Enzimatik reaksiyon sonucunda meydana gelen sicaklik
degisimi ile substrat konsantrasyonu arasindaki dogrusal iliskiden sonuca

varilir.

1.4, Biyoaktif Tabaka Bilesenleri
1.4.1. Immobilizasyonda kullanilan enzim katalaz

Katalaz enzimi (H202 : H202 oksidorediiktaz E.C.1.11.1.6) en yaygin
olarak bilinen antioksidan enzimlerden biridir. Katalaz (CAT) ilk defa
Sumner ve Dounce tarafindan 1937 yilinda sigir karacigerinden izole
edilmistir (Sumner and Dounce, 1937) Bu enzim, yaygin olarak
oOkaryotlar, bitkiler ve mikroorganizmalarda bulunmaktadir (Mastersa nd
Holmes, 1977). Katalaz (CAT), dogada ozellikle bitkilerde de bolca
bulunan katalaz enzimi H202’yi indirgeyen veya pargalayan,
periksizomlarin ise yapisal bir bileseni olan oksidaz enzimlerinden biridir
(Higashi et al 1974; Halliwel et al., 1990). CAT kanda, kemik iliginde,
mukoz membranlarda, bobrek ve karaciger de bulunur. Temel fonksiyonu
baz1 oksidazlar tarafindan ortaya ¢ikan hidrojen peroksiti ortadan
kaldirmaktir. Karaciger ve bobrek dokularinda aktivitesi yiiksek olan
enzimin bag dokusundaki aktivitesi oldukca diisiiktiir (Karabulut vd.,
2002)

CAT’'in temel fonksiyonu, molekiiler oksijen mevcudiyetinde
metabolizmanin bazi kademelerinde sentezlenen, hidrojen peroksitin ve
ROOH gibi bir peroksitleri gidererek, o6zellikle membranlarda
olusturabilecekleri geri doniisiimsiiz hasarlari engellemektedir (Keha ve
Kiifrevioglu, 1997). Ciinkii hidrojen peroksit, singlet oksijen ve hidroksil
radikalinin potansiyel kaynagidir (Huang et al., 1983).



CAT, hidrojen peroksiti substrat olarak, hem elektron alicisi hemde
elektron vericisi olarak kullanmaktadir (Lanir and Schejder., 1975; Jones
and Masters, 1976; Robertson, 2004).

Bir¢ok in vivo ortamlarda peroksidaz aktivitesi olarak CAT tercih
edilmektedir. Yiiksek turnover sayisina sahiptir (Bergmeyer and Grabl,
1983).
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Sekil 1.2. Katalaz enziminin hem b hem d gruplari

1.4.2. Katalazin kullanim alanlari

Katalaz, H2O2‘i suya ve oksijene pargalayan bir enzim oldugundan,
H202°in kullanildigr ve asirisinin ortamdan uzaklastirilmasinin gerekli
oldugu tim proseslerde kullanilabilir. Ancak enzimin bu proses

kosullarinda aktivite gosterebilmesi gereklidir (Seriner, 2010).



1.4.2.1. Siit endiistrisinde kullanim

Siit endistrisinde H2O2 koruyucu madde olarak kullanilir. Ayrica
iitte dogal olarak bulunan ve antibakteriyel enzim olan laktoperoksidaz,
aktivite gosterebilmek i¢cin H202’e ihtiyag duymaktadir. Ancak islenmeden
once siitteki asirt  H2O2’nin  uzaklastirilmas: gerekir. Bu islemin
yontemlerinden biri serbest veya immobilize CAT kullanimidir. H20; siite
derisimi %0,002 olacak sekilde ilave edilir. 30°C’de 20 dk. muamele
edildikten sonra katalaz enzimi 1000 L siite 20 tnite olacak sekilde
eklenir. Boylece H202’in fazlasi parcalanirken , siit enzimleri ve yararli

bakteriler korunur (Seriner, 2010).

1.4.2.2. Oksidazlarla birlikte kullanimi

Oksidazlarin yer aldig: sistemlerde agiga ¢ikan H2O> uzaklastiriimak
istendiginde bu enzimler yaninda CAT enzimi de kullanilir. Gidalarin
konserve yapilmasi ve paketlenmesinde, yumurta, sarap gibi bazi gidalarin
desakkarifikasyonunda ve glukonik asit iretiminde kullanilan glukoz

oksidaz yaninda ortamda CAT da bulunmalidir (Seriner, 2010).

1.4.2.3. Endistride kullanim

H202 regine ve plastik iiretiminde oksidasyon ve kopiiklestirme
amaci ile kullanilir. Sterilizasyon amagli kullanilabilir. H2O2‘in asirisi

katalaz ile muamaele edilerek pargalanabilir (Seriner, 2010).

1.4.3. Jelatin

Jelatin, sigir, domuz, koyun gibi hayvanlarin kemik, deri ve
tendonlarindaki kollajenin hidroliziyle elde edilen bir proteindir. Jelatinin
yapisinda  karakteristik olarak prolin, glisin ve hidroksiprolin
aminoasitlerini ¢ok bulunmaktadir. Yapist genel olarak tekrarlanan glisin-
X-Y triplet yapisin igerir ve genellikle X prolin, Y ise hidroksiprolindir.

Bu aminoasitler, jelatinin {iglii bir heliks yap1 olusturmasinda ve jellesme



ozelligi kazanmasinda etkilidirler. Jelatin, tamponda ¢oziiliip 1sitildiktan
sonra oda sicakligina getirildiginde jel kivamini alir. Bu 06zelliginden
dolay1 iyi ve kolay kullanilabilir bir immobilizasyon malzemesidir (Rose
etal., 1987).

Jelatin eger biyomalzeme olarak kullanilmak isteniyorsa ¢apraz bagl
olmasi sarttir. Son zamanlarda jelatin filminin ¢apraz baglar1 fiziksel
olarak termal 1s1 ve ultraviyole 1sinlar yardimiyla olusturulmakta, kimyasal
olarak ise formaldehit, glutaraldehit, suda ¢6ziinen karbodiimid, diepoksi
bilesenleri ve diizosiyanatlar gibi ¢apraz baglayici ajanlar kullanilarak elde
edilmektedir. Biyosensor ¢aligmalarinda ise termal ve mekanik
kararhiliginin arttirilmas1 amaciyla immobilizasyonda genellikle capraz
baglayici glutaraldehit ile birlikte kullanilir (Sezgintiirk vd., 2005; Odact
vd., 2004; Espesito et al., 1998).
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Sekil 1.3. Jelatinin yapist

1.4.4. Glutaraldehit

Glutaraldehit tipta ozellikle sisteskop ,bronkoskop, endoskop gibi
lensli aletlerin sterilizasyonunda sik¢a kullanilan renksiz, sivi bir
dezenfektan ve sterilizasyon kimyasalidir. Ayni zamanda elektron
mikroskoplarinda sabitleyici olarak da kullanilmaktadir (HSDB., 1996;
Thomas et al., 1974).

Glutaraldehit ozellikle enzimlerin kovalent immobilizasyonunda
yaygin olarak kullanilan homo bifonksiyonel bir kimyasaldir. Homo
bifonksiyonel maddeler, proteindeki lizin kalintisinin amino gruplart gibi

primer aminlerle segici olarak etkilesime girerler. Suda ve benzen, alkol



gibi susuz ortamlarda kararli ve ¢oziinebilir olmasi nedeniyle kullanimlari
cok yaygindir (Kapoor, 1996).

Glutaraldehit, igerdigi iki aktif aldehit grubu ile biyosensor
gelistirilmesinde kullanilan enzim, mikroorganizma ve doku kesitleri gibi
biyolojik bilesenlerin, kitosan, kolajen, jelatin ve karragenan gibi biyolojik
matriks molekiillerinin polimerleri tlizerindeki —NH> gibi gruplarla H.O
cikararak birlesir ve iki polimer zincirini birbirine ¢apraz baglar. Bu esasa
dayali immobilizasyon yontemi oldukg¢a sik kullanilmaktadir (Sezgintiirk
vd., 2004a ; Akyilmaz vd., 2000). Yontem kolay uygulanabilir olup

genellikle sistemin termal, islem ve depo kararliliklarini da arttirmaktadir.
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Sekil 1.4. Glutaraldehitin formli

1.4.5. Nafyon

Nafyon siilfonatli perflorlanmis anyonik bir polielektrolittir. Son
yillarda  redoks polimer modifiyeli elektrotlarin  kullaniminin
yayginlagsmasi, kolay hazirlanabilme, iyi elektriksel iletkenlik ve bir¢ok
redoks ¢ifti icin yiiksek partitisyon katsayisina sahip olmasindan dolay1
nafyon oOnem kazanmistir. Nafyon filmler genellikle elektrot
modifikasyonunda ve biyosensor hazirlanmasinda siklikla
kullanilmaktadir (Andrieux et al, 1990; Liu et al, 1995; Furbee et al, 1993;
Canbay, 2013).



10

-n
-n
-n
M

LF F gl .
O
F

M
O'ﬂ

F
3C 2 e

Sekil 1.5. Nafyonun formiili
1.5. Kalem Grafit Elektrot ile Onceki Cahsmalar

Kimyasal inertlik, diisiik maliyet, cesitli algilama ve saptama
uygulamalar1 i¢in uygunlugundan dolayr karbon elektrotlarin cesitli
formlar1 elektroanalitiksel uygulamalar icin kullanilabilir (McCreery,
1991; Rice, 1983). Bunlar arasinda kalem grafit elektrodun ucuzluk, kolay
ulagilabilirlik, yiiksek elektrokimyasal reaktivite, modifikasyon ve
minyatiirize edilebilme kolaylig1 sayesinde  elektrokimyasal sensor
tasariminda ve DNA etkilesimlerine dayali biyosensor tasarimlarinda
siklikla kullanilmigtir (Gao et al., 2005).

Ozcan ve Sahin (2011), viicut sivilarinda iirik asit mevcudiyetinde
parasetamol’iin (PC) basit ve hizli bir elektrokimyasal tayini i¢in, yeni bir
yaklagim Onerilmistir. PC'nin voltametrik belirlenmesi 6l¢iim sirasinda
elektrokimyasal islemden kalem grafit elektrot {izerinde ayn1 anda olusan
N-asetil-p-benzokinonimin’in  elektrokimyasal olarak indirgemesine
dayanmaktadir.

Dilgin vd. (2012), hematoksilen ile modifiye kalem grafit elektrot
(PGE/HMT) kullanarak siilfitin elektrokatalitik oksidasyonunu arastirmak
icin yeni bir yaklasim anlatmistir. PGE/HMT elektrodun siilfit
oksidasyonuna kars1 Onemli bir elektrokatalitik aktivite gosterdigi
gdzlenmistir. Onerilen yontem, basarili bir sekilde atik sularda siilfidin

tayini i¢in uygulanmis ve spektrofotometrik yontem ile karsilastirilmistir.
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Ensafi et al. (2012), kalem grafit elektrot kullanarak adenin ve
guaninin azalan oksidasyon sinyaline ve somon balig1 spermlerinin ¢ift
sarmallt DNA’s1 ile riboflavin etkilesimine dayali elektrokimyasal bir
calisma tasarlamiglardir. Calismada riboflavin ile etkilesim sonrasi guanin
ve adenin oksidasyon sinyallerinin yogunlugundaki azalma riboflavinin
hassas belirlenmesi i¢in bir gosterge sinyali olarak kullanilmigtir.

Mirmoghtadaie et al. (2013), somon baliginin ¢ift sarmalli DNA’s1
ile modifiye edilmis kalem grafit kullanarak folik asit tayini yontemi
Onermislerdir.

Dogan Topal ve Ozkan (2011), kalem grafit elektrot kullanarak cift
sarmalli DNA ile anti kanser ila¢i olan fulvestrantin etkilesimini
diferansiyal puls voltametri yontemi kullanarak incelemislerdir. Guaninin
oksidasyon sinyallerinin yogunlugundaki azalma temelli etkilesim
mekanizmas1 fulvestrant’in hassas belirlenmesi i¢in bir gosterge olarak

kullanilmuastir.
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2. MATERYAL ve METOD

2.1. Materyal

2.1.1. Cihaz ve diger ekipmanlar

Denemelerde IVIUM Compactstat marka potansiyostat kullanilarak

Olctimler gergeklestirilmistir.Diger ekipmanlar:

e Lauda RE 120 sogutmal: sirkiilator
¢ |[KA-KIMO 2 manyetik karistirici
e Micro 0,5 mekanik kalem

e Magnum 0,5 grafit ug

2.1.2. Kimyasallar

Deneysel caligmalar i¢in temin edilen kimyasallar:

o KH2PO4 (Sigma-Aldrich)

o Glutaraldehit(%25°1ik) (Sigma)

o Jelatin (Sigma)

o Nafyon (%5°1ik) ( Sigma)

o Sigir karaciger katalaz (Sigma)

o H202(%34,5-36,5) (Sigma)

o NaOH ( Sigma-Aldrich)

. KsFe(CN)s (BDH Chemicals Ltd.)
. KsFe(CN)s (Sigma)

o KCI ( Sigma)

Deneysel ¢aligmalarda kullanilan ¢ozeltiler:

e 50 mM ve 100 mM potasyum fosfat tamponlari
(pH: 6,5-7,0-7,5-8,0)
¢ Katalaz (70.000 U/mL)
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¢ 100 mM H20; ¢ozeltisi
® % 2,5’luk Glutaraldehit
0% 1-%1,5-% 2 ‘lik Nafyon (50 mM pH 7,0 fosfat tamponu igerisinde)

2.2. Yontem

2.2.1. Gelistirilen biyosensorlerin ¢alisma ilkesi

Hazirlanan biyosensoriin ¢alisma ilkesi oksijenin ¢ikisina dayali olarak
amperometrik Ol¢iimler i¢in asagidaki esitligi temel alarak -0,7 V’ta

gerceklestirilmistir.

Katalaz

2H,0p ———» 2H,0 + 0>

2.2.2. PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensoriin

hazirlanmasi

Kalem grafit elektrot (PGE) grafit kismi 1,5 cm disarida kalicak sekilde
elektrota yerlestirilir. PGE, 200 pl 50mM pH 7,5 fosfat tamponu igerisinde 70.000
U/mL katalaz, 20 mg jelatin iceren 38 °C’ de hazirlanmis enzim c¢ozeltisine
daldirtlip ¢ikartildi. Daha sonra 3 dk % 2,5 lik glutaraldehite daldirildi. Enzim ve
glutaraldehit ¢ozeltisine daldirma islemi 3 kez tekrar edildi. Hazirlanan modifiye
biyosensor kullanilmadigi zamanlarda + 4°C’ de saklandi. Sekil 2.1 ‘de tasarlanan

modifiye biyosensoriin sematik gosterimi verilmistir.
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Sekil 2.1. PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit modifiye elektrota ait immobilizasyon semasi

2.2.3. PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensore

iliskin optimizasyon ¢alismalari

Bu kisimda PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensorlerin
hazirlanmasina iligskin parametreler; enzim miktari, jelatin miktar1, glutaraldehitte
bekletme siiresi, pH optimizasyon calismalari ve hazirlanan biyosensor ile

orneklerde H2O> tayinine yonelik metodlara iliskin bilgiler sunulmustur.

2.2.3.1. Enzim miktarinin bivosensor cevabi iizerine etkisi

Olgiimler 30°C° de 50 mM pH 7,5 fosfat tamponu igeresinde alind1. Jelatin
miktart 20 mg, % 2,5’luk glutaraldehitte bekletme siiresi 5 dk olarak sabit
tutularak enzim miktar1 140.000 U/mL, 105.000 U/mL, 70.000 U/mL,
35.000 U/mL, 7000 U/mL, 700 U/mL, 70 U/mL, 14 U/mL olarak degistirilerek

enzim miktar1 optimizasyonu gerceklestirildi.

2.2.3.2. Optimum pH’nin belirlenmesi

Olgiimler 30°C° de 50 mM fosfat tamponu igeresinde alindi. Enzim miktar
70.000 U/mL, jelatin miktart 20 mg, glutaraldehitte bekletme siiresi 5 dk olarak
sabit tutularak pH 6,5; 7,0; 7,5; 8,0 olarak degistirilerek pH optimizasyonu
gerceklestirildi.
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2.2.3.3. Optimum tampon konsantrasyonunun belirlenmesi

Olgiimler 30°C’ de fosfat tamponu igeresinde alindi. Enzim miktar1 70.000
U/mL, jelatin miktar1 20 mg, glutaraldehitte bekletme stiresi 5dk ve pH 7,0 olarak
sabit tutularak fosfat tamponu konsantrasyonu 25 mM, 50 mM, 75 mM, 100 mM,
125 mM, 150 mM ve 200 mM olarak degistirilerek tampon konsantrasyonu

optimizasyonu gerceklestiridi.

2.2.3.4. Optimum jelatin miktarimin belirlenmesi

Olgiimler 30°C’ de 100 mM pH 7,0 fosfat tamponu igeresinde alindi. Enzim
miktar1 70.000 U/mL, glutaraldehitte bekletme siiresi 5 dk, pH 7,0 ve tampon
konsantrasyonu 100 mM sabit tutularak jelatin miktar1 10 mg, 20 mg ve 30 mg

olarak degistirilerek jelatin miktar1 optimizasyonu gerceklestirildi.

2.2.3.5. PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit biyoaktif

tabakalandirma islem sayinin optimizasyonu

Olgiimler 30°C° de fosfat tamponu igeresinde alindi. PGE modifiye
biyosensor hazirlanirken 6ncelikle jelatin igeren enzim ¢ozeltisine daldirildi, daha
sonra glutaraldehitte bekletildi. Bu tabakalandirma islemi 1 kez, 3 kez ve 5 kez

tekrar edilerek islem sayisinin optimizasyonu gerceklestirildi.

2.2.3.6. Optimum glutaraldehitte bekletme siiresinin

optimizasyonu

Olgiimler 30°C de 100 mM pH 7,0 fosfat tamponu igeresinde alindi. Enzim
miktart 70.000 U/mL, jelatin miktart 20 mg olarak sabit tutularak %:2,5’luk
glutaraldehitte bekletme stiresi 1 dk, 3 dk, 5 dk ve 7 dk olarak degistirilerek

glutaraldehitte bekletme siiresi optimizasyonu gergeklestirildi.
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2.2.3.7. Optimum sicakhgin belirlenmesi

Olgiimler 100 mM pH 7,0 fosfat tamponu igeresinde alindi. Enzim miktar1
70.000 U/mL, jelatin miktar1 20 mg, glutaraldehitte bekletme siiresi 3 dk olarak
sabit tutularak sicaklik 25°C, 30°C ve 35°C olarak degistirilerek sicaklik

optimizasyonu ger¢eklestirildi.

2.2.4. PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensore

iliskin karakterizasyon calismalari

2.2.4.1. H,O- icin dogrusal tayin araligi

Biyosensor 50 mM pH 7,5 fosfat tamponu igerisinde 70.000 U/mL enzim
20 mg jelatin iceren enzim ¢oOzeltisine daldirildikdan sonra 3 dk % 2,5’luk
glutaraldehit ¢ozeltisinde bekletilerek hazirlandi. Olgiimler 100 mM pH 7,0 fosfat

tamponu icerisinde 30°C ‘de alind.

Yapilan denemelerde 10; 20; 40; 60; 80; 100; 200; 300; 400; 500; 600; 700;
800; 900; 1000; 1200; 1400; 1600; 1800 uM H>0, derisimleri i¢in Slgiimler

alindi.

2.2.4.2. PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensoriin

veniden tretilebilirligi

Aym1 yontemle PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit modifiye ¢ ayr
biyosensor hazirlandi ve 600 uM H20: derisimine verdigi cevaplar kiyaslandi.
(Biyosensorler 50 mM pH 7,5 fosfat tamponu igerisinde 70.000 U/mL enzim
20 mg jelatin igeren enzim ¢oOzeltisine daldirildikdan sonra 3 dk % 2,5’luk
glutaraldehit ¢ozeltisinde bekletilerek hazirlandi. Olgiimler 100 mM pH 7,0 fosfat

tamponu icerisinde 30°C ‘de alindi.)



17

2.2.4.3. PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensor ile

alinan vanitlarin tekrarlanabilirligi

PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensor ile -0,7 V’ta 600 uM
H202 i¢in 10 tane ol¢iim alindi. Elde edilen verilerden faydalanarak ortalama

deger (% ), standart sapma ( S.S.), varyasyon katsayisi ( % V.K.) hesaplandi.

2.2.4.4. PGE/jelatin-katalaz/qglutaraldehit modifiye biyosensor ile

farkh 6rneklerde H.O- analizi

Gelistirilen biyosensorle siit ve oksijenli su orneklerinde H.O> tayini
yapilmistir. (Biyosensér 50 mM pH 7,5 fosfat tamponu igerisinde 70.000 U/mL
enzim 20 mg jelatin iceren enzim ¢6zeltisine daldirildikdan sonra 3 dk % 2,5’Iuk
glutaraldehit ¢ozeltisinde bekletilerek hazirlandi. Olgiimler 100 mM pH 7,0 fosfat

tamponu icerisinde 30°C ‘de alindi.)

2.2.45. PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit modifiye bivosensoriin

depo kararhhg

PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit  modifiye biyosensoriin = hazirlandigi
giinden itibaren 4 hafta boyunca katalaz aktivitesi izlendi. Biyosensor ile
hazirlandig1 giin ve haftada bir olmak tizere 600 UM H2O> derisimi i¢in dl¢timler
alindi. Bu siire zarfinda olglim alindigi zamanlar disinda biyosensér +4°C’de
saklandi. Denemeler 30°C’ de ve fosfat tamponunda (pH:7,0; 100mM)
gerceklestirildi.

2.2.5. PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensoriin

hazirlanmasi ve ¢calismalar:

Kalem grafit elektrodun (PGE) grafit kism1 1,5 cm disarida kalicak sekilde
kalem elektroda yerlestirilir. PGE, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu igerisinde
hazirlanmis nafyon ¢ozeltisine (% 1,5) 15 dk daldirilarak bekletildi. PGE/nafyon
modifiye elektrot 70.000 U/mL’lik enzim c¢ozeltisi igerisine 5 dk daldirildu.
Ardindan 5 dk % 2,5’liik glutaraldehit ¢ozeltisine daldirildi. Islemler {icer kez
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tekrar edildi. Hazirlanan modifiye elektrot kullanilmadigr zamanlarda +4°C’ de

saklandi.
+ + + oot
(PGE) - - - A I TR
(Nafyon) (Katalaz) + + + (Clutaraldehit) t 4 &
Nafyon n - S
Katalaz (£) PGE/nafyon/katalaz
Glutaraldehit == Iglutaraldehit

Sekil 2.2 PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit modifiye elektrota ait immobilizasyon semasi

2.2.6. PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensore

iliskin optimizasyon ¢alismalari

Bu kisimda PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensorlerin
hazirlanmasina iliskin parametreler enzim miktari, nafyon yiizdesi, nafyonda ve
glutaraldehitte bekletme siiresi ve pH optimizasyon caligmalar1 ve hazirlanan
biyosensoriin drneklerde H:O: tayinine yonelik metodlara iliskin yapilan

caligmalara ait bilgiler sunuldu.

2.2.6.1. Enzim miktarimin bivosensor cevabi iizerine etKisi

Olgiimler 30°C’de 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu iceresinde alindi. Nafyon
yiizdesi %1,5, nafyonda bekletme siiresi 15 dk, glutaraldehitte bekletme siiresi 5
dk olarak sabit tutularak enzim miktar:1 98.000 U/mL, 70.000 U/mL, 42.000 U/mL

olarak degistirilerek enzim miktar1 optimizasyonu gerceklestirildi.

2.2.6.2. Optimum pH’nmin belirlenmesi

Olgiimler 30 °C° de 50 mM fosfat tamponu igeresinde alindi. Enzim miktar
70.000 U/mL, nafyon yiizdesi %1,5, nafyonda bekletme siiresi 15 dk,
glutaraldehitte bekletme siiresi 5 dk olacak sekilde sabit tutularak pH 6,5; 7,0; 7,5;
8,0 olarak degistirilerek pH optimizasyonu gergeklestirildi.
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2.2.6.3. Optimum tampon konsantrasyonunun belirlenmesi

Olgiimler 30°C’ de fosfat tamponu igeresinde alindi. Enzim miktar1 70.000
U/mL, nafyon yiizdesi % 1,5, nafyonda bekletme siiresi 15 dk, glutaraldehitte
bekletme siiresi 5 dk ve pH 7,0 olarak sabit tutularak fosfat tamponu
konsantrasyonu 25 mM, 50 mM, 75 mM, 100 mM olarak degistirilerek tampon

konsantrasyonu optimizasyonu gerceklestirildi.

2.2.6.4. Optimum nafyon viizdesinin belirlenmesi

Olgiimler 30°C” de 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu igeresinde alinmustir.
Enzim miktar1 70.000 U/mL, nafyonda bekletme siiresi 15 dk, glutaraldehitte
bekletme siiresi 5 dk ve pH 7,0 ve tampon konsantrasyonu 50 mM olarak sabit
tutularak nafyon ytizdesi % 1, % 1,5 ve % 2’ lik olacak sekilde degistirilerek

nafyon yiizdesi optimizasyonu gerceklestirildi.

2.2.6.5. PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit biyosensoriiniin

optimum biyoaktif tabakalandirma islem sayisinin

belirlenmesi

Olgiimler 30°C’de 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu igeresinde alindi. PGE
elektrot hazirlanirken 6ncelikle % 1,5’liik nafyon ¢ozeltisine 15 dk daldirildu.
Daha sonra 70.000 U/mL enzim ¢6zeltisinde 5 dk bekletildi. Ardindan % 2,5’ luk
glutaraldehit ¢ozeltisine 5 dk daldirildi. Bu islem basamaklari 1 kez, 3 kez ve 5

kez tekrar edilerek islem basamagi optimizasyonu gergeklestirildi.

2.2.6.6. Optimum Glutaraldehitte Bekletme Siiresinin

Belirlenmesi

Olgiimler 30°C* de 50 mM pH 7 fosfat tamponu igeresinde alindi. Enzim
miktar1 70.000 U/mL, nafyonda bekletme siiresi 15 dk, pH 7,0 ve tampon
konsantrasyonu 50 mM olarak sabit tutularak glutaraldehitte bekletme siiresi 3 dk,
5 dk ve 7 dk olarak degistirilerek glutaraldehitte bekletme siiresi optimizasyonu

gerceklestirildi.
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2.2.6.7. Optimum sicakhgin belirlenmesi

Olgiimler 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu igeresinde alindi. Enzim miktar1
70.000 U/mL, nafyonda bekletme siiresi 15 dk, glutaraldehitte bekletme siiresi
5 dk, pH 7,0 ve tampon konsantrasyonu 50 mM olarak sabit tutularak sicaklik
25°C, 30°C, 35°C ve 40°C olacak sekilde degistirilerek sicaklik optimizasyonu
gerceklestirildi.

2.2.7. PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensore

iliskin karakterizasyon caliymalar

2.2.7.1. H>O» icin dogrusal tayin araligi

Biyosensor, PGE sirastyla % 1,5’luk nafyon ¢ozeltisinde 15 dk,
70.000 U/mL enzim ¢ozeltisine 5 dk, % 2,5’luk glutaraldehit ¢ozeltisinde 5 dk
bekletilerek hazirlandi. Olgiimler 30°C’de 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu
iceresinde alindi. Yapilan denemelerde 40; 80; 140; 200; 300; 400; 600; 800;
1200; 1600; 2000; 2400; 2800 uM H20:2 derisimleri i¢in dlgiimler alindi.

2.2.7.2. PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensoriin

veniden tretilebilirligi

Aym yontemle PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit modifiye {i¢ ayri
biyosensor hazirlandi ve 600 yM HO: derisimine verdigi cevaplar kiyaslandi.

Olgiimler 30°C’de 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu iceresinde alind.

2.2.7.3. PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensor

ile alinan vanitlarin tekrarlanabilirligi

PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensor ile -0,7 V’ta 600 uM
H202 i¢in 5 adet 6l¢lim alindi. Elde edilen verilerden faydalanarak ortalama deger

(z ), standart sapma ( S.S.), varyasyon Katsayisi ( % V.K.) hesaplandi.
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2.2.7.4. PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit modifiye elektrodlu

bivosensor ile 6rneklerde H-O» analizi

Tasarlanan biyosensérle siit drneklerinde H2O> tayini yapilmistir. Olgiimler

30°C’de 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu i¢eresinde alindi.

2.2.7.5. PGE/nafyon/katalaz/qglutaraldehit modifiye biyosensoriin

depo kararhhg:

PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensoriin  hazirlandigi
giinden itibaren 4 hafta boyunca katalaz aktivitesi izlenmistir. Biyosensor ile
hazirlandigi giin ve haftada bir olmak tizere 600 uM H20> derisimi i¢in dl¢iimler
alindi. Bu silire zarfinda 6l¢iim alindigi zamanlar diginda biyosensér +4°C’de
saklandi. Denemeler 30°C’de ve 50 mM pH 7,0 fosfat tamponunda
gerceklestirildi.
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3. SONUCLAR ve TARTISMA

3.1. PGE/Jelatin-Katalaz/Glutaraldehit Modifiye Biyosensoriin

Optimizasyonuna Iliskin Bulgular

Oncelikle hazirlanan  biyosensdr ile alman cevabin  enzimden
kaynaklandiginin ~ dogrulanmasi1  amaciyla  PGE/jelatin/glutaraldehit  ve
PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit modifiye elektrotlar kiyaslandi ve cevaplarin
katalaz enziminden kaynakladigi dogrulandi.(Sekil 3.1)

0,07

0,06 u

0,05 u
- [ |
g 0,04 @ PGE/jelatin/glutaraldehit
— [ |
- 0,03 -

002 - B PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit

0,01 [ ]

0 [ Be o ¢ o o o
0 500 1000 1500
H,0, konsantrasyon (uM)

Sekil 3.1. PGE/jelatin/glutaraldehit ve PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit modifiye elektrotlart
kiyaslanmasi1. (Olgiimler -0,7 V’ta kronoamperometri yontemi kullanilarak 50 mM

pH 7,5 fosfat tamponu; 30 °C’de gerceklestirildi.)

PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensor i¢in immobilizasyon
basamaklart CV ve impedimetrik yontemler ile incelenmistir. CV ve impedans
olciimleri Fe(CN)s* ™, 0.005 M + 0,IM KCl ¢ozeltisinde 25 °C’ de
gerceklestirilmistir.  Sekil 3.2°de PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit modifiye
biyosensoriin  immobilizasyon basamaklarinin  impedimetrik  diyagramlari

verilmistir.
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Sekil 3.2. PGE yiizeyine biyoaktif tabakalandirma basamaklarina iliskin impedimetrik diyagram.
(a. PGE, b. PGEl/jelatin-katalaz/glutaraldehit ilk tabakalandirma c. PGE/jelatin-
katalaz/glutaraldehit ikinci tabakalandirma, d. PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit tigiincii
tabakalandirma’ya ait diyagramlar. impedans 6lciimleri icin frekans araligi: 10000-0,05
Hz, sinyal biiyiikliigii: 10 mV. Bias potansiyeli: 180 mV (Ag/AgCl referans elektrot))

Diyagramlardan da anlasildigi gibi her bir immobilizasyon basamagi
isleminden sonra PGE yiizeyinde iletkenligin biyoaktif tabakanin kalinlagmasina
bagli olarak azaldigi belirlendi. Bu durum immobilizasyonun basariyla

gerceklestigini gostermistir.

Sekil 3.3’ de PGE ve PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensore
iliskin CV voltamogramlar1 karsilagtirildi.
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Sekil 3.3. PGE yiizeyine biyoaktif tabakalandirmaya ait CV  voltamogramlari
(a. PGE, b. PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit modifiye elektrot’ a ait CV
voltamogramlari. Olgiimleri Fe(CN)s*> 74, 0.005 M + 0,1M KClI ¢bzeltisinde 25 °C’
de gergeklestirilmistir. Scan rate 50 mV/s)

Sonuglar impedans bulgularini destekleyici nitelikte tespit edilmistir.
3.1.1. Enzim miktarinin biyosensor cevabu iizerine etkisi

Olgiimler 30°C* de 50 mM pH 7,5 fosfat tamponu igeresinde alindi. Jelatin
miktart 20 mg, %2,5’luk glutaraldehitte bekletme siiresi 5 dk olarak sabit
tutularak katalaz miktar1 140.000 U/mL, 105.000 U/mL, 70.000 U/mL, 35.000
U/mL, 7000 U/mL, 700 U/mL, 70 U/mL, 14 U/mL olarak degistirilerek enzim
miktar1 optimizasyonu gerceklestirildi ve kullanilan katalaz enziminin miktarinin

biyosensor cevabi lizerine olan etkisi belirlendi.(Sekil 3.4)
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Sekil 3.4. PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensore iliskin enzim miktari
optimizasyonu grafigi. (Olgiimler -0,7 V’ta kronoamperometri yontemi kullanilarak 50

mM; pH 7,5 fosfat tamponu; 30 °C’de gerceklestirildi.)

Farkli enzim miktarlariyla hazirlanan PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit
modifiye biyosensorlerden 70.000 U/mL enzim kullanilarak hazirlanan
biyosensoriin cevabi digerlerine gore belirgin sekilde yiiksektir. Bu degerin daha
tizerindeki enzim miktarlarinda biyosensor yanitinin diismesi protein miktarinin
artmasiyla birlikte capraz bag ylizdesinin ve diflizyon engellinin artmasi olarak
yorumlanabilir. Ayrica enzim miktarinin artmasiyla birlikte tabakadaki protein
miktarinin ¢apraz bag oraninda artisa yol acarak teorik olarak ylikselen katalaz
aktivitesinin gercekte diismesine de yol agabilir. S6z konusu degerden daha diisiik
enzim miktarlarina indikce ise enzim aktivitesinin diismesinin yani sira biyoaktif
tabakadaki protein miktarinin azalmasida gerceklesir. Bu durum capraz bag sayisi
oraninin diigmesine ve daha gézenekli bir membran olusumuna yol agar. Sonugta
enzimatik reaksiyon sonucu biyoaktif tabakada olusan oksijenin dis ortama
difiizyonun kolaylasmas1 ve PGE yiizeyinde indirgenen oksijen miktarinin

azalmasi biyosensor yanitinin diigmesine neden olarak yorumlanabilir.
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3.1.2. pH’nin biyosensor cevabu iizerine etkisi

Cevre kosullar1 protein yapisindaki enzimlerin Kkatalitik aktiviteleri i¢in
oldukca onemlidir. Enzimlerin katalitik aktivitelerini etkileyen en 6nemli ¢evre
kosullarindan birisi ortamin pH degeridir. Bundan dolayr immobilizasyon
sonrasinda pH aktivite iligkisindeki degisimler hakkinda elde edilen bilgiler,
enzim proteinin yapi-fonksiyon iliskisini anlamak ve biyosensoriin optimum

calisma kosullarini belirlemek a¢isindan onemlidir.

PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensor 70.000 U/mL katalaz
enzimi ¢ozeltisiyle 20 mg jelatin kullanilarak ve %2,5’luk glutaraldehitte 5 dk
bekletilerek hazirlandi. Olgiimler 30°C* de 50 mM fosfat tamponu igeresinde
alimmistir. Enzim miktar1, jelatin miktari, glutaraldehitte bekletme siiresi sabit
tutularak pH 6,5; 7,0; 7,5; 8,0 olarak degistirilerck optimum pH 7,0 olarak
belirlendi. Tlgili grafik Sekil 3.5°de verilmistir.
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Sekil.3.5. Biyosensor cevabina pH’nin etkisi.
(Olgiimler -0,7 V’ta kronoamperometri ydntemi kullanilarak 50 mM fosfat tamponu;
30 °C’de gergeklestirildi.)
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3.1.3. Tampon konsantrasyonunun biyosensor cevabi iizerine
etkisi

Enzim miktari, jelatin miktar1, glutaraldehitte bekletme siiresi ve pH sabit
tutularak fosfat tamponu konsantrasyonu 25 mM, 50 mM, 75 mM, 100 mM,
125 mM, 150 mM ve 200 mM olarak degistirilerek tampon konsantrasyonu

optimizasyonu gerceklestirildi.

PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensor 70.000 U/mL katalaz
enzimi ¢ozeltisiyle 20 mg jelatin kullanilarak ve %2,5 ’luk glutaraldehitte 5 dk
bekletilerek hazirlandu. Tlgili grafik Sekil 3.6.’da gosterilmistir.
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Sekil 3.6. Tampon konsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisi.
(Olgiimler -0,7 V’ta kronoamperometri yontemi kullanilarak pH 7 fosfat tamponu;
30 °C’de gergeklestirildi.)

Sekil 3.6’dan goriilecegi iizere optimum tampon konsantasyonu 100 mM

olarak bulundu.
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3.1.4. Jelatin miktarimin biyosensor cevabi iizerine etkisi

Optimum jelatin miktarini belirlemek i¢in 200 pl jelatinli enzim ¢ozeltisi 10
mg, 20 mg ve 30 mg jelatin igerecek sekilde hazirlandi. Farkli jelatin miktarlarina
sahip bu enzim ¢ozeltileri kullanirak hazirlanan 3 farkli PGE/jelatin-
katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensor ile yapilan denemelerde alinan

cevaplarin kiyaslandig: grafik Sekil 3.7 de verilmistir.

Enzim miktari, glutaraldehitte bekletme siiresi, pH ve tampon
konsantrasyonu sabit tutularak jelatin miktar1 10 mg, 20 mg ve 30 mg olarak
degistirilerek jelatin miktar1 optimizasyonunun gergeklestirildigi bu calismada
PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensér 70.000 U/mL katalaz
enzimi ¢ozeltisi kullanilarak ve % 2,5 ’luk glutaraldehitte 5 dk bekletilerek

hazirlandi.
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Sekil 3.7. Jelatin miktariin biyosensor cevabina etkisi .
(Olgiimler -0,7 V’ta kronoamperometri yontemi kullanilarak pH 7,0;100 mM fosfat
tamponu ;30 °C’de gergeklestirildi.)

Sekil 3.7°den goriildigi gibi 20 mg jelatin miktar1 optimum olarak
belirlendi. Jelatin miktar1 30 mg ’a yiikseltildiginde biyosensor cevabi onemli
Olciide diismiistiir. Bu sonug baslica membran kalinlagmasinin yol a¢tig1 difiizyon

engellidir. 10 mg jelatin kullanilarak hazirlanan biyosensoriin yaniti 20 mg
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jelatinle hazirlanan biyosensore gore az bir farkla diigliktiir. Ancak 20 mg jelatin
ile hazirlanan biyosensoér hem daha kararli bir biyoaktif tabaka olusturmasi hem
de H202 konsantrasyon araliginda daha miikemmel dogrusallik gostermesi

bakimindan tercih edilmistir.

3.1.5. Biyoaktif tabakalandirma islem sayisinin biyosensor cevabi

uizerine etkisi

PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensor 70.000 U/mL katalaz
enzimi ¢ozeltisiyle 20 mg jelatin kullanilarak ve % 2,5 ’luk glutaraldehitte 5 dk
bekletilerek hazirlandi. Olgiimler 30°C* de 100 mM, pH 7,0 fosfat tamponu

igerisinde alindu.

PGE elektrot hazirlanirken Oncelikle jelatin igeren enzim c¢ozeltisine
daldirild1 ve daha sonra glutaraldehitte bekletildi. Bu islem basamaklar1 1 kez, 3
kez ve 5 kez tekrar edilerek biyoaktif tabakalandirma igleminin optimizasyonu

gerceklestirildi. Elde edilen bulgular Sekil 3.8 *de verilmistir.
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0,06 # 1 kez tabakalandirma
__ 0,05
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c 0,04
5 0,03 L g B 5 kez tabakalandirma
0,02 ¢ -
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0,01 ‘
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0 500 1000 1500
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Sekil 3.8. Biyoaktif tabakalandirma islem sayisinin biyosensor cevabina etkisi.
(Olgiimler -0,7 V’ta kronoamperometri yontemi kullanilarak pH 7,0; 100 mM fosfat
tamponu; 30 °C’de gergeklestirildi.)
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Grafikden de goriildiigii gibi 3 kez biyoaktif tabakalandirma islemi en
yiiksek cevabi vermistir ve optimum biyoaktif tabakalandirma islem basamagi 3

kez olarak se¢ilmistir.

Bir kez tabakalandirmayla olusan membran gerek enzim aktivitesi azlig
gerekse reaksiyon sonucu olusan ve belirlenen tiir olan oksijenin disa difiizyonuna
engel olmayacak oOlciide gecirgen oldugu igin diisiik biyosensér cevabi
sergilemistir. Bes kez tabakalandirma ise enzim aktivitesi acisindan yliksek olsada
muhtemelen daha fazla ¢apraz bag olusumu ve substrat i¢in daha biiyiik bir

diflizyon engelli yaratmasi nedeniyle daha diisiik cevap gostermistir.

3.1.6. Glutaraldehitte bekletme siiresinin biyosensor cevabi iizerine
etkisi

PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensor 70.000 U/mL katalaz
enzimi ¢ozeltisiyle 20 mg jelatin kullanilarak ve % 2,5’luk glutaraldehitte degisen
dakikalarda bekletilerek hazirlandi. Biyoaktif tabakalandirma islemi 3 kez yapildi.
Olgiimler 30°C” de 100 mM, pH 7,0 fosfat tamponu iceresinde alindh.

Enzim miktar, jelatin miktar1, pH ve tampon konsantrasyonu sabit tutularak
glutaraldehitte bekletme siiresi 1 dk, 3 dk, 5 dk ve 7 dk olarak degistirilerek

glutaraldehitte bekletme siiresi optimizasyonu gergeklestirildi.

Optimum glutaraldehitte bekletme siiresini belirlemek i¢in 1 dk, 3 dk, 5 dk
ve 7 dk da bekletilerek hazirlanmis ii¢ farkli PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit
modifiye biyosensor ile yapilan denemelerde alinan cevaplara iligskin grafik Sekil

3.9°da verilmistir.
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Sekil 3.9. Glutaraldehitte bekletme siiresinin biyosensor cevabi lizerine etkisi.
(Olgiimler -0,7 V’ta kronoamperometri yontemi kullanilarak pH 7; 100 mM fosfat
tamponu; 30 °C’de gergeklestirildi.)

Sekil 3.9°dan goriildiigli lizere 3 dk glutaraldehitte bekletilerek hazirlanan
PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit ~ modifiye  biyosensér  diger  modifiye
biyosensorlere nazaran daha yiiksek cevap vermistir ve optimum glutaraldehitte

bekletme stiresi 3 dk olarak secilmistir.

Daha kisa bekletme siiresinde daha diisiik cevap alinmasi1 daha az gapraz
bag olusumu ve meydana gelen membranin daha gozenekli bir yapiya sahip
olmas1 nedeniyle Olgiilen tiir olan oksijenin digsa difiizyonunun kolaylasmasi
olarak yorumlanabilir. Daha uzun bir bekletme siiresi daha diisiik bir biyosensor
cevabi alinmasi i¢in ise daha fazla capraz bag olusumu nedeniyle daha az
gbzenekli bir yapmin daha biiyiik bir substrat difiizyon engeli yaratmasi seklinde

yorumlanabilir.

3.1.7. Sicakhgin biyosensor cevabu iizerine etkisi

Enzim miktar, jelatin miktari, glutaraldehitte bekletme stiresi, pH ve
tampon konsantrasyonu sabit tutularak sicaklik 25°C, 30°C ve 35°C olarak

degistirilerek sicaklik optimizasyonu gerceklestirildi.

PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensér 70.000 U/mL katalaz
enzimi ¢oOzeltisiyle 20 mg jelatin kullanilarak ve % 2,5’luk glutaraldehitte 3



32

dakika bekletilerek hazirlandi. Biyoaktif tabakalandirma islemi 3 kez yapildi.
Olgiimler degisen sicakliklarda 100 mM, pH 7,0 fosfat tamponu igeresinde
alindi. Elde edilen bulgular Sekil 3.10°da gosterilmistir.
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Sekil 3.10. Biyosensor cevabi iizerine sicakligin etkisi.
(Olgiimler -0,7 V’ta kronoamperometri yontemi kullanilarak pH 7,0; 100 mM fosfat
tamponunda gerceklestirildi.)

H20, tayinine yonelik gelistirilen biyosensoriin optimum sicakliginin
belirlenmesine yonelik ¢alismalarda 25-35C‘de diisiik sicakliktan yiiksek
sicakliga dogru PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensor ile dlgtimler
almarak akim farki degerleri Ol¢iilmiistiir. Yapilan denemeler sonucunda sicaklik
ve biyosensor cevabi arasinda olusturulan grafikten optimum sicaklik 30C
sicaklik bulunmustur. Elde edilen bulgu, katalazin aktivite sicaklik profiline de

uygun bir veri niteligindedir.
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3.2. PGE/Jelatin-Katalaz/Glutaraldehit Modifiye Biyosensoriin

Karakterizasyonuna Iliskin Bulgular

3.2.1. H20: icin dogrusal tayin arahgi

Gelistirilen PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit biyosensorlerinin hazirlama ve
calisma kosullarinin optimizasyonu sonrasinda, karakterizasyonu amaciyla H2O-
igin Ol¢tim araligi belirlendi. Sekil 3.11°de 100 yM - 1400 uM aras1 amperometrik
Olgtimler, Sekil 3.12°de ise 20 yM - 1400 yuM aras1t H20. konsantrasyonuna

karsilik gelen bulgular ile elde edilmis dogrusal tayin aralig1 verilmistir.
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Sekil 3.11. -0,7V’ta 100 M - 1.4 mM H>0; konsantrasyon araligindaki amperometrik dl¢timler.
(a. 100 yM, b. 200 pM, c. 300 uM, d. 600 pM, e. 800 uM, f. 1200 uM, g. 1400 uM

H>0; konsantrasyonuna karsilik gelen amperometrik cevaplar )

Sekil 3.11 ‘da goriildigli gibi artan H2O> konsantrasyonuna bagli olarak
katalaz enziminin katalizledigi reaksiyon sonucunda agiga ¢ikan 02
konsantrasyonu artar. Oz konsantrasyonundaki bu artis kalem elektrot ylizeyindeki

reaksiyon uyarinca negatif yonde artiglar olarak gézlenmistir.
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Sekil 3.12. PGE/Jelatin-katalaz/glutaraldehit biyosensoriine ait dogrusal tayin araligi grafigi.
(Olgiimler -0,7 V’ta kronoamperometri yontemi kullanilarak 100 mM; pH 7,0 fosfat
tamponu; 30 °C’de gerceklestirildi.)

10 uM — 1800 pM H>0O> konsantrasyon araliginda 10; 20; 40; 60; 80; 100;
200; 300; 400; 500; 600; 700; 800; 900; 1000; 1200; 1400; 1600; 1800 uM H20:
konsantrasyonlari i¢in yapilan dl¢iimlerde dogrusal tayin araliginin 20 yM — 1400
MM  H2O> konsantrasyon araliginda oldugu belirlenmistir. Daha yiiksek

konsantrasyonlarda dogrusalliktan sapma belirlenmistir.
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3.2.2. PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensoriin

yeniden iiretilebilirligi

Bu kisimda yapilan ¢aligmalara iligskin olarak ayni yontemle PGE/jelatin-
katalaz/glutaraldehit modifiye ii¢ ayri elektrot hazirlanmig ve 600 pM H.0>

derisimine verdigi cevaplar kiyaslandi. Bulgular Sekil 3.13’de gosterilmistir.
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Sekil 3.13. PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensoriin yeniden iiretilebilirligi.
(Olgiimler -0,7 V’ta kronoamperometri yontemi kullanilarak pH 7,0; 100 mM fosfat
tamponu; 30 °C’de gergeklestirildi.)

Sekil 3.13’den goriilecegi lizere ayni1 yoOntemle tekrar hazirlanan
biyosensorlerin cevaplar1 arasindaki fark %5 - %10 arasinda degismektedir. Bu

sonu¢ ¢ok iyi bir netice olarak belirlenmistir.

3.2.3. PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensor ile

alinan yanitlarin tekrarlanabilirligine iliskin bulgular

Bu ¢alismada hazirlanan H2O> biyosensoriiniin tekrarlanabilirligi incelendi.
Olgiim hiicresi igerisinde 600 UM H20; olacak sekilde eklemeler yapilarak -
0,7V’ta kronoamperometri yontemle oOlgtimler alindi. 10 kez tekrar edilen
Olctimler icin ¢izilen standart grafik yardimiyla o6rnek derisimleri saptandi.

Ortalama deger (%), standart sapma (S.S) ve varyasyon katsayisi (% V.K.) Cizelge
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3.1°de verilmistir. Cizelge 3.1’den goriildiigii gibi sonuclar kabul edilebilir sinirlar

icindedir.

Cizelge 3.1. PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensore iliskin tekrarlanabilirlik

bulgular1

Aritmetik Ortalama (%)

Standart Sapma (S.S)

Varyasyon Katsayis1(%)

601,1uM

+233 uM

0,38

3.2.4. PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensor ile

ornek analizi

Hazirlanan PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit modifiye H.O> biyosensorii ile

ticari olarak satilan oksijenli su ve siitte H2O. analizi yapilarak uygulanabilirligi

incelendi.

Ticari olarak satilan % 3’ likk oksijenli sudan 6l¢iim hiicresinde 200 uM

olacak sekilde eklemeler yapilarak (n=3) alinan o&lglimlere iliskin cevaplar

standart grafigi ile kiyaslanarak degerlendirildi.

verilmistir.

Bulgular Cizelge 3.2°de

Cizelge 3.2. PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensorle ticari olarak satilan oksijenli

suya ait 6rnek analizi bulgulari

Ornek (uM) Biyosensor (uM) | % Fark

% Gerikazanim

200

197,25 % 1,38

% 98,6

WHO ve FAO bazi iilkelerde H2O2 nin igme siitlerine 0,1-0,4 g/L oraninda

katilmasina izin vermektedir.Bu degerler 3 mM ile 10 mM a karsilik gelir. Kutu

siit orneklerinde de bu deger araliginda olacak sekilde standart katma yontemi




37

kullanilarak 6rnek analizi yapildi. 6 MM H20:2 icerecek sekilde siit 6rnegi
hazirlandi. 6000 rpm de 15 dk santrifiijlenerek yagi uzaklastirildi. 6 mM H202
icerecek sekilde hazirlanan siit 6rneginden 6l¢iim hiicresinde 200 uM olacak
sekilde eklemeler yapilarak (n=3) alinan 6l¢iimlere iliskin cevaplar standart
grafigi ile kiyaslanarak degerlendirildi. Olgiimler -0,7 V’ta kronoamperometri
yontemi kullanilarak 100mM; pH 7 fosfat tamponu; 30 °C’de gerceklestirildi.
Bulgular Cizelge 3.3°de verilmistir.

Cizelge 3.3. PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensorle siite ait 6rnek analizi tablosu

Ornek-Siit (uM) | Biyosensdr (uM) | % Fark % Gerikazanim

200 197,5 % 1,25 % 98,7

3.2.5. PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensoriin
depo kararhhgi

Denemelerde elde edilen bulgular Sekil 3.14° de verilmistir.
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Sekil 3.14. PGE/Jelatin-Katalaz/Glutaraldehit modifiye biyosensoriin depo kararliligi.
(Olgiimler -0,7 V’ta kronoamperometri yontemi kullanilarak 100 mM; pH 7,0 fosfat

tamponu; 30° C’de gerceklestirildi.)
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Grafik haftada bir alinan o&lgiimler yoluyla elde edidi. Elektrot
kullanilmadigi zaman +4C’ de buzdolabinda saklandi. Grafige bakildiginda ilk
haftada %350’lik bir aktivite kaybimin oldugu daha sonra izlenen siire boyunca
herhangi bir aktivite kaybinin ger¢eklesmedigi gozlendi. Bu ilk haftadaki aktivite
kaybr ilk islem sonras1 yikamanin etkisiyle ylizeydeki siki tutunmamis enzimlerin

uzaklagmasindan kaynaklabilecegi diisiiniilmiistiir.

3.3. PGE/Nafyon/Katalaz/Glutaraldehit Modifiye Biyosensore
Tliskin Bulgular

%1,5’luk olarak 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu igerisinde hazirlanmig
nafyon ¢ozeltisine 15 dk daldirilarak bekletilen PGE modifiye elektrot 70.000
U/mL’lik enzim ¢ozeltisi igerisine 5 dk siireyle daldirildi ve daha sonra 5 dk
% 2,5’liik glutaraldehit ¢ozeltisine daldirilarak biyosensor hazirlandi. Bu islem iki
kez tekrar edilerek PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensorii

hazirlanmstir.

Oncelikle PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensor igin
immobilizasyon basamaklari impedimetrik ve CV yontemleri ile incelenmis
bulgular sirasiyla Sekil 3.15 ve Sekil 3.16°de gosterilmistir. CV ve impedans
olciimleri Fe(CN)s* ™, 0.005 M + 0,IM KCl ¢ozeltisinde 25 °C’ de
gerceklestirilmistir.



39

kohm EL
Artis
20_|
10
d
N
c
b
0 a
T T T
0 10 2

Z kohm

Sekil 3.15. PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensoriin  immobilizasyon
basamaklarmin  impedimetrik  diyagrami. (a. PGE, b. PGE/nafyon,
¢. PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit, d. PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit 2.
islem sonras1. impedans Slgiimleri icin frekans araligi: 10000-0,05 Hz, sinyal
biiyiikliigii: 10 mV. Bias potansiyeli: 180 mV (Ag/AgCl referans elektrot))

Sekil 3.15° de PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensoriin
immobilizasyon basamaklarinin impedimetrik diyagramlarindan anlasildigi gibi
her bir immobilizasyon basamag: isleminden sonra PGE yiizeyindeki iletkenlik,

tabakanin kalinlagsmasina bagli olarak diismiistiir.

Sekil 3.16° da PGE ve PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit modifiye elektroda
iliskin CV voltagramlar1 karsilastirilmistir. Bulgular immobilizasyon basarisini

tanimlama acisindan impedimetrik bulgularla uyum gostermistir.



40

oA

Akim

T T T Y
00 o 02 03 D4 05

Potansiyel v

Sekil 3.16. PGE ve PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensore iligkin CV
voltamogramlari. (a. PGE, b. PGE/nafyon, c. PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit,
d. PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit 2. islem sonrasi. Olgiimleri Fe(CN)g* 74", 0.005 M
+0,1M KCl ¢6zeltisinde 25 °C’ de gergeklestirilmistir. Scan rate 50 mV/s)

3.3.1. Enzim miktarinin biyosensor cevabu iizerine etkisi

%1,5’luk olarak 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu igerisinde hazirlanmig
nafyon ¢ozeltisine 15 dk daldirilarak bekletilen PGE modifiye elektrot farkli
aktivitede enzim c¢ozeltileri icerisine 5 dk siireyle daldirildi ve daha sonra 5 dk
% 2,5’liikk glutaraldehit ¢ozeltisine daldirilarak biyosensor hazirlandi. Bu islem iki
kez tekrar edilerek PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensorii

hazirlanmstir.

Olgiimler 30°C” de 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu igeresinde alinmustir.
Nafyon yiizdesi, nafyonda bekletme siiresi, glutaraldehitte bekletme siiresi sabit
tutularak enzim miktart 98.000 U/mL, 70.000 U/mL, 42.000 U/mL olarak

degistirilerek enzim miktar1 optimizasyonu gergeklestirilmistir.

Kullanilan katalaz miktarinin biyosensdr cevabi {izerine olan etkisi

Sekil 3.17°de verilmistir.
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Sekil 3.17. Katalaz miktarinin biyosensor cevabi iizerine etkisi.
(Olgiimler -0,7 V’ta kronoamperometri ydntemi kullanilarak 50 mM; pH 7,0 fosfat
tamponu; 30 °C’de gerceklestirildi.)

Farkli enzim miktarlariyla hazirlanan PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit
modifiye biyosensorlerden 70.000 U/mL katalaz kullanilarak hazirlanan
biyosensoriin cevabi digerlerine gore belirgin sekilde yiiksektir. 42.000 U/ ml
enzim aktivitesinde aktivite diislisiine bagli olarak biyosensor cevabi diismiistiir.
98.000 U/mL enzim aktivitesinde ise protein igeriginin artmasi capraz bagi
yiizdesinin artigina yol agarak muhtemelen substrat agisindan 6nemli bir difiizyon

engeli olusturmustur.

3.3.2. pH’nin biyosensor cevab iizerine etKisi

%1,5’luk olarak 50 mM pH 7 fosfat tamponu igerisinde hazirlanmis nafyon
cozeltisine 15 dk daldirilarak bekletilen PGE modifiye elektrot 70.000 U/mL’lik
enzim ¢ozeltisi igerisine 5 dk siireyle daldirildi ve daha sonra 5 dk % 2,5’liik
glutaraldehit ¢ozeltisine daldirilarak biyosensor hazirlandi. Bu islem iki kez tekrar

edilerek PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensorii hazirlanmaistir.

Hazirlanan biyosensor ile pH’lar1 6,5; 7,0; 7,5; 8,0 olan 50 mM fosfat
tamponlar1  igerisinde  30°C’de  Olglimler alimarak pH  optimizasyonu

gerceklestirildi. Yapilan caligsmaya iliskin bulgular Sekil 3.18’de gosterilmistir.
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Sekil 3.18. pH’ nin biyosensdr cevabi iizerine etkisi.
(Olgiimler -0,7 V’ta kronoamperometri yontemi kullanilarak 50 mM fosfat tamponu; 30
°C’de gergeklestirildi.)

Sekil 3.18’den goriilecegi iizere s6z konusu biyosensdriin optimum pH’s1

7,0 olarak bulunmustur.

3.3.3. Tampon konsantrasyonunun biyosensor cevabi iizerine

etkisi

%1,5’luk olarak 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu igerisinde hazirlanmig
nafyon ¢Ozeltisine 15 dk daldirilarak bekletilen PGE modifiye elektrot 70.000
U/mL’lik enzim ¢ozeltisi igerisine 5 dk siireyle daldirild1 ve daha sonra 5 dk %
2,5’liik glutaraldehit ¢ozeltisine daldirilarak biyosensor hazirlandi. Bu iglem iki
kez tekrar edilerek PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensorii

hazirlanmstir.

Hazirlanan biyosensor ile pH’lar1 7,0 olan ve konsantrasyonlar1 25 mM, 50
mM, 75 mM, 100 mM olarak degisen fosfat tamponlart igerisinde 30°C’de
Olglimler alinarak tampon konsantrasyonu optimizasyonu gergeklestirilmistir.

Yapilan ¢alismaya iligskin bulgular Sekil 3.19°de gosterilmistir.
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Sekil 3.19. Tampon konsantrasyonun biyosensor cevabi {izerine etkisi.
(Olgiimler -0,7 V’ta kronoamperometri yontemi kullanilarak pH 7,0; fosfat
tamponu;30 °C)

Sekil 3.19° dan goriildiigli iizere optimum tampon konsantrasyonu 50 mM

olarak belirlenmistir.

3.3.4. Optimum nafyon/katalaz/glutaraldehit biyoaktif

tabakalandirma islem basamaginin belirlenmesi

%1,5’luk olarak 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu igerisinde hazirlanmig
nafyon ¢ozeltisine 15 dk daldirilarak bekletilen PGE modifiye elektrot 70.000
U/mL’lik enzim ¢ozeltisi igerisine 5 dk siireyle daldirildi ve daha sonra 5 dk
% 2,5’liik glutaraldehit ¢ozeltisine daldirilarak biyosensor hazirlandi. Bu islem 1
kez, 2 kez ve 3 kez tekrar edilerek PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit

biyosensorleri hazirlandi.

Optimum tabakalandirma islem sayisinin belirlenmesi i¢in hazirlanan

biyosensorlerin kiyaslandig: grafik Sekil 3.20°de verilmistir.
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Sekil 3.20. Optimum nafyon/katalaz/glutaraldehit tabakalandirma islem sayisinin belirlenmesi.
(Olgiimler -0,7 V’ta kronoamperometri yontemi kullanilarak 50mM; pH 7,0 fosfat
tamponu; 30 °C’de gergeklestirildi.)

Grafikten de gorildigi tizere nafyon/katalaz/glutaraldehit modifiye
biyosensoriinde enzimle 2 kez tekrar edilmis elektrot i¢cin daha yliksek cevaplar ve
dogrusal bir grafik elde edildi. Optimum tabakalandirma islem sayis1 2 olarak
secildi. 1 kez tabakalandirma islem sayisi ile hazirlanan biyosensorde enzim
aktivitesi diisiikliigli yan1 sira tayin edilen tlir olan oksijenin membranin inceligi
nedeniyle disa diflizyonunun fazlalig1 biyosensor cevabinin diisiik elde edilmesine
yol agmistir. 3 kez tabakalandirma islem sayisi ile hazirlanmis biyosensorde ise
membrandaki teorik katalaz aktivitesi daha yiiksek olsada ¢apraz bag oraninin
fazlaliginin yol agabilecegi aktivite diisiisii ve/veya olusan membranin kalinliginin
yol agacagi muhtemel substrat i¢in artan difiizyon engelinin olumsuz etkileri ile 2
kez tabakalandirma iglem sayisina nazaran daha diisiik biyosensor cevaplari

alinmasina yol agmistir.

3.3.5. Nafyon yiizdesinin biyosensor cevab iizerine etkisi

%1,5’luk olarak 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu igerisinde hazirlanmig
nafyon ¢6zeltisine 15 dk daldirilarak bekletilen PGE modifiye elektrot 70.000
U/mL’lik enzim ¢ozeltisi igerisine 5 dk siireyle daldirildi ve daha sonra 5 dk

% 2,5’liik glutaraldehit ¢ozeltisine daldirilarak biyosensor hazirlandi. Bu islem iki
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kez tekrar edilerek PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensorii

hazirlanmistir.

Olgiimler 30 °C* de 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu igeresinde alindi. Enzim
miktari, nafyonda bekletme siiresi, glutaraldehitte bekletme siiresi ve pH ve
tampon konsantrasyonu sabit tutularak nafyon yiizdesi %1, %1,5 ve %2’ lik

olarak degistirilerek nafyon yiizdesi optimizasyonu gerceklestirildi.

Sekil 3.21°de optimum nafyon yiizdesini belirlemek igin % 1,5; % 2;
%3’liik nafyon ¢6zeltisinin kullanildig: ti¢ farkli PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit

modifiye biyosensor ile yapilan denemelerde alinan cevaplarin kiyaslandigi grafik

verilmigtir.
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Sekil 3.21. Nafyon yiizdesinin biyosensor cevabi {izerine etkisi.
(Olgiimler -0,7 V’ta kronoamperometri ydntemi kullanilarak 50 mM; pH 7,0 fosfat
tamponu;30 °C’de gergeklestirildi.)

Sekil 3.21°den goriildigi gibi  %1,5°’luk nafyon ile iki kez
nafyon/katalaz/glutaraldehit tabakalandirma islemi tekrar edilerek hazirlanmis
elektrot cevabi digerlerine gore daha yiiksektir. Optimum nafyon yiizdesi %1,5
olarak belirlenmistir. %1°lik nafyon kullaniminda immobilizasyon isleminde
onem tasiyan nafyona ait negatif yiiklerin azligindan dolay1 az miktarda enzim

immobilizasyona bagli olarak diisiik biyosensor cevabi alindigi diistiniilmektedir.
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%2’lik nafyon kullanimda ise negatif yiiklerin fazla olmasmna bagli olarak
immobilizasyonda sterik engellemeler oldugundan %1,5 nafyona gore biraz daha

diisiik bir cevap verdigi diistiniilmektedir.

3.3.6. Glutaraldehitte bekletme siiresinin biyosensor cevabi

uzerine etkisi

%1,5’luk olarak 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu igerisinde hazirlanmig
nafyon ¢6zeltisine 15 dk daldirilarak bekletilen PGE modifiye elektrot 70.000
U/mL’lik enzim ¢ozeltisi igerisine 5 dk siireyle daldirildi ve daha sonra farkli
stirelerde % 2,5’liikk glutaraldehit ¢ozeltisine daldirilarak biyosensor hazirlandi.
Bu islem iki kez tekrar edilerek PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit modifiye

biyosensorii hazirlanmistir.

Olgiimler 30 °C” de 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu iceresinde alindi. Enzim
miktari, nafyonda bekletme siiresi, pH ve tampon konsantrasyonu sabit tutularak
glutaraldehitte bekletme siiresi 3 dk, 5 dk ve 7 dk olarak degistirilerek

glutaraldehitte bekletme siiresi optimizasyonu gergeklestirildi.

Sekil 3.22°de optimum glutaraldehitte bekletme siiresini belirlemek igin
3 dk, 5 dk wve 7 dk da Dbekletilerek hazirlanmis ¢  farkli
PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensor ile yapilan denemelerde

alinan cevaplarin kiyaslandigi grafik verilmistir.
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Sekil 3.22. Glutaraldehitte bekletme siiresinin biyosensor cevabi lizerine etkisi.
(Olgiimler -0,7 V’ta kronoamperometri yontemi kullanilarak 50 mM; pH 7 fosfat
tamponu; 30 °C’de gerceklestirildi.)

Sekil 3.22’den goriilecegi lizere en yiiksek biyosensor cevabi 5 dk bekletme
sonrasinda elde edilmistir. 7 dk bekletmede daha fazla ¢apraz bag ve substrat i¢in
daha fazla difiizyon engeli olusturmustur. Bu durumda biyosensér cevabinda
diisme ile sonuglanmistir. 3 dk bekletmede ise daha gozenekli ve ince bir
membran olustugu i¢in Slgiilecek tiir olan oksijenin daha kolay disa diflizyonuna
neden olan bir yap1 olusmustur. Bu durumda daha diisiik bir biyosensor yanitina

yol agmustir.

3.3.7. Sicakhi@in biyosensor cevabu iizerine etkisi

%1,5’luk olarak 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu igerisinde hazirlanmig
nafyon ¢ozeltisine 15 dk daldirilarak bekletilen PGE modifiye elektrot 70.000
U/mL’lik enzim ¢o6zeltisi igerisine 5 dk siireyle daldirildi ve daha sonra 5 dk
% 2,5’liik glutaraldehit ¢ozeltisine daldirilarak biyosensor hazirlandi. Bu islem iki
kez tekrar edilerek PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensorii

hazirlanmstir.

Olgiimler 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu iceresinde alindi. Enzim miktari,

nafyonda bekletme siiresi, glutaraldehitte bekletme siiresi, pH ve tampon
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konsantrasyonu sabit tutularak sicaklik 25 °C, 30 °C ve 35 °C olarak degistirilerek

sicaklik optimizasyonu gerceklestirildi.

H>0O, tayinine yonelik olarak gelistirilen biyosensoriin optimum sicakliginin
belirlenmesine iliskin ¢alismalarda 25-35°C‘de diisiik sicakliktan yiiksek
sicakliga dogru PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensor ile
Olctimler almarak akim farki degerleri izlenmistir. Calismanin sonuglari

Sekil 3.23’de verilmistir.
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Sekil 3.23. Sicakligin biyosensdr cevabi iizerine etkisi.
(Olgiimler -0,7 V’ta kronoamperometri yontemi kullanilarak 50 mM; pH 7,0 fosfat
tamponunda gergeklestirildi.)

Sekil 3.23’den goriildiigi iizere PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit modifiye

biyosensoriin optimum sicakligi 30 °C olarak belirlenmistir.
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3.4. PGE/Nafyon/Katalaz/Glutaraldehit Modifiye Biyosensoriin

Karakterizasyonuna Iliskin Bulgular

3.4.1. H20: icin dogrusal tayin arahigi

%1,5’luk olarak 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu igerisinde hazirlanmig
nafyon ¢ozeltisine 15 dk daldirilarak bekletilen PGE modifiye elektrot 70.000
U/mL’lik enzim ¢ozeltisi igerisine 5 dk siireyle daldirildi ve daha sonra 5 dk
% 2,5’liik glutaraldehit ¢ozeltisine daldirilarak biyosensor hazirlandi. Bu islem iki
kez tekrar edilerek PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensorii

hazirlanmustir.

Gelistirilen PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit biyosensorlerinin hazirlama
ve calisma kosullarinin optimizasyonu sonrasinda, karakterizasyonu amaciyla
H202 i¢in Olglim araligr belirlenmistir. Sekil 3.24’de 40 yM - 600 puM arasi
amperometrik Olgtimler Sekil 3.25°de ise PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit

modifiye biyosensoriine iliskin dogrusal tayin araligi grafigi verilmistir.

Akim
o
o

120

0 50 100 150 200

Zaman

Sekil 3.24. -0.7V’ta 80 yM — 1600 uM H>0; konsantrasyon araligindaki amperometrik 6lgiimler.
(sar1:80 M, mavi:200 uM, kirmiz1:400 M, siyah:600 pM, yesil:1600 yM H,0,

konsantrasyonuna karsilik gelen amperometrik cevaplar)

Sekil 3.24 ‘de goriildiigii gibi artan H2O» konsantrasyonuna bagli olarak

katalaz enziminin verdigi reaksiyon sonucunda agiga ¢ikan Oz miktari artar. O2
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miktarindaki bu artis kalem elektrot yiizeyindeki reaksiyon uyarinca

amperometrik dl¢limlerde negatif yonde artig olarak gézlenmistir.

0,1
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0,08 R?=0,9996
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Sekil 3.25. PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit biyosensoriine iliskin dogrusal tayin araligi grafigi.
(Olgiimler -0,7 V’ta kronoamperometri yontemi kullanilarak 50 mM; pH 7,0 fosfat
tamponu; 30 °C’de gergeklestirildi.)

Sekil3.25’den anlasildigi tizere gelistirilen PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit
biyosensorlerinin dogrusal tayin araligt 20 uM - 2800 uM arasinda yapilan
Ol¢iimler sonucunda 40 uM - 2000 pyM olarak bulunmustur.

3.4.2. PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensoriin

yeniden iiretilebilirligi

%1,5’luk olarak 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu igerisinde hazirlanmig
nafyon ¢6zeltisine 15 dk daldirilarak bekletilen PGE modifiye elektrot 70.000
U/mL’lik enzim ¢ozeltisi icerisine 5 dk siireyle daldirildi ve daha sonra 5 dk
% 2,5’liik glutaraldehit ¢ozeltisine daldirilarak biyosensor hazirlandi. Bu islem iki
kez tekrar edilerek PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensorii

hazirlanmstir.

Bu caligmada ayni1 yontemle PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit modifiye ii¢

ayr1 biyosensor hazirlandi ve -0,7 V’ta kronoamperometri yontemiyle yapilan
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olgtimlerde 600 uM H20: derisimine verdigi cevaplar kiyaslandi. Elde edilen
bulgular Sekil 3.26°de gosterilmistir.
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Sekil 3.26. PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensoriin yeniden iiretilebilirlik grafigi.
(50 mM; pH 7,0 fosfat tamponu; 30 °C)

Sekil 3.25’den goriildigii gibi aymi yontemle ayri ayri hazirlanmis g
PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit biyosensoriinin 600 uM H20, derigimine

verdigi cevaplar arasinda %5 ile %14 arasinda fark vardir.

3.4.3. PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensor ile

alinan yamitlarin tekrarlanabilirligi

Bu c¢alismada hazirlanan H202 biyosensoriiniin  tekrarlanabilirligi
incelendi. Olglim hiicresi igerisinde 600 M H202 olacak sekilde eklemeler
yapilarak o6l¢iimler -0,7 V’ta kronoamperometri yontemi kullanilarak 50 mM; pH
7,0 fosfat tamponu; 30° C’de gergeklestirildi. Bes kez tekrar edilen 6lgtimler (n=5)

ve ¢izilen standart grafik yardimiyla 6rnek derigimleri saptandi.

Ortalama deger (%), standart sapma (S.S) ve varyasyon katsayist (% V.K.)

Cizelge 3.4’de verilmistir. Elde edilen veriler kabul edilebilir sinirdadir.
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Cizelge 3.4. PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit modifiye elektrota ait tekrarlanabilirlik tablosu.
(50 mM; pH 7,0 fosfat tamponu; 30 °C)

Aritmetik Ortalama (%) | Standart sapma (S.S) Varyasyon katsayisi (%)

610 uM 120,12 uM 3,29

3.4.4. PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensor ile

ornek analizi

Calismanin bu bolimiinde hazirlanan PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit
modifiye biyosensor ile kutu siitte H.O> analizi yapilarak uygulanabilirligi

arastirildi.

Diger metoda iliskin analiz kisminda belirtilmis oldugu gibi WHO ve FAO
bazi iilkelerde H2O2’nin i¢me siitlerine 0,1-0,4 g/L oraninda katilmasina izin

vermektedir.Bu degerler 3 mM ile 10 mM a karsilik gelir.

Siit orneklerinde de bu deger araliginda olacak sekilde standart katma
yontemi kullanilarak 6rnek analizi yapildi. 6 mM H2O: igerecek sekilde siit
ornekleri hazirlandi, 6000 rpm de 15 dk santrifiijlenerek yagi uzaklastirildi. 6 mM
olarak hazirlanan siit 6rneginden 6lgliim hiicresi igerisinde 200 yM olacak sekilde
eklemeler yapildi. Olgiimler -0,7 V’ta kronoamperometri yontemi kullanilarak 50
mM; pH 7,0 fosfat tamponu; 30° C’de gergeklestirildi. Alinan 6l¢lim cevaplari

standart grafigi cevaplari ile kiyaslanmistir.

Cizelge 3.5. PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensore ait 6rnek analizi bulgulari.
(50 mM; pH 7,0 fosfat tamponu; 30 °C)

Ornek-Siit (M) Biyosensor (uM) | % Fark Gerikazanim (%)

200 180 % 10 % 90
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3.4.5. PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensoriin

depo kararhhg:

Hazirlanan biyosensor kullaniimadig:

zamanlarda +4°C’de sakland.

Denemelerde elde edilen bulgular Sekil 3.27° de verilmistir.
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Sekil 3.27. PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit modifiye biyosensoriin depo kararligi

(Olgiimler -0,7 V’ta kronoamperometri ydntemi kullanilarak 50 mM; pH 7,0 fosfat

tamponu; 30° C’de gerceklestirildi.)

Sekil 3.27°den anlasildig1 tizere ilk haftada
% 23’lik, tUctlincii haftada % 31°lik, dordiincii haftada % 39’luk bir aktivite

kaybinin oldugu gozlenmistir.

% 5°lik, ikinci haftada
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4. GENEL DEGERLENDIRME

Kalem grafit elektrot siklikla elektrokimyasal sensor olarak ve DNA
etkilesimlerine dayali biyosensorlerle kullanilmaktadir. Bu ¢alismada kalem grafit
elektrodun enzim temelli biyosensorlerde kullanilma potansiyeli arastirilmig ve
kalem grafit elektrotla tasarlanan biyosensor calismalarma yeni ve orjinal bir
bakis acis1 getirilmistir. Bu c¢alisma kapsaminda iki farkli biyosensor

tasarlanmistir.

Olusturulan biyosensor sistemlerinde kalem grafit elektrot (PGE) yiizeyine
katalaz enzimi immobilizasyonu gerc¢eklestirilmis ve H2O, tayini yapilmistir. Bu
calisma esnasinda tasarlanan biyosensor sistemlerinden birincisinde kalem grafit
eletrot yiizeyine katalaz enziminin jelatin ve glutaraldehit yardimiyla
immobilizasyonu gerceklestirilmigtir (PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit).
Gelistirilen bir diger biyosensor sisteminde ise kalem grafit elektot yiizeyine
katalaz enziminin immobilizasyonu nafyon ve glutaraldehit yardimiyla
gergeklestirilmistir (PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit). Tasarlanan biyosensor
sistemleriyle Ol¢iimler -0,7 V’ta amperometrik metotla yapilmistir.(H20:
konsantrasyonuyla dogru orantili olarak negatif yonde artan akim degerlerinden

cikilarak tayin yapilmistir.)

Tasarlanan her bir biyosensdr icin optimizasyon ve karakterizasyon
caligmalar1 yapilmistir. Calisma kosullarmin optimizasyonu amaciyla yapilan
denemelerde PGE/jelatin-katalaz/Glu H2O2 biyosensorii i¢in galisma tamponu
olarak 100 mM pH 7,0 fosfat tamponu ve c¢alisma sicakligi olarak 30°C,
PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit modifiye H202 biyosensorii i¢in 50 mM pH 7,0
fosfat tamponu ve calisma sicakligi olarak 30°C bulunmustur. Tasarlanan
biyosensorler igin yapilan karakterizasyon c¢alismalarinda ise PGE/jelatin-
katalaz/glutaraldehit madifiye H>O> biyosensorii i¢in 20 yM — 1400 uM
konsantrasyon araliginda, PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit modifiye H20-
biyosensorii i¢in ise 40 yM - 2000 puM konsantrasyon araliginda H>O: i¢in
dogrusal sonuglarin alindigr belirlenmistir. Tasarlanan her bir biyosensor igin
tekrarlanabilirlik denemelerinde PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit modifiye H20>

biyosensorii i¢in (n=10) 600 uM H20. konsantrasyonunda standart sapma (S.S) =
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+2,33 ve % varyasyon katsayist (V.K) = 0,38, alt tayin limiti= 6,99 uM,
PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit H.O> biyosensorii i¢in (n=5) 600 uM H20>
konsantrasyonunda standart sapma (S.S) = £20,12 ve % varyasyon Katsayisi
(V.K) = 3,29, alt tayin limiti = 60,36 uM olarak bulunmustur. Ayrica tasarlanan
biyosensorlerle siit orneklerinde H2O» tayini yapilmis gerikazanim yiizdeleri
PGE/jelatin-katalaz/glutaraldehit modifiye H>O. biyosensorii igin %98,7 ve
PGE/nafyon/katalaz/glutaraldehit modifiye H20. biyosensorii igin %90 olarak

bulunmustur.

Sonug olarak bu yiiksek lisans tezi kapsaminda kalem grafit elektrotlarin
0zelde H20. tayini icin katalazin kullanildigi biyosensdrler hazirlanmasinda
genelde ise enzim temelli biyosensorler hazirlanmasinda  basariyla
kullanilabilcegini  gosterilmistir.  Sonuglar literatiire o6nemli bir yenilik

kazandiracak niteliktedir.
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