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OZET

Bu calismada, glukoz tayini i¢in yeni bir amperometrik biyosensor gelistirildi. Bu amagla,
platin levha T{zerinde anilin ve piroliin dodesilbenzen siilfonatl, ortamda
elektropolimerlesmesi ile polianilin-polipirol-dodesilbenzen siilfonat filmi hazirland1.
Polianilin-polipirol-dodesilbenzen siilfonat filminin en iyi ¢alisma sartlar1 belirlendi.
Glukoz oksidaz enzimi, polianilin-polipirol-dodesilbenzen siilfonat filmi i¢ine hapsetme
yontemiyle immobilize edildi. Glukoz tayini, hazirlanan biyosensoriin yiizeyinde
gergeklesen enzimatik tepkime sonucu olusan hidrojen peroksitin  +0,40V’da
yiikseltgenmesine dayanilarak yapildi. Biyosensoriin glukoz tayini i¢in ¢alisma araligi
tayin edildi. Glukoz biyosensoriiniin cevabina pH’nin ve sicakhigin etkisi arastirildi.
Biyosensoriin tekrar kullanilabilirligi ve raf omrii tayin edildi. Biyolojik ortamlarda
olabilecek girisimlerin biyosensoriin cevabi lizerine etkileri incelendi.
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ABSTRACT

In this study, new amperometric biosensor for determination of glucose was developed.
Polyaniline- dodecylbenzene sulphonate film have been prepared on the platinum electrode
by the electropolymerization of aniline and pyrrole was carried out in the presence of
dodecylbenzene  sulphonate. Optimum  conditions of  polyaniline-polypyrrole-
dodecylbenzene sulphonate film was determined. Glucose oxidase enzyme has been
immobilized in polyaniline-polypyrrole- dodecylbenzene sulphonate film via the
entrapmentmethod. Glucose detection is based on the oxidation of hydrogenperoxide at 0,4
V produced by the enzymatic reaction on the biosensor surface. The linear working range
of biosensor for glucose was determined. The effects of pH and temperature on there
sponse of the glucose biosensor were investigated. Reusability and storage stability were
determined of the biosensor. Interference effects were investigated on the amperometric
response of the biosensor.
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1. GIRIS

Glukoz (CeH120s, MA: 180,16, Erime noktas:: 146°C); yiiksek polar, suda kolayca
¢oziinebilen, tek zincirli veya halkali yapida bulunabilen 6 karbonlu bir monosakkarittir.
Glukoz, bitkilerde bir fotosentez liriiniidiir. Dogada serbest ya da diger maddelerle birlikte
bolca bulunur. Ayrica viicudumuzda kanda ve az miktarda lenf bezlerinde bulunmaktadir.
Bu hekzos molekiil, L ve D konformasyonlarinda bulunabilir. Ancak viicudumuz sadece
D-glukozu tanwr. Glukoz beyin i¢in tercih edilen enerji kaynagiyken, cok az veya hig
mitokondrisi olmayan hiicrelerin O6rnegin olgun eritrositlerin muhta¢ olduklar1 enerji

kaynagidir [1].

Sekil 1.1. Glukozun yapisi

Glukoz, gelismis canli organizmalarm yasami i¢in en 6nemli karbohidratlardan biridir.
Hiicrelerin enerji kaynagi olmasmin yani sira proteinlerin iiretiminde ve lipit
metabolizmasinda kullanilan alt1 karbonlu bir sekerdir. Kandaki glukoz miktar1 insiilin ve
glukagon hormonlar1 ile belli degerde tutulur. Saglkli bir insanin kanindaki glukoz

derisimi 4,4-6,6 mM olmalidir [2].

Ozellikle insiilin hormonu tarafindan baskilanan glukoz, bu hormonun yeterli miktarda
iretilmedigi durumlarda olmasi gereken derisimin {istiine ¢ikar. Glukozun kandaki
derisiminin yliksek olmas1 giiniimiizde sikca karsilasilan bir hastalik olan diyabete yol
acar. Diyabetli hastalarda gérme bozukluklari, sinir hasari, kalp yetmezligi, yaralarin geg

iyilesmesi gibi rahatsizliklar gézlenebilir.

Bu bozukluk, halk sagligmi yakindan ilgilendirdigi ve ileri donemlerinde organlarda kalic1

hasarlara hatta 6liime yol agabildigi i¢in kan glukozu siirekli olarak takip edilmelidir [3].



Kan glukoz diizeyine glisemi adi verilir. Normal sinirlardaki glisemiye glisemi, normal
simirmn  altindaki glisemiye hipoglisemi ve normal smirin {stiindeki glisemiye ise
hiperglisemi adi verilir. Kan glukoz seviyesi, glukoz metabolizmasi ile ilgili biitiin
metabolik yollarin (glikoliz, glikojenoliz, glikojenez, glukoneogenez vb.) koordineli
calismas1 ve kontrolii ile ayarlanir. Kan glukoz seviyesinin diizenlenmesinde, karaciger ve
hormonlarin etkisi 6nemlidir. Kisa siireli agliklarda, karacigerdeki glikojenden glikojenoliz
sonucu kana glukoz verilirken uzun siireli agliklarda ise karaciger tarafindan

glukoneogenezle kana glukoz verilir [4].

Seker hastaligi (diabetes mellitus), diinyada yaklasik 200 milyon insanin etkilendigi bir
hastaliktir. Bu hastaligin komplikasyonlari, kandaki glukozun siki bir takibi ile biiytlik
oranda azaltilabilmektedir. Bu nedenle, milyonlarca diyabet hastasi, kandaki glukoz
miktarim giinliik olarak 6lgmektedir. Bu durum glukozu, klinik teshiste en yaygin test

edilen analit yapmustir [5].

Glukoz oksidaz temelli amperometrik enzim elektrotlari, kan sekeri testi i¢in basit,
kullanim1 kolay sistemler arasinda basi ¢ekmektedir ve glukozun devamli izlenmesinde
onemli bir rol oynadigi diisiiniilmektedir. Bir amperometrik biyosensoriin spesifik
ozellikleri; yiiksek oranda immobilize edilen enzimin aktif merkezi ile uygun bir ¢aligma
potansiyelinin uygulandig1 bir elektrot yiizeyi arasindaki elektron transfer siirecinin
kinetigine baghdir. Yiiksek duyarlilik ve hizli cevap 6zelliklerine sahip bir amperometrik
biyosensor gelistirmenin temel 6n kosulu; biyobilesenden elektroda hizli bir elektron

transferini miimkiin kilmaktadir [6,7].

Giiniimiize kadar glukozun tayini i¢in bir¢ok yontem gelistirilmistir. Bunlardan ilki Clark
ve Lyons tarafindan gelistirilen amperometrik glukoz biyosensoriidiir ve literatiirler de

tanimlanan ilk enzim elektrot olma 6zelligini tasir [8].

Glukoz tayin metotlar1 kolorimetrik ve enzimatik metotlar olmak iizere iki tanedir.
Kolorimetrik metotlar Folin-Wu metodu ve o-Toluidin metodu; enzimatik metotlar ise
glukoz oksidaz metodu (enzimatik kolorimetrik metot) ve hekzokinaz metodudur

(enzimatik ultraviyole metot) [9].



Glukoz oksidaz enziminde (EC 1.1.3.4, B-D-glukoz: oksijen oksidorediiktaz) prostetik grup
(aktif merkez) olarak FAD (flavin adenin diniikleotid) bulunur. Glukoz oksidaz enzimi
glukozun molekiiler oksijen ile yiikseltgenip glukono-6-lakton (glukono-1,5-lakton) ve
hidrojen peroksidin (H202) olustugu reaksiyonu katalizler. Lakton sulu ortamda herhangi

bir enzime ihtiya¢ duymaksizin hidroliz olarak glukonik aside dontistir [10].

Reaksiyon asagidaki gibidir;

Glukoz + O, + H,0 — Sz ke , Glnkonik asit + H,0,

Glukoz tayini gida iglemleri ve fermantasyonda oldugu kadar klinik, biyolojik ve kimyasal
orneklerde de cok onemlidir. Seker hastaliginin izlenmesi ve tibbi teshis amaciyla glukoz
tayinleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Deri alt1 dokularinda glukoz derisimini siirekli bir
degerlendirmeye tabi tutabilmek ve kandaki glukoz seviyesini belirleyebilmek amaciyla
duyarl, secici, giivenilir ve diisiik maliyetli glukoz sensori iiretimi giderek artmaktadir

[11].

Calismamizda glukoza duyarli yeni bir amperometrik biyosensor hazirlandi. Bunun i¢in
stilfirik asitli ortamda anilin ve sonra DBS(sodyum dodesilbenzen siilfonat)li ortamda
piroliin  elektropolimerlesmesiyle  Platin/Polianilin-polipirol  (Pt/PANI-PPy)  filmi
hazirlandi. Hazirlanan bu elektrodun en iyi calisma kosullar1 arastirildi. Daha sonra
elektrot ylizeyindeki polianilin-polipirol kaplanmis filme glukoz oksidaz enzimi hapsetme
yontemiyle immobilize edildi. Glukoz tayini enzimatik reaksiyon sonucu olusan hidrojen
peroksidin 0,40 V’da yiikseltgenmesi {lizerinden yapildi. Enzim elektrodun en iyi ¢aligma

kosullar1 bulundu ve performansini etkileyen faktorler incelendi.






2. GENEL BIiLGILER

2.1. Enzimler

Bir grup katalitik RNA molekiiliinii saymazsak enzimlerin tamami protein yapisindadir.
Enzimlerin katalitik aktiviteleri protein konformasyonunun biitiinliigiine baglidir. Eger bir
enzim denatlire olursa veya alt birimleri ayristirilirsa katalitik aktivitesi genellikle
kaybolur. Eger bir enzim onu olusturan aminoasitlere parcalanirsa katalitik aktivitesi her
zaman kaybolur. Bu nedenle enzim proteinlerinin birincil, ikincil, ii¢linciil ve dordiinctl

yapilar1 onlarin Katalitik aktifliklerinin temelidir [12].

Enzimler, genellikle sentetik veya inorganik katalizorlerden ¢ok daha biiylik olaganiistii bir
kataliz giicline sahiptir. Enzimler substratlarina kars1 son derece 6zgiildiirler ve kimyasal
tepkimeleri olaganiistii derecelerde hizlandirirlar. Ayrica sulu ¢ozeltilerde, cok iliman
sicaklik ve pH’larda c¢alisirlar. Biyolojik olmayan katalizorden birkagi bu 6zelliklerin

tamamina sahiptir [12].

Cok defa renksizdirler, bazen sari, yesil, mavi, kahverengi ya da kirmiz1 olabilirler. Suda
ya da tuz ¢ozeltisinde ¢oziilebilirler. Kuramsal olarak bir enzim belli bir tepkimeye girip
bir degisiklife ugramadan ¢iktig1 i¢in, siirekli olarak ayni tiirden tepkimelere
katilabilmelidir. Ancak ger¢ekte durum bdyle degildir, ¢linkii enzimlerin de bir Omrii

vardr [13].

Dogal olarak yalniz canlilar tarafindan sentezlenirler. Hiicrelerde organik maddelerin
yapilmast ve yikilmasi, sindirim olayi, kas kasilmasi, hiicre solunumu gibi 6nemli
fizyolojik faaliyetler ve cesitli metabolizma reaksiyonlarnin sonucudur ve biitliin bu
reaksiyonlarin tiimii enzimlerin katalitik etkisi ile miimkiin olmaktadir. Bu sebeple yasam
birgok enzim reaksiyonlarmin bir araya gelmesinden ibaret olan bir sistem olarak

tanimlanmustir [ 12-16].

Enzimlerin miktari, aktiviteleri esas alinarak belirlenir ve enzim iinitesi (E.U) cinsinden
verilir. Birka¢ farkli tiirde enzim initesi tarifi olmasina ragmen genelde 25 °C’de ve
optimal sartlarda 1 mikromol substrati 1 dakikada iiriine doniistiiren enzim miktari, 1

enzim tnitesi olarak kabul edilmistir.



Spesifik aktivite, 1 mg protein basina diisen enzim {iinitesi olarak tanimlanir ve bu da

enzimin safliginin bir l¢iistidiir [12,14].

Enzimin, reaksiyonun aktivasyon enerjisini diisiirerek, substrati iiriine ¢evirmesine katalitik
etki denir. Aktivasyon enerjisi, kimyasal bir reaksiyonun gergeklesebilmesi i¢in asilmasi
gereken enerji degeridir. Enzimler tarafindan katalizlenen reaksiyonlarmn hizi
katalizlenmeyen reaksiyonlara gore 103-108 kat daha fazladir. Her enzim molekiilii

saniyede 100-1000 arasi substrat molekiiliinii tiriine ¢evirebilir [17].

Enzimlerin en 6nemli 6zelliklerinden birincisi, katalizledikleri reaksiyon tiplerine ve {iriine
dontistiirdiikleri substratlara karsi son derece spesifik olmalaridir. Bundan dolay1 enzimler
hiicre i¢inde reaksiyonlarin hatasiz ve hi¢bir yan {iriin olusturmadan yiirtimelerini saglarlar.
Ikincisi ise laboratuvar sartlarmnda gerceklesmesi ¢ok zaman alan ve birgok basamaga
ihtiya¢ duyan, bazen de yiiksek sicaklik, yiiksek basing, asir1 bazik ve asidik ortam
gerektiren reaksiyonlarin, enzimler sayesinde hiicre i¢i sartlarda birkag saniye gibi ¢ok kisa

bir zamanda meydana gelmesini saglayan katalizleme giigleridir [18-20].

Ureaz, pepsin gibi bazi enzimler katalizleme fonksiyonlarini yalniz protein yapilariyla
yerine getirebilirken, bazilar1 da protein yapisinda olmayan ‘kofaktor’ adi verilen gruplara
ihtiya¢ duymaktadir. Katalitik olarak aktif olan enzim-kofaktér kompleksine holoenzim ad1
verilir. Kofaktorler organik veya inorganik olmak {izere ikiye ayrilir. Organik kofaktorlere
koenzim, inorganik kofaktorlere metal iyonu adi verilmektedir. Gerek organik gerekse
inorganik kofaktorler enzime kuvvetli veya gevsek baglanabilmektedirler. Organik
kofaktor enzime sikica baglandiginda prostetik grup, gevsek baglandiginda ikinci substrat
olarak isimlendirilirken; metal iyonu kuvvetli baglandiginda metalloenzim, gevsek

baglandiginda iyonik aktivator olarak ifade edilir [21].

Insanlar gergekte binlerce yil dncesinden bu yana enzimlerden yararlanmislardir. Ornegin;
alkol fermantasyonu, bira ve ekmek yapimi gibi islemler ilk biyoteknolojik caligmalar

olarak tanmimlanabilir.

Buna karsilik enzimler hakkinda bilimsel denebilecek arastirma ve bulgular ancak
gectigimiz ylizyillda goriilmeye baslanmustir. 1783 yilinda Spallanzani’nin atmaca mide

suyunun eti ¢Ozebilecegini bulmasi, 1811 yilinda Kirrchoff’'un bugday nisastasmnin



zamanla dekstrin ve diger bilesiklerine doniistiigiinii belirlemesi enzimoloji konusundaki

ilk caligmalar olarak gosterilebilir [22].
2.2. Glukoz Oksidaz Enziminin Ozellikleri ve Glukoz Tayininin Onemi

Glukoz Oksidaz (GOD) enziminin aktivitesi ilk defa 1904’de Maksimow tarafindan
Aspergillus Niger’de saptanmistir. Enzimin oksidatif etkisi oldugunu belirleyen Miiller
(1928), saflastirilan enzimin sahip oldugu sar1 rengin, biinyesindeki prostetik gruptan
(flavin adenin diniikleotid, FAD) kaynaklandigin1 6ne stirmiistiir. Keilin ve Hartree (1948)
oksidasyonun FAD tarafindan gerceklestirildigini; enzimin agiga ¢ikardigi H2O: ile

antimikrobiyal aktivite gosterip antibiyotik olarak davrandigini belirlemislerdir [23].

Glukoz oksidaz, molekiiler kiitlesi ve kaynagina baglh olarak 120 kDa ila 290 kDa arasinda
cesitlilik gdsteren, dimerik veya tetramerik bir proteindir. Aspergillus niger kaynakli GOD
enzimleri ise molekiil kiitlesi 150 kDa ila 186 kDa arasinda degisen, dimerik bir proteindir.
Yapisinin her monomerinde kofaktor olarak flavin adenin diniikleotit (FAD, sekil 2.1)
bulunur. Bir enzim molekiiliinde tam olarak iki FAD baglanma bolgesi vardwr. FAD
olmaksizin gerideki apo enzim biyolojik aktivite gosteremez. Ama dogal veya yapay
olarak modifiye FAD kofaktorii tekrar apo enzim molekiiliine baglanabilir. Kaynagma ve
tiirline bagli olarak enzim molekiili % 10-24 araliginda degisim gosteren karbohidrat
bilesimine sahiptir. Karbohidrat birimlerinin yaklasik %80’ini mannoz birimi olusturur.
Mannoz Asparagin(Asn), Treonin(Thr) ve Serin(Ser) artiklar1 tizerinden N ve O atomlarina

baglidir [24-29].
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Sekil 2.1. Glukoz oksidaz enziminin yapisinda bulunan FAD grubu
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FAD’nin indirgenme 6zelligi riboflavin molekiiliiniin indirgenmesi esasina dayanir. FAD
elektron akseptorii olarak davranarak glukozu yiikseltger; ardindan molekiiler oksijeni
indirgeyerek hidrojen perokside doniistiiriir ve kendisi tekrar oksitlenmis formuna doniisiir

[30].

GOD’nin glukozu glukonik aside oksitledigi reaksiyon sekil 2.2°de goriilmektedir.
Reaksiyon flavoenzimin 6nce indirgendigi ve sonra da yiikseltgenmesinin meydana geldigi
iki basamak {izerinden vyiiriir. Indirgenme yar1 basamaginda glukoz 2 proton ve elektronu
enzime aktarip glukonolaktona doniislir. Yiikseltgenme yar1 basamaginda ise enzim

molekiiler oksijen ile yiikseltgenir ve hidrojen peroksit olusur [31].

cHon CHZOH
O,
* GOD ——— O + GODH,
D-Glukoz D-Glukono-1,6-lakton
GODH: + 02 ——— GOD + H20:
CH20H CHOH
0, OH
O *+ HO COOH
D-Glukono-1,5-lakton Glukonik asit

Sekil 2.2. Glukoz oksidaz enziminin katalizledigi reaksiyon

Sekil 2.2.’de verilen tepkime Glukoz oksidaz enziminin biinyesinde bulunan FAD grubu

iizerinden yiiriimektedir.

Glukoz oksidaz, glukoz tayininde analitik reaktif olarak, Ozellikle biyosensor
uygulamalarinda yaygim olarak kullanilmaktadir. Diinya ¢apinda nanoteknoloji alaninda,
bu tip biyosensor caligmalarmin uygulanabilirligi, 6zellikle diyabetikler icin glukoz
sensorii olarak ince elektrotlar gelistirildiginden beri ¢ok fazla artmistir. Basta viicut
stvilarinda olmak iizere, igeceklerde (bira, sarap, kolali icecekler, gazli icecekler ve meyve
sular1 vb.) ve diger baz1 gidasal iirlinlerde, glukoz tayini glukoz biyosensdrleri kullanilarak

yapilmaktadir [29].



2.3. Biyosensorler

Genel olarak biyosensor; biyolojik, kimyasal veya biyokimyasal sinyali Ol¢iilebilir ve
islenebilir elektriksel sinyale doniistiirebilen, kimyasal veya fiziksel transdiiser ile

birlestirilmis biyolojik algilama materyali igceren bir cihaz veya enstriimandir [32].

Klinik elektrokimya ile sadece anyon ve katyonlar1 belirleyen sensorler hazirlanabilirken
sisteme biyomateryalin de katilmasi ile diger bir¢cok organik ve biyolojik maddenin tayini

miimkiindiir. Boylece hazirlanan analiz sistemlerine biyosensorler ad1 verilir [33].

Biyosensor terimi farkli sekillerde kullanilmaktadir. Ancak genellikle bir biyosensor
biyolojik veya kimyasal etken bir maddeye secici olarak, hizla ve siirekli sekilde reaksiyon
gostermeli, biyoaktif veya bir biyoalgilama materyali igcermelidir, bu materyal ilgi duyulan
tiirdeki maddeleri ya da bir analiti tanimali, biyoalgilama materyali bir transdiiser adi

verilen aygitla yakin temas i¢indedir.

Bioalgilama: y Ceviren: . Hesaplayvan:
Enzimler Elektrokimyasal Ven 1sleme
Antikorlar Direkt § Optik Kontrol
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Sekil 2.3. Bir biyosensdriin tipik yapist ve bilesenleri

Biyosensorde kullanilan transdiiser, elektrokimyasal (voltametri, amperometrik,
potensiyometrik, iletken, kapasitif, impedans olanlarda dahil), optik (emilim, ylizey
plazmon rezonans, kimyasal 1sildama (kemiluminesans), biyolojik 1s1ldama
(biyoluminesans), floresans, optik fiber olanlar da dahil), piezoelektrik (kuartz kristal

mikrobalans, yiizey ses (akustik) dalgasi), kalorimetrik, manyetik ve digerleri olabilir.
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Biyoalgilama materyali, transdiisere tespit edilebilir sinyal gonderir, label free biyosensor

olusturmak i¢in transdiisere dogrudan bagli olabilir [32].

Clark ve Lyons’un gelistirdigi birinci nesil biyosensorlerde elektron alict olarak oksijen
kullanilirken, ikinci nesil biyosensorlerde elektron alici olarak redoks mediyatorleri

kullanilmaya baslanmistir [22].

Glukoz + 0,%°P—  Glukonik asit + H20>

GOD = Glukoz oksidaz

GOD-FADH; + Mox=—= GOD-FAD + Mg + 2H>
Mred = Mox = redoks medyatorii

Uciincii nesil biyosensdrlerde enzimin redoks merkezi ile elektrot yiizeyi arasmda direkt

elektriksel iletisim saglanmis ve redoks mediyatorlerine gereksinim kalmamistir [22].

Biyosensorlerde biyobilesen olarak enzimler yaninda doku kiiltiirleri, mikroorganizmalar,
organeller, antikorlar ve niikleik asitler de kullanilabilmekte olup 6l¢iim teknigine gore

amperometrik, potansiyometrik, termal, piezoelektrik, optik sensorler olarak

adlandirilmaktadirlar [22].

Biyosensorlerin yiiksek spesifiklik yaninda; renkli ve bulanik ¢ozeltilerde genis bir derisim
araligimda Olclime olanak saglamak gibi istiinliikleri vardir. Fakat biyobilesenlerin pH,
sicaklik, iyon siddeti gibi ortam kosullarindan etkilenmesi biyosensoriin kullanim émriinii

kisalttigindan bir dezavantajdir [22].

2.3.1. Biyosensorlerin tarihi, gelisimi ve uygulama alanlan

Biyosensorlerin tarihi 50°1i yillarin ortalarinda Clark’in Cincinnati Hastanesi’nde (Ohio,
ABD) ameliyat sirasinda kanm Oz miktarini bir elektrot ile izlemesiyle baglar. 1962 yilinda
Clark ve Lyons Glukoz oksidaz (GOx) enzimini Oz elektrodu ile kombine ederek kanin
glukoz diizeyini 6lgmeyi basardilar. Boylece yeni bir analitik sistem olustu. Bu sistem bir

yandan biyolojik sistemin yiiksek spesifikligini (enzim) diger taraftan ise fiziksel sistemin
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(elektrot) tayin duyarhligini birlestirmis ve genis spektrumlu bir uygulama olanagi

bulmustur.

Biyosensorlerin dnemli uygulamasi, Oncelikle klinik teshisler iizerine gerceklesmistir.
Glukoz sensorler, giiniimiizde bile en basarili ve en genis kapsamli olanlaridir. Daha sonra,
biyosensor teknolojisi kan drneklerinin analizinde, bulasici hastaliklarin teshisinde ve ilag
taramasinda uygulanmistir. Bunun 6tesinde, biyosensorler, tarimsal {iretim, gida analizi ve
cevresel izlemenin yaninda madencilik, biyoislem, biyosavas ve lilke giivenligi alanlarinda
biyolojik ve kimyasal etken maddelerin tespitinde benimsenmistir. Son on yilda,
biyosensorler iizerine arastirmalar hem bilimsel hem miihendislik gibi bir¢ok disiplinde
yogun sekilde stirdiiriilmistiir. 40 yillik bir gelisimden sonra, biyosensorler biyospesifik
etkilesimleri izleme ve biyolojik ve kimyasal etken maddeleri tiim alanlarda tespit etme

noktasinda daha giiglii cihazlar ve enstriimanlar haline gelmistir [32].

2.3.2. Biyobilesenler

Biyosensorlerin yapisinda gorev alan biyobilesenler ¢ogu kez biyoreseptor olarak da

adlandirilirlar. Biyobilesenler i¢inde en yaygm kullanilanlar enzimler ve antikorlardir [22].

Enzimler, mikroorganizmalar, organeller, doku kesitleri, antikorlar ve niikleik asitler ve
biyolojik membranlar igine yerlesmis kimyasal reseptorler, sensorlerde biyobilesen
(biyoreseptor) olarak kullanilirlar. Biyoreseptorler analizlenecek maddeyi doniisiime
ugratirlar ve bu doniistime eslik eden degisimler doniistiiriicli tarafindan algilanir. Yiiksek
spesifikliklerinden dolay1 enzimler en yaygin kullanilan biyoreseptorlerdir. Uygun bir
enzimin bulunamamasi veya enzimin kararsiz olmasi ve birden ¢ok sayida maddenin tayini
durumlarinda  hiicre  sistemleri ve  tercthen  mikroorganizmalar  kullanilir.
Mikroorganizmalar degisik reseptdor davraniglar1 gosterirler ve biyolojik oksijen

gereksinimi (BOI), toksisite ve mutajenite testlerinde basari ile kullanilmaktadirlar [22].

2.3.3. Doniistiiriiciiler (Transduserler)

Déniistiiriiciiler biyokimyasal sinyali elektronik sinyale gevirir. Olgiilen elektriksel sinyal
analit derisimiyle orantilidir. Ilgili tiirlerin biyokimyasal etkilesiminin dogasina gore uygun

bir doniistiirici  sistem  secilmelidir.  Fiziksel doniistiiriiciiler —elektrokimyasal,
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spektroskopik, termal, piezoelektronik ve yiizey akustik dalga teknolojisi olarak
cesitlendirilebilir.

Donitistiirtictiler dort grupta toplanabilir;

1) Elektrokimyasal doniistiiriiciiler

- Amperometrik esasl
- Potansiyometrik esash

- Kondiiktometrik esasli

2) Optik dontstiiriiciiler

- Absorbans Ol¢limiinii temel alanlar
- Floresans veya fosforesans 6l¢limiinii temel alanlar

- Kirilma indisini temel alanlar

3) Kiitle degisimini temel alan doniistiirticiiler

4) Is1 degisimini temel alan doniistiiriiciiler

- Termistorler [34]

2.4. iletken Polimerlerle Déniistiiriicii Hazirlanmasi

2.4.1. fletken polimerler

Polimer, monomer denen kii¢iik molekiillii yapilarin polimerizasyon tepkimesi sonucu yan
yan gelerek olusturduklar1 biiyiik mol kiitleli, uzun zincirli yapilara denir. Polimerler
metallerle kiyaslandiginda, polimerlerin genellikle metallerden daha hafif ve ucuz oldugu,
kolay sekil alabildigi fakat iletken olmadiklar1 gbéze carpmaktadir. Metallerin ise zor
islenebilen, agir, pahali olmalarinin aksine iletkenlikleri yiikksek maddeler oldugu
bilinmektedir. Polimerler ile metallerin iistiin 6zellikleri bir araya getirilerek iletkenlik
ozelligi tastyan polimerlerin elde edilmesi miimkiin olmustur. Bu amagla hazirlanan

polimerler, iletken polimerler olarak isimlendirilmistir [35].
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Iletken polimerler konusundaki calismalar 1950’lerde bagslamustir. Iletkenlikleri oda
sicakliginda 10-5 S/cm olan yar1 iletken polimerler 1950-1960 yillar1 arasinda tiretilmistir.
Glinlimiizdeki anlayisa uygun iletken polimerler 1970’lerin sonunda ortaya g¢ikmaya
baglamistir. Shirakawa yontemiyle iiretilen poliasetilenin yiikseltgen ile dop edilmesi

sonucunda iletkenliginin 108 kat arttirildig1 goriilmiistiir [36].

Iletkenlik konusunda en &nemli adim 1979’da Diaz’in pirolii elektrokimyasal yontemle
yiikseltgeyerek polipirolii liretmesiyle atilmistir. Polipirol anot {izerinde iiretilebilmis ve
giglii bir film olarak ylizeyden c¢ikarildiginda iletkenligi 100 S/cm’ye ulasabilmistir.
Benzer sekilde, elektro yiikseltgenme yontemiyle iletken politiyofen anot {iizerinde

tiretilebilmistir [37].

Analitik kimya ve biyosensor alanlarinda iletken polimerler ile ¢alisan pek cok arastirmaci
vardwr. Yeni ve ilgin¢ 6zellikler sunan bu maddelere yaygin olarak kullanilan elektrotlarin
ylizey modifikasyonlar1 i¢in farkli imkanlar olusmakta ve elektrokataliz, membran
ayrrmalar1 ve kromatografi alanlarinda uygulanmaktadir. Ayni1 zamanda kimyasal ve

biyokimyasal sensor iiretiminde de yeni teknolojik imkanlar olusmaktadir [38-39].
2.4.2. Doping

Polimerin yiikseltgenme ya da indirgenme ile uygun bir molekiil ya da atomla
etkilestirilerek iletken hale getirilmesine dop etme denir. Bu is i¢in kullanilan atom ya da
molekiile ise dopant adi1 verilir. Doping sonucu iletken hale getirilen polimere dop edilmis
polimer denir. Poliasetilen, halojen dopanti ile yiikseltgenme sonucu (p-tipi doping) iyi bir
elektriksel iletkene doniistiiriilmiistiir. indirgenme ile doping de miimkiindiir. Buna n-tipi

doping ad1 verilir ve genelde alkali metaller i¢cin kullanilir.
[CH]n+ 3x/2 I — [CH]n™+ XI5 p-tipi doping
[CH]n+xNa — [CH]»™ + xNa* n-tipi doping

Boylece polimerler dop edilerek tuza donisiir. Fakat 13" ya da Na* iyonlar1 yok edilemez.

Bu iyonlar polimerde hareketli yiik tastyicilar olur.
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Sekil 2.4. Polimerlesmis aromatik hidrokarbonlarin doping reaksiyonlar1

Poliparafenilen, polianilin, polipirol, politiyofen gibi degisik 6zellikteki baska polimerler
de kesfedilmistir. Bu polimerler genellikle poliasetilenden daha diisiik iletkenlik
gostermistir yine de bir¢ok amac icin yeterli bir iletkenliktir. Ayrica yliksek kararlilik ve

islenebilirlik agisindan avantajlidir.

Konjuge pi elektronunun genel 6zellikleri diisiik iyonizasyon potansiyeli, yiiksek elektron
afinitesi, polimere transfer enerjisinin diisiik olmasidir. Genellikle polimerler ¢ogu saf
haliyle bu o6zellikleri gosterir. Bu 6zellikleri gosteren polimerlerin iletkenlikleri yaklasik
102 S/cm ya da daha diisiiktiir ve yalitkan 6zellik gosterirler. Iletkenlik, tastyict derisimi

ve tastyiciin mobilitesine baglhdir.

Konjuge polimerlerde tasiyicilarin derisiminin yiikselmesi doping ile saglanabilir. Doping
yontemi, ya elektron alici kullanarak yiikseltgenme ya da elektron verici kullanarak
indirgenme gerektirir. {lk olarak polimerden bir elektron uzaklasir ve katyon ya da bosluk
olusur. Karsit anyon, termal enerji ile boslugu gecebilirse polimere dogru hareket eder ve

iletkenlige katkida bulunur.

Doping yontemi, polimer filmlerin ya da polimer tozlarm, gaz veya c¢ozelti dopantlara ya
da elektrokimyasal etkiye maruz kalmasini gerektirir. Elektron alicilarinin ¢ogu konjuge

polimerlerin yiikseltgenmesinde kullanilabilir.

Dopantlar gii¢lii indirgen veya yiikseltgen maddelerdir. Kolaylikla iyon olusturabilen
inorganik tuzlar veya bilesikler, notral molekiiller, organik ve polimerik dopant olabilirler.
Iletken polimerlerin kararlihiginda dopantlarin yapist onemli bir etkendir. Bazi

polimerlerde elektron eklenmeden ya da uzaklastirilmadan protonlama ile doping olabilir.
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Protonlama ile iletken emaraldine tuzu olusur. Emeraldine tuzu, leucoemaraldine bazinin

yiikseltgenmesiyle de olusabilir.

Dopingin 06zet olarak agiklamasi soyledir; polimer zincirine elektron eklenir ya da
kopartilir. Bu islemden sonra kullanilan dopant iyonlarinin etkisi ihmal edilebilir. Hem
yiiksek derecede iletken olan metaller hem de zayif dopant tiirlerinde bu hipotez
giivenilirdir. Bu varsayim, yiiksek yogunluga sahip pi elektron modellerinin ideal

dopantlar oldugunu gosterir [40].

Cizelge 2.1. Doping edilmis bazi konjuge polimerlerin yapilar1 ve iletkenlikleri

Polimer Yapist hDﬂoping Ilglkeqhgn
etodu (Sem')
( )
Poliasetilen i Kimyasal 500-15x105
/\/ Elektrokimyasal
L . (AsFs, Iy, Li, K)
[ i
i .
Polifenilen “@‘ Kimyasal 500
l J (AsFs, Li, K)
| O n
Poli(fenilen saifir) 4@8} Kimyasal (AsFs) 1
— n
Polipirol —\Q‘ Elektrokimyasal 600
8 b —~in
Politiyofen jj_ Elektrokimyasal 100
—d
s
CeHs _]
Poli(fenil-kinolin) = | Elektrokimyasal, 50
EJ%N J Kimyasal (sodyumnaftalar)

Cizelge 2.1°de c¢esitli metotlar ile dop edilmis bazi iletken polimerlerin iletkenlik degerleri

verilmistir.
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2.4.3. Elektrokimyasal polimerizasyon

Elektrokimyasal yontem, iletken polimer sentezinde eskiden beri bilinen bir yontem olup,
degisik tekniklerle beraber gilinlimiizde de sik¢a uygulanmaktadir. Bu metotta, monomer
uygun bir ¢oziicii veya destek elektrolitle beraber polimerlesme hiicresine konularak
yapilan elektroliz sonucunda, elektrot yiizeyinde veya ¢oOzeltide polimer elde

edebilmektedir.

Polimerlesme hiicresi genellikle, ¢alisma, karsit ve referans elektrottan olusan ii¢ elektrotlu
bir sistemdir. Hiicre i¢ine konulan sulu veya susuz ortamdaki monomer c¢ozeltinin,
dontistimlii voltametri (CV) teknigi ile uygun bir voltamogrami alinarak sabit akim ve sabit
potansiyelde polimerlesme gerceklestirilmektedir. Burada dikkat edilmesi gereken nokta,
monomerin yiikseltgenme veya indirgenme potansiyelinde ¢oziicli olarak destek elektrolit

ve elektrotlarm reaksiyon vermemesidir.

Monomerin indirgenmesi veya yiikseltgenmesi ile olusan radikal anyon veya radikal
katyon zinciri biiylimekte ve bunlar da iletken polimer zincirleri olusturmaktadir.
Elektrokimyasal polimerlesmede kontrollii potansiyel veya akim uygulanmasi (sabit
potansiyel ve sabit akim elektroliz), baslangici ve bitis basamaklarinin kontrol edilebilmesi
gibi ustiinliikleri vardir. Bu yiizden kimyasal yonteme gore daha saf, yan iriinlerden ve

kirlilikten armmus {irtinler elde etmek miimkiindiir [41].

Elektroindirgenme yonteminin en biliyiilk dezavantaji, polimerin yalitkan formunda elde
edilmesidir ki bu durum, elektrodun pasiflesmesine yol agar ve polimer filminin elektrot
yiizeyinde birikerek kalmmlasmasini simnirlar. Elektroyiikseltgenme ile sentezlenmis
polimerler, genellikle, kimyasal veya elektroindirgenme yolu ile sentezlenmis polimerlere
gore daha iyi Ozellikler gosterirler. Yiikseltgenme elektropolimerizasyonu yonteminin

avantajlar1 siralanacak olursa;

1) Yiksek elektroaktiflige sahip iletken polimerler, bir elektrot yiizeyinde kolayca
olusturulabilir.
2) Upygulanan potansiyel, polimerlesme zamani ve tarama hizi yardimiyla, film kalinligt,

morfolojisi ve iletkenligi kolayca kontrol edilebilir.
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3) Polimerizasyon yonteminin ve elektrokimyasal/spektroskopik tekniklerle, iletken

polimerlerin 6zelliklerinin incelenmesine olanak saglar [42].

2.4.4. Elektrokimyasal polimerlesme mekanizmasi

Polianilinin sentezinde kullanilan birgok yontem, degisik Ozellikte ve yapida triinler
vermektedir. Genellikle polimerizasyon isleminde monomerin radikal bir katyonu, bir
diger radikal katyon ile iki proton ayrilmasi sonucu bir dimer olusturmaktadir. Monomerin
yiikseltgenmesi i¢in gerekli olan voltajda, ortamda bulunan dimer ya da oligomerler de
yiikseltgenir ve bunlar, anilin zinciri olusturmak {izere daha sonra monomerin radikal
katyonuyla tepkimeye girerler. Genies ve Arkadaslar1 (1985) ve Syed ve Sinesan (1991)’in
bildirdigine gére Mohilner ve Arkadaslar1 (1962); Bretienbach ve Heckner (1971); Hand
ve Nelson (1974), anilinin elektropolimerizasyonu i¢in mekanizma 6nermislerdir. Onerilen
mekanizmalardaki ortak radikal sekil 2.5’de goriildiigii gibi, ti¢ farkli rezonans formu verir.
Bretienbach ve Heckner (1971), tarafindan asidik ve bazik ortamda anilinin anodik
yiikseltgenmesi i¢in iki mekanizma rapor edilmistir. Mohilner ve Arkadaslar1 (1962),
asidik ortamda Onerilen mekanizmanimn, baslangictaki yiik transfer adimi i¢in kinetik
parametrelerin Glgiilmesine ve anot lizerinde olusan ¢okelegin infrared c¢aligmalarindaki
ozellikleriyle direkt olarak karsilastirilmasma dayandigini agiklamiglardir. Elde ettikleri
deneysel bulgular 151¢1nda, anilinin elektrokimyasal yiikseltgenmesinde
paminodifenilaminin  bir ara {iriin olarak olustugunu  Onermislerdir.  Onlar,
paminodifenilaminin elektrokimyasal yiikseltgenmesinin anilinden daha kolay oldugunu
gostermislerdir. Asetonitril-piridin gibi bazik bir ortamda anilinin polimerizasyon

mekanizmasi, daha once asidik ortamda 6nerilen mekanizmaya oldukca benzemektedir.
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Polianilinin olusum mekanizmasi sekil 2.5 de verilmistir [43].
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Sekil 2.5. Polianilinin olusum mekanizmasi

Polipirol (PPy), pratik uygulamalara yonelik diger iletken polimerler ile kiyaslandiginda
baz1 avantajlara sahiptir ve daha fazla calisilmistir. Elektronik iletkenligi diger polimerlere
oranla daha yiiksektir, elektrokimyasal ya da kimyasal yolla kolayca sentezlenebilir, elde
edilen iiriiniin termal kararlilig1 ve mekanik 6zellikleri olduk¢a iyidir. Bu avantajlarindan
dolay1 ¢ok genis bir uygulama alanina sahiptir. Polipirol (PPy) filmler, piroliin kimyasal ya
da elektrokimyasal oksidasyonuyla kolaylikla sentezlenebilirler fakat kolaylikla ¢oziilerek
ya da eritilerek bigimlendirilemiyor olmasi bir dezavantajdir. Polipiroliin dogrudan ya da
polipirol esasli kompozitlerinin demir ya da nitrik asit ile muamele edilmis ¢elik {izerine

adhezyonu olduk¢a kuvvetlidir ve korozyona kars1 koruyabilecek niteliktedir.

Elektronik iletken polipirol filmlerinin olusumu anodik olarak asetonitrilin
ylikseltgenmesiyle ilk olarak Diaz tarafindan yapilmistir. Piroliin elektropolimerizasyonu
filmlerin hem potansiyostatik (potansiyele karsi) hem de galvanostatik (akima karsi)

yiikseltgenme monomeri radikal katyon tiirleri iiretir, bunlarda oldukga reaktiftir.
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Polipiroliin olusum mekanizmasi sekil 2.6” da verilmistir.
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Sekil 2.6. Polipiroliin olusum mekanizmasi
2.4.5, Iletken polimerlerle enzim immobilizasyonu

[letken polimerler elektrotlarm elektroanalitik uygulamalarinda, enzim immobilizasyonuna

siklikla rastlanmaktadir.

Enzimler tek baslarma iken zayif iletkendir, ¢linkii redoks merkezleri kalin bir protein
tabakasiyla gevrelenerek yalitilmustir. Tletken polimerler ise bu tabakadan isleyerek redoks

merkezleri ile elektrot yiizeyi arasinda direkt elektriksel iletkenlik saglayabilirler [44].
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Cizelge 2.2. letken polimerlerin kullanildig1 biyosensdrler

Substrat Enzim Polimer Tayin yontemi
D-Alanin D-Aminoasit oksidaz Polipirol Amperometri
Atrazin Tirosinaz Polipirol Amperometri
Kolesterol Kolesterol oksidaz PPD Amperometri

Kolesterol oksidaz ve Polipirol Amperometri
Kolesterol esteraz
Kolin Kolin oksidaz Polipirol Amperometri
Dopamin Tirosinaz Polipirol
Katekolamin
Galaktoz Galaktoz oksidaz Polianilin Amperometri
Glutamat Glutamat Polipirol Amperometri
Dehidrojenaz Polipirol Amperometri
Fruktoz Fruktoz dehidrojenaz Polianilin Kondiiktometri
Hemoglobin Pepsin Polipirol Amperometri
Hidrojen peroksit Peroksidaz Polianilin
PPD Amperometri
L-Laktat Laktat oksidaz Polianilin Kondiiktometri
Lipitler Lipaz Polipirol Amperometri
NADH NADH dehidrojenaz Polipirol Amperometri
Fenoller Tirosinaz Polipirol Amperometri
Ure Ureaz Polianilin Potansiyometri
Kondiiktometri
Urik asit Urikaz Polianilin Amperometri
Trigliseritler Lipaz Polianilin Kondiiktometri

2.5. Biyobilesen immobilizasyonu

Biyosensorler, farkli 6zellikteki iki elemanin (doniistiiriicii ve biyoreseptor) kombinasyonu
ile olugurlar. Uygun biyoreseptor ve doniistiiriicii secildikten sonra bunlarmn birbirine

baglanmasi asilmas1 gereken en 6nemli sorundur.

Bu baglama islemi biyoreseptor immobilizasyonu olarak tanimlanir. Baglama isleminde
cok farkli yontemler kullanilabilir. Hangi yontemin kullanilacag: segilen doniistiiriicti ve

biyoreseptore gore belirlenir [45].
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Biyosensor immobilizasyonunda baslica dort yontem kullanilmaktadir. Bunlar kovalent
baglama, adsorbiyon, ¢apraz baglama ve tutuklama yontemidir. Tastyiciya baglamada bir
protein olan enzim molekiiliiniin yapisindan faydalanilir. Molekiil yapisindaki fonksiyonel

gruplar, iyonik gruplar ve hidrofobik bolgeler bu baglanmada rol alirlar.

2.5.1. Kovalent baglama

Kovalent baglama ile immobilizasyon, destek ylizeylerde uygun bir yontemle etkin
bolgeler olusturarak enzim molekiilleri ile destek ylizeyler arasinda kovalent bag olusturur.
Kovalent baglanma genellikle enzimin yapismnin ve fonksiyonel gruplarmmn bilindigi
durumlarda kullanilir. Kovalent baglanma yonteminin en biiylik avantaji, baglarin ¢ok
kuvvetli olmasi, boylece her tiirli akis ortaminda kullanilabilirligidir. Enzim destek
materyali lizerinde yer aldigindan substrat ile temas1 kolaydir. Ayrica enzim molekiilii ve
destek materyali birlikte genellikle 1s1l kararlilik gosterirler. Yontemin dezavantaji, destek
materyali ile enzim arasmdaki siki etkilesim enzimin dogal konformasyonunu

bozabilmesidir [46].

2.5.2. Tutuklama (Hapsetme)

Enzimler makromolekiiler yapili proteinler olup polimer jel matrikslerde ve daha basit
olarak diyaliz membranlarinda tutuklanabilirler (Sekil 2.9). Bu yontem enzimler yaninda

organeller, hiicreler ve antikorlar i¢in de uygulanabilir [47].

Tutuklama yontemiyle enzim molekiilleri polimerizasyon yardimi ile agar, agaroz gibi

dogal ya da poliliretan, poliakrilamit gibi sentetik polimer matrislerde hapsedilir.

Tutuklama yontemi kolay ve ucuzdur; fakat zamanla enzim sizmasi, yiiksek difiizyon sinir1

ve sterik engel gibi dezavantajlara sahiptir [48].
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Jel gézeltist

Sekil 2.7. Enzimin tutuklama yontemi ile immobilizasyonu

2.5.3. Capraz baglama

Enzim immobilizasyonu enzimlerin her birinin diger bir enzim molekiiliine (Sekil 2.10) ya
da suda c¢oOzlinmeyen bir matriksin fonksiyonel gruplarina molekiiller arasi capraz

baglanmasiyla saglanir.

Enzimlerin birbirlerine ¢apraz baglanmasi bir kisim enzim molekiillerinin cogunlukla bir
destek gibi davranmasinin ka¢milmaz olmasi sebebi ile pahali ve yetersizdir. Ayrica

goreceli olarak diisiik aktivite ile sonuglanir [49].

Intermolekiillerin
capraz baglanmasi ‘\'
*—e
Capraz Baglayict

Intramolekiillerin
Gapraz BaZlanmasi

Sekil 2.8. Capraz baglama ile immobilizasyon

Capraz baglama reaktantlar1 olarak gluteraldehit, hekzametilen diizosiyanat,
diflorodinitrobenzen sik kullanilir. Bifonksiyonel reaktantlar enzimler yaninda organeller,
hiicreler ve antijenlerin immobilizasyonunda da uygulanir. Baz1 ¢apraz baglayicilarin

formiilleri asagida (sekil 2.9°da) gosterilmektedir [47].
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Sekil 2.9. Baz1 bifonksiyonel reaktiflerin kimyasal formiilleri
2.5.4. Adsorpsiyon

Bu yontemde biyobilesenin film veya tabakaya adsorbe olmasi saglanir. Biyobilesenlerin
kimyasal yapis1 ve fiziksel durumuna gore immobilizasyon yontemi belirlenir. Enzimler
icin uygulanan tiim immobilizasyon yontemleri protein yapisindaki diger biyoreseptorler

icin de uygulanabilir [47].

Immobilizasyon yontemine gdre enzim elektrotlarm ortalama dmiirleri asagida verilmistir

[47].

Adsorpsiyon: 1 giin Membranda tutuklama: 1 hafta

Fiziksel tutuklama: 3-4 hafta Kovalent baglama: 4-14 ay

2.6. Enzim Sensorleri

Biyokomponent veya reseptor elemani olarak enzim kullanilan biyosensorlere ‘enzim
biyosensorleri’ adi verilir. Ik biyosensér uygulamalar1 enzimlerle gergeklestirilmistir.
Temel bilimlerdeki ilerlemeler enzimlerin yani sira diger biyolojik materyallerin
fonksiyonlarmin da ¢ok daha ayrintili bir sekilde ortaya ¢ikarilmasina imkan vermistir. Bu
ilerlemelerin dogal bir sonucu olarak farkli biyolojik materyallerin ve iletim sistemlerinin

kombinasyonu ile c¢ok cesitli biyosensorler gelistirilmis ve gelistirilmeye devam
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edilmektedir. Bugiinkii sonuca bakildiginda, hangi temel iletim sistemi s6z konusu olursa
olsun pratik ve ticari uygulamalarda enzim elektrotlarinin biiyiikk bir istiinligii goze

carpmaktadir.

Biyosensor hazirlamada enzimleri kullanmak; spesifiklik bakimindan avantajli ancak saf

enzimin pahali olusuda dezavantajlidir [50-51].

Biyosensor teknolojisinde kullanilan biyolojik materyaller artan kompleksliklerine gore
siralandiklarinda; iyonoforlar, antikorlar, enzimler, lipozomlar, biyomembran parcalar1
(6rn: reseptor), hiicre organelleri (6rn: mitokondri), doku veya tiim hiicreler ve organlar

(6rn: gérme ve koklama organlari) seklinde siniflandirilabilirler [50].

Organ (Orn: koku alma organ1) - Doku -  Tiim Hiicre -> Hiicre
NZ

Lipozom & Biyomembran (Orn: reseptdér) < Organeli (Orn: mitokondri)
NZ

Enzim - Antikor > Iyonofor

Sekil 2.10. Biyosensor teknolojisinde kullanilan biyoaktif materyal siralamasida
enzimlerin yeri

2.6.1. Enzim sensorlerinin genel ¢calisma ilkesi

En genel anlamda bakildiginda bir enzim sensorii; iletici, ince bir enzim tabakasi ve 6lgiim
kombinasyonundan olusmaktadir. Diger biyosensorlerden tek fark biyoaktif tabakada

biyomolekiil olarak enzimler bulunmaktadir [50].

A Analizlenecek madde
B: Immobilize erzim
C: Hetici eleman

D: Olgium sistemi

@—.

B | ——
A—ee

Sekil 2.11. Enzim sensorlerinin genel sematik gosterimi
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Bir enzim elektrodunda enzimi iceren biyoaktif tabaka, enzimin katalizledigi tepkimeye
uygun bir iletim ve 8l¢iim sisteminin uzantis1 olan bir iletici ile birlestirilmektedir. Iletim
sistemi biyoaktif tabakada gerceklesen enzimatik tepkime sonucu olusan {iriiniin

miktarindaki artig1 tespit edebilecek sekilde secilmelidir.

Biyoaktif tabakadaki ve biyoaktif tabaka iletici ara yiizeyindeki derisimlerin hizli bir
sekilde dengeye ulasabilmesi i¢in difiizyon engelini en aza indirmek amaciyla biyoaktif
tabaka kalinligmm miimkiin oldugunca ince olmasi gerekmektedir. Bunun yam sira
biyoaktif tabakada sabit bir substrat derisimi saglayabilmek i¢in 6lgme ¢ozeltisinin yeterli
bir sekilde karistirilmas: gerekmektedir. Iletici sistemin lgme sistemine gdénderdigi sinyal
biyoaktif tabaka ile iletici ara yiizeyindeki derisimlerdeki degisiklige baglidir. Ancak sz
konusu derisimler denge halinde 6lgme cozeltisindeki derisimlerle orantili oldugu igin

¢ogu zaman kalibrasyon grafigi ¢izilerek sonuca varilir [52].
2.6.2. Enzim sensorlerinin siniflandirilmasi

Enzim sensorlerinin siniflandirilmasi en yaygin sekilde, enzimatik reaksiyon uyarinca
olusan sinyalin 6l¢iim yOntemine gore yapilmaktadir. Cizelge 2.3’de bu simiflandirma

gosterilmektedir [53].
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Cizelge 2.3. Enzim sensorlerinin siniflandirilmasi

1- Elektrokimyasal Esasli Enzim Sensorleri;
Amperometrik Enzim Sensorleri;
Birincil nesil, Tkincil nesil, Ugiincii nesil.
Potansiyometrik Enzim Sensorleri;
Proton duyar,
Amonyak duyar,
Karbondioksit duyar,
Diger iyon duyar.
Yari {letkenleri Esas Alan Enzim Sensorleri;
Enzim Alan Etki Transistorler (ENFET)
2- Optik Enzim Sensorleri;
Absorpsiyon esasli,
Flouresans esasli,
Biyoliiminesans esasl1.
3- Kalorimetrik Enzim Sensorleri
4- Piezoelektrik Enzim Sensorleri

2.7. Performans Faktorleri
2.7.1. Secicilik

Enzim elektrodun kompleks bir matriks igerisinde tek basina analitik bir 6lgtim cihazi
olarak kullanilabilmesini saglar. Seciciligin yeterli olmadigi durumlarda calisma
prosediiriine bu eksigi giderecek ek islemler eklenmesi gerekir. Seciciligin zayif
olmasindan kaynaklanan sorunlar enzim elektrodun kullanimini zor hale getirmektedir
[54].

2.7.2. Kalibrasyon gereksinmesi

Ideal bir enzim elektrodun hi¢ kalibrasyona gerek duymamas: ya da en az kalibrasyona
gereksinmesi istenir. Ama teorikte planlanan bu Ozellik pratikte giiniimiizde
gerceklestirilememistir. Enzim elektrotlarin kullanim dmiirleri boyunca sik¢a ya da belirli
araliklarla kalibre edilerek duyarliliklarindan bir sey kaybedip kaybetmedikleri arastirilir
[54].
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2.7.3. Tekrarlanabilirlik

Ideal bir enzim elektrodunun ayni derisimde ya da ayni ozelliklere sahip birden fazla
orege daldirimasiyla yapilan deneylerde aym1 sonuglarin  okunmasi gerekir.
Tekrarlanabilirlik degeri ne denli iyi olursa o enzim elektrot uygulamasida o denli iyi olur

[54].
2.7.4. Kullanim omrii

Biyolojik c¢evirici olarak enzim kullanildigi durumlarda enzim aktivitesindeki azalma
kullanim Omriinii kisitlayan en 6nemli faktordiir. Enzimin yasam siiresi, enzim elektrodun
kullanim 6mrii yani sira kalibrasyon sikligi, stabilite, tekrarlanabilirlik gibi parametreleride
etkilemektedir [54].

2.7.5. Kararhhk

Elektrot kararliligmin yiiksek oldugu durumlar ideal enzim elektrotlar i¢cin gereklidir.
Kararlilik, kullanilan enzimin fiziksel dayanikliliindan etkilendigi gibi; pH, 1s1, nem,
ortam O: derisimi, enzimi immobilize etmede kullanilan polimerin kimyasal ve fiziksel

karakteri gibi parametrelerden de etkilenmektedir [54].
2.7.6. Yiiksek duyarhhk

Hazirlanan elektroda immobilize edilmis olan enzim; sadece belirli maddelere
(substratlara) karst1 duyarli olmalidir. Duyarlilik, akim-derisim egrisinin egimi ile
orantihidir. Egim degeri biiylidiikkge duyarlhilikta da artis gozlenir. Kullanilan enzimin

substratlart disinda enzim elektrotlarin girisim yapan maddelerden etkilenmemesi istenir

[54].
2.7.7. Yeterli diizeyde tayin sinir1

Tasarlanan enzim elektrotun ideal tanimina uymas i¢in tayin sinirinin belirli bir derisim
degerinin altinda olmasi gerekmektedir. Belirtilen bu tayin sinir1 elektrot ylizeyinin

biiyiikliigii, enzimin tayin edilecek maddeye karsi olan afinitesi, immobilize edilen enzim
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miktarl, enzimin immobilizasyonunda kullanilan polimer tabakasmin kalinhg gibi

faktorlerden etkilenir [54].

2.7.8. Genis olciim arahg:

Olgiim aralig1 denen bdlge, enzim elektrottan alinan akim-derisim egrilerinin lineer oldugu
derisim arahigidir. Tim enzim elektrot uygulamalarinda caligma ortaminda belirli bir
derisim degerine ulasildiktan sonra akim-derisim egrilerinde lineerlikten sapma
gbdzlenmeye baglar. Bu durum enzimatik egrilerin en 6nemli ve de karakteristik 6zelligidir.
Lineerlikten sapmanin nedeni yanit olarak okunan akim degerlerindeki degisimin
azalmasindan kaynaklanir. Bunun nedeniyse ortamda artan analizlenecek madde

miktarmnin fazlasiyla reaksiyona girecek enzim olmamasidir [54].

2.7.9. Hizh cevap zamani

Amperometrik uygulamalarda analizlenecek bir madde 6rnegini calisma ortamina enjekte
etmeden Once elektrot yiizeyinde olusan akimin sabit kalmasi istenir. Akim sabit kaldiktan
sonra analizlenecek madde ortama enjekte edilir ve akimdaki degisim kaydedilir. Tkinci bir
enjeksiyondan dnce akim degerinin yine sabit kalmasi beklenir. Iste ilk enjeksiyondan
sonra akimin tekrar sabit kalmasma kadar gecen zamana ‘cevap zamani’ denir. Cevap

zamaninin kisa ya da hizli olmasi ideal sensorlerin 6zelliklerindendir [54].

2.7.10. Basitlik ve ucuzluk

Kullanimi, tasarimi basit ve ucuz enzim elektrotlar hazirlamak enzim elektrot yapiminda
her zaman hedef alinmis bir diisiincedir. Enzim elektrot yapilarinin basitlestirilmesine en
iyi Ornek ikinci kusak enzim elektrotlarin yapilarinda bulunan mediyatorlerin daha

gelismis modeller olan {iglincii kusak enzim elektrotlarda ortadan kaldirilmasidir [54].
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2.8. Kaynak Arastirmasi

Gao ve arkadaglar1 karbon elektrot tizerindeki aliimina nano partikiill membran icinde
glukoz oksidaz ve bir difiize polimerik medyator olan polivinilferrosenkoakrilamitin ortak
dagilimina dayanan bir glukoz biyosensorii gelistirmislerdir. Hazirlanan biyosensor kinetik
olarak hizli bir redoks ¢iftinin klasik 6zelliklerini gostermistir. Optimum deney sartlarinda
0,3 V potansiyelde, 5. saniyedeki pik akimi ve daha uzun test zamanlarinda Olgililen
akimlarin 0,005 - 6,0 mg/mL glukoz derisim aralifinda dogrusal oldugunu tespit
etmiglerdir. Karbon elektot yiizeyine kanal agarak nanopartikiil duyarli membran ile
doldurmuglar ve glukoz tayini yapmigslardir. Kan sekeri tayininde basarili ¢alismalar

yapmuislardir [55].

Gaikwad ve arkadaslar1 glukoz tayini i¢in polianilin siilfiirik asit glukoz oksidaz elektrodu
gelistirmiglerdir. Polianilin siilfiirik asit filmi hazirlamak i¢in platin elektrot ve
potansiyometrik metot kullanmiglardir. Sentezledikleri polianilin siilfiirik asit filmini
elektrokimyasal teknik, elektrik iletkenligi, UV-goriiniir bolge spektroskopisi, FTIR
spektroskopisi ve taramali elektron mikroskobisi yardimiyla karakterize etmislerdir. Bu
film {izerine glukoz oksidaz enzimini glutaraldehitle capraz baglama yoOntemiyle

immobilize etmislerdir [56].

Gaikwad ve arkadaglar1 glukoz tayini i¢in potansiyometrik esasli PANI-PVS-GOD
elektrodu gelistirmislerdir. PANI-PVS filminin sentezi i¢in ITO kaplh cam elektrotu ve
potansiyometrik metot kullanmiglardir. Sentezledikleri PANI-PVS kompozit filmini
elektrokimyasal teknik, elektrik iletkenligi, UV-goriiniir bolge spektroskopisi, FTIR
spektroskopisi ve taramali elektron mikroskobisi yardimiyla karakterize etmislerdir. Sonra
glukoz oksidazi; PANI-PVS filminin {izerine gluteraldehitle ¢apraz baglama yoluyla

immobilize etmislerdir [57].

Sung ve Bae yaptiklar1 ¢alismada yeni bir glukoz biyosensorii hazirlamak i¢in pirol ile
birlikte  polianyon, polietilen glikol ve glukoz oksidazin elektrokimyasal
polimerizasyonunu kullanmigslardir. Pt elektrot yiizeyinde polipirol matriksi i¢ine glukoz
oksidazi tutuklamiglardir. Daha sonra tutuklanan glukoz oksidaz, PEG (polietilen glikol)
lizerinden polianyon ile birlesmistir. PEG 1000, 2000, 3000, 4000 gibi dort farkh zincir

uzunlugu denenmis, bunlarin enzim immobilizasyonu ve elektrot islevi iizerindeki etkisi
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incelenmistir. Enzim elektrodun hazirlanmasinda 800 mV potansiyel ve 225 mC/cm? film
kalinlig1 kullanilmistir. Elektrot {izerindeki immobilize enzimin aktivitesi 119-209 mU/cm?
arasinda degismistir. Biyoaktivite ise daha uzun PEG’ lerde artmistir. Amperometrik cevap
270 nA mM™ cm™ kadar degisen duyarlilik ile 20 mM glukoz derisimine kadar
dogrusallik gozlemislerdir [58].

Fei ve arkadaslar1 altin elektrot yiizeyinde glukoz oksidaz ve polivinilimidazol
kompleksini kullanarak glukoz biyosensoriinii gelistirmislerdir. Ozellikle bu metod
mikrosensorle uygulandiginda ¢ok daha iyi bir kontrol saglamustir. Redoks polimer elektrot
yilizeyinde 0.14 V potansiyelde hizli redoks cifti klasik 6zelliklerini gdstermistir. Tarama
hiz1 200 mV s? ve potansiyel arahigi 25 mV’dan daha az olan bir aralikta ¢alismiglardir
[59].

Yavuz bu calismasinda kolay ve hassas voltametrik glukoz enzim elektrodunun
tasarlanmasi i¢in yeni bir yontem tanimlamistir. Polivinilferrosen (PVF) kapli Pt elektroda
dayanan enzim elektrodunun gelistirilmesini saglayacak basit bir enzim tutuklama yontemi
arastirmis, bu ¢alismada iki yeni glukoz enzim elektrodu gelistirmistir. Caligmanin birinci
adiminda, PVF kaplanmis Pt elektrot enzim c¢ozeltisine daldirilarak glukoz oksidaz
enziminin (GOD) polimer matriks igerisinde tutuklanmasi saglanmis ve bu enzim elektrot
PVF-GOD enzim elektrodu olarak tanimlanmis. Elektrot cevabi {izerine polimerik film
kalmhgi, pH, sicaklik, substrat ve enzim konsantrasyonu etkisi arastirilmig ve 25°C
sicaklikta pH 7,4 olarak bulunmustur. Lineer ¢alisma araliginin tist siir1 73,86 mM glukoz
derisimi, tutuklanmis enzim sistemi i¢in goriiniir Michaelis-Menten sabiti (Kmg) Ve
aktivasyon enerjisi sirasiyla 417,57 mM glukoz ve 14,48 kJ/mol olarak bulmustur.
Calismanin ikinci adiminda GOD, PVF kaplanmis ve ardindan Au biriktirilmis Pt elektrot
tizerinde ayn1 yontemle tutuklamistir ve bu enzim elektrot PVF-Au-GOD enzim elektrodu
olarak tanimlamistir. Enzim elektrot cevabi iizerine Au etkisi arastirmustir. 25°C sicaklikta
pH 7,4 olarak bulmustur. Lineer c¢alisma araliginm {ist smir1 105,26 mM glukoz
derigimidir. Tutuklanmig enzim sistemi igin goriiniir Michaelis-Menten sabiti (Kmg) ve
aktivasyon enerjisi sirasiyla 371 mM glukoz ve 18,76 kJ/mol olarak bulmustur. Girisim

yapabilecek maddelerin etkisi ve enzim elektrodunun kararliligi aragtirmistir [60].

Saglam 2016 yilinda bu ¢alismada anorganik yari iletken nanomateryaller (CdS-ZnS), iki
farkli elektrot (¢ok duvarli karbon nanotiip/camims1 karbon elektrot (GCE/MWCNT) ve
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kalem grafit elektrot (PGE)) yiizeyine modifiye edilmis ve elde edilen bu kuantum nokta
modifiye elektrotlara glukoz oksidaz (GOD) enzimi immobilize edilmistir. Hazirlanan
elektrotlar akisa enjeksiyon analiz (Flow injection analysis, FIA) sisteminde oksidaz
enzimine dayali amperometrik ve fotoamperometrik glukoz biyosensorii tasariminda
kullanmistir. Her bir elektrodun SEM goriintiileri alarak yiizeysel karakterizasyonu ve
Fe(CN)6*” redoks probu ortaminda impedans egrileri ve dongiisel voltammogramlari
kaydederek elektrokimyasal karakterizasyonu gerceklestirmistir. Optimum kosullar
altinda, PGE/CdS-ZnS/GOD ve GCE/MWCNT/CdS-ZnS/GOD kullanilarak tasarlanan
glukoz biyosensorii i¢in dogrusal aralik 0,01-1,0 mM glukoz olarak bulmustur. Bu
calismada PGE i¢in yeni bir akis hiicresi tasarlanarak yine ilk defa FIA sisteminde bir
amperometrik  glukoz  biyosensorii  gelistirmistir. Bu  calismanin  sonucunda
GCE/MWCNT/CdS-ZnS/GOD modifiye elektrot kullanilarak glukoz i¢in ilk defa
fotoelektrokimyasal biyosensor FIA sisteminde basarili bir sekilde gelistirilmistir [61].

Luo ve arkadaslar1 2004 yilinda yaptiklar1 ¢alismada glukozun tayini i¢in kolay
hazirlanabilen ve homojen bir biokompoziti temel alan amperometrik bir enzim elektrot
hazirlamiglardir. Bu biokompoziti chitosan hidrojel, altin pargaciklar1 ve glukoz oksidazin
direkt ve kolay elektrokimyasal tutuklanma metotlarindan yararlanarak hazirlamislardir.
Enzim elektrodun cevap siiresini olduk¢a kisa bulmuslardir. Glukoz i¢in tayin smirmni 2,7

uM; 5,0 mM ile 2,4 mM arasinda dogrusallik sergiledigini belirtmislerdir [62].

Bal ve arkadaglar1 2012 yilinda yaptiklar1 ¢alismada glukoz tayini i¢cin amperometrik
biyosensor hazirlamiglardir. Glukoz oksidaz enzimi, piroliin paratoluensiilfonatl ortamda
elektropolimerlesmesiyle  hazirlanan  polipirol-paratoluensiilfonat ~ film  iizerine
glutaraldehitle capraz baglama yOntemiyle immobilize edilmistir. Bu amacgla Once
polipirol-paratoluensiilfonat filminin en uygun g¢alisma Sartlar1 belirlenmistir. Glukoz
tayini, hazirlanan enzim elektrodun yiizeyinde gerceklesen enzimatik tepkime sonucu
olusan hidrojen peroksitin 0,30 V’da yiikseltgenmesine dayanarak yapilmistir. Enzim
elektrodun glukoz igin dogrusal ¢aligma araligi 1,0x10* M - 7,5x10% M olarak tespit
edilmistir immobilize edilen glukoz oksidazin KM(gdz) ve Vmaks(g6z) degerleri sirasiyla
0,267 mM ve Vmaks(gozlenen) degeri 4,048 mM olarak hesaplanmistir. Enzim elektrodun
optimum pH degeri 7,5 optimum sicaklik degeri ise 55 °C olarak bulunmustur. Enzim
elektrodun 16 Sl¢cim sonunda aktivitesini % 68 oraninda korudugu goézlemlenmistir ve 7

hafta sonunda baslangic amperometrik cevabimmin % 53’iinii korudugu gorilmiistiir.
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Hazirlanan biyosensorle biyolojik sivida (kan) glukoz tayini yapilmistir. Biyolojik

ortamlarda olabilecek girisimlerin biyosensor cevabi iizerine etkileri incelenmistir [40].

Jing-Juan Xu ve arkadaslar1 enzimatik reaksiyon sonucu olusan hidrojen peroksidin 0,6 V
potansiyelde amperometrik cevabini dlgerek glukoz tayini yapmislardir. Bu sensoriin
performans Ozelliklerini, farkli monomer konsantrasyonlarmi ve polimerizasyon
potansiyellerini ayrmtili sekilde calismiglardir. Optimum sartlar altinda hazirlanan
biyosensoriin 2,5x10* M -1,5x10? M glukoz konsantrasyonu araliginda dogrusal bir cevap
verdigi gozlemlenmistir, korelasyon katsayist 0,997 cevap siiresi 2 saniyeden daha az
bulunmugtur. 90 giin sonra biyosensor cevabinin hi¢ degismedigi ve iyi bir kararliliga

sahip oldugu gozlemlenmistir [63].

Can 2010 yilinda bu ¢alismada yiizey alam 0,18 cm? olan platin levha iizerine doniisiimlii
voltametri teknigi ile para toluen siilfonik asit (pTSA) ve sodyum para toluen siilfonat
ortaminda (NapTS) polipirol (PPy) sentezlenmis ve sentez ortaminda bulunan glukoz
oksidaz (GOD) enziminin es zamanli olarak immobilize edilmesi ile glukoz biyosensorii
tasarlanmistir. Pt/PPy-GODpTSA ve Pt/PPy-GODNapTS enzim elektrotlarin SEM
goriintiileri ve dijital fotograflar1 elde edilmis ve GOD igermeyen elektrotlar i¢in elde
edilen goriintiiler ile karsilastirilarak enzimin immobilizasyonu teyit edilmistir. Elektrotlar
farkli glukoz derisimlerinde doniisiimli voltametri ve dogrusal taramali voltametri
teknikleri ile karakterize edilmistir. Elde edilen Pt/PPy-GODpTSA ve Pt/PPy-GODNapTS
enzim elektrotlar1 i¢in optimum potansiyel degerleri sirasiyla 0,7 ve 0,6 V; optimum pH
degerleri ise sirasiyla 4,5 ve 7,0 olarak bulunmustur. Glukoz derisimine bagli olarak (0,05-
30 mM) gozlenen akim degerlerinde her iki elektrot icin 1mM glukoz derisimine kadar
dogrusal bir artis gdzlenmis, ancak daha yiiksek glukoz derisimlerinde akim degerlerindeki
artiy azalmistir. Lineweaver-Burk egrisinden Pt/PPy-GODpTSA ve Pt/PPy-GODNapTS
icin KM degerleri srrasiyla 5,2 ve 1,7 mM, Vmax degerleri ise 14,2 ve 25,4 pA olarak
hesaplanmistir. Glukoz biyosensoriiniin depolama kararliligi sulu tampon ortaminda
bekletilerek ayr1 ayr1 Olgiilmiistir. Genel olarak Pt/PPy-GODNapTS elektrodunun
depolama kararliliginin daha yiiksek oldugu, ancak 30 giin sonunda her iki elektrodun
aktivitelerinin neredeyse tamamini kaybettikleri gozlenmistir. Pt/PPy-GODpTSA ve
Pt/PPy-GODNapTS elektrotlarin tekrar kullanim kararliliklar1 5, 10 ve 20 mM glukoz
¢ozeltilerinde belirlenmis ve 50 ardisik 6lgiim sonrasinda Pt/PPy-GODNapTS elektrodun
daha yiiksek kararlilik gosterdigi saptanmustir. Ayrica Pt/PPy-GODpTSA elektrodunun
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tekrar kullanim kararliligit glukoz derisimi arttikca azalirken Pt/PPy-GODNapTS
elektrodunun tekrar kullanim kararliligi glukoz derisiminden etkilenmemistir. Ayrica
tasarlanan biyosensorler ile malt igecegi, gazoz, sarap, bal ve liziim suyu olmak iizere 5
stvida glukoz tayini yapilmig ve Pt/PPy-GODNapTS elektrodunun Pt/PPy-GODpTSA
elektroda gore daha dogru sonuglar verdigi gézlenmistir [64] .

Xue ve arkadaglari, 2000 yilinda iletken polianilin-poliizopren (PANI-PIP) kompozit
filmine GOD’yi immobilize ederek H20: segici gegirgen bir biyosensor tasarlamiglardir. Pt
elektrot once poliizopren ile kaplandiktan sonra 1 M HCI igindeki 0,02 M anilin igeren
cozeltiye daldirilarak 0,65 V sabit potansiyel altinda elektrokimyasal olarak polianilin
sentezlemislerdir. PANI-PIP filmi ile kapli olan Pt elektrotu pH 4,50 olan 0,1 M fosfat
tamponuna daldirilip -0,50 V potansiyel altinda film biinyesinde bulunan CI” iyonlarini
miimkiin oldugunca uzaklastirdiktan sonra 20 uM GOD iceren pH 6,52 olan fosfat
tamponuna daldirmis ve bu ortamda 0,65 V potansiyel fark uygulanarak (-) yiikli olan
GOD’yi (pl degeri 4,2) PANI-PIP filminin i¢cine immobilize etmislerdir. Enzim sistemini
glukoz c¢ozeltisine daldirilarak olusan H2O2’nin elektrokimyasal oksidasyonu sirasinda
aciga ¢ikan akimi Olgmiislerdir. Film bilesimi ile biyosensoriin hassashigmi, H20>
gecirgenligini ve interferens Ozellik gosteren askorbik asitin etkisini inceleyerek

biyosensorii karakterize etmislerdir [65].

Chen ve arkadaslari, 2006 yilinda askorbik asit gibi safsizliklarin girisimlerini elimiine
etmek amaciyla; polipirol film elektrot, polipirol-glukoz oksidaz elektrot, kars1 elektrot,
referans elektrot gibi dortlii elektrot hiicresi ile meydana gelen, girisimsiz bir glukoz
biyosensorii hazirlamislardir. Glukoz oksidazin net katalitik akimini, glukoz oksidazsiz iki
calisma elektrotun cevap akimlar1 farkindan elde etmislerdir. Glukoz biyosensdriiniin
analitik performansi {lizerine pH’nin, sicaklifin ve potansiyelin etkisini arastirmislardir.
Enzim ile katalizlenen reaksiyonun optimum pH’mi1 ve aktivasyon enerjisini sirasiyla 5,5
ve 25 kd\mol olarak bulmuglardir. IMAX ve KM degerlerini sirasiyla 5,88 pA ve 23,3
mmol\dm3 bulmuslardir. Biyosensor cevap akimlarinm 0,005’ten 20 mmol\dm®’e artan
glukoz derisimleriyle lineer bir sekilde arttigini bildirmislerdir. Ayrica glukoz
biyosensoriinii UV ve FTIR ile karakterize etmislerdir. Elde edilen girisimsiz polipirol
glukoz biyosensoriinde glukoz tayininin hassas bir sekilde yapilip insan plazma

orneklerine uygulamada ilerlenebilecegi sonucuna varmislardir [66].
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Giilce ve arkadaglar1 laktoz tayini i¢in ¢ift enzimli amperometrik enzim elektrot
gelistirmiglerdir. Glukoz oksidaz ve galaktosidaz enzimlerini, platin elektrot yiizeyine
kaplanmis poli (vinilferrosenyum) matrikse, elektrodu enzim ¢ozeltisinde 30 dakika
bekleterek iyon degisimi yontemi ile immobilize etmislerdir. Enzimatik yolla olusan
hidrojen peroksitin elektrooksidasyonuna bagli olan amperometrik cevabi doygun kalomel
elektroda (DKE) karst +0,70 V’luk sabit potansiyelde Olgmislerdir. Elektrodun
aktivitesinin fazla degismedigini ve elektorodun kararliligmin olduk¢a 1yi oldugunu

bulmuslardir [67].

Xianhua Pan ve arkadaslar1 2004 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada polianilin glukoz oksidaz
sensoriiniin hazirlanmasinda yeni bir metot gelistirmislerdir. Ik olarak polianilin glukoz
oksidaz elektrodunu tek bir basamakla elde etmislerdir. Anilinin elektrokimyasal
polimerizasyonuna kadar bir polimer filmi i¢ine enzimler tutuklamiglardir. Daha sonra
PANI elektrot filminden glukoz oksidaz uzaklastirmak i¢in 6,0 mol/dm* hidroklorik asit
cOzelsiyle hidroliz etmislerdir. Son olarak, aktif PANI glukoz oksidaz sensorii tekrar elde
etmek icin PANI filmine glukoz oksidaz immobilize etmislerdir. Substrat derigimi,
potansiyel, pH, sicaklik gibi ¢esitli faktorlerin cevap akimina etkisini arastwrmislardir.
Hazirlanan enzim elektrodun akim cevabi ilk 2 giinde maksimuma ulasmis, daha sonra 30
giinliik bir siirecte sadece % 4,6 azalmistir. Islemde yapilan ikinci adim aktif enzim igeren
tampon ¢ozeltisindeki indirgenmis polianilinin oksidasyon derecesi siliresince enzim
uygulanmistir. Hazirlanan PANI glukoz oksidaz sensoriiniin karakterizasyonunu hakkinda

bilgiyi SEM, FTIR, UV-Vis yardimiyla tespit etmislerdir [68].

Yuezhong Xian ve arkadaslar1 2006 yilinda yaptiklar1 ¢calismada Au nanopartikiil (NPs)-
iletken polianilin (PANI) nanofiberlerin kompozitlerine dayanan yeni bir glukoz enzim
elektrodu hazirlamiglardir. Hidrojen peroksidin elektrokimyasal —oksidasyonuyla
nanokompozit ylizeyi lizerine Nafion ve glukoz oksidazla immobilize edilmis, glukoza
duyarli hassas ve secici bir enzim elektrot gelistirmislerdir. Glukoz enzim elektrodu i¢in
50 x 1077 M ve 2,3 mA/M’ lik egim ve algilama kararhligiyla 8,0 x 10™* mol/L ile
1,0 x 10 ~® mol/L araliginda dogrusal bir kalibrasyon egrisi elde etmislerdir. Ayrica,
glukoz enzim elektrodunun miikemmel bir tekrarlanabilirlik ve iyi islevsel kararlilik

gosterdigini tespit etmislerdir [69].
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Li ve arkadaslar1 2008 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada glukoz oksidaz enzimini, kitosan
kullanarak c¢apraz baglama teknigi ile NiO bos nanokiireleri yiizeyine immobilize
etmislerdir. Hazirlanan biyosensor ile SCE’ye kars1 +0,35 V’da yapilan glukoz tayini i¢in
en diisiik tayin limiti 47 uM bulunmustur [70].

Salimi ve arkadaglar1 2007 yilinda yaptiklari ¢alismada 1 mM nikel nitrat iceren fosfat
tamponu i¢inde Ag/AgCl’e kars1 -0,80 V potansiyelde camsi karbon elektrot yiizeyinde
elektrokaplama yontemi ile NiO nanopartikiilleri olusturulmustur. Hazirlanan NiO
modifiye cams1 karbon elektrot GOx ¢ozeltisi igerisine daldirilmis ve +0,80 V potansiyelde
elektrocoziinme yontemi ile enzimin elektrot yiizeyine immobilizasyonu saglanmistir.
NiO/GOx/GC elektrodu ferrosenmetanol medyatorii varliginda +0,30 V potansiyelde

glukozun yiikseltgenmesine karsi tistiin elektrokatalitik 6zellik gostermistir [71].

Kong ve arkadaslar1 2009 yilinda yaptiklar1 bir ¢aligmada altin elektrot yiizeyini ZnO
nanotiipleri ile kaplamis ve glutaraldehit ile ¢apraz baglanan glukoz oksidaz enzimi Au-
ZnO nanotiip elektrodun yiizeyine adsorplanmistir. Hazirlanan biyosensor ile SCE’ye kars1
+0,80 V potansiyelde glukoz tayini yapilmig ve tayin smir1 1,0 pM olarak bulunmustur
[72].

Doretti ve arkadaglar1 1997 yilinda yaptiklar1 ¢alismada PVA kriyojel membran iizerine
glukoz oksidaz immobilize edilereck yeni bir biyosensor hazirlanmistir. Enzim
immobilizasyonunda herhangi bir capraz baglayict kullanilmamistir. Biyosensoriin
davranisi, olusan hidrojen peroksit ile izlenmistir. Kalibrasyon Grafiginin 5,0x10°-

13,0x10-*M araliginda dogrusal oldugu gdzlenmistir [73].
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3. DENEYSEL KISIM

3.1. Cihazlar ve Malzemeler

3.1.1. Elektrokimyasal analiz cihaz1

Amperometrik 6lgme islemlerinde BAS Epsilon-EC-Ver 1.40.67 NT elektrokimyasal

analiz cihazi kullanildi.

3.1.2. Hiicre ve elektrotlar

Amperometrik O0lgme islemlerinde Sekil 3.1° de verilen ii¢ elektrotlu 6lgme sistemi
kullanild1. Referans elektrot olarak BAS RE-5B no’lu Ag/AgCl, karsit elektrot olarak MW
1032 no’lu platin tel ve calisma elektrodu olarak 0,5 cm? yiizey alanli ve polianilin-

polipirolile kaplanmis platin levha elektrotlar kullanildi.

Sekil 3.1. Kaplama ve 6lgiimde kullanilan hiicre sistemi

3.1.3. Mikro pipet

5 pL — 500 pL ¢ozelti ilaveleri i¢in + 0,05 pL hassasiyeti olan mikro pipetler kullanildi.
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3.1.4. Argon gazn

Cozeltide ¢oziinmiis halde bulunan oksijeni uzaklastirmak ig¢in Kargaz firmasindan temin

edilen yiiksek safliktaki (% 99,999) argon gazi kullanild1.

3.1.5. Saf su

(Cozeltilerin hazirlanmasinda kullanilan saf su; GFL marka saf su cihazindan sagland.

3.1.6. pH metre

Tampon ¢ozeltilerinin pH’larmnin dl¢iilmesinde ORION Model 720A pH iyonmetre cihazi
kullanilda.

3.1.7. Su banyosu

Isitma, sogutma ve sabit sicaklik caligmalarinin gerektigi durumlarda Grant W14 marka

termostath sirkiilasyonlu su banyosu kullanildi.

3.1.8. SEM analizi

Gazi Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji bdliimiinde JEOL JSM-6060 LV
markali cihazda elektrotlarin yiizey fotograflar1 elde edildi.

3.1.9. AFM cihaz

Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Fizik boliimiinde Omicron AFM/STM kombine sistem

markali cihazda elektrotlarm yiizey fotograflari elde edildi.

3.1.10. Yiizey temas acis1 analiz cihaz

Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya boliimiinde flas kamera aksesuarli Kruss DSA100
markali cihazda elektrotlarin yiizey fotograflari elde edildi.
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3.2. Kullanilan Reaktifler ve Ozellikleri

Calismada kullanilan kimyasal maddelerin adlari, saflik dereceleri ve temin edildikleri

firmalar Cizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan kimyasal maddelerin adlari, saflik dereceleri ve temin

edildikleri firmalar

Kimyasal Madde Saflik Derecesi TeminEdildigi Firma
Pirol %98 Aldrich
Dodesil Benzen Siilfonat - Aldrich
Sodyum hidroksit(NaOH) %96 Carlo Erba
Hidroklorik asit(HCI) %36,5 BDH
Monosodyumbhidrojenfosfat(NaH.PO.) %99 Carlo Erba
Disodyumhidrojenfosfat(Na;HPO,) %99 Merck
Hidrojen peroksit(H205) %30 &=1,11 g/mL Merck
Sodyum perklorat(NaClO,) %98 Aldrich
Glukoz(CgH1206) - Merck
Urik asit (CsN4O3Ha) %99 Sigma
Parasetamol (Asetominofen) %99,4 -
Askorbik asit(CsHgOs) %99,7 BDH

3.2.1. Kullanilan ¢ozeltiler

Hidrojen peroksit: % 30’luk 6=1,11 g/mL olan hidrojen peroksitten 102 pL alinarak
derisimi 0,1 M olacak sekilde 10 mL stok c¢ozelti hazirlandi. 10°ar mL 1,0x102 M ve
1,0x10° M hidrojen peroksit ¢ozeltileri de su ile seyreltilerek hazirlandi.

Fosfat tamponu: Monosodyum hidrojen fosfat ve disodyum hidrojen fosfattan sirasiyla
2,184 ve 12,513 gram tartilarak saf suda ¢oziildii, hazirlanan ¢6zeltinin pH’s1 1,0 M NaOH
ve 1,0 M HCI ile 8’e ayarland1 ve cozeltideki analitik derisimi 0,1 M olacak sekilde
seyreltildi. Farkli pH ve derisimlerdeki tampon ¢ozeltileri hazirlamak i¢in ayni yol izlendi.

Tampon ¢ozelti buzdolabinda +4 °C’de sakland1.
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Enzim ¢ozeltisi: Toplam aktivitesi 21200 iinite olan glukoz oksidaz enziminden 0,1 g alind1
ve pH’s1 7 olan 0,1 M fosfat tamponunda ¢6ziildiikten sonra hacim 6lgiilii balonda 10
mL’ye tamamland1 (2120 iinite/mL). Deney sirasinda kullanilacak olan enzim ¢o6zeltisi
buzdolabinda bekletildi. Cozelti uzun siire kullanilmadigr zaman derin dondurucuda

sakland.

Glukoz ¢ozeltisi: 1,9817 gram tartilan glukoz, pH’s1 7 olan 0,1 M fosfat tamponuyla
tamamlanarak 1 M 10 mL stok ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢6zeltiden belirli bir miktar alinarak
ve ayn1 sekilde 0,1 M fosfat tamponu ile seyreltilerek 1,0x10? M-1,0x10* M 10 mL
glukoz ¢ozeltileri hazirland1. Farkli pH’larda glukoz platin yiizeyde elektropolimerlesmesi
gerceklestirildi. Elektrokimyasal hiicreye pH c¢ozeltisi hazirlamak i¢in 0,1 M fosfat
tamponu, 1 M NaOH ve 1 M HCI ile istenilen pH’lara ayarland1 ve ayni yol izlendi.
Hazirlanan glukoz ¢ozeltisi en fazla 7 giin kullanildi. Bu siire i¢inde buzdolabinda

muhafaza edildi.

Sodyum perklorat: Kat1 sodyum perklorattan 12,5 gram tartilip 1 M 100 mL stok NaClO4

¢Ozeltisi hazirlandi.

Askorbik asit ¢ozeltisi: Kat1 askorbik asitten 0,044 gram tartilarak pH=7,5 olan 0,1 M
fosfat tamponunda 1,0x102 M 25 mL stok askorbik asit ¢ozeltisi hazirlandi. Farkli
derisimlerdeki askorbik asit ¢ozeltileri, stok askorbik asit ¢ozeltisinden belli hacimlerde

almarak fosfat tamponuyla seyreltilerek hazirlandi.

Urik asit ¢ozeltisi: Kati iirik asitten 0,042 gram tartilarak 0,1 M Li.COs ¢dzeltisinde
¢oziildiikten sonra pH=7,5 olan 0,1 M fosfat tamponu eklenerek 1,0x102 M 25 mL stok
iirik asit ¢ozeltisi hazirlandi. Farkli derisimlerdeki iirik asit ¢ozeltileri, stok tirik asit

cozeltisinden belli hacimlerde alinarak fosfat tamponuyla seyreltilerek hazirland.

Parasetamol ¢ozeltisi (asetaminofen): Kat1 parasetamolden 0,037 gram tartilarak, iizerine
pH=7,5 olan 0,1 M fosfat tamponu eklenip 1,0x102 M 25 mL stok parasetamol ¢dzeltisi
hazirlandi. Farkli derisimlerdeki parasetamol cozeltileri stok parasetamol ¢ozeltisinden

belli hacimlerde alinarak fosfat tamponuyla seyreltilerek hazirlanda.
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Sodyum hidroksit ¢ozeltisi: Kat1 sodyum hidroksitten 1,01 gram tartilip saf suda ¢oziilerek
1 M 25 mL ¢ozeltisi hazirlandi.

Hidroklorik asit ¢ozeltisi: Derisik HCl’den 2,3 mL alinip saf su ile seyreltilerek 1 M
25 mL ¢ozeltisi hazirland1.

3.3. Platin Yiizeye Polianilin-Polipirol Kaplanmasi

Elektrot yiizeyinin temizlenmesi: Kaplama isleminden Once platin levhanin yiizeyi
mekanik, kimyasal ve elektrokimyasal olarak temizlendi. lk olarak platin yiizeyi sifir
numara zimpara ile parlatildi, daha sonra aleve tutuldu. 5 dakika stire ile aseton, etil alkol,
derisik HCI ve derisik nitrik asit igerisinde bekletildi. Tekrar saf su ile yikandi, kurutuldu
ve yiizeydeki su uzaklastirildi. Her kaplama isleminden 6nce yiizey bu sekilde temizlendi
[74].

Temizlenmis Pt levha elektrodunun yiizeyi polianilin-polipirol-dodesilbenzen siilfonat film
ile kaplandi. Polianilin ve polipirol, elektrot yiizeyine anilinin ve piroliin
elektropolimerlesmesi ile biriktirildi. Elektropolimerlesmede tighi elektrot sistemi
kullanild1. Calisma elektrodu olarak platin levha ( 0,5 cm? ), karsit elektrot olarak platin tel
ve referans eclektrot olarak da Ag/AgCl elektrot kullanildi. Polianilin-polipirol-
dodesilbenzen stilfonat filmi 2 agsamada olusturuldu. Polianilin film elde etmek amaciyla
anilin hiicre i¢i derigimi 0,15 M olacak sekilde 106 pL anilin, 9,894 mL siilfiirik asit
eklenmesiyle toplam 10 mL’lik bir ¢6zelti hazirlandi. Bu ¢ozeltiye temizlenmis platin
elektrot daldirildi ve 10 dakika argon gazi gecirilerek ¢ozeltideki oksijen uzaklastirildi.
Elektropolimerizasyon islemi doniisiimlii voltametri teknigi ile -1,2 V - +10 V
potansiyelleri arasinda, 20 mV/s tarama hizinda ve 10 cevrimde yapildi. Kaplama
isleminden sonra elektrot ylizeyi saf su ile temizlendikten sonra elektrot iizerine polipirol-
dodesilbenzen siilfonat kaplamak iizere pirol hiicre i¢i derisimi 0,15 M olacak sekilde 106
uL pirol, 5 mL dodesilbenzen siilfonat, 4,894 mL saf su eklenmesiyle toplam 10 mL’lik bir
¢ozelti hazirlandi. Bu polianilin kapli platin elektrot daldirildi ve 10 dakika argon gazi
gecirilerek cozeltideki oksijen uzaklastirildi. Elektropolimerizasyon islemi doniistimlii
voltametri teknigi ile -0,80 V - +0,80 V potansiyelleri arasinda, 20 mV/s tarama hizinda ve

4 cevrimde yapildi. Kaplama isleminden sonra elektrot ylizeyi saf su ile yikandiktan sonra
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kullanilmak tizere tampon ¢ozelti i¢inde bekletildi. Boylece platin/polianilin-polipirol
(Pt/PANI-PPy) elektrot hazirland:.

3.4. Platin/Polianilin-Polipirol (Pt/PANI-PPy) Elektrot Icin En Iyi Cahsma

Kosullarinin Arastirilmasi
3.4.1. Calisma potansiyelinin belirlenmesi

Boliim 3.3’de anlatildig: gibi hazirlanan Pt/PANI-PPy elektrot, Ag/AgCI elektrot ve platin
tel pH’s1 7,0 olan 9 mL fosfat tamponu ve 1 mL 1 M sodyum perklorattan olusan hiicreye
batirildi. Kararli bir akim elde etmek i¢in 0,40 V’da dengeye birakildi ve denge akimi
kaydedildi. Daha sonra elektrokimyasal hiicreye artan derisimlerde hidrojen peroksit
¢ozeltisi eklendi, her bir ilaveden sonra 300 saniye karistirildi [39] ve 0,40 V sabit
potansiyelde 200 saniye sonunda akim degerleri okundu ve kaydedildi. Okunan akim
degerleri ile denge akimi arasindaki farklar alinarak her bir derisim icin Ai degerleri
hesaplandi. Elde edilen akim farklar1 (Ai) hidrojen peroksit derisimine karsi grafige
gecirildi. 0,50 V, 0,60 V ve 0,70 V potansiyelleri i¢cin de ayn1 islemler gergeklestirildi.

Elde edilen akim farklar1 (Ai) hidrojen peroksit derisimine karsi grafige ge¢irildi (Sekil

4.2) ve grafikten elektropolimerleme igin en iyi ¢alisma potansiyeli belirlendi.
3.4.2. Anilin derisiminin etkisi

Bolim 3.3’de anlatildigi gibi Pt/PANI-PPy elektrot hazirlanirken kullanilan
elektrokimyasal hiicredeki anilin derisiminin elektrodun hidrojen peroksite duyarliligina
etkisini incelemek amaciyla, elektropolimerlestirme islemi 3 farkli anilin derisiminde
gerceklestirildi: 0,1 M; 0,15 M; 0,2 M. Elektrokimyasal hiicreye hiicre i¢i derisimi 0,05 M
olacak sekilde anilin, 9,965 ml siilfiirik asit konuldu. Bu ¢ozeltiye temizlenmis platin
elektrot, Ag/AgCI elektrot ve platin tel daldirildi. Daha sonra 10 dakika argon gazi
gecirilerek ortamdan oksijen uzaklastirildi. -1,2 V - +1,0 V’da anilinin siilfiirik asitli
ortamda platin ylizeyde elektropolimerlesmesi gergeklestirildi. Elektrokimyasal hiicreye
pH degeri 7,0 olan fosfat tamponu c¢ozeltisinden 9 mL ve 1 M sodyum perklorat
cozeltisinden 1 mL ilave edildi. Kararli bir akim elde etmek i¢in 0,40 V sabit potansiyelde

dengeye getirildi. Daha sonra elektrokimyasal hiicreye artan derisimlerde hidrojen peroksit
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cozeltisi ilave edildi. 300 saniye karistirildi ve sabit potansiyelde 200 saniye sonunda
akimlar kaydedildi. Bu islemler diger 0,15 M; 0,2 M anilin derisimleri i¢in de
gerceklestirildi. Elde edilen akim farklari hidrojen peroksit derisimine karsi grafige

gecirildi (Sekil 4.3) ve grafikten elektropolimerlesme igin en iyi anilin derisimi belirlendi.

3.4.3. Pirol derisiminin etkisi

Bolim 3.3’de anlatildigi gibi Pt/PANI-PPy film elektrot hazirlanirken kullanilan
elektrokimyasal hiicredeki pirol derisiminin elektrodun hidrojen peroksite duyarliliina
etkisini incelemek amaciyla elektropolimerlestirme islemi 5 farkli pirol derisiminde
gergeklestirildi: 0,025, 0,05 M; 0,1 M; 0,15 M; 0,2 M. Elektrokimyasal hiicreye, hiicre i¢i
derisimi 0,05 M olacak sekilde pirol, 5 mL DBS ve 4,9645 mL su konuldu. Bu ¢6zeltiye
polianilin kapl platin elektrot, Ag/AgCl elektrot ve platin tel daldirildi. Daha sonra 10
dakika argon gazi gecirilerek ortamdan oksijen gazi uzaklastirildi. -0,80 V - +0,80 V’da
piroliin dodesilbenzen siilfonathh ortamda platin ylizeyde -elektropolimerlesmesi

gergeklestirildi.

Elektrokimyasal hiicreye pH degeri 7,0 olan fosfat tamponu ¢o6zeltisinden 9 mL ve 1 M
sodyumperklorat ¢ozeltisinden 1 mL ilave edildi. Kararli bir akim elde etmek i¢in elektrot
0,40 V sabit potansiyelde dengeye getirildi ve denge akimi kaydedildi. Daha sonra
elektrokimyasal hiicreye artan derigimlerde hidrojen peroksit ¢ozeltisi ilave edildi, her bir
ilaveden sonra 300 saniye karistirildi ve 0,40 V sabit potansiyelde 200 saniye sonunda
akim degerleri okundu ve kaydedildi. Okunan akim degerleri ile denge akimi arasindaki
farklar alinarak her bir derisim i¢cin Ai degerleri hesaplandi. Elde edilen akim farklar1 (A1)
hidrojen peroksit derisimine karsi grafige gegirildi (Sekil 4.4). Ayni islemler 0,025 M;
0,1 M; 0,15 M; 0,2 M pirol derisimleri i¢in de gergeklestirildi. Elde edilen grafikten

elektropolimerlesme icin en iyi pirol derisimi belirlendi.

3.4.4. Dodesil benzen siilfonat derisiminin etkisi

Bolim 3.3’de anlatildigi  gibi Pt/PANI-PPy elektrot hazirlanirken kullanilan
elektrokimyasal hiicredeki dodesilbenzen siilfonat derisiminin elektrodun hidrojen
peroksite duyarliligina etkisini incelemek amaciyla, elektropolimerlestirme islemi 3 farkl

DBS derisiminde gergeklestirildi: 0,05 M; 0,1 M; 0,15 M. Elektrokimyasal hiicreye hiicre
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ici derigimi 0,05 M olacak sekilde 2,5 mL DBS, 106 uL pirol ve 7,394 mL su konuldu. Bu
cozeltiye polianilin kapl platin elektrot, Ag/AgCl elektrot ve platin tel daldirildi. Daha
sonra 10 dakika argon gazi gegirilerek ortamdan oksijen uzaklastirildi. -1,2 V - +1,0 V’da
piroliin dodesil benzen siilfonathi ortamda degeri 7,0 olan fosfat tamponu ¢ozeltisinden
9 mL ve 1 M sodyumperklorat ¢ozeltisinden 1 mL ilave edildi. Kararli bir akim elde etmek
icin 0,4 V sabit potansiyelde dengeye getirildi ve denge akimi kaydedildi. Daha sonra
elektrokimyasal hiicreye artan derisimlerde hidrojen peroksit ¢ozeltisi ilave edildi, her bir
ilaveden sonra 300 saniye karistirildi ve 0,4 V sabit potansiyelde 200 saniye sonunda akim
degerleri okundu ve kaydedildi. Okunan akim degerleri ile denge akimi arasindaki farklar
alinarak her bir derisim i¢in Ai degerleri hesaplandi. Elde edilen akim farklar1 (A1) hidrojen
peroksit derisimine kars1 grafige gegirildi (Sekil 4.5). Ayni islemler 0,1 M; 0,15 M DBS
derisimleri igin de gergeklestirildi. Elde edilen grafikten elektropolimerlesme igin en iyi
DBS derisimi belirlendi.

3.4.5. Polianilin icin ¢evrim sayisinin etkisi

Boliim 3.3’de anlatildig1 gibi hazirlanan polianilin film elektrodunun film kalinliginin,
elektrodun hidrojen peroksite duyarliligma etkisi farkli ¢evrimlerde kaplama islemi
gergeklestirilerek incelendi. Bu amagla platin elektrot 8 ¢evrim, 10 ¢evrim, 12 ¢evrimde
anilinin hiicre i¢i derisimi 0,15 M olacak sekilde boliim 3.3’de anlatildig1 gibi kapland1 ve
her bir elektrot pH’s1 7,0 olan fosfat tamponu ¢ozeltisinden 9 mL ve 1 mL sodyum
perklorat ¢cozeltisinden olusan elektrokimyasal hiicre igerisinde 0,4 V’da dengeye getirildi
ve denge akimi kaydedildi. Denge isleminden sonra elektrokimyasal hiicreye artan
derisimlerde hidrojen peroksit ¢ozeltisi ilave edildi, her bir ilaveden sonra 300 saniye
karigtirildt ve 0,4 V sabit potansiyelde 200 saniye sonunda akim degerleri okundu ve
kaydedildi. Okunan akim degerleri ile denge akimi arasindaki farklar alnarak her bir
derisim icin Ai degerleri hesaplandi. Elde edilen akim farklar1 (Ai) hidrojen peroksit

derigimine kars1 grafige gegirildi (Sekil 4.6) ve grafikten en uygun ¢evrim sayisi belirlendi.

3.4.6. Polipirol icin ¢evrim sayisinin etkisi

Boliim 3.3’de anlatildig1 gibi hazirlanan Pt/PANI-PPy film elektrodunun film kalinliginin,
elektrodun hidrojen peroksite duyarliligina etkisi farkli ¢evrimlerde kaplama islemi

gerceklestirilerek incelendi.
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Bu amagla platin elektrot 2 ¢evrim, 4 ¢evrim, 6 ¢evrim; piroliin hiicre i¢i derisimi 0,15 M;
DBS’nin hiicre i¢i derisimi 0,1 M olacak sekilde boliim 3.3°de anlatildig: gibi kaplandi ve
her bir elektrot pH’s1 7,0 olan fosfat tamponu c¢ozeltisinden 9 mL ve 1 mL sodyum
perklorat ¢ozeltisinden olusan elektrokimyasal hiicre igerisinde 0,4 V’da dengeye getirildi
ve denge akimi kaydedildi. Denge isleminden sonra elektrokimyasal hiicreye artan
derisimlerde hidrojen peroksit ¢ozeltisi ilave edildi, her bir ilaveden sonra 300 saniye
karstirildt ve 0,4 V sabit potansiyelde 200 saniye sonunda akim degerleri okundu ve
kaydedildi. Okunan akim degerleri ile denge akimi arasindaki farklar alinarak her bir
derisim icin Ai degerleri hesaplandi. Elde edilen akim farklar1 (Ai) hidrojen peroksit

derisimine kars1 grafige gegirildi (Sekil 4.7) ve grafikten en uygun ¢evrim sayis1 belirlendi.

3.4.7. Pt/PANI-PPy film elektrodun SEM analizi

Boliim 3.3°de anlatildig1 gibi hazirlanan Pt/PANI-PPy film elektrodun en iyi ¢alisma
kosullar1 belirlendikten sonra film elektrodun SEM analizi yapilmasi i¢cin degisik yiizey
fotograflar1 ¢ekildi ve ¢ekilen fotograflar arasindan en uygun olan goriintii secildi (Sekil
4.10).

3.4.8. Pt/PANI-PPy film elektrodun AFM analizi

Boliim 3.3°de anlatildig1 gibi hazirlanan Pt/PANI-PPy film elektrodun en iyi ¢alisma
kosullar1 belirlendikten sonra film elektrodun AFM analizi yapilmasi i¢in degisik yiizey

fotograflar1 ¢ekildi ve ¢ekilen fotograflar arasindan en uygun olan goriintii se¢ildi (Sekil
4.12).

3.4.9. Pt/PANI-PPy film elektrodun yiizey temas acis1 analizi

Bolim 3.3°de anlatildig1 gibi hazirlanan Pt/PANI-PPy film elektrodun en iyi ¢alisma
kosullar1 belirlendikten sonra film elektrodun ylizey temas agis1 analizi yapilmasi igin
degisik yiizey fotograflar1 ¢ekildi ve cekilen fotograflar arasindan en uygun olan goriintii

secildi (Sekil 4.14).
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3.5. Pt/PANI-PPy Film Elektrot ile Serbest Enzim Calismasi

Bolim 3.3°de anlatildig1 gibi hazirlanan elektrot; pH’st 7,0 olan 0,1 M 9 mL fosfat
tamponu ve 1 mL 1 M destek elektrolit (NaClO4) bulunan ¢ozeltiye daldirilarak 0,40 V’da
dengeye getirildi. Ardindan 50 pL glukoz oksidaz enzimi ilave edilerek enzimli ortamda
dengeye gelmesi beklendi ve denge akimi kaydedildi. Daha sonra artan derisimlerde
glukoz ¢ozeltisi ilaveleri yapildi. Her bir ilaveden sonra 300 saniye karistirildi ve 0,40 V
sabit potansiyelde 200 saniye sonunda akim degerleri okundu ve kaydedildi. Okunan akim
degerleri ile denge akimi arasindaki farklar alinarak her bir derisim i¢cin Ai degerleri
hesaplandi. Elde edilen akim farklar1 (Ai) glukoz derisimine kars1 grafige gegirildi (Sekil
4.8).

3.6. Biyosensoriin Hazirlanmasi

Glukoz oksidaz enzimi, polimerin elektrot yiizeyinde elektropolimerlesmesi sirasinda
ortama konularak, polimere hapsetme yontemiyle immobilize edildi. Immobilizasyon i¢in
ticlii elektrot sistemi kullanildi (Sekil 3.1). Calisma elektrodu olarak platin levha (0,5 cm?),
karsit elektrot olarak platin tel ve referans elektrot olarak Ag/AgCl elektrot kullanildi.
Boliim 3.3’de anlatildig1 gibi platin levha, ilk olarak anilin ile kaplandi. Daha sonra anilin
ile kapli olan platin levha, Ag/AgCl elektrot ve platin tel 106 pL pirol; 5 mL dodesil
benzen siilfonat; 500 puL glukoz oksidaz (2120 iinite/mL) enzimi, 4,394 mL saf su igceren
10 mL’lik hiicre icerisine daldirild1 ve 10 dakika argon gazi gegirilerek ¢ozeltideki oksijen
uzaklastirildi. Elektropolimerizasyon islemi doniisiimlii voltametri teknigi ile -0,8 V - +0,8
V potansiyelleri arasinda, 20 mV/s tarama hizinda ve 4 ¢evrimde yapildi. Glukoz oksidaz
hapsetme yontemiyle immobilize edilmis oldu. Elde edilen Pt/Polianilin-Polipirol-glukoz
oksidaz (Pt/PANI-PPy-GOx) enzim elektrodunun yiizeyi bol saf su ile yikandi. Biyosensor

kullanilmadig1 zamanlarda buzdolabinda +4 °C’de fosfat tamponunda bekletildi.

3.6.1. Pt/PANI-PPy-GOx biyosensériiniin SEM analizi

Boliim 3.6°da anlatildig1 gibi hazirlanan biyosensoriin SEM analizi yapilmak i¢in degisik
yiizey fotograflar1 ¢ekildi ve cekilen fotograflar arasindan en uygun olan goriintii secildi.
Pt/PANI-PPy film elektrot ile Pt/PANI-PPy-GOx biyosensoriiniin SEM fotograflar1 (Sekil
4.11) karsilastirild1.
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3.6.2. Pt/PANI-PPy-GOx biyosensoriiniin AFM analizi

Bolim 3.6°da anlatildig1 gibi hazirlanan biyosensoriin AFM analizi yapilmak i¢in degisik
yiizey fotograflari ¢ekildi ve ¢ekilen fotograflar arasindan en uygun olan goriintii segildi.
Pt/PANI-PPy film elektrot ile Pt/PANI-PPy-GOx biyosensoriiniin AFM fotograflari (Sekil
4.13) karsilagtirildi.

3.6.3. Pt/PANI-PPy-GOx biyosensoriiniin yiizey temas acis1 analizi

Boliim 3.6°da anlatildig1 gibi hazirlanan biyosensoriin yiizey temas agisi analizi yapilmak
icin degisik yiizey fotograflar1 ¢ekildi ve cekilen fotograflar arasindan en uygun olan
goriintli secildi. Pt/PANI-PPy film elektrot ile Pt/PAN-PPy-GOx biyosensoriiniin yiizey
temas agis1 fotograflar1 (Sekil 4.15) karsilastirildi.

3.7. Biyosensoriin Duyarhiligimin Belirlenmesi

Bolim 3.6’da anlatildig1 gibi hazirlanan Pt/PANI-PPy-GOx biyosensoriiniin  glukoza
duyarliiginm belirlenmesi igin iiglii elektrot sistemi kullanildi (Sekil 3.1). Uglii elektrot
sisteminde ¢alisma elektrodu olarak hazirlanan biyosensor, referans elektrot olarak
Ag/AgCl elektrot, karsit elektrot olarak ise platin tel kullanildi. Elektrokimyasal hiicreye
pH’s1 7,0 olan fosfat tamponu ¢6zeltisinden 9 mL ve 1 M’lik destek elektrolit (NaClOa)
¢ozeltisinden 1 mL konuldu. Kararli bir akim elde etmek i¢in 0,40 V sabit potansiyelde
biyosensor dengeye getirildi ve denge akimi kaydedildi. Kararli hale gelmesinden sonra
farkli derisimlerde hazirlanan glukoz ¢ozeltilerinden ilaveler yapildi. Her bir ilaveden
sonra ¢ozelti 300 saniye karistirildi ve 0,40 V sabit potansiyelde 200 saniye sonunda akim
degerleri okundu ve kaydedildi. Okunan akim degerleri ile denge akimi arasindaki farklar
alinarak her bir derisim icin Ai degerleri hesaplandi. Elde edilen akim farklar1 (Ai) glukoz
derigimine kars1 grafige gegirildi (Sekil 4.9) ve grafikten glukoz igin duyarli ¢aligma araligi

belirlendi.

3.8. Biyosensoriin En iyi Cahsma Kosullarinin Belirlenmesi

Biyosensoriin en iyi ¢alisma kosullarinin belirlenmesi i¢cin pH’nin etkisi, sicakligin etkisi,
substrat derisiminin etkisi, biyosensoriin tekrar kullanilabilirligi, girisim etkisi ve raf

Omriiniin belirlenmesi ¢aligildi.
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3.8.1. pH’nin etkisi

Bolim 3.6’da anlatildigi gibi hazirlanan ve kararli hale getirilen biyosensoriin
amperometrik cevap akimi iizerine pH’nin etkisini incelemek amaciyla sekiz farkli pH
degerinde biyosensoriin amperometrik cevap akimlari 6l¢iildii. Her bir tampon ¢ozeltisiyle
ayr1 ayr1 1,0x10? M’lik glukoz ¢ozeltileri hazirlandi. Hiicre igine pH degeri 5,5 olan
tampon ¢ozeltisinden 9 mL ve 1 M’lik destek elektrolit (NaClOs) ¢ozeltisinden 1 mL
konuldu. Kararli bir akim elde etmek icin biyosensor bu ¢ozeltide 0,40 V’da dengeye
getirildi ve denge akimi kaydedildi. Daha sonra pH degeri 5,5 olan tampon ¢ozeltisi ile
hazirlanan glukoz ¢ozeltisinden hiicre i¢i glukoz derisimi 5,0x10° M olacak sekilde
hiicreye ilave edildi. 300 saniye karistirildi ve 0,40 V sabit potansiyelde 200 saniye
sonunda akim degeri kaydedildi ve denge akimiyla farki alinarak pH 5,5 i¢in Ai degeri
hesaplandi. Ayn1 islemler pH degeri 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 8,5; 9,0 olan fosfat tamponlar1
icin tekrarlandi. Okunan akim degerleri ile denge akimi arasindaki farklar alinarak her bir
pH ortami i¢in A1 degerleri hesaplandi. Farkli pH degerlerindeki her bir ¢ozelti i¢cin sabit
potansiyelde elde edilen akim farklar1 (Ai) pH’ya kars1 grafige gecirildi (Sekil 4.16) ve

grafikten biyosensoriin en iyi ¢alisma pH degeri belirlendi.
3.8.2. Sicakhgin etkisi

Bolim 3.6’da anlatildigi gibi hazirlanan ve kararli hale getirilen biyosensoriin
amperometrik cevap akimi {izerine sicakligin etkisini incelemek amaciyla on bir farkl
sicaklik degerinde biyosensoriin amperometrik cevap akimlar1 6lgiildii. Hiicre igine pH’s1
7,5 olan tampon ¢ozeltisinden 9 mL ve 1 M’lik destek elektrolit (NaCIOa4) ¢ozeltisinden
1 mL konuldu. Su banyosu kullanilarak hiicre i¢indeki ¢6zeltinin sicakligi 20 °C olacak
sekilde ayarlandi. 0,40 V sabit potansiyelde dengeye getirildi ve denge akimi kaydedildi.
Sonra hiicre ici derisimi 5,0x10° M olacak sekilde glukoz ¢ozeltisi ilave edildi. lave
sonrasinda 300 saniye karistirildi ve 0,40 V sabit potansiyelde 200 saniye sonunda akim
degeri kaydedildi ve denge akimiyla farki almarak 20 °C icin Ai degeri hesaplandi. Ayni
islemler 25 °C; 30 °C; 35 °C; 40 °C; 45 °C; 50 °C; 55 °C; 60 °C; 65 °; 70 °C sicakliklar1
icin tekrarlandi. Okunan akim degerleri ile denge akimi arasindaki farklar alinarak her bir
sicaklik icin Ai degerleri hesaplandi. Sicakliga karsi dlglilen bu akim farklar1 grafige
gecirildi (Sekil 4.17) ve grafikten biyosensoriin en iyi ¢alisma sicaklik degeri belirlendi.
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3.8.3. Substrat derisiminin etkisi

Boliim 3.6’da anlatildig1 gibi hazirlanan biyosensoriin glukoza cevabi ve ¢aligma araligi
belirlendi. Biyosensor, pH’s1 7,5 olan 0,1 M 9 mL destek elektrolit (NaCIO4) ve 1 mL 1 M
sodyum perklorat bulunan c¢ozeltiye daldirildi. 0,40 V sabit potansiyelde dengeye
getirilerek denge akimi kaydedildi. Daha sonra 1,0x107 M - 1,0x10"? M hiicre i¢i derisim
araliginda glukoz ilaveleri yapildi. Her bir ilaveden sonra ¢ozelti 300 saniye karistirildi ve
0,40 V sabit potansiyelde 200 saniye sonundaki akim degerleri okundu ve kaydedildi.
Okunan akim degerleri ile denge akimi arasindaki farklar alinarak her bir glukoz derigimi
icin Ai degerleri hesaplandi. Glukoz derisimine karsi Olgiilen bu akim farklar1 grafige
gecirildi (Michaelis-Menten egrisi) (Sekil 4.18). Cizilen bu grafikten yararlanilarak
biyosensoriin ¢alisma araligi belirlendi. Ayrica elde edilen verilerden Lineweaver-Burk
Grafigi ¢izildi ve bu grafikten yararlanarak glukoz oksidaz enzimine 6zgii Km (gozlenen)

ve Vmak (gozlenen) degerleri belirlendi (Sekil 4.19).

3.8.4. Biyosensoriin tekrar kullanilabilirliginin belirlenmesi

Boliim 3.6’da anlatildig1 gibi hazirlanan ve kararli hale getirilen enzimsiz ve enzimli
biyosensoriin optimum sartlarda tekrar kullanilabilirligini belirlemek amaciyla hiicre i¢i
derisimi 5,0x10° M olacak sekilde glukoz ¢ozeltileri ile arka arkaya &lgiimler yapildi.
Okunan akim degerleri ile denge akimi arasindaki farklar alinarak Ai degerleri hesaplandi.
Bu dlgiimler sonucunda elde edilen amperometrik cevap akimlarma karsi 6lgme sayisi
grafige gecirildi (Sekil 4.21) ve bu grafikten olgiilen akim degisiklikleri kullanilarak

elektrodun tekrar kullanilabilme sayis1 belirlendi.

3.8.5. Biyosensoriin raf omriiniin belirlenmesi

Boliim 3.6’da anlatildig1 gibi hazirlanan ve kararli hale getirilen biyosensoriin raf dmriinii
belirlemek igin 35 giin boyunca degisik zaman araliklarinda 5,0x10° M glukoz
derisiminde biyosensdriin amperometrik cevap akimi 6l¢iildii. Okunan akim degerleri ile
denge akimi arasindaki farklar alinarak Ai degerleri hesaplandi. Yapilan Olgiimler
sonucunda elde edilen amperometrik cevap akimlar1 saklama siiresine karsi grafige

gegcirilerek biyosensoriin raf dmrii belirlendi (Sekil 4.22). Raf dmriinii belirleme siiresince
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+4 °C’da buzdolabinda fosfat tamponu icinde bekletilen biyosensoriin zaman gegtikge
polimerden enzimin s1zip sizmadig1 kontrolii yapildi.

3.8.6. Biyosensor iizerine girisim yapan maddeler

Boliim 3.6’da anlatildigi gibi hazirlanan ve kararli hale getirilen biyosensoriin optimum
sartlarda elde edilen amperometrik cevap akimi iizerine biyolojik sivilarda var olan ve
girisim etkisi yapabilecek bazi maddelerden iirik asit, parasetamol (asetaminofen) ve

askorbik asidin girigim etkileri incelendi.

Parasetamoliin (asetaminofen) girisim etkisinin incelenmesi

Boliim 3.6°da anlatildig1 gibi hazirlanan ve kararli hale getirilen biyosensoriin cevap akimi
lizerine parasetamoliin girisim etkisini incelemek iizere hazirlanan stok parasetamol
¢ozeltisinden, glukoz derisiminin 5x10° M oldugu hiicre ortammna, kandaki sinir degeri
olan 1,0x10® M olacak sekilde ilave edildi. Daha sonra 0,40 V sabit potansiyelde
amperometrik cevap akimi 6l¢iildii. Okunan akim degeri ile denge akimi arasindaki fark
almarak Ai degerleri hesaplandi. Ayn1 ¢dzelti iizerine hiicre igi derisimi 1x10* M olacak
sekilde parasetamol eklendi. 300 s karistirilip 200 s sonundaki akim okundu ve denge
akimi ile arasindaki fark alinarak glukoz ve parasetamoliin neden oldugu toplam cevap
akimi kaydedildi. Bu toplam akimdan 5x10° M glukozun neden oldugu cevap akimi
c¢ikarilarak 1x10 M parasetamoliin sebep oldugu cevap akimi bulundu. Bulunan bu akim

toplam cevap akimina oranlanarak 1x10*M parasetamoliin yiizde girisimi hesapland.

Ayni ¢ozelti iizerine hiicre i¢i derisimi 1,0x10° M olacak sekilde parasetamol ilavesi
yapildi. Ayni islemler uygulanarak 1,0x10° M parasetamol yiizde girisimi hesaplandi.
(Cizelge 4.2).

Urik asidin girisim etkisinin incelenmesi

Bolim 3.6’da anlatildigi gibi hazirlanan ve kararli hale getirilen biyosensoriin
amperometrik cevap akimi iizerine iirik asidin girisim etkisini incelemek iizere hiicre i¢i
derisimi 5x10®° M olacak sekilde iirik asit ilavesi yapildi. Cozelti 300 saniye karistirilip,
200 saniye sonundaki akim okundu ve denge akimu ile arasindaki fark alinarak; 1,0x10* M

glukozun sebep oldugu cevap akimi kaydedildi. Ayni ¢ozelti lizerine hiicre igi derisimi
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3,0x10* M olacak sekilde iirik asit ilavesi yapildi. Cozelti 300 saniye karistirilip, 200
saniye sonundaki akim okundu ve denge akimu ile arasindaki fark alinarak; glukozun ve
iirik asidin sebep oldugu toplam cevap akimi kaydedildi. Bu akimdan 5x10° M glukozun
sebep oldugu cevap akimi ¢ikarilarak 3,0x10* M iirik asidin sebep oldugu cevap akimi
bulundu. Bulunan bu akim toplam cevap akimina oranlanarak 3,0x10* M iirik asidin yiizde
girisimi hesaplandi. Ayn1 ¢dzelti iizerine hiicre i¢i derisimi 5,0x10* M olacak sekilde iirik
asit ilavesi yapildi. Ayni islemler uygulanarak 5,0x10* M iirik asidin yiizde girisimi
hesaplandi.  (Cizelge 4.2).

Askorbik asidin girisim etkisinin incelenmesi

Bolim 3.6’da anlatildig1 gibi hazirlanan ve kararli hale getirilen biyosensoriin
amperometrik cevap akimi iizerine askorbik asidin girisim etkisini incelemek tizere hiicre
ici derisimi 5x10™° M olacak sekilde glukoz ilavesi yapildi. Cézelti 300 s karistirilip 200 s
sonundaki akim okundu ve denge akimi ile arasindaki fark alinarak glukozun neden oldugu
cevap akim kaydedildi. Aym ¢dzelti {izerine hiicre i¢i derisimi 1x10* M olacak sekilde
askorbik asit eklendi. 300 s karistirilip 200 s sonundaki akim okundu ve denge akimu ile
arasindaki fark alinarak glukoz ve askorbik asitin neden oldugu toplam cevap akimi
kaydedildi. Bu toplam akimdan 5x10° M glukozdan kaynaklanan cevap akimi cikarilarak
1x10* M askorbik asidin cevap akimi bulundu. Bulunan bu akim toplam cevap akimma
oranlanarak 1x10M askorbik asidin yiizde girisimi hesapland1. Ayn1 ¢6zelti iizerine hiicre
ici derisimi 1,0x10° M olacak sekilde askorbik asit ilavesi yapildi. Ayni islemler
uygulanarak 1,0x10° M askorbik asidin yiizde girisimi hesaplandi. (Cizelge 4.2).






53

4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu calismada iletken polimer olan polipirol ve polianilin; platin yilizey {izerine
dodesilbenzen siilfonath ortamda kaplandi. Bu sekilde hazirlanan film elektrodun en iyi
calisma sartlar1 belirlendi. Bu amagla ¢alisma potansiyeli, pirol derisimi, anilin derigimi,
dodesilbenzen siilfonat derisimi, ¢evrim sayis1 belirlendi. Bu film iizerine enzim hapsetme
yontemiyle immobilize edildi. Hazirlanan biyosensoriin analitik ve biyokimyasal
ozellikleri incelendi. Film elektrot ve biyosensor yiizeyinin morfolojik yapist SEM, AFM,
Yiizey Temas Agis1 Olciimii gibi yontemlerle karakterize edildi. Biyosensor tlizerine pH,
sicaklik, substrat derisimi, girisim etkisi incelendi. Ayrica biyosensoriin tekrarlanabilirligi

ve raf Omri belirlendi.

Glukoz oksidazin tutturuldugu PANI-PPy filmi cozeltideki glukoz ile temas ettiginde
oksijen varliginda glukoz oksidaz enziminin etkisiyle glukonik asit ve hidrojen peroksit

olusmaktadir.

Glukoz + O, + H,0 — Sz ke , Glnkonik asit + H,0,

Enzimatik reaksiyon sonucu olusan hidrojen peroksit elektrot yilizeyinde sabit bir
potansiyelde yiikseltgenmektedir [75]. Hidrojen peroksidin anodik akimindaki artis glukoz

derigimiyle orantilidir.

» +0,4 V
]
{\ '
H,0, 1 GOx(FAD) Glukoz
2e° '
N
GOx(FADH,;) Glukonik asit

Pt PANI-PPy- DBS O

Elektrokimyasal Biyokimyasal
reaksiyon reaksiyon

Sekil 4.1. Glukozun glukonik aside yiikseltgenmesi sirasinda elektrot ylizeyinde
gerceklesen elektron aktarimi
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Calismada ilk olarak PANI-PPy filminin en iyi ¢alisma kosullar1 belirlenmistir. Daha sonra
bu filme glukoz oksidaz enzimi immobilize edilerek elde edilen biyosensoriin
biyokimyasal ve analitik Ozellikleri incelenmis ve ilgili sonucglarla yorumlar asagida

verilmistir.
4.1. Pt/PANI-PPy Elektrot icin En Iyi Calisma Kosullarinin Arastirilmasi
4.1.1. Cahisma potansiyelin belirlenmesi

Bolim 3.3’de anlatildigi gibi hazirlanan platin elektrot polianilin, polipirol ve
dodesilbenzen siilfonat ile kaplandi. Kaplama islemi gergeklestirildikten sonra 0,40 V;
0,50 V; 0,60 V ve 0,70 V olmak tizere dort farkli potansiyelde dengeye getirildi.

Sonra biyosensoriin hidrojen perokside duyarliligini belirlemek amaciyla yapilan hidrojen
peroksit ilavelerinden sonra elde edilen akim farklar1 almarak Ai degerleri hesapland1 ve

hidrojen peroksit derisimine kars1 grafige ge¢irildi, elde edilen grafik sekil 4.2’de verildi.

160
140
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—_ ¢0,7V
< 80 R2=0,9912
2 R?=0,993 HO0,6V
Pl 60 R?=0,9975 0,5V
R2 =0,9948
40 X 0,4V
20
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

-20 H,0, DERISIMI, (mM)

Sekil 4.2. Pt/PANI-PPy filmin elde edilme potansiyeli

Grafik incelendiginde 0,70 V sabit potansiyelde elde edilen akim degerlerinin diger
potansiyellere gore daha yiiksek oldugu ve 0,60 V potansiyelinde ¢izilen egrinin
dogrusalliginin diger potansiyellere gore daha iyi oldugu goriilmektedir. Fakat yiiksek

potansiyel degerlerinde biyolojik sivilarda bulunan bazi molekiillerin (askorbik asit, tirik
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asit, parasetamol v.b.) girisim yapmasi nedeniyle girisimin daha az olacagi en diisiik
potansiyel olan 0,40 V secildi. Ayrica 0,40 V’daki yapilan dlgiimler sonucu elde edilen
grafigin dogrusalliginin daha iyi oldugu goriilmektedir. Bu sebeplerden dolayr ¢alisma

potansiyeli olarak 0,40 V secildi.

4.1.2. Anilin derisiminin etkisi

Bolim 3.3’de anlatildigi gibi hazirlanan platin elektrotlar siilfiirik asitli ortamda 0,1 M;
0,15 M; 0,02 M derisimlerdeki anilin ile kaplandi. Bu dort farkli derisimlerde kaplanarak
olusturulan elektrotlarin 0,40 V sabit potansiyelde hidrojen perokside olan duyarlilig:

incelendi ve elde edilen grafik sekil 4.3’de verildi.
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25

20
<
E’ v R2=0,976 €0,AM
<

10 R2=0,994¢8 MO0,15M

R2=0,9861 A 0,2M
3 ]
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

H,O, DERISIMI, (mM)

Sekil 4.3. Pt/PANI-PPy elektrodunun hidrojen perokside duyarliligina anilin derisiminin
etkisi

0,1 M ve 0,2 M anilin derisimlerinde yapilan kaplamalarda elde edilen elektrotlar
kullanilarak ¢izilen egrilerin akim degerlerinin diisiik oldugu grafikte goriilmektedir. 0,15
M anilin derisiminde ¢izilen kalibrasyon egrisinin akim degerinin oldukca iyi oldugu
goriilmektedir. Anilin derisiminin diisik oldugu durumlarda kaplama sonucunda
hazirlanan elektrottaki platin ylizeyinde ¢ok ince bir film olustugu, yiiksek derisimlerde ise
filmin kalin olup akim iletiminin zor oldugu goriildii. Bundan dolayr en uygun anilin

derisimi 0,15 M olarak secildi.
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4.1.3. Pirol derisiminin etkisi

Boliim 3.3°de anlatildig1 gibi hazirlanan platin elektrotlar dodesilbenzen siilfonatli ortamda
0,05 M; 0,1 M; 0,15 M; 0,2 M derisimlerdeki pirol ile kaplandi. Bu dort farkli derisimlerde
kaplanarak olusturulan elektrotlarin 0,40 V sabit potansiyelde hidrojen perokside olan

duyarlilig1 incelendi ve elde edilen grafik sekil 4.4°de verildi.
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Sekil 4.4. Pt/PANI-PPy clektrodunun hidrojen perokside duyarliligma pirol derisiminin
etkisi

0,025 M; 0,05 M; 0,1 M ve 0,2 M pirol derisimlerinde yapilan kaplamalarda elde edilen
elektrotlar kullanilarak ¢izilen egrilerin akim degerlerinin disiik oldugu grafikten
goriilmektedir. 0,15 M’lik pirol derisiminde akimlarm digerlerine gore yliksek oldugu
goriilmektedir. 0,15 M pirol derisiminde ¢izilen kalibrasyon egrisinin akim degerlerinin
oldukca iyi oldugu goriilmektedir. Pirol derisiminin diisiik oldugu durumlarda kaplama
sonucunda hazirlanan elektrottaki platin yiizeyinde ¢ok ince bir film olustugu, yliksek
derisimlerde ise filmin kalin olup akim iletiminin zor oldugu goriildii. Bundan dolay1 en

uygun pirol derisimi 0,15 M olarak segildi.
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4.1.4. Dodesil benzen siilfonat derisiminin etkisi

Boliim 3.3’de anlatildig1 gibi hazirlanan platin elektrotlar 0,15 M anilin ve 0,15 M pirolli
ortamda 0,005 M; 0,05 M; 0,1 M; 0,15 M derisimlerdeki dodesilbenzen siilfonat ile
kaplandi. Bu ¢ farkli derisimlerde kaplanarak olusturulan elektrotlarmm 0,40 V sabit
potansiyelde hidrojen perokside olan duyarlilig1 incelendi ve elde edilen grafik sekil 4.5°de

verildi.
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Sekil 4.5. Pt/PANI-PPy elektrodunun hidrojen perokside duyarliligma dodesil benzen
siilfonat derisiminin etkisi

0,005 M; 0,05 M; 0,1 M; 0,15 M; dodesil benzen siilfonat derisimlerinde yapilan
kaplamalarda elde edilen elektrotlar kullanilarak c¢izilen egrilerde dogrusalligin en iyi ve
akimlarin en yiiksek oldugu derisim 0,1 M oldugu grafikten goriilmektedir. Bundan dolay1

en uygun dodesilbenzen siilfonat derisimi 0,1 M olarak se¢ildi.

4.1.5. Polianilin icin ¢cevrim sayisinin etkisi

Bolim 3.3’de anlatildigi gibi hazirlanan platin elektrotlarin cevabina ¢evrim sayismnin
etkisini belirlemek i¢in elektrodu kaplamak i¢in kullanilan ¢evrim sayist degistirildi ve 8
cevrim, 10 ¢evrim, 12 ¢evrim sayilarinda kaplama islemi gergeklestirildi. En ince film
kalinligina sahip elektrot olarak 8 c¢evrim kaplama yapilarak elde edilen polianilin kaph

elektrot alindi. Daha sonra g¢evrim sayilar1 artirilarak kaplamalar gergeklestirildi. Bu
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sekilde hazirlanan 3 farkli ¢evrim sayisina sahip polianilin kapl elektrotlarmin hidrojen
peroksite duyarlilig1 incelendi. Hidrojen peroksit derisimine kars1 akim farklari alinarak Ai

degeri hesapland1 ve hidrojen peroksit derisimine karsi grafige gecirildi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Polianilinin hidrojen perokside duyarliligina ¢evrim sayisinin etkisi

Grafik incelendiginde ii¢ farkli kaplamada en yiiksek akim 10 gevrim igin gozlenmistir.
Cevrim sayis1 8 ve 12 olan elektrot ile gerceklestirilen kaplama sonucunda hazirlanan
elektrotlardaki hidrojen peroksit 6l¢iimlerinde en iyi sonucu veren ve polimer tabakasinin

ince olmasindan dolayi iletkenligin ¢ok daha fazla oldugu tahmin edilmektedir.

4.1.6. Polipirol icin cevrim sayisinin etkisi

Boliim 3.3’de anlatildig1 gibi hazirlanan platin elektrotlarin cevabina ¢evrim sayisinin
etkisini belirlemek i¢in elektrodu kaplama da kullanilan ¢evrim sayis1 2 ¢evrim, 4 ¢evrim,
6 cevrimde kaplama islemi gerceklestirildi. 2 ¢cevrimden baslanmasinin nedeni; ¢alismada
kullandigimiz platin elektrot ¢ok kalm olup iletkenligi artrmakti. Daha az g¢evrimde
yapilan kaplama sonucunda elektrot ylizeyinin tam olarak kaplanmadigini, kaplama
kalinliginin ince oldugu belirlendi. Bu yiizden en ince film kalinligma sahip elektrot olarak
2 g¢evrim kaplama yapilarak elde edilen polipirol kapli elektrot alindi. Daha sonra ¢evrim
sayilar1 artirilarak kaplamalar gergeklestirildi. Bu sekilde hazirlanan 3 farkli ¢evrim
sayisina sahip Pt/PANI-PPy elektrodlarinin hidrojen peroksite duyarliligi incelendi.
Hidrojen peroksit derisimine karsi akim farklar1 alinarak Ai degeri hesaplandi ve hidrojen

peroksit derisimine karsi grafige gecirildi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Polipiroliin hidrojen perokside duyarliliga ¢evrim sayisinin etkisi

Grafik incelendiginde ti¢ farkli kaplamada en yiiksek akim 4 g¢evrim igin gdzlenmistir.
Cevrim sayist 2 ve 6 olan elektrot ile gergeklestirilen kaplama sonucunda hazirlanan
elektrottaki platin yiizeyinde istenen etki gozlenememistir. Tiim bu sebeplerden dolay1
calismamizda en uygun g¢evrim sayist 4 olarak secilmistir. Hazirlanan Pt/PANI-PPy

elektrodun hazirlanmasi i¢in en 1yi kosullar Cizelge 4.1°de verildi.

Cizelge 4.1. Pt/PANI-PPy elektrodunun hazirlanmasi igin en iyi kosullar

Degiskenler En Uygun Sartlar
Calisma Potansiyeli +04V

Anilin Derigimi 0,15 M

Pirol Derigimi 0,15 M

Dodesil Benzen Siilfonat 0,1M

Polianilin i¢in ¢evrim sayisi 10 Cevrim
Polipirol i¢in ¢evrim sayisi 4 Cevrim
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4.2. Serbest Enzim Calismasi

Bolim 3.5” e gore yapilan deneyler sonucunda oOlgiilen amperometrik cevap akimlari

glukoz derigimine kars1 grafige gegirildi.
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0,6
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Sekil 4.8. Serbest enzimin aktivitesi iizerine glukoz derisiminin etkisi (pH=7,0 fosfat
tamponu, 25 °C)

Grafige gore glukoz derisimi arttikga akim degerlerinin arttigi, ayn1 zamanda Pt/PANI-PPy

elektrodun glukoza duyarli oldugu gériilmektedir.

4.3. Biyosensoriin Hazirlanmasi

Yaptigimiz ¢alismada glukoza duyarli bir biyosensor elde etmek amaciyla bolim 3.6°da
anlatildig1 gibi polianilin-polipirol filme glukoz oksidaz enzimi hapsetme yontemi ile
immobilize edildi ve artan derisimlerde glukoz ilaveleri sonucu amperometrik cevap
akimlar1 kaydedildi. Elde edilen Ai degerleri hesaplanarak grafige gegirildi (Sekil 4.9).
Grafikten goriildiigii gibi biyosensor glukoza karst duyarlidir ve glukozun derisimi artik¢a

cevap akimida artmaktadir.
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Sekil 4.9. Biyosensoriin glukoza duyarliligi (pH=7,0 fosfat tamponu, 25 °C)

4.3.1. Pt/PANI-PPy-GOx biyosensoriiniin SEM analizi

Bolim 3.3’de anlatildig1 gibi hazirlanan film elektrot ve bolim 3.6’da anlatildig1 gibi
hazirlanan biyosensoriin taramali elektron mikroskobu (SEM) ile ¢ekilen fotograflar: sekil

4.10 ve sekil 4.11°de goriilmektedir.

Sekil 4.10. Pt/PANI-PPy filminin SEM fotografi
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Sekil 4.11. Pt/PANI-PPy-GOx biyosensoriiniin SEM fotografi

Enzim ile kaplanan elektrot filminin SEM fotografi ile enzimsiz kaplanan elektrot filminin
SEM fotografina bakildiginda ikisinin birbirinden ¢ok farkli oldugu goriilmektedir.
Biyosensor ylizeyinin SEM fotografina bakildiginda enzim molekiillerinin, polimer
yapmin iistiinde degisik bir sekilde yerlesmis olarak bulundugu goriilmektedir. PANI-PPy
filmin dogal goriintiisii taneciklidir. Glukoz oksidaz enzimi immobilize edildikten sonra

glukoz oksidazin hepsinin ayni bigimde dagilmasiyla tanecikli yap1 artmustir.

4.3.2. Pt/PANI-PPy-GOx biyosensoriiniin AFM analizi

Boliim 3.3° de anlatildig1 gibi hazirlanan film elektrot ve bolim 3.6°’da anlatildig1 gibi
hazirlanan biyosensoriin AFM (atomik kuvvet mikroskobu) ile c¢ekilen fotograflar1 sekil

4.12 ve sekil 4.13°de goriilmektedir.
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Sekil 4.12. Pt/PANI-PPy filminin AFM fotografi

505 um

(pm) 8 8 g

Sekil 4.13. Pt/PANI-PPy-GOx biyosensoriiniin AFM fotografi

Detayli olarak goriintiiler ilizerinde ¢alismalar yapilmis olup farkli biiytikliiklerde
goriintiiler almmistir. Ancak yapiy1 en iyi gdsteren goriintiiler yukarida verilmistir. Enzimli
ve enzimsiz goriintiiler birbirinden agik bir sekilde ayirt edilebilir durumdadir. Yapiya
glukoz oksidaz enziminin immobilizasyonu islemiyle yapida olusmus olan rastgele
dagilmis tanecikli yapilar enzimli yapi oldugu goriilmektedir. Enzimsiz (PANI-PPY)
yapismin yiizey morfolojisi, yapiya glukoz oksidaz enzimi ilavesiyle yilizeyde yeni bir
morfolojik yapilanma olugsmustur. Buna bagl olarak glukoz oksidaz immobilizasyon

islemi yiizeyi daha piirlizlii yapmustir.
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Bu sonug, yiizey piriizlilik degeri olan Root Mean Square (RMS) degeri ile
desteklenmektedir. Enzimli goriintii icin RMS degeri 64,95 nm ve enzimsiz yapinin RMS

degeri 16,19 nm dir. Alinan sonuglar literatiir sonuglar1 ile uyumludur [40].

4.3.3. Pt/PANI-PPy-GOx biyosensoriiniin yiizey temas acisi analizi

Boliim 3.3’de anlatildig1 gibi hazirlanan film elektrot ve bolim 3.6’da anlatildig1 gibi

hazirlanan enzim elektrodun yiizey temas acgis1 fotograflar1 sekil 4.14 ve sekil 4.15°de

goriilmektedir.

Sekil 4.14. Pt/PANI-PPy filminin yiizey temas agis1 fotografi

Sekil 4.15. Pt/PANI-PPy-GOX biyosensoriiniin ylizey temas agis1 fotografi

Sekil 4.14 ve Sekil 4.15 goriintiileri incelendiginde sirastyla yiizey temas acilarinm 51°, 14°
oldugu goriilmektedir. Yiizey ag¢ismnin biyosensérde daha diisikk olmasi1 yiizeyin
hidrofilikliginin bir gostergesidir. Sekiller incelendiginde enzim immobilize edilen film
elektrot goriintiisiiniin (Sekil 4.14) daha yayvan oldugu goriilmektedir. Bu da biyosensor
yapisimnin  hidrofilik, PANI-PPy film elektrodun ise daha hidrofobik oldugunun
gostergesidir. Glukoz oksidaz enzimi yapisinda hidrofilik gruplar icerdiginden sekil
4.15’nin daha yayvan olmasi beklenen sonugtur. Bu goriintiiler ise enzimin yiizeye

immobilize edildigini kanitlamaktadir.
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4.4. Biyosensoriin En Iyi Cahsma Kosullar
4.4.1. pH etkisi

Biyosensorlerin aktivitesini etkileyen en onemli faktorlerden biri ¢alisma ortaminin pH
degeridir. Cilinkii enzimlerin aktivitesi pH’a bagl olarak degismektedir. Biyosensoriin
aktivitesine ortam pH’sinm etkisini arastrmak amaciyla 5,0x10° M sabit glukoz
derisiminde pH degeri degistirilerek akimlar 6lgiildii. Amperometrik cevap akimlar1 pH’ya

karsi1 grafige gecirildi (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Biyosensoriin glukoza duyarhiligma pH’nin etkisi (0,1 M fosfat tamponu, 25°C)

Grafik incelendiginde biyosensoriin maksimum aktivite gosterdigi pH degeri 7,5 olarak
belirlenmistir. Elde edilen sonucglar yardimiyla ¢izilen, ortam pH’sina karsi1 cevap akimlari
grafigine (Sekil 4.16) bakildiginda pH 7’den 7,5’e kadar akimlarda artma, 7,5’den sonra
diisme gozlenmektedir. Cevap akimlarindaki artis en iyi pH degerine yaklastik¢a beklenen
bir durumdur. Enzim ve glukoz molekiillerinde asidik ve bazik gruplar oldugundan (E-S)
aktiflesmis kompleksinin en kolay bir sekilde olugmasi yani tepkime hizinin maksimum
olmas1 i¢in bu gruplarin belirli bir iyonlasma durumunda olmasi gereklidir. Bunun
disindaki iyonlagsmalarda (E-S) kompleksinin olusumu zorlasacak ve reaksiyon hizi

diiseceginden akimlardaki azalma beklenen bir durumdur [40].
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Bulunan sonuglar literatiir degerleriyle desteklenmemektedir. Literatiirler incelendiginde
glukoz oksidaz i¢in pH degeri 6,8; 7,4 ve 8,0 olarak bulunmustur [57-69-76]. Literatiirlerle

karsilastirildiginda bulunan pH degerinin literatiir degerlerine yakin oldugu goériilmiistiir.
4.4.2. Sicakhgin etkisi

Sicaklik, enzimlerin kararliligin1 ve enzimatik reaksiyonlarm hizini etkileyen onemli bir
faktordiir. Her enzimin optimum aktiflik gosterdigi bir sicaklik vardwr. Bu amagla
hazirladigimiz Pt/PANI-PPy-GOx biyosensoriiniin 20°C; 25 °C; 30 °C; 35 °C; 40 °C; 45
°C; 50 °C; 55 °C; 60 °C; 65 °C; 70 °C sicaklik degerlerinde 5,0x10° M sabit glukoz
derisiminde amperometrik cevap akimlar1 6l¢iildii. Amperometrik cevap akimlar1 sicakliga

kars1 grafige gegirildi (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Biyosensoriin glukoza duyarliligma sicakligin etkisi (0,1 M pH=7,5 fosfat
tamponu)

Elde edilen sonuglar yardimiyla ¢izilen, sicakliga karsi cevap akimlar1 grafigine (Sekil
4.17.) bakildiginda sicaklik 20°C ‘den 65°C‘ye kadar arttiginda akimlarda artma,
70 °C*den sonra diisme gdzlenmistir. En yiiksek cevap akimi 65°C gdzlemistir. Bu sicaklik
yiiksek bir sicakliktir ve literatiir degerlerinden biraz yiiksektir. Ancak boliimiimiizde
yapilan bir yiiksek lisans tezinde glukoz oksidaz enzimine ait sicaklik grafiginde benzer bir

durumla kargilagilmitir [43].



67

Enzimler protein yapisinda olduklarindan dolay1 yiiksek sicakliklarda enzimin protein
yapist denatlirasyona ugrar ve boylelikle aktivitesini kaybeder [40]. Uzun siireli ¢galigma
durumlarinda yiiksek sicaklikta calismak enzim yapisini bozar. Bu nedenle bundan sonraki

calismalar oda sicakliginda devam edilmistir.
4.4.3. Substrat derisiminin etkisi

Hazirlanan Pt/PANI-PPy-GOx biyosensoriiniin dogrusal ¢alisma araligmin saptanmasi igin
olciilen akim degerlerine substrat derisiminin etkisi incelenmistir. Bu amagla 107 — 102 M
derisim araliginda hazirlanan bir seri glukoz ¢ozeltisi i¢in akim degisimleri kaydedilerek
grafige gecirildi (Sekil 4.18). Elde edilen Michaelis-Menten Grafigine (Sekil 4.18)
bakildiginda, glukoz ilavelerinden sonra Oncelikle cevap akimlarmin arttigi daha sonra

sabit kalmaya basladig1 goriilmiistiir. Bu da bize enzimin substrata doydugunu gosterir.
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Sekil 4.18. Biyosensoriin amperometrik cevabina glukoz derisiminin etkisi (0,1 M pH=7,5
fosfat tamponu, 25°C)

Grafik incelendiginde akimlarin belli bir derisime kadar dogrusal olarak arttig1 daha sonra

ise bu dogrusalliktan saptig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.19. Biyosensoriin lizerine derisiminin etkisini gosteren Lineweaver-Burk Grafigi

Michaelis-Menten denklemi bir hiperbolik egrinin denklemidir ve hiperbolik bir egrinin
karakteristik noktalarini belirlemek zordur. Bu nedenle Michaelis-Menten denkleminin
tersine g¢evrilip ¢arpanlarina ayrilmasiyla elde edilen denklemin grafigi (Lineweaver-Burk,
Sekil 4.19) gizilmistir. Dogrusal olan bu grafikten yararlanilarak, glukoz oksidaz enzimine

ait Km(gozlenen) ve Vmax(gozlenen) degerleri sirasiyla 0,092 mM ve 0,043 pA/dak

olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.20. Glukoz biyosensoriiniin kalibrasyon grafiginin incelenmes (0,1 M pH=7,5

fosfat tamponu, 25 °C)
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Grafik incelendiginde 1,0x10® M — 1,0x10° M araliginda dogrusalligin ¢ok iyi oldugu ve
bu araligm kantitatif analizlerde kullanilabilecegi soylenebilir. Literatiirlerde glukoz
oksidaz enzimi igin verilen Km(g6z.) degerleri 9,34; 0,267 mM’ dir [77-78]. Literatiirlerde
glukoz oksidaz enzimi i¢in verilen Vmaks(goz.) degerleri 4,048; 0,121 mM/dk* dir [79-
81]. Literatiirdeki degerlerle bizim buldugumuz Km(gdz.) ve Vmaks(goz.) degerlerinin

biraz farkli olmasi polimerimizin farkli olmasindan kaynaklanabilir.
4.4.4. Biyosensoriin tekrar kullamlabilirligi

Boliim 3.8.4°de belirtildigi gibi hazirlanan biyosensoriin tekrar kullanilabilirligi incelendi.
Deneyler sonunda elde edilen amperometrik cevap akimlar1 6lgme sayisina karsi grafige

gecirildi (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. Enzimli biyosensoriin tekrar kullanilabilirliginin incelenmesi (0,1 M pH=7,5
fosfat tamponu, 25°C)

Biyosensoriin 22 6lglim sonunda baslangi¢ aktivitesinin yaklasik % 53,47’°sini korudugu

goriilmiistiir.
4.4.5. Raf omriiniin belirlenmesi

Biyosensorde aranan en 6nemli 6zelliklerden biri de elektrodun uzun dmiirlii olmasidir. Bu

amagla biyosensoriin raf dmriiniin belirlenmesi Boliim 3.8.5’de anlatildig1 gibi yapild.
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Biyosensor +4 °C’de buzdolabinda fosfat tamponu i¢inde bekletildi. Saklama siiresine

kars1 akim degisimi degerleri grafige gecirildi (Sekil 4.22).
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Sekil 4.202. Biyosensoriin raf dmriiniin incelenmesi (0,1 M pH=7,5 fosfat tamponu, 25°C)

Pt/PANI-PPy elektrodunun yiizeyine hapsetme yontemiyle immobilize edilen GOx enzimi,
zaman gectikce elektrot ylizeyinden ayrilarak tampon ¢dzeltiye gecer. Ayrica, enzimlerin
aktif merkezinin geometrik seklinde sicakligin, havanin ve bazi kimyasal maddelerin
etkisiyle degisiklikler meydana gelir. Enzimler kullanilmadiklar1 zaman uygun kosullarda
muhafaza edilsin ya da edilmesin zamana kars1 aktivite kaybma ugrarlar. 5,0x10° M sabit
glukoz derisiminde yapilan c¢alismada 35. giliniin sonunda biyosensoriin baslangic

amperometrik cevabinin %31°ini korudugu gorildii.
4.5. Biyosensor Uzerine Girisim Yapan Maddeler

Calisma elektroduna yiiksek bir anodik potansiyel uygulanmasiyla; glukoz ile birlikte
kanda bulunan baz1 maddeler (iirik asit, askorbik asit, parasetamol vb.) de yiikseltgenirler.
Bu durum amperometrik cevap akimmin artmasia dolayisiyla glukozun, kandaki gergek

degerinden daha yiiksek bir degerde bulunmasina sebep olur.

Parasetamoliin (asetaminofen) girisim etkisinin incelenmesi: Bolim 3.8.6’da yapilan
deneyler sonunda elde edilen sonuglar Cizelge 4.2°de gdsterilmistir. 1,0x10* M

parasetamol igin girisim etkisi % 14,6; 1,0x10° M parasetamol i¢in girisim etkisi % 6,11
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olarak bulundu. Literatiirde de parasetamoliin girisim etkisinin biiyiikk oranda
seyreltmeleryapilarak giderilebildigi belirtilmektedir [79-80]. Bizim c¢aliymamizda da

seyreltme sonucu parasetamol derisimi azalmakta ve girisim etkisi ¢ok aza indirilmektedir.

Urik asidin girisim etkisinin incelenmesi: Bolim 3.8.6’da yapilan deneyler sonunda elde
edilen sonuglar Cizelge 4.2°de gosterilmistir. 1,0x10* M iirik asit igin girisim etkisi %
90,3; 3,0x10™* M iirik asit i¢in girisim etkisi % 92,4 ve 5,0x10* M iirik asit igin girisim
etkisi %94,8 olarak bulundu. Literatiirlerde de hazirlanan farkli biyosensorler igin tirik
asidin girisim etkisinin goriildigii ve bunun seyreltme yapilarak giderildigi belirtilmektedir
[40-74]. Bizim ¢alismamizda da seyreltme sonucu iirik asit derisimi azalmakta ve girisim

etkisi cok aza indirilmektedir.

Askorbik asidin girisim etkisinin incelenmesi: Bolim 3.8.6’da askorbik asidin girisim
etkisine gore yapilan deneyler sonunda elde edilen sonuglar Cizelge 4.2°de verildi. 1,0x10*
M askorbik asit i¢in girisim etkisi % 75; 1,0x10 M askorbik asit igin girisim etkisi %46,5
olarak bulundu. Biyolojik sivilarda bulunan askorbik asidin girisim yaptigi ve bunu
Oonlemenin kolay olmadig1 belirtilmektedir. Askorbik asidin ciddi girisimlere sebep oldugu
ve bu girisim etkisinin biiylik oranlarda seyreltme, salatalik suyu ilavesi ve dogrudan
askorbik asidi ylikseltgeyen askorbat oksidaz ilavesi yontemleri ile giderilmeye caligildigi

literatiirde belirtilmistir [75-80].

Bizim ¢alismamizda da seyreltme sonucu askorbik asit derisimi azalmakta ve girisim etkisi

¢ok aza indirilmektedir.

Cizelge 4.2. Biyosensor lizerine girisim yapan maddeler ve girisim etkileri

Girisim Yapan Tiir Hiicre I¢i Derigimi % Girisim
Parasetamol 1,0x10* M % 14,6
Parasetamol 1,0x10° M % 6,11
Urik Asit 1,0x10*M % 90,3
Urik Asit 3,0x10* M % 92,4
Urik Asit 5,0x10* M % 94,8
Askorbik Asit 1,0x10* M % 75
Askorbik Asit 1,0x10° M % 46,5
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5. SONUCLAR

Sonug olarak; bu ¢aligmada hazirladigimiz biyosensoriin;

e Dogrusal ¢alisma aralign 1,0x10° M — 1,0x10° M olarak bulundu. Bu aralik kantitatif
analizler i¢in genis bir aralik olup, diisiik derigsimlerde analiz yapabilme imkan1 saglar.
Literatiir degerleri ile karsilastirildiginda diisiik derisimlere inebilme ve genis derisim
araliginda ¢alisabilme gibi avantajlara sahiptir.

e Tekrar kullanilabilirligi iyidir. 22 6l¢lim sonunda biyosensoriin aktivitesini % 53,47
oraninda korudugu goriildii. Tekrarlanabilirlik biyosensor i¢in c¢ok ©nemli olup
hazirlanan  biyosensorle arka arkaya fazla sayida analiz yapabilecegimizi
gostermektedir.

e Raf omrii uygundur (35 giin sonunda baslangic amperometrik cevabinin yaklagik
% 31’ini korudugu gorilmiistiir).

e Pt/PANI-PPYy-GOx biyosensoriiniin  Km(gozlenen) ve Vmax(gozlenen) degerleri
sirasiyla 0,092 ve 0,043 pA/dak olarak bulundu.

e Eniyi¢alisma pH’s17,5 olarak bulundu.

e Hazirlanan biyosensoriin 65 °C’e kadar dayanikli oldugu bulundu. Biyosensoriin yiiksek
sicakliklara kadar dayanikli olmasi iletken polimer filmin mikro ¢evre olusturarak
enerjiyi korumasindan kaynaklanmaktadir. Biyosensoriin yiiksek sicakliga dayanikli

olmasi 1yi bir 6zelliktir.
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