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OZET

Bu calismada, fenol tayini i¢in yeni bir biyosensor hazirlandi. Bu amagla, ilk olarak
polianilin-aktif karbon kompoziti ve tirosinaz (polifenol oksidaz) enzimi ile modifiye karbon
pasta elektrodu hazirlandi. Tirosinaz enzimi modifiye karbon pasta elektrodun yiizeyine
glutaraldehit ile ¢apraz baglanarak immobilize edildi. Fenol bilesikleri oksijenli ortamda
tirosinaz enzimi katalizorliigiinde kinon bilesiklerini olustururlar. Fenol tayini, enzimatik
reaksiyon sonucu olusan kinon bilesiginin -0,15 V’da elektrokimyasal indirgenmesine
dayanilarak yapildi. Daha sonra, hazirlanan fenol biyosensoriiniin uygun c¢alisma kosullart
arastirilldi. Bu amagla enzim elektrodun dogrusal caligsma aralig1 belirlendi. Biyosensoriin
amperometrik cevabina pH’nin ve sicakligin etkisi arastirildi. Ayrica tekrar kullanilabilirligi
ve raf 6mrii tayin edildi. Fenol tayinine bazi katyon, anyon ve molekiillerin girisim etkileri
incelendi. Hazirlanan biyosensor atik sularda fenol tayininde kullanildi.
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ABSTRACT

In this study, a novel biosensor was prepared for phenol determination. For this purpose
firstly, a carbon paste electrode modified with polyaniline-active carbon composite and
tyrosinase enzyme (polyphenol oxidase) were prepared. Tirosinase enzyme was
immobilized onto the modified carbon paste electrode surface by cross-linking with
glutaraldehyde. Phenol compounds form quinone compounds in oxygenated environment
were catalyzed by tyrosinase enzyme. Phenol determination was made on the basis of the
reduction of the reaction product quinone on the modified carbon paste electrode surface at
-0.15 V. Then, appropriate working conditions of the prepared phenol biosensor were
investigated. For this purpose, the linear working range of the enzyme electrode was
determined. The effect of pH and temperature on the amperometric response of the biosensor
were investigated. In addition, reusability and shelf life were determined. The interference
effects of some cations, anions and molecules in phenol determination were investigated.
The prepared biosensor was used in phenol determination in waste water.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.
Simgeler Agciklamalar
°C Santigrat derece
cm Santimetre
g Gram
Litre
RA Mikro amper
nL Mikro litre
mg Miligram
mL Mililitre
M Molarite
Kisaltmalar Aciklamalar
BAS Bioanalitik sistem
CPE Karbon pasta elektrot
DNA Deoksiriboniikleik asit
ENFET Enzim alan etkili transistor
GC Gaz kromotografisi
HPLC Yiiksek performansli s1vi kromotografisi
ISFET Iyon duyarl: alan etkili transistor
MOSFET Metal oksit yar iletken alan etkili transistor
PPO Polifenol oksidaz

PVC Poli(vinil kloriir)



1. GIRIS
Fenol, benzenin siilfolanmas1 ve bunun hidrolizi ile ilk defa 1834°de sentetik olarak elde
edilmistir ve bu tarihlerde fenol eldesi i¢in tek kaynak olarak komiir katrani kullanilmistir.

Komiir katrani igerisinde dogal olarak bulunan fenol, organik materyallerin dogal ayrisma

stirecinde olusmaktadir [1].

Fenol insan ve hayvanda metabolizma iiriinli olarak olusan, dogal bazi gidalarin iginde,
petrol rafinerisi, kimya ve plastik endiistriler, evsel atik ve sularda bulunan kimyasal bir
maddedir. Bunlar patlayict madde, plastik, kagit, boya, ilag, pestisit ve antioksidanlarin
iiretimi gibi bir¢ok endiistriyel uygulamalarda kullanilirlar. Fenol, toprakta, havada ve suda
uzun siire kalabilen, organik kirleticilerin biiylik bir grubu olup zehirli kimyasallarin ilk

siralarinda yer alir.

Insanlar saglik icin son derece zararli fenole; sigara dumani, igme suyu ve tiikettigi bazi
iiriinlerde solunum, agiz ve deri yolu ile maruz kalir. Yiiksek dozlarda maruz kalindigi

takdirde, toksik etkilere neden oldugundan Sliimciil etki gosterebilir.

Fenolik bilesikler; deri, boya, kagit, ila¢ sanayileri gibi bir¢ok endiistri tarafindan kullanilan
ve bu endistrilerin atik sulariyla ¢evreye salinmasi sonucunda kirlilige yol acan zehirli
kimyasallardir. Kirli ortamla temas halinde olan canli derisinden kolayca emilerek karaciger,
akciger, bobrek gibi organ ve dokularda toksik etki yapmaktadir. Bundan dolayi, bazi fenolik
bilesiklerin sularda bulunmasi canlilar i¢in tehlike olusturmaktadir. Fenol igeren igme sulari
klorlandiginda zehirli poliklorlu fenollere doniisiirler. Dolayisiyla atik sularda, yeralti
sularinda fenolik bilesiklerin miktarlarinin belirlenmesi insan ve c¢evre sagligi acisindan

Onemlidir.

Fenolik bilesiklerin siit endiistrisinde de kullanildig1 goriilmiistiir. Siit icerdigi proteinler,
vitaminler, minerallerle insan saglig1 icin ¢ok O6nemli besin kaynaklarimizdan olmasina
ragmen, siit ve siit lirlinleri ¢esitli mikroorganizmalar i¢in de uygun iireme ve biiylime ortami
saglamaktadir. Bu yilizden herhangi bir sterilizasyon uygulamasina maruz birakilmadan
icilen ¢ig siitler insan saglhigi acisindan tehlike tagimaktadir. Bu yiizden pratikte siitler ya
kaynatilarak kullanilmakta ya da pastorize edilmektedir. Pastorizasyon islemi faydali ancak
yiiksek sicakliklara kadar 1sitilan siitiin besin degerlerini azalmaktadir. Oysa fenolik bilesik

iceren siitlerin 1s1 kararliliginin arttigi besin degerini korudugu yapilan arastirmalarla



gosterilmistir. Bu nedenle siitte belirli derisimde fenolik bilesiklerin  bulunmasi
istenmektedir. Fenolik bilesiklerin bulunduklari ortamlarda miktarlarinin belirlenmesi

biiyiik 6nem tasimaktadir [2].

Gida kalitesinin ve giivenliginin kontrolii ve ¢evre kirliligi nedeniyle fenolik bilesiklerin
miktarlarinin  belirlenmesi  igin  kromatografik yontemler (HPLC, GC) [3-6],
spektrofotometrik  yontemler [7-10] ve  elektrokimyasal  yontemler [11,12]

kullanilanilmaktadir.

Bu metotlar ile fenolik bilesik miktarlarinin kolay ve siirekli izlenmesi zordur. Ciinkii bu
metotlar pahali, yavas ve bazi durumlarda analizin siiresini uzatan On islemler

gerektirmektedirler.

Son yillarda gelistirilen biyosensorler diger tekniklere gore daha fazla avantaj
saglamaktadirlar. Biyosensorlerde kullanilan biyolojik algilayici sistemin seciciligi, yiiksek
hassasiyeti, 6l¢iim hizi, basit kullanima sahip ve ¢ogaltilabilir analitik cihaz olmasi, ayni
zamanda Ornegin analizi i¢in 6n hazirliga ihtiya¢ olmamasi ve ¢ok az madde miktariyla
mikro analizler yapabilmesinden dolayr son yillarda biyosensérler tercih edilmeye

baglanmistir. Fenol tayinine dayali birgok biyosensor hazirlanmistir [13-17].

Karbon pasta elektrotlar ilk olarak Adams (1958) tarafindan ortaya atilmistir. Bu elektrotlar
kolayca yenilenebilen ve modifiye edilen bir yiizey olusturur. Diisiik maliyetlidir. Karbon
pasta elektrotlar enzimler gibi biyokimyasal maddelerle modifiye edilerek bircok maddenin
direkt tayinine olanak saglamistir. Karbon pasta elektrotlar bu avantajlarindan dolay1 ¢ok
tercih edilmektedir. Literatiirlerde modifiye karbon pasta elektrotlar hazirlanarak fenol
tayininin yapilabildigi elektrotlar bulunmaktadir. [13-17]. Fakat polianilin-aktif karbon
kompoziti kullanilarak polifenol oksidaz enzimi i¢eren modifiye karbon pasta elektrot ile
fenol tayininin yapildigt bir calisma bulunmamaktadir. Bu nedenle yapilan tez ¢aligmasi

orjinaldir.

Calismada, fenol tayini i¢in enzim esasli yeni bir sensor hazirlandi. Bunun i¢in, ilk olarak
polianilin-aktif karbon kompoziti ve tirosinaz (polifenol oksidaz) enzimi ile modifiye karbon
pasta elektrodu hazirlandi. Tirosinaz enzimi modifiye karbon pasta elektrodun yiizeyine

glutaraldehit ile ¢apraz baglanarak immobilize edildi. Fenol bilesikleri oksijenli ortamda



tirosinaz enzimi katalizorliigiinde kinon bilesiklerini olusturur. Fenol tayini reaksiyon
sonucu olusan kinon bilesiginin —0,15 V’da modifiye karbon pasta elektrot yiizeyinde
indirgenmesine dayanilarak yapildi. Hazirlanan fenol biyosensoriiniin uygun ¢alisma
kosullar1 arastirildi. Bu amagla enzim elektrodun dogrusal ¢alisma araligi belirlendi.
Biyosensoriin amperometrik cevabina pH’nin ve sicakligin etkisi arastirildi. Ayrica tekrar
kullanilabilirligi ve raf 6mrii tayin edildi. Fenol tayinine bazi katyon, anyon ve molekiillerin

girisimlerin etkileri incelendi. Hazirlanan biyosensor atik sularda fenol tayininde kullanildi.






2. GENEL BILGILER

2.1. Fenol ve Ozellikleri

Fenol, 1834 yilinda ilk defa tas komiiriinden elde edilen katranda bulundugu i¢in, karbon
asidi olarak isimlendirilmistir. Fenoller (CeHsOH), benzenin hidroksil tiirevleri olarak

isimlendirilen, benzen gibi halkal1 bilesikler arasinda en 6nemli organik madde olarak bilinir

Fenoller aromatik halkaya direk olarak bagli —OH grubuna sahip alkollerden farklidir [18].
Fenollerin kimyasal 6zelliklerini ve reaksiyonlarini —OH grubu yonlendirmektedir. Fenoller
alkollerden daha asidik davranirlar, boylece fenoller alkollerin reaksiyon vermedigi buzlarla
bile reksiyon verirler. Bir¢cok alkoliin pKa degeri 18 dolaylarinda iken fenollerin pKa
degerleri 11°den daha kiigiiktiir [19].

Fenol kendine 6zgii kokusu olan renksiz ya da beyaz toz halinde bulunan, suda oldukca iyi

¢oziinen ve ticari formlar1 s1vi halde olup tutusabilme 6zelligine sahip kristal yapidadir [20].

OH

8.6 A°

v 6.7 A°

Sekil 2.1. Fenoliin ii¢ boyutlu kimyasal yapis1 (Molva, 2004)

Fenol molekiillerinde bulunan hidroksil gruplar1 fenollerin de alkoller gibi gii¢lii molekiiller
arasi1 hidrojen baglar1 yapabilmesini saglamaktadir. Bu hidrojen baglar1 fenollerin kaynama
noktalarinin, ayn1 molekiil kiitlesine sahip hidrokarbonlarin kaynama noktalarindan daha
yiiksek olmasina yol agar. Fenoliin erime noktasi 43 °C olmasina ragmen su i¢erdigi zaman

erime noktasi diismekte ve oda sicakliginda sivi halde bulunmaktadir [21].

Fenoliin diinyadaki yillik iiretimi 3 milyon tondan fazladir. Fenol pek ¢ok endiistriyel {iriin

ve kimyasalin ham maddesi olup, 1-7000 mg/L arasindaki derisimlerde petrokimya, kagt,



tekstil, plastik, kimya, dezenfektan, antioksidan endiistrileri, yag rafinerileri, kimyasal
tesisler, kok firinlari, patlayici ve fotografcilikta kullanilan bazi kimyasallarin iiretimi, kagit
hamuru ve kagit agartma tesisleri, regine, pestisit, insektisid, ¢oziicli endiistrileri, ugak bakim
ve dokiimhane isletmeleri, azot caligmalari, cam elyafi fabrikalari, demir-gelik, polimerik

recine ve eczacilik alaninda kullanilmaktadir [22].

Cizelge 2.1. Fenoliin fiziksel 6zellikleri

Ozellikler Degerler

Ticari adi Karbolik asit, fenik asit, fenik alkol
Molekiil kiitlesi (g/mol) 94,144

Molar hacim (cm*/mol) 90

Kaynama noktas1 ('C) 182

Erime noktas1 ("C) 43

Yanma noktasi ("C) 85

S1vi yogunlugu (g/cm®) 1,058 (20°C)

Sulu ¢ozelti pH’1 6

Buhar basinci (mmHg) 0,41 (25°C)

Doygun hava igindeki hacim yiizdesi

Doygun havanin yogunlugu

% 0,046 (25°C)
1,00104 (air=1)

Ayrigma sabiti 1,3x1010
Dipol moment 1,450007
Kirilma orani 1,54 (45°C)
S1v1 yiizey gerilimi (dynes/cm) 36,5 (55°C)
Asirt entalpi (kJ/mol) [S/D]* 1/8

Asir1 entropi (J/mol K) [S/D]* 9/-2

Asidite sabiti, pKa(25°C’da, H0 igerisinde) 10,02

Fenoller ilag, boya ve pestisitlerde de ham madde olarak kullanilir [23]. Boya ve ilag
endiistrilerinde kullanilan klorofenoller, recine, antioksidan, plastiklestiriciler ve deterjan

imalatinda kullanilan alkil fenoller, ylizey aktif maddeler de yine fenolden elde edilirler
[24,25].

Fenoller; atik sularda, dogal ve igme suyu temini amaciyla kullanilan sularda mevcut

olabilir. igme sular1 ve diger sularm klorlanmas: kotii kokulu ve tatlar1 ¢ok kotii olan



klorofenollerin olusumuna sebep olur [26]. Fenol ve tiirevlerinin en ¢ok igreren isletmelerin
baginda komiir isletmeleri gelir, Komiir destilasyonu ve komiirden elde edilen organik

sentezlerin atiklari, bol miktarda fenol ve tiirevlerini igerir

Fenoller zehirli olduklarindan tiim canli hiicre tiirlerine zarar verirler. Fenol varligi (0,001-
0,1 mg/L) suda tat ve koku olarak anlasilabilir [26]. Fenol igeren atik sular ¢ok zehirlidir ve

fenol derisimi 2 mg/L’ nin iizerinde baliklar i¢in zehirleyici etki olusturur.

Fenol iceren sularin i¢ilmesi insanlar ve hayvanlar i¢in de siddetli bobrek bozukluklarina,
hatta 6liimlere neden olabilir. Fenollerin deri ve gdze temasi tahris edici olabilir. Bu nedenle

kullanilirken deriye temas ettirilmemeli ve buharlarini solunmaktan kaginilmalidir.

2.2. Enzimler Hakkinda Genel Bilgi

Enzimler organizmalardaki reaksiyonlari hizlandiran ve yan iiriin olugsmadan % 100’liik bir
iiriin verimi alinmasin1 saglayan, genellikle protein yapisindaki biyolojik katalizorlerdir.
Proteinlerin en biiyilk ve en ¢ok 6zellesmis grubunu teskil ederler [27,28]. Enzimlerin

katalizor olarak, diger kimyasal katalizorlere ¢ok fazla iistiinliikleri bulunmaktadir.

Enzimatik reaksiyonlar sonucu olusan iiriine substrat denir. Enzimler, etki ettigi substrat
admin sonuna -az eki getirilerek (iire, iire-az) veya genel olarak pepsin, kimotripsin gibi
isimlendirilir. TUB olarak kisaltilan Uluslararasi Biyokimya Birligi tarafindan yapilan
adlandirmada ise enzimler, E.C. olarak kisaltilan dort rakamli bir kod numarasi ile

tanimlanarak isimlendirilir. [27-30].

Bazi enzimler katalizleme reaksiyonlarini yalniz protein yapilariyla yerine getirirken bazilar
da protein yapisinda olmayan gruplara ihtiya¢ duyarlar. “Kofaktor” adi verilen bu gruplar
“koenzim” adi1 verilen ¢ok karmasik bir organik bilesik olabilecegi gibi, bir metal iyonu da
olabilir. Bazi durumlarda ise ikisi de gerekebilir. Koenzimle birlikte enzim molekiiliine
"haloenzim", kofaktorsiiz olan protein kismina ise "apoenzim" denir. Apoenzimlerin protein
yapisindaki aminoasit tiirleri ve dizilisleri her enzimde farklilik gostermektedir. Bu nedenle
enzimin 6zelligini ve 6zgilliiglinii belirleyen kisim apoenzimdir. Apoenzimler tek baglarina

aktivite gostermezler, ancak koenzimle birlikteyken katalitik aktivite kazanirlar [31].



Enzimlerin katalizleme gli¢leri turnover sayisi ad1 verilen bir degerle ifade edilir ve turnover
sayis1 birim zamanda bir mol enzimin iirline doniistiirdiigli substratin mol sayisina esittir.

Turnover sayisi en yiiksek olan enzim karbonik anhidraz enzimidir.

Enzim miktari, aktivite esas alinarak belirlenir ve enzim iinitesi (E.U) olarak verilir. 25 °C’
de ve en uygun kosullarda 1 mikromol substrat1 1 dakikada iiriine doniistiiren enzim miktari,
1 enzim iinitesi olarak kabul edilmistir. 1 mg protein basina diisen enzim iinitesi olarak

spesifik aktivite tanimlanir ve bu da enzimin safliginin bir 6l¢iistidir [29,30].

Tiim canli hiicrelerde meydana gelen reaksiyonlarin hepsi, uzak veya yakin enzimlerle
ilgilidir. Enzimler canli hiicreler tarafindan sentezlenirler ve hiicre canliligini yitirdikten

sonra bile bir siire etkisini stirdiiriirler. Enzimlerin katalitik etkileri hiicreye bagl degildir.

Enzimler de protein yapisinda olduklarindan proteinlerin tiim 6zelliklerini gosterirler. Onlar
gibi makromolekiiller olmasi itibariyla sellofan ve kolodyum zarlarindan gecemezler ve bu
ozelliklerden dolayi 1s1 ile kolaylikla denatiire olurlar ayrica ortamin alkali veya asit olusuna
karsida oldukg¢a hassastirlar. Enzimlerin hizlar1 ortalama olarak 30-50 ‘C arasinda artar.

Fakat bu sicakliklarin {izerindeki sicakliklarda denatiirasyona ugrarlar [32].

Enzim, substrati iriine dontstiirirken once onunla bir "Enzim-Substrat kompleksi"

olusturur, daha sonra da bu kompleks iirlin ve enzime doniisiir.

Enzim + Substrat S ES — Uriin + Enzim

Burada ES kompleksi, E ve S’ dan ki hizi ile olusur; ES'nin ayrismasi ise k2 hizindaki geri
reaksiyonla ve ks hizi ile {irlin ve enzime ayrigmasi ile olur. Reaksiyon kararli duruma
ulasinca "Kararli Durum ilkesi"ne gére ES'nin olusmasi ayrismasina esit olur, yani derigimi

degismez.

Michaelis-Menten 1913 yilinda enzim reaksiyonlari tizerinde ilk kinetik ¢alismalar1 detayli
bir sekilde yapmustir. Michaelis-Menten kinetigine gore reaksiyon hizinin substrat
derisimine bagliligi, baslangic enzim derisimi sabit alinip incelendiginde, hiperbolik bir
fonksiyon ve egri elde edilir (Sekil 2.2). Bu egri Michaelis-Menten bagintisi ile formiilize

edilir.
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Sekil 2.2. Michaelis — Menten grafigi

y = mexls] (Michaelis-Menten baguntisi)
Km+[S]

Vmax: hiperbol asimtodunun y eksenini kestigi noktadir ve maksimum hiz olarak belirtilir.
Maksimum hizin yarisina (Vmax/2) karsilik gelen substrat derisimi Km (Michaelis-Menten
sabiti) olarak belirtilir. Vmax ve Km bir enzimin aktivitesini belirleyen 6nemli enzim

sabitleridir.

Michaelis-Menten grafigi dogrusal, logaritmik ve sabit olmak iizere 3 bdlgeden
olusmaktadir. Birinci bélgede substrat derisimi Km den ¢ok az olacagindan grafik bu bolgede
dogrusaldir. Logaritmik olan ikinci bolgede ise oldukga biiyiik substrat derisiminde herhangi
bir ihmal yapilamaz, reaksiyon karisik mertebeden ilerler. Reaksiyon hizinin degismedigi
tigtincii bolgede ise; substrat derisimi, Km ’den ¢ok biiyiiktiir. V = Vmax olur ve reaksiyon

sabit bir hizla devam eder.

Michaelis-Menten grafigi incelendiginde hiperbolik bir egri oldugu goriiliir. Hiperbolik
egriden yapilacak hesaplamalarin zorlugu agiktir. Uygulamalarda bu zorlugu kolaylastirmak
amaci ile bu hiperbolik egrinin bir dogru denklemi haline getirilmesi gerekmektedir. Bu
amacla Michaelis-Menten grafigi asagida verilen Lineweaver-Burk denklemine uygun
sekilde degistirilerek, sekil 2.3. de goriilen egri elde edilir. [33].

1_ Km 1 1

vV Vmax [S]  Vmax

(Lineweaver-Burk denklemi)
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Bu denkleme gore Y ekseninde 1/Vmax, X ekseninde ise 1/[S] degerleri olmak {izere bir dogru

elde edilir. Bu dogrunun egimi ise Km /Vmax’ tir (Sekil 2.3).

Enzimatik reaksiyonlarin kinetigi bazi faktorler tarafindan etkilenmektedir. Bu etkenler

sirastyla:

1) Substrat derisimi
2) Enzim derigimi
3) pH

4) Sicaklik

5) fyon siddet

6) Kofaktor derigimi

7) aktivatdr ve Inhibitdr derisimi

Bu etkenler enzim iizerine degisik oranlarda etki etmektedir.

v rd
f..!"
'!*"-f
,.-r"’ "‘-.._\_\_‘ Kn—.
—L --"'-‘r WV max
H.rn ;-“f
x L — 1

f-"f W max } 1
e 0 [S]

Sekil 2.3. Lineweaver — Burk grafigi

2.3. Polifenol Oksidaz Enzimi

Polifenol oksidaz (tirozinaz) (PPO- E.C. 1.14.18.1) enzimi bakir igeren bir monofenol
monooksijenaz enzimidir. Oksidorediiktazlar sinifina girer. Molekiiler oksijen varliginda
monofenollerin  o-difenollere  hidroksilasyonunu  ve katekolin de kinonlara

yiikseltgenmesini katalizler ve reaksiyon sonucunda su olusur.

polifenol oksidaz

Fenol+ O2 _ Katekol + H.O
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polifenol oksidaz

Katekol + O, ——  Kinon + H20

Enzim, bakteri, mantar, bitki ve hayvanlarda bulunur. Agaricus bisporus tiiriinden elde
edilen enzim hidrofiliktir ve izoelektrik noktasi yaklasik 5,0’dir. Ayrica bu enzim yaklasik
120 kD molekiiler kiitlesine sahip bir tetramerdir. Enzim, fenollerin ve siibstitiiye fenollerin
elektrokatalitik kinon indirgenmesi iizerine temellenmis tayinlerinde en ¢ok kullanilan

enzimdir. Ozellikle mantar tirozinazi en ¢ok izole edilen ve kullanilan tiirdiir [34].

Polifenol oksidaz enzimi bir¢ok meyve ve sebzede bulunan ve bitkinin hastaliklara karsi

direncinin artmasina neden olan bir metaloenzimdir. Gida endiistrisinde 6nemli bir enzimdir.

PPO enzimi gidalarda enzimatik kararmaya neden olur. Kararmadan sorumlu tutulan
polifenol oksidaz enzimi, meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulunan fenolik bilesiklerin
oksidasyonunu katalizleyerek, onlar1 0-kinonlara yiikseltger ve bunlarin polimerizasyonu

sonucu esmerlesmeyi yapan kahverengi melanin pigmentlerinin olusumuna yol agmaktadir.

2.4. Biyosensorler

Biyosensorler (biyoalgilayicilar), biyokimyasal bir bilesenin fizikokimyasal ceviriciyle
birlestirilmesiyle olusan cihazlar olarak tanimlanmaktadir. Bir biyosensoriin amaci, bir
analitin (analiz edilecek madde) miktariyla orantili olarak siirekli sayisal elektrik sinyali
iretmektir [35]. Bir sensor fiziksel boyuttaki degismeleri elektriksel boyuttaki degisimler

olarak dlger. Bu degisimler akim, gerilim, sicaklik vb. olabilir.

Biyosensorler, biyoajanlari immobilize halde kullanan, c¢esitli gaz, iyon ve biyolojik
maddelerin teshisi, kantitatif tayini ve orijinal sistemlerde izlenmesi amaciyla gelistirilmis
cihazlardir [20]. Biyosensorler klinik tipta teshis ve tayin amaciyla, fermantasyon analizi ve
kontroliinde kimya, gida endiistrisi, tarim ve veterinerlikteki cesitli analizlerde, endiistriyel
gaz ve sivilarin analizinde, ¢evre kirlenmesinin izlenmesinde, patlayicilar ve diger askeri
alanda kullanilmaktadir. Biyosensorler canlilardaki cesitli maddelerin algilanmasini
miimkiin kilan biyokimyasal maddelerin birlestirilmesiyle ortaya ¢ikmistir. Bu sistemler bir
yandan biyolojik sistemin yiiksek secimliligini diger yandan sensorlerin tayin duyarliligini
birlestirmis ve ¢ok genis uygulama alani bulmustur. Diisiik maliyet ve hizli cevap siiresiyle

stirekli sinyalleri algilamalar1 biyosensorlerin avantajlari arasindadir [36].
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Yiiksek segcicilik, uzun siireli raf 6mrii, otomasyon kolaylig1 gibi 6zellikler biyosensorlerin

kullanim alanlarinda artisa neden olur [ 20,36].

Biyosensor sistemleri biyomolekiil, algilayict ve elektronik kisim olmak iizere {i¢ temel

bilesenden olusmaktadir.

Bu bilesenlerden en 6nemlisi, tayin edilecek maddeyle se¢imli ve tersinir olarak etkilesen,
biyokimyasal ajandir. Biyoajanlar, biyouyumlu ajanlar ve biyokatalitik ajanlar olarak iki
sekilde bulunur. Antikorlar, hormonlar, DNA, lektin gibi molekiiller biyoafinite ajanlaridir.
Bunlar antijenlerin, hormonlarin, DNA parcaciklarinin ve glikoproteinlerin taninmasinda
kullanilirlar. Etkilesim sonrasinda, tabaka kalinligi, kirinim indisi, 11k absorpsiyonu ve
elektriksel yiik gibi fizikokimyasal parametrelerin degisimi meydana gelir. Biyokatalitik
ajanlar ise, analit de molekiiler degisime sebep olmakta ve bu degisim sonucu ortamda
madde miktarindaki degisiklik ol¢iilmektedir. Bu sebeple, biyokatalitik ajan olarak enzim,

mikroorganizma ve bitkisel ya da hayvansal doku parcalar1 kullanilmaktadir.

Bir biyosensorde bulunan algilayicilar, biyokatalizor ile tayin edilecek maddenin temasi
sonucu ortaya ¢ikan biyokimyasal sinyali uygun bir sistemle nicel olarak elektrik sinyaline

doniistiiriiliir [37].

Biyosensoriin elektronik bileseni ise algilayicidan elde edilen elektronik sinyalleri

biiytikliigiinii bir ekran veya yazici yardimi ile bize gosterir.

Biyosensorlerin tarihi 1950 yillarina dayanmaktadir. L. C. Clark isimli arastirmacilar
Amerika birlesik devletlerinin Ohio eyaletinde ki Cincinnati Hastanesi’nde bir cerrahi
operasyonda kandaki oksijenin derisimini bir oksijen elektrotu ile 6lgtiiler. Daha sonra ise
1962 yilinda Clark ve Lyons, O elektrodunu glukoz oksidaz enzimi ile kombine ederek,
kanda glukoz derisimini olgtiiler. Clark ve Lyons bu galismalariyla bir yandan enzim
sistemin yliksek segiciligini, diger taraftan ise elektrodun duyarliligim1 kullanarak yeni bir

uygulama olanagi buldular.
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Sekil.2.4. Biyosensorlerin bilesenleri

2.4.1. Biyobilesenler

Enzim, mikroorganizma, organel, doku kesiti, antikor, niikleik asit biyobilesen olarak
kullanilirlar [38]. Biyobilesen analiti iiriine doniistiiriir. Olusan {iriin doniistiiriicii tarafindan
algilanir. Yiksek segiciliklerinden dolayr enzimler en ¢ok kullanilan biyokimyasal

maddelerdir.

2.4.2. Biyosensorlerin caliyma mekanizmasi

Biyosensorlerin galigmasinda ilk olarak substrat ¢ozeltiden biyosensor yiizeyine tasinir.
Substrat biyokomponentin aktif kismima difiizlenir. Biyobilesen, gozenekli bir polimer
membrana (seliiloz ve diyaliz membran1 gibi) emdirilmis olabilir. Ya da algilayici ile
polimerik membran (seliiloz, asetat/nitrat, polivinil alkol, poliliretan vb. ) arasina sandvig
gibi sikistirtlmis veya polimer bir jel i¢ine hapsedilmis olabilir. Bu hapsetme isleminde
akrilamit, jelatin, agaroz gibi dogal veya sentetik polimerler kullanilir. Biyokomponent ve
substrat arasinda tepkime meydana gelir. Bu tepkime sonucu gaz molekiilleri (O2, CO2, NHs,
vb. ) veya se¢imli iyonlar olugabilir (H", NH4", diger tek degerlikli iyonlar). Is1 degisimi
olabilir, optik dansite degisebilir, elektron aligverisi olabilir [39]. Biyobilesen ve substrat

arasindaki tepkime sonucu olusan iiriin algilayici yiizeyine tasinir. Algilayici yiizeyinde
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meydana gelen degisiklikler algilanarak transduserde olgiilebilecek bir degere doniistiirtiliir.

Olgiilen sinyal analit konsantrasyonuyla orantilidir [37].

Analit

(antijen, mikrobiyal hiicreler, mikroorganizmalar, proteinler )

i

Biyobilesen

(reseptorler, antijenler, enzimler, organeller, dokular, niikleik asitler)
u AV4 A4 A4

Elektrokimyasal Termal Optik Piezoelektrik

amperometrik,
potansiyometrik,
transistor

@ AV AV AV
Ikili veya ¢oklu oranlarm kalibrasyon grafigi ile karsilastiriimasi

Sekil 2.5. Biyosensorlerin ¢alisma mekanizmasi
2.4.3. Ceviriciler (Transduserler)

Cevirici biyokimyasal sinyali elektronik sinyale doniistiiriir. Olgiilen elektriksel sinyal analit
derisimiyle orantilidir. Tlgili tiirlerin biyokimyasal etkilesimine uygun bir gevirici sistem
secilmelidir. Fiziksel ¢eviriciler elektrokimyasal, spektroskopik, termal, piezoelektronik ve

yiizey akustik dalga teknolojisi olarak ¢esitlendirilebilir.

Ceviriciler dort grupta toplanabilir;
1) Elektrokimyasal ceviriciler

- Amperometrik esasli

- Potansiyometrik esash

- Konduktometrik esasli

2) Optik geviriciler

- Absorbans 6l¢iimiinii temel alanlar

- Floresans veya fosforesans 6l¢iimiinii temel alanlar
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- Kirilma indisini temel alanlar
3) Kiitle degisimini temel alan ceviriciler
4) Is1 degisimini temel alan ceviriciler

- Termistorler

2.4.4. Biyosensor tasariminda dikkat edilmesi gereken hususlar

Biyosensor tasarimlarinda, ilk olarak biyosensoriin tantyacagi analit belirlenmelidir. Daha

sonra asagidaki maddeler dikkate alinarak biyosensoler tasarlanmalidir. Bunlar sirasiyla;

> Analiti taniyacak biyobilesenin belirlenmesi,

> Biyobilesenin doniistiiriicliye immobilizasyonu igin uygun ve verimli immobilizasyon
metodunun se¢imi,
> Biyobilesen ile analit arasindaki tepkime sonucu olusan tiriiniin olusturdugu sinyallerin

Ol¢iilebilecegi doniistiiriiciiniin se¢imi ve dizayni [40] olarak siralanabilir.
2.4.5. Biyosensorlerde immobilizasyon yontemleri

Biyoaktif bilesen ile iletici unsurun birlestirilmesinde oldukg¢a farkli immobilizasyon
yontemlerinden yararlanilabilir. Biyoaktif bilesen sensor olarak da adlandirabilecegimiz
temel unsur lizerinde fiziksel olarak, jel i¢inde veya polimer matrikste tutuklanabilir, elektrot

yiizeyinde biriktirilebilir, kovalent veya ¢apraz baglanarak immobilize edilebilir [22].
2.5. Enzim immobilizasyon Metotlar

Enzimin elektrot yiizeyine yiiksek aktivite ile ince tabaka icerisine fiziksel olarak
yerlestirilmesi  kovalent ve kovalent olmayan metotlarla gergeklestirilir. Basitge
immobilizasyon, serbest haldeki enzimi elektrot yiizeyinde yar1 gegirgen bir membran
kullanarak tutmak suretiyle gerceklestirilir. Immobilizasyon, kelime anlami hareketini

kisitlama olarak bilinir. Enzimler immobilize edildikten sonra bazi 6zel nitelikler kazanirlar.

Bu nitelikler asagida maddeler halinde verilmistir.
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Immobilize enzimin serbest enzimlere tistiinliikleri;

1) Tepkime sonucunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilir (siizme, santrifiijleme vb.).
Boylece, iirtinler enzim tarafindan kirletilmemis olur.

2) Immobilize enzim, pH, sicaklik gibi cevre kosullarina kars1 daha dayaniklidir.

3) Immobilize enzimin, kullanim sayis1 ve siiresi artar.

4)  Siirekli islemlere uygulanabilir.

5) Immobilize enzim serbest enzime gére daha kararlidir.

6) Immobilize enzim ile iiriin olusumu kontrollii bir sekilde ayarlanabilir.

7) Immobilize enzim ardisik reaksiyonlar da kullanimi1 uygundur.

8) Bazi durumlarda, serbest enzimden daha yiiksek bir aktivite gosterebilir.

9) Enzimin kendi kendini pargalamasi olasilig1 azalir.

10) Mekanik calismalar i¢in uygundur.

Immobilizasyon metotlar1 asagidaki gibidir:

2.5.1. Tasiyiciya baglama yontemleri

Tastyiciya baglamada, bir protein olan enzim molekiiliiniin yapisindan yararlanilir. Molekiil
yiizeyindeki fonksiyonel gruplar, iyonik gruplar ve hidrofobik bolgeler bu baglamada rol
alirlar.

Enzim immobilizasyonunda kullanilacak tasiyicilar reaktif degillerse yardimci bir reaktif'ile
aktivite edilmeleri gerekir. Immobilizasyon, ¢ok yumusak kosullarda (oda sicakligi, nétral
pH vb.) gerceklestirilmelidir. Tasiyic1 suda ¢oziinmemeli ancak biiyiik 6l¢iide hidrofobik
karakterli de olmamali, suda 1slanabilmeli, ayrica mekanik olarak kararli olmalidir. Bu tiir
tastyicilarin se¢ciminde, enzim-tasiyict bagiin aktivite igin zorunlu gruplar iizerinden
olmamasi yaninda, tasiyicinin enzim tarafindan pargalanmamasi, mikroorganizma
liremesine olanak vermemesi, pH ve ¢oziiclilere kars1 dayanikli olmasi gibi ozellikler

tagimasina dikkat edilir.

2.5.2. Kovalent baglama

Enzimlerin reaktif tastyicilara kovalent baglanmasi1 genelde sulu ortamda gergeklestirilir.
Reaktif tasiyicida ve enzimde bulunup enzimin baglanmasini saglayan fonksiyonel gruplar

asagidaki gibidir:
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Reaktif Gruplar
Tasiyici Enzim
OH NH:
COCH NH:
NH> COOH,NH2
CH2COOH CH2CON3
CHO NH:

Enzimin tasiyiciya kovalent baglanmasinda dikkat edilecek dnemli nokta, baglanmanin

enzim aktivitesi i¢in zorunlu gruplar iizerinden olmamasi ve baglanma sirasindaki sterik

engellemeler nedeni ile bu gruplarin rahatsiz edilmemesidir. Tasiyiciya kovalent baglanma

enzimin zincirindeki aminoasitlerin tasidigi fonksiyonel gruplar iizerinden gerceklesir.

Enzim

Yuzey
Sekil 2.6. Kovalent baglama

2.5.3.Adsorpsiyon

Enzim immobilizasyonunda kullanilan en eski ve en basit yontemdir. Proteinler ve 6zellikle

enzimlerin kat1 yiizeylerde adsorpsiyonu detaylica arastirilmistir. Suda ¢6ziinmeyen

tastyicilarda adsorpsiyon yonteminin enzim immobilizasyonunda oldukga sik kullanildigini

gormekteyiz.

Yontem, yiizey aktif suda ¢oziinmeyen bir adsorbanin enzim ¢ozeltisi ile karistirilmasi ve

enzimin agirisinin iyice yikanarak uzaklastirilmasi temeline dayanir. Tastyiciya baglanmada

etkin olan Van der Waals kuvvetleridir [41]. Adsorbanlar ¢cok degisik tiirde olmakla birlikte

1y1 bir adsorpsiyon saglayabilmek icin genellikle adsorbanin bir 6n islemden gegirilmesi

gerekir.
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Enzim immobilizasyonunda en sik kullanilan adsorbanlar; aktif karbon, gdzenekli cam,

CaCOs, kiil, silikajel, bentonit, hidroksiapatit, nisasta, gluten ve kalsiyum fosfattir.

Bir enzimin suda ¢oziinmeyen tasiyicida adsorpsiyonu pH, ¢6ziicii, iyonik siddet, enzim-
adsorban orani ve sicaklik gibi faktorlere bagimlidir. Bu faktorlerin arastirilmasi,
adsorpsiyon ve aktivitenin 6nemli Ol¢lide geri kazanilmasi i¢in optimal kosullarin
saptanmasi ¢ok Onemlidir. Adsorpsiyon mekanizmasi genellikle ¢cok karisik olup, bir¢ok

olasiliktan hangisinin ger¢ekleseceginin dnceden saptanmasi glictiir.

Prensip olarak, bir proteinin aktif yiizeylerde adsorpsiyonu tersinir bir islem olmalidir.
Ancak baz1 durumlarda (6rnegin; kolenitte adsorplanmis {iireaz) tersinir olmayan
adsorpsiyon s6z konusu olabilmektedir. Eger aktivite sabit kaliyor ve immobilize enzim
stirekli islemlerde kullanilabiliyorsa, bu tlir adsorpsiyon enzim immobilizasyonu igin
idealdir. Desorpsiyon, reaksiyon iriinlerinin kirlenmesine ve aktivitede siirekli bir
degismeye neden olur. Tersinir adsorpsiyonlar enzim immobilizasyonu i¢in pek uygun

degildir.

Enzim

Yuzey

Sekil 2.7. Adsorpsiyon

Bazi adsorbanlar bir enzimin farkli bigimlerini, aktif veya inaktif bigcimlerinden birini
adsorbe ederken, digerini desorbe etmektedir. Eger enzimin aktif sekli desorbe edilirse bazi
durumlarda immobilize enzimin bagil aktivitesi ylizde 100’den biiyiik degerler alir, tersi
durumda bagil aktivite sifir olur, yani immobilizasyon {iriinii hi¢ aktivite gostermemektedir.
Y Ontemin yararlari; enzimin immobilizasyon igleminin basit olusu, degisik bi¢cim ve yiikteki
tastyicilart segcme olanagi vermesi ve bir yandan immobilizasyonu gergeklestirirken diger
yandan enzim saflastirilmasina olanak saglamasidir. Yontemin sakincalari; her ne kadar

immobilizasyon islemi kolaysa da optimal kosullarin saptanmasi ¢ok giictiir. Eger enzimle
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tastyici arasinda kuvvetli bir baglanma yoksa bu durumda desorpsiyon sonucu enzim serbest

halde reaksiyon ortamina geger ve iiriinlerin kirlenmesine neden olur.
2.5.4. iyonik etkilesim

Bu yontem, iyon degistirme yetenegine sahip suda ¢coziinmeyen tasiyicilara enzimin iyonik
baglanmas1 temeline dayanir. Baz1 durumlarda iyonik baglama yaninda fiziksel adsorpsiyon

da etkili olmaktadir.

Iyonik baglama ¢ok yumusak kosullarda gergeklestiginden, enzimin konformasyonunda ve
aktif merkezde degisiklige neden olmaz. Ancak; enzim ile tastyici arasindaki bag kovalent

bag kadar gii¢lii olmadigindan enzim kagisi s6z konusudur.

X v
;i"'*‘* **’Enzum
i IN‘R?;

/

Yuzey
Sekil 2.8. Iyonik baglama

2.5.5. Selat baglama

Baz1 gecis metallerinin selat yapma 6zellikleri sayesinde enzimlerin organik ve inorganik
tastyicilara baglanmasit miimkiindiir. Yontem ilk kez 1971 yilinda uygulanmis olup, daha

sonra da kullanilmaya devam edilmistir.
2.5.6. Biyospesifik baglama

Enzimler ile antikorlar ve lektinler arasindaki biyospesifik etkilesimden yararlanilarak
enzim immobilize edilebilir. Lektinler, spesifik karbonhidrat atiklarini igeren enzimlere
kuvvetlice baglanirlar. Ornegin bu ydntemle immobilize edilen invertaz, sakkarozun
kesiksiz inversiyonunda kullanilmistir. Spesifik monoklonal antikorlar1 suda ¢dziinmeyen
materyale baglayarak hazirlanan tastyicilar enzim immobilizasyonunda basarili bigimde

kullanilmaktadir.
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2.5.7. Capraz baglama yontemleri

Kiigiik molekiillii, bi veya multi fonksiyonel reaktifler enzim molekiilleri arasinda kovalent
baglar yaparak sonugta suda c¢oziinmeyen komplekslerin olusmasini saglarlar. Capraz
baglanma derecesi ve immobilizasyon, protein ve reaktif derisimine, pH ya da immobilize
edilecek enzime ¢ok bagimlidir. Intermolekiiler baglanmalar yaninda, intramolekiiler
baglanmalar da s6z konusudur.

Bu yontem ile enzim immobilizasyonu 4 farkl sekilde ger¢eklesir:

Enzimin yalniz bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu

Enzimin ikinci bir protein varliginda bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu
- Enzimin suda ¢6ziinen bir tasiyicida adsorpsiyonundan sonra bifonksiyonel reaktif ile

reaksiyonu

Enzimin bifonksiyonel reaktif tarafindan aktive edilmis polimer tastyici ile reaksiyonu

En c¢ok kullanilan c¢apraz baglama reaktifleri; gluteraldehit, kloroformat ve
karbonildiimidazol, heterosiklik halojeniirler, bioksiranlar, divinilsiilfonlar, p-benzokinon,

gecis metal iyonlar1 ve epiklorhidrinlerdir.

Enzim

Sekil 2.9. Capraz baglama

Capraz baglama reaksiyonu ¢ok yumusak kosullarda gerceklesmediginden bazi1 durumlarda
onemli Olgiide aktivite kaybi s6z konusudur. Enzimler bu sekilde birbirlerine
baglandiklarinda jelatinimsi bir yapi1 olustururlar, bu nedenle mekanik bakimdan cok
kararsizlardir. Cok sayida enzimin diger enzimler i¢in matriks olarak davranmasindan dolay1
bu metot iyi bir immobilizasyon metodu degildir. En ¢ok kullanilan ¢agraz baglama reaktifi

gluteraldehitdir.
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2.5.8. Kopolimerizasyon yontemleri

Enzimler bir kopolimerizasyon reaksiyonunda monomerlerden biri gibi davranir ve
boylelikle polimer matrikse baglanmis olur. Yontem, polimer matrikse tutuklamaya

benzemekle birlikte enzim kagisinin 6nlenmis olmasi gibi tistlinliigi vardir.

2.5.9. Tutuklama yontemleri

Prensip olarak tutuklama enzim molekiiliinii belirli bir mekanda durmaya zorlamaktir.
Enzim bulundugu ¢evreden disariya ¢ikamaz. Bu islem, polimer matriks i¢indeki kafeslerde
gerceklestirilebilecegi gibi yar1 gecirgen membranlar i¢inde mikrokapsiilleme ile de
gerceklestirilebilir. Bu yontemi kovalent baglama ve ¢apraz baglama ile immobilizasyondan
ayiran en onemli 6zellik; enzim molekiiliinlin fiziksel veya kimyasal olarak herhangi bir

tastyictya baglanmamis olmasidir.

2.5.10. Polimer matrikste tutuklama

Polimerizasyon ve capraz baglamanin olustugu ortamda enzim de bulundugu takdirde
enzim, ¢apraz baglanma sonucu olusan odaciklarda (kafes) tutuklanmaktadir. Bu amagla en
cok kullanilan polimer; N,N'-metilenbisakrilamid ile ¢apraz baglanmis poliakrilamiddir.

Yontem, yliksek derece capraz bagli bir polimerin enzim ¢ozeltisi i¢inde olusturulmasi
temeline dayanir. Polimerlesme sonucu enzim molekiilleri ¢apraz bag aglar1 arasinda

tutuklanmakta ve boylece ana ¢ozeltiye gegmeleri engellenmektedir.

Capraz bag yiizdesi dyle ayarlanmalidir ki, enzim molekiilleri tutuklanabilsin ama substratin
enzimlere ulasmasina engel olunmasin. Capraz bag ylizdesinin agir1 olmasi substratin enzim
aktif merkezlerine ulasmasini1 engellemekle kalmayip enzimin zincir yapisint da zorlayip
aktivite kaybina veya tamamen inaktif olmasina neden olabilir. Bu nedenle optimal bir

capraz bag ylizdesi saptanmas1 Onemlidir. Bu oran, enzime ve tasiyiciya bagl olarak degisir.

Uygun capli substrat molekiilleri polimer kafes i¢inde tutuklanmis enzim molekiillerine
ulasir ve reaksiyon iirlinleri de disar1 ¢ikar. Bu yontemde kullanilacak substratin kiigiik
molekiillii olmasi1 gerekir. Bu tip immobilizasyon, ilk kez 1963 yilinda tripsin, kimotripsin

ve diger enzimlerin immobilizasyonunda kullanilmigtir.
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Molekiil kiitlesi 15000°den fazla olan enzimlerin bu yontemle immobilizasyonlari oldukga
kolaydir. Bu tiir immobilizasyon isleminde en ¢ok kullanilan tastyicilar; hidrofilik temele
dayal1 poliakrilamid jeli ve jel olusturan polisakkaritlerdir. Ayrica silikon lastigi ve silikajel
de kullanilmaktadir. Tutuklama yaninda 6zellikle yiiklii polimerlerde fiziksel adsorpsiyonun

da etkin oldugu saptanmuistir.

Polimer zincirleri arasindaki ¢apraz baglama degisik bifonksiyonel veya multi-fonksiyonel
reaktiflerle saglanmaktadir. Ornegin, bu ydntemle enzim immobilizasyonunda en ¢ok
kullanilan tastyici olan poliakrilamidin gaprasik baglanmasi N,N'-metilenbisakrilamid ile
gerceklestirilir. Capraz bagh tasiyicilarin hazirlanmasinda, monomer ve ¢apraz baglayict
reaktiflerin mol oranlart ¢ok Onemlidir. Bu durum bir yandan enzim molekiillerinin
tutuklanacagi hiicrelerin ¢apina etki ederken, diger yandan tasiyicinin fiziksel 6zelliklerinde

onemli degismelere de neden olacaktir.

Bu yontemle immobilize edilen enzimin asil zelliklerinde bir degisme beklenmez. Ancak
tastyicinin tipi ve enzimatik reaksiyonlar bolgesel mikro ¢evre etkilerinin olusmasina neden
olurlar. Ornegin, tastyicinin yiiklii olmas1 énemli bir etkendir. Tastyicimin yiiklii olmasi
immobilize enzimin 6zelliklerinde dogal enzime kiyasla ¢ok onemli degismelere neden

olmaktadir.
Bu yontemin yararlari; ¢ok kolay uygulanmasi, gercek bir fiziksel yontem olmas1 ve ¢ok az
miktarlarda enzim kullanilarak gerceklestirilmesidir. Nétral, suda ¢ozlinmeyen tasiyicilarla

da immobilizasyon gerceklestirilmekte ve kimyasal bir baglanma olmadigindan ytkli

tastyiciya gerek duyulmamaktadir.

Enzim /pv pOlimef

Sekil 2.10. Polimer matrikste tutuklama
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Yontemin sakincalar1 ise; immobilizasyon iglemi sirasinda inaktivasyonun deney
kosullarina ¢ok siki bagimli olusu ve immobilize enzimin ancak kiiclik molekiillii

substratlara karsi iyi bir aktivite gostermesidir.
2.5.11. Mikrokapsiilleme

Bu yontem enzim molekiillerinin yar1 gecirgen bir membran i¢inde tutuklanmasindan

ibarettir. Mikrokapsiillerin biiyiikliigii 1-100 um arasinda degisir.

Enzimler daha ¢ok kimyasal mikrokapsiillemede immobilize edilir. Bu yontem ile enzim
immobilizasyonu; siirekli ve siirekli olmayan yar1 gegirgen membran mikrokapsiillerde

tutuklama olmak iizere iki grupta incelenebilir.

Stirekli mikrokapsiillerde ¢cerceve membran kati, siireksiz mikrokapsiillerde lipozomlar ise
bir siv1 tabakadir. Immobilizasyonda kullanilan gergeve maddesinin (membran) yari
gecirgen olmasit zorunludur. Ayrica bu yar1 gegirgen membranin gozenek caplari; substrat
molekiillerinin kapsiil i¢cine girisine ve iiriin molekiillerinin disar1 ¢ikisina olanak verecek
biiyiikliikte olmalidir. Substrat molekiilleri ne kadar kii¢iikse bu yontemle immobilize

edilmis enzimin verimliligi o dlgiide yliksek olacaktir [39].

Membran

Enzim

Sekil 2.11. Mikrokapsiilleme
2.6. Enzim Sensorleri

En genel anlamda bakildiginda bir biyosensor biyobilesen, doniistiiriicii ve oOl¢iim
sisteminden ibarettir. Enzim sensorlerini diger biyosensorlerden ayiran tek fark biyoaktif

tabakada biyobilesen olarak enzimlerin yer almasidir [42,43].
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Cizelge 2.3. Enzim bazli sensorlerin siniflandirilmasi

1. Elektrokimyasal Esasli Enzim Sensorleri
a) Amperometrik esasli enzim sensorleri
Birinci nesil amperometrik enzim elektrotlar
Ikinci nesil amperometrik enzim elektrotlar:
Ucgiincii nesil amperometrik enzim elektrotlart
b) Potansiyometrik esasli enzim sensorleri
Proton duyarl potansiyometrik enzim elektrotlar
Amonyum duyarli potansiyometrik enzim elektrotlar
Karbondioksit duyarli potansiyometrik enzim elektrotlari
€) Yar iletkenleri esas alan enzim sensorler
Enzim alan etki transistorleri
2) Optik esash enzim sensorleri
Absorpsiyon esasli optik enzim sensorleri
Flouresans esasli optik enzim sensorleri
Biyoluminesans esasli optik enzim sensorleri
3) Kalorimetrik esasli enzim sensorleri

Piezoelektrik esasli enzim sensorleri

Enzim sensorlerinin siniflandirilmasi en yaygin sekilde, enzimatik reaksiyon sonucu olusan

sinyalin belirlenme ilkesine gore yapilmaktadir (Cizelge 2.3) [29,44]

2.6.1. Amperometrik esash enzim sensorleri

Amperometri en genel anlamziyla belli bir potansiyeldeki akim siddetinin 6l¢iimiinii esas alir.
Sistem; ¢alisma, referans ve yardimci elektrot olmak iizere ii¢ elektrottan olusur. Calisma
elektrodu immobilize biyoaktif tabaka i¢cermektedir. S6z konusu akim yogunlugu calisma
elektrodunda yiikseltgenen ya da indirgenen elektro aktif tiirlerin derisiminin bir fonksiyonu
olarak tamimlanir. Kalibrasyondan sonra, akim yogunluklarindan ilgili tiirlerin

derisimlerinin belirlenmesinde yararlanilir [44,45].

Elektrokimyasal biyosensorlerin biiyiik bir kismi katalitik reaksiyon sirasinda elektronlar
kullanan ya da iireten oksidorediiktaz sinifi enzimleri icerir. Bu elektrokimyasal reaksiyonlar

elektrot yiizeyinde gergeklesir ve akim olusturmak i¢in kullanilir. Enzimatik oksidasyon
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sonucu agi8a ¢ikan elektronlar anoda transfer edilir. Burada, oksijen gibi yiiksek bir elektron

alicisina taginir [45,46].

2.6.2. Potansiyometrik esash enzim sensorleri

Potansiyometri en genel anlamda calisma ve referans elektrot arasindaki potansiyel farkinin
Ol¢limiinii esas alir. Elektrot potansiyeli dogrudan analit derisimini tanimlar. Elde edilen
sinyal Nerst Kanunu uyarinca derisimin negatif logaritmasi ile orantilidir. Potansiyometrik
enzim elektrotlarinda kullanilan temel sensorler pH ya da tek degerlikli iyonlara duyarli cam
elektrotlar, anyon ya da katyonlara duyarl iyon - secici elektrotlar ve karbondioksit ya da

amonyaga yonelik gaz duyarl elektrotlardir [45,46].

2.6.3. Yari iletken esash enzim sensorleri

Temel sensor olarak metal oksit yari iletken duyarli alan etkili transistorleri (MOSFET) ya
da iyon duyarl alan etkin transistorleri (ISFET) esas alan bu tiir enzim sensorleri, enzim ile
alan etkin transistorlerinin birlestirilmesini ifade edecek sekilde enzim alan etkili transistorii

(ENFET) olarak adlandirilir [42,47].

2.6.4. Optik esash enzim sensorleri

Optik enzim sensorleri iletici sistem olarak optik lifler lizerine uygun bir yontemle enzim
immobilize edilerek hazirlanan 6l¢lim cihazlaridir. Enzimatik reaksiyon sonucu meydana
gelen kimyasal ya da fizikokimyasal bir degisimin Ol¢limiinii temel alir. Sinyal 151k
yansimasi, sagilmasi ya da yayimi sonucu meydana geldigi i¢in, optik lifin {izerine enzim
immobilizasyonuyla hazirlanan optik esasli enzim sensorleri absorbsiyon, flouresans,

biyoliiminesans gibi ilkeler ¢ercevesinde islev goriirler [45,46]

2.6.5. Kalorimetrik esash enzim sensorleri

Kalorimetrik esasli enzim sensoérleri; termal enzim sensorleri, enzim termistorleri ya da
entalpik enzim sensdrleri gibi degisik isimlerle tanimlanirlar. Calisma ilkeleri bir enzimatik
reaksiyondaki entalpi degisiminden yararlanilarak substrat derisimini belirlemektir. Genel
olarak ekzotermik enzimatik reaksiyonlardan yararlamilir. Enzimatik reaksiyon sonucu

meydana gelen sicaklik degisimi ile substrat derisimi arasindaki dogrusal iliskiden sonuca
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ulagilir ve oldukea kiigiik sicaklik degisimleri termal olarak yalitilmis ortamlarda termistor

veya termofiller yardimiyla izlenir [45,46].
2.6.6. Piezoelektrik esasli enzim sensorleri

Piezoelektrik sensorler genel anlamda karakteristik rezonans frekansindaki degisimi
belirleyerek bir piezoelektrik kristal yilizeyinde toplanan Ornegin kiitlesinin 6lgiilmesi
esasina gore ¢alisan gravimetrik aygitlardir. Sensor se¢imliligi kristal yiizeyindeki madde ile
cok 6zel bir etkilesime sahip analitin birikimiyle iligkilidir. Bir piezoelektrik sensoriin
iizerinde enzim immobilizasyonuyla gerceklestirilen piezoelektrik enzim sensorlerinde,
enzim molekiillerine substratlarin baglanmasindan dolayr meydana gelen kiitle
degisimlerinin, piezoelektrik kuartz diskin vibrasyonunda sebep olduklar1 farklanmadan

yararlanilarak madde miktarina ulasilir [45,46].
2.7. ideal Biyosensoriin Ozellikleri

Ideal bir biyosensoriin sahip olmasi gercken bazi ozellikler asagida verilmektedir:
Kalibrasyon ozellikleri, dogrusal ¢alisma araligi, duyarlik ve gozlenebilme sinir1 ideal bir
biyosensor analitin stok ¢ozeltisinin ¢aligma ortamina ilave edilmesi yoluyla kolaylikla
kalibre edilebilmelidir. Kalibrasyon grafiginde substrat derisimi ile biyosensdr cevabi

arasindaki iliskinin dogrusal oldugu derisim araligina dogrusal ¢alisma araligi adi verilir.

Duyarlik, genellikle analitin derisimindeki degisiklige karsi biyosensoriin cevabindaki
degisikligin izlenmesi ile belirlenir. Duyarlik, kalibrasyon grafiginin, dogrusal g¢aligma
araligindan yararlanilarak belirlenen 1/C ya da I/log C/Co oranindan yani grafigin egiminden

hesaplanir[48,49].

Gozlenebilme sinir1, en uygun ¢alisma kosullarinda sensor ile tayin edilebilen en diisiik

derisim degeridir [50].

Secicilik ve Giivenilirlik, bir biyosensdriin segiciligi hem enzimin 6zgiilliigiine hem de
ornekte bulunan elektroaktif tiirlerin varligma baglhidir. Ideal bir biyosensér sadece hedef
analitin derisimindeki degisikliklere cevap vermeli ve ortamda bulunan diger tiirlerden
etkilenmemelidir. Bir biyosensor seciciligi iki sekilde belirlenebilir: Birincisi girisim yapan

tiriin ortama eklenmesi ve biyosensoriin cevabinin Olgiilmesini igerir. Her tiir icin
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kalibrasyon egrisi ¢izilir ve aymi kosullarda analit i¢in ¢izilen kalibrasyon egrisi ile
karsilastirilir. Bu durumda segicilik, analitin tek basina ve girisim yapan tiiriin tek basina
oldugunda elde edilen sinyal orani olarak ifade edilir. Ikinci durumda ise, girisim yapan tiir,
belli derisimde analit igceren elektrokimyasal hiicreye ilave edilir ve secicilik, biyosensor

cevabinin varyasyon yiizdesi olarak ifade edilir.

Glivenilir bir biyosensoriin cevabi analit derisimi ile dogrudan iliskili olmali ve 6rnek
matriksi i¢inde bulunan girisim yapan tiirlerin derisimlerinden etkilenmemelidir. Bu
sebepten, biyosensorler i¢in muhtemel girisim yapabilen tiirler belirlenmeli ve etkilerinin

nasil oldugu tespit edilmelidir [49,51].

Cevap siiresi, ideal bir biyosensoriin cevap siiresinin kisa olmasi istenir. Cevap siiresi
caligma ortamina analit eklemeleriyle kolaylikla belirlenebilir. Cevap siiresi, kararli hal
cevabinin % 90’1na veya % 95’ine ulasilmasi i¢in gegen siire olarak tanimlanabilir [49].
Cevap stiresi analit, kosubstrat ve iiriinlerin farkli tabaka ve membranlar boyunca taginma

hizina baglidir. Ayrica, bu tabakalarin kalinligina ve gecirgenligine de baglidir.

Tekrarlanabilirlik, bir zaman periyodu boyunca yapilan 6l¢iim sonuglarininin bir serisinin
sacilmasi ya da yayilmasimin ol¢iisiidiir. Bu genellikle dogrusal ¢aligma araligindaki analit
derisimleri i¢in belirlenir [49]. Bir biyosensoriin tekrarlanabilir cevaba sahip olmasi dogru

ve giivenilir analiz i¢in gereklidir.

Kararlilik, ¢alisma periyodu boyunca biyosensoriin performansinin korunmasi yetenegidir.

Ideal olarak bir biyosensériin uzun siire kararliligin1 korumasi istenir.

Omiir, biyosensorlerde kullanilan biyolojik elementler genellikle en az kararli bilesendir.
Bir biyosensoriin en 6nemli 6zelliklerinden biri normal ¢aligma kosullarinda ne kadar siire
duyarligin1 korudugudur. Omiir, yapilan 6l¢iim sayisina ya da 6lgiilen analit derisimine bagl
olarak degisebilir. Yiiksek derisimler duyarligin daha cabuk yitirilmesine yol agabilir.
Ayrica, ornekte bulunan bazi tiirlerin varhigir da deaktivasyon siirecini, hedef analitin
derisiminden bagimsiz olarak, hizlandirabilir. Uzun biyosensor dmrii i¢in gerekli saklama
kosullart da Onemlidir. Biyosensoriin buzdolabinda saklanmasi, biyolojik elementin

ozelliklerini korunmasini saglayabilir [48].
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2.8. Karbon Pasta Elektrotlar

Karbon pasta elektrotlar, karbon temelli elektrotlar icinde en yaygin olarak kullanilan
elektrotlardir. Adams ve ekibi tarafindan karbon damla elektrot olusturmaya calisirken
gelistirilen karbon pasta elektrotlar, grafit tozu ile elektrolitik 6zellik gostermeyen organik
bir sivinin belli oranlarda karistirilmasi ile elde edilirler [52]. Karbon temelli elektrotlarin
istiinliiklerinin yaninda karbon pasta elektrotlar, inorganik ve organik materyaller ile

modifiye edilmek suretiyle ¢ok ¢esitli alan ve sekillerde kullanilabilir [53].
2.9. Karbon Pasta Elektrotlarin Tarihcesi

Karbon pasta elektrotlar (CPE) ilk olarak Adams (1958) tarafindan ortaya atilmistir. Bu
elektrotlar kolayca yenilenebilen ve modifiye edilen bir yiizey olusturur. Diisiik maliyetlidir.
Karbon pasta elektrotlar grafit tozunun mineral yagi (Nujol) gibi uygun bir macunlastirict
stvi ile karistirilmasiyla hazirlanir. Daha sonra bu karbon pasta, bir teflon ya da cam tiip i¢ine
yerlestirilir. Pastalama sivisi olarak bir¢ok segenek vardir, fakat diisiik uguculuk, saflik ve
maliyet bu secenekleri azaltmaktadir. Nujol (mineral yag1), parafin yagi, silikon, gres ve
bromonaftalin bu segenekler arasindadir. Nujol en iyi performansit gosterendir. Bu
elektrotlardaki elektrokimyasal mekanizmanmn bir kisminin, pastalama sivisinin
gecirgenligine bagli oldugu diistiniilmektedir. Karbon pasta ayni zamanda modifiye edilmesi
i¢cin uygun bir matriks saglamaktadir. Modifiye edici malzeme grafit ile karistirilir. Karbon
pastalarin bir dezavantaji organik baglayicinin yiiksek oranda organik c¢oziicii iceren
ortamlarda ¢ozlinme egilimidir. Metalik elektrotlardan daha iyi olarak karbon pasta
elektrotlar, genis bir anodik potansiyel limit ve diisiik artitk akim gosterirler. Katodik
potansiyel limiti elektrot matriksinde ¢ozlinmiis oksijenin indirgenmesine bagli olarak
degisir. Karbon pasta elektrotlarin diger bir genel problemi yiizeyinin akiskan ortamlarda

mekanik olarak dayanikli olmamasidir.

Bazi aragtirmacilar karbon pasta elektrotlarin gelisimini yillara gore asagidaki boliimlere
ayirmiglardir [54].

> 1959 - 1963 karbon pastanin baslangici ve ilk uygulamalari,

> 1964 -1965 karbon pastanin ilk modifikasyonlart,

> 1974 elektrolitik baglayicili karbon pastalarin ortaya cikisi,

> 1981 - 1990 kimyasal olarak modifiye karbon pastalarin devri,
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> 1988 biyolojik olarak modifiye karbon pasta elektrotlar,

> 1991 karbon pasta ile yarigan saglam karbon kompozitler.

2.10. Modifiye Edilmemis Karbon Pastalar

Klasik olarak, biitiin karbon pastalar toz karbondan veya elektrolitik olmayan organik sivinin
olusturdugu iki maddeden olusan karisimlardir. Bu tiir karisimlar modifiye edilmemis

karbon pasta sinifina girerler [55].

Karbon pasta elektrotlarin temel bilesenleri biitiin elektrotlarda aynidir. Parafin yagindan

olusan pasta karigimlarinin yapisi genel uygulamalarin ¢ogunda tatmin edicidir.

Karbon pastadaki uygun elektroaktif madde yiiksek safliktaki grafit tozudur. Elektrolitik
olmayan baglayici olarak, spektroskopik parafin yaglarinin marka olan iki iiriinii daha ¢ok
kullanilmaktadir. Nujol (Aldrich) ve Uvasol (Merck) son yayimlanan makalelerin deneysel
boliimlerinde belirtilmektedir [55,56]. Bu polar olmayan pasta sivilari tiim Onemli
ozelliklerini ihtiva etmektedir. Her ikisi de kimyasal olarak inerttir, izole edicidir, ugucu
degildir, suyu gecirgendir, uygun kivamda pasta karisimlar1 olustururlar. Fakat ortamdaki
organik ¢oziiciilerde dayanimi azdir [57,58]. Silikon yag:1 temelli karbon pastalar daha iy1

sonug vermesine ragmen ¢ok siklikta kullanilan bir elektrot malzemesi degildir [55].

Gilinlimiizde bu pastalarin bazi ilging uygulamalar1 vardir [58]. Bunlarin en ilgi cekici
ozelligi yiiksek iyon ¢ifti olusturma 6zelligidir. Bunlarin diisiik kararlilig1 ve sinyal /giirtilti

oran1 6zellikleri baz1 6n islemler yapilmasini gerektirir.

Ticari olarak kullanima hazir pastalar bulunmasina ragmen, modifiye edilmis karbon
pastalar da ¢aligmalarda tercih edilir. Karbon pastalarin laborotuvar ortaminda karigtirilarak
hazirlanmasi avantajdir ¢iinkii bilesikleri ve oranlarini arastirmaci kendi secebilir. Modifiye

karbon pastalarin hazirlanmasi i¢in bu kismen uygundur.

2.11. Modifiye Karbon Pastalar

Modifiye karbon pastalarin temeli genellikle grafit toz ve elektrolitik olmayan bir

baglayicidan olusan karisimdir [45,44]. Karisim i¢inde ayrica modifiye edici bulunur.
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Modifiye ajan genellikle tek maddeden olusur, fakat bu pastalar bazen iki ya da daha fazla
elektrodu modifiye etmenin temel sebebi istenen ve daha 6nceden tanimlanan 6zelliklere
sahip kalitatif yeni sensor elde etmektir. Karbon pasta elektrotlar siiphesiz modifiye elektrot
hazirlamada bu amagcla kullanilan en uygun materyallerden biridir [45].madde ile modifiye
edilebilir. Uygun bir araci ile hazirlanan karbon pasta temelli enzim i¢eren biyosensorler, bu
elektrotlara 6rnek verilebilir. Pasta i¢cindeki modifiye edicinin miktar1 % 10 ile % 30 (w/w)
arasinda modifiye ajanin Ozelligine bagh olarak ve modifiye pasta i¢indeki yeterli aktif

sitenin olusum kapasitesine bagl olarak degisim gosterir [59].

Bir elektrodu modifiye etmenin temel sebebi istenen ve daha 6nceden tanimlanan 6zelliklere
sahip kalitatif yeni sensor elde etmektir.Karbon pasta elektrotlar siiphesiz modifiye elektrot

hazirlamada bu amagla kullanilan en uygun meteryallerden biridir.[45]

Modifiye edici dogrudan baglayici i¢inde ¢oziiliir ya da homojenasyonu sirasinda pastaya
karigtirilir [60]. Modifiye ediciden olusan ¢ozelti ile grafit pargaciklari 1slatilabilir ve ¢oziicli
buharlastirildiktan sonra karbon tozu kullanilabilir. Sonug olarak daha 6nceden hazirlanmis
pastalar yeniden modifiye edilebilir. Fakat direkt modifikasyonlar tek amag¢h kullanimlar
icin 0Ozel sensOrler yapilmasint saglarken bazi uygulamalar ayni karbon pastayi
tekrarlanabilir modifikasyonlar igin farkli ajanlarla kullanma firsat1 verir. Klacher [45]

modifiye edicilerin miimkiin olan dort gorevinin siniflandirmasini yapmis ve su sekilde

Ozetlemistir:
> Istenilen iiriinlerin tercihli tutuklanmasi (styirma analizinde 6n deristirme)
> Immobilize molekiillerin veya bunlarin bazi kisimlarmin elektrot reaksiyonlarinda

aracilik etmesi

> Katalitik olaylarda rol almasi (katalitik elektrokimyasal cevaplar)

> Karbon pasta elektrotlarin yiizey 6zelliklerinin degistirilmesi.
> Karbon pasta elektrotlarin, hazirlanmasindaki bu kolayliklardan dolayr avantajli
olmustur.

2.12. Karbon Pasta Elektrotlarin Yapisi

Bilinen yumusak karbon pastalar uygun elektrot govdelerine sarilir. Yapilisi tabiki 6l¢iimiin

ozelligine, kullanilacak olan hiicreye, elektrodun ¢esidine (makro ya da mikro olmasi)
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baglhdir. Karbon pasta elektrot gévdesi ¢esitli cam, PVC ve teflondan yapilan silindir
seklinde ve bir uglar1 karbonu doldurmak i¢in agik cisimlerdir. Metrohm’ un ticari olarak
bulunan iiriinlerinde pastay1 itmek icin basit bir piston diizenegi vardir. CPE’ nin ¢ap1 2-1
mm arasindadir ve elektrokimyasal islemler i¢in uygundur. CPE’ lerin yukar1 da belirtilen
hazirlama kolayliklarinin yani sira kolay ve ¢abuk yiizey yenilemesine, ya da gerektiginde

pasta degistirilmesine izin vermektedir.

Bu yontem yeni bir yiizey elde etmede mekanik temizlemeye goére daha az vakit
gerektirdiginden daha uygundur. CPE’ lerin daha farkli tasarimlarinin, karbon pasta temelli
hiicrelerde, amperometrik ve potansiyometrik sensorlerde, ya da es zamanli 6zel Slglim
yapan duyarli cihazlarda kullanildig1 bilinmektedir. Karbon pasta elektrotlar yeni yilizey
eldesinde basarili oldugu i¢in organik ve biyolojik maddelerin analizinde ¢ok etkilidir. Bu
tir ortamlarda elektrot yilizeyi matriks bilesenleri ya da elektrot reaksiyon {iriinleri ile

zehirlenebilir [54].

Karbon temelli elektrotlarin en belirgin 6zelligi hidrofobik olmasidir. CPE’lerin lipoflik
ozelligi organik redoks sistemindeki birgok elektrot reaksiyonunun o6zel reaksiyon
kinetiginden kaynaklanir. Kat1 karbon elektrotlarda oldugu gibi, reaksiyon kinetigi grafitin

niteliginden etkilenir. Karbonun sivi pasta orani bu konuda 6nemli rol oynar.

Karbon pasta karisimlar zamanla 6nemli degisikliklere ugrayabilir (CPE’lerin yipranmasi).
Bu tiir istenmeyen davranislar mantikli kabulleri dogrular ve karbon elektrotlarin yipranmasi

baglayicinin yapisindan kaynaklanir.

2.13. Kaynak Arastirmasi

Kiralp ve digerleri(2003), iletken polimerlere polifenol oksidaz enziminin immobilize
edilmesiyle saraptaki fenolik bilesiklerin tayinini yapmiglardir. iletken polimer olarak
politiyofen ve polipirol kullanilmigtir. Hazirlanan enzim elektrodun Michaelis-Menten
sabitleri, en uygun sicaklig1 ve pH’s1, kararlilig1 ve raf omrii tespit edilmistir. Bu elektrot ile

kirmiz1 saraptaki fenolik bilesiklerin miktar1 belirlenmistir [61].

Xue ve Shen(2002), polianilin-poliakrilonitril kompoziti iizerine polifenol oksidaz

enziminin immobilize edilmesiyle fenol biyosensorii hazirlamislardir. Polifenol oksidaz
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enzimi varliginda oOnce poiakrilonitril sonra polianilin platin ylizeye kaplanmistir.
Hazirlanan enzim elektrodun kararlili1 8 ay boyunca 6l¢iilmiis ve bu siire i¢inde aktivitenin

korundugu gézlenmistir [62].

Pedano ve Rivas(2000), polifenol oksidaz enzimiyle modifiye edilmis karbon pasta
kullanilarak bir fenol bilesigi olan gentisik aside duyarli amperometrik biyosensor
gelistirmiglerdir.  Polifenol oksidazin  aktivitesi hem elektrokimyasal hem de
spektofotometrik yontemle 6l¢iilmiistiir. Biyosensériin tayin sinir1 5,0x10°M, enzimin Km

Ve Imaks’lari sirastyla 6,7x10* mM olarak belirlenmistir [17].

Rajesh ve Takashima(2004), p-toluensiilfonat ile dop edilmis polipirol filme polifenol
oksidaz enziminin hapsedilmesiyle fenolik bilesiklere duyarli amperometrik biyosensor
hazirlamiglardir. Camsi karbon elektrot yilizeyine p-toluensiilfonatli ortamda piroliin
elektropolimerizasyonu ile polipirol-p-toluensiilfonat film e¢lde edilmistir. Enzim
elektropolimerizasyon sirasinda ilave edilerek hapsedilmistir. Fenol tayini enzimatik
reaksiyon sonucu olusan kinon bilesiginin 0,05 V’da indirgenmesine dayanarak yapilmistir.
Hazirlanan enzim elektrodun cevap siiresi 75 s, dogrusal calisma araligi ise 0,8-2,4 uM

olarak belirlenmistir [63].
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3. DENEYSEL KISIM

3.1. Cihazlar ve Malzemeler

3.1.1. Elektrokimyasal analiz cihaz

Elektrokimyasal analiz cihazi olarak, sabit potansiyelde akim oOl¢limlerinin yapildigi
bilgisayar baglantili CH-Instruments firmasina ait CHI 660B model elektrokimyasal analiz

cihazi kullanildi.

3.1.2. Hiicre ve elektrotlar

Amperometrik dlgiimler, BAS (Bioanalitical system) firmasina ait C3 kat1 elektrot ¢alisma
standinda yapildi. Calismalarda ti¢li elektrot sistemi kullanildi. Referans elektrot olarak
BAS RE-5B no’ lu Ag/AgCI, karsit elektrot olarak MW -1032 no’ lu platin tel ve ¢alisma
elektrodu olarak Sekil 3.1°de goriilen 6zel olarak teflondan yaptirdigimiz 1 cm? yiizey alanl

icerisi karbon pasta ile doldurulan 6zel yaptirilmis malzeme kullanildi.

Sekil 3.1. Biyosensor i¢in yaptirilmis 6zel diizenek

3.1.3. pH metre
Tampon ¢ozeltilerinin pH’ lart ORION Model 5 star iyon analizleyici ile 6l¢iildii.

3.1.4. Su banyosu

Isitma, sogutma ve sabit sicaklik c¢alismalarinin gerektigi durumlarda termostatli su

sirkiilasyonlu sistem kullanildi.



34

3.1.5. Saf su

(Cozeltilerin hazirlanmasinda Human Power System firmasinin deiyonize 24 mohm dirence

sahip su kullanildi.

3.2. Kullanilan Reaktifler ve Ozellikleri

Calismada kullanilan kimyasal maddelerin adlar1 ve bazi1 6zellikleri Cizelge 3.1°de verildi

Cizelge 3.1. Kullanilan reaktifler ve 6zellikleri

Kimyasal Formiilii | Ozellikleri Kimyasal Formiilii

Fenol OH Molekiil kiitlesi : 94,144 g/mol
Yogunluk :1,0581 g/cm?
Erime noktas1 :43°C

CesHsOH
Kaynama noktas1 :184 °C

Sodyum hidroksit NaOH Molekiil kiitlesi :39,9971 g/mol
Yogunluk :2,1 g/cm?

Erime noktas1 :318 °C
Kaynama noktasi :1,390 °C

Potasyum nitrat KNOs Molekiil kiitlesi :101,1032 gr/mol
Yogunluk :2,109 gr/cm® (16 C)
Erime noktas1 :334 C

Kaynama noktas1 :400 °C’de bozunur

Sodyumdihidrojen- NaH2PO4 Molekiil kiitlesi: 119,98 g / mol
fosfat Yogunluk: 2,36 g / cm®
Sudaki ¢oziiniirliik: 59,90 g/ 100 mL (0 °C)

Sodyummono- Na2HPO4 Molekiil kiitlesi: 141,96 g / mol

hidrojenfosfat Yogunluk: 1,7 g/ cm?®

Sudaki ¢oziintirliik: 7,7g / 100 mL (20 °© C)

Polifenol oksidaz Molekil kitlesi: 128 kDalton
Saklama kosulu :-20°C
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https://tr.wikipedia.org/wiki/Yo%C4%9Funluk
https://tr.wikipedia.org/wiki/Erime_noktas%C4%B1
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Cizelge 3.1. (devam) Kullanilan reaktifler ve 6zellikleri

Sodyum Perklorat NaClO4 Molekiil kiitlesi: 122.44 gr/mol
Yogunluk: 2.499 gr/cm3 (16°C)
Erime noktasi: 130 C

Kaynama noktasi: 482°C

3.2.1. Enzim ¢ozeltisi

1,2 mg/mL olan polifenol oksidaz enzimi saf suda ¢oziildiikten sonra hacim 6l¢iilii balonda
10 mL’ ye tamamlandi1 (0,12 {inite/mL). Deney sirasinda kullanilacak olan enzim ¢ozeltisi
buzdolabinda 4 °C’de bekletildi, ancak uzun siire kullanilmadigi durumlarda ¢6zelti derin

dondurucuda saklanda.

3.2.2. Fenol ¢ozeltisi

Fenolden belli bir miktar tartilarak ¢oziildiikten sonra derisimi 0,1M pH 8,0 olan fosfat
tamponu ile 25,0 mL’lik stok ¢dzelti hazirlandi. Stok ¢dzeltiden derisimi 1,0x102M ve
1,0x10*M 1,0x107*M olan giinliik kullanim i¢in 25 mL fenol ¢dzeltileri hazirlanda.

3.2.3. Sodyum hidroksit cozeltisi

Belli bir miktar sodyum hidroksit alind1 ve saf suda ¢6ziildiikten sonra derisimi 0,1M olacak

sekilde 10 mL ¢0zeltisi hazirlandi.
3.2.4. Sodyum perklorat cozeltisi

Belirli bir miktar sodyum perklorat alindi ve saf suda ¢oziildiikten sonra derisimi 0,1M

olacak sekilde 10 mL ¢ozeltisi hazirlandi.
3.3. Fosfat Tamponunun Hazirlanmasi

Monosodyum hidrojen fosfat ve disodyum hidrojen fosfattan sirasiyla 5,20g ve 24,11g

tartilarak once saf suda ¢6ziildii, sonra saf su ile 500 mL’ ye tamamlanarak, derigimi 0,1M
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olan pH 8,0 tampon ¢ozeltisi hazirlandi. Farkli pH ve derisimlerdeki tampon ¢ozeltileri

hazirlamak i¢in ayni1 yol izlendi. Tampon ¢dzelti buzdolabinda +4 °C’de saklandi.

3.4. Biyosensoriin Hazirlanmasi

0,159 aktif karbon ve 100 pL nujol karistirilarak pasta haline getirildi ve 1,0cm g¢apinda
0,3cm derinliginde karbon pasta kalibinin (Sekil 3.1) i¢ine dolduruldu. Temiz bir cam yiizey
iizerine bastirilarak sikilastirildi. Polimer homojen bir sekilde temiz bir cam yiizeye
yayildiktan sonra, daha O6nce hazirlanan karbon pasta elektrot polimer iizerine bastirilmak
suretiyle homojen ve piiriizsiiz olarak yapistirildi. Daha sonra iistiine ii¢lincii tabaka olarak,
ayr1 bir tlipte 1mg s1gir serum albiimini (BSA), 50 uL fosfat (pH 8,0) tamponu, 75 pL enzim
(0,12 mg/mL), 30uL gluteraldehit c¢ozeltileri eklenerek elde edilen karisim, mikropipet
yardimi ile karbon pasta elektrodun iizerine kabarcik olugsmayacak sekilde ilave edildi. Oda
sicakliginda kurutuldu. Biyosensor fosfat tamponuyla birka¢ kez yikanarak ylizeye zayif
olarak tutunmus kimyasallar uzaklastirildi. Hazirlanan biyosensor kullanilmadigi

zamanlarda fosfat tamponunda +4°C’de bekletildi.

3.5. Biyosensoriin Fenole Duyarhihiginin ve Calisma Potansiyelinin Belirlenmesi

Boliim 3.4” deki gibi hazirlanan biyosensoriin fenole duyarliliginin ve enzimatik reaksiyon
sonucu olusan kinonun indirgenebilmesi i¢in uygun potansiyelin belirlenmesi amaciyla,
¢esitli potansiyellerde (-0,19V, -0,17V ,-0,15 V, -0,13 V, -0,11 V, -0,09 V, -0,07V) fenol
derisimlerine kars1 okunan difiizyon akimlar1 grafige gecirildi. Bu grafikten en iyi ¢alisma
potansiyeli belirlendi. Bu amagla, elektrokimyasal hiicreye pH’ s1 8,0 olan 9 mL’ lik fosfat
tampon ¢ozeltisi ve 0,1M 1 mL destek elektrolit olarak kullanilan sodyum perklorat ilave
edildi. Modifiye karbon pasta elektrot belirtilen potansiyellerde dengeye getirildikten sonra
1,0x102M stok fenol ¢ozeltisinden mikro pipet yardimiyla elektrokimyasal hiicreye artan
derisimlerde fenol ilave edildi. Her ilaveden sonra ¢ozelti 1200 saniye karistirildi ve 200
saniye sonra belirtilen potansiyellerde akimlar okundu. Okunan akim degerlerinden denge

akimi ¢ikarilarak akim farklari (A1) hesaplandi. Fenol derisimine kars1 Ai grafige gegirildi.



37

3.6. Biyosensériin En Iyi Calisma Kosullarinin Belirlenmesi

Biyosensoriin en iyi ¢alisma kosullarinin belirlenmesi i¢in, pH’ nin etkisi, sicakligin etkisi,
fenol derigiminin etkisi, elektrodunun tekrar kullanilabilirligi ve raf dmriiniin belirlenmesi

caligmalar1 yapildi.
3.7. pH’ nin EtKkisi

Bolim 3.5°de agiklandigi gibi hazirlanan elektrodun amperometrik cevap akimi iizerine
pH’nin etkisini incelemek i¢in pH’s1 6,0; 7,0; 7,5; 8,0; 9,0; 10,0 olan 0,1M fosfat tamponlari

hazirlandi.

Bir hiicre icerisine pH degeri 6,0 olan tampon ¢ozeltisinden ve hiicre i¢i derisimi 0,1M
olacak sekilde 1M sodyum perklorat ¢ozeltisinden ilave edildi. Modifiye elektrot bu
cozeltide - 0,15 V’ da dengeye getirildi ve denge akim1 kaydedildi. Daha sonra pH degeri
6,0 olan tampon ¢dzeltisiyle hazirlanan fenol ¢dzeltisinden hiicre i¢i derisimi 1,0 x10°M

olacak sekilde hiicreye ilave edildi. Cozelti 1200 s karistirildi ve 200 s sonra okunan akim
kaydedildi.

Ayni islemler pH degeri 7,0; 7,5; 8,0; 9,0; 10,0 olan fosfat tamponlar1 i¢in tekrarlandi. Her
bir pH’ya kars1 Ai degeri hesaplandi ve grafige gecirildi. Garafikten en uygun ¢alisma pH’

st belirlendi.
3.8. Sicakhigin Etkisi

Hazirlanan biyosensoriin amperometrik cevap akimi {izerine sicakligin etkisini incelemek

amaciyla alt1 farkli sicaklik degerinde ¢alisildi.

Hiicre icine pH’s1 8,0 olan fosfat tamponu ve hiicre i¢i derisimi 0,1M olacak sekilde 1M
sodyum perklorat ¢cozeltisi ilave edildi. Termostatli dolasimli su banyosu kullanilarak hiicre
icindeki ¢dzeltinin sicaklig1 20 “C olacak sekilde ayarlandi. Modifiye karbon pasta elektrot
- 0,15 V’ da sabit potansiyelde dengeye getirildi ve denge akimi kaydedildi. Daha sonra
hiicre i¢i derisimi 1,0x10° M olacak sekilde fenol ¢ozeltisi ilave edildi.Cozelti1200 s
karistirildi. 200 s sonra akim degerleri okunup, denge akimi ile farki alinarak 20 °C igin bir

Ai degeri hesaplandi. Ayn1 islemler 30 ‘C, 40 °C, 50 ‘C, 60 'C ve 70 °C sicakliklar1 igin
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tekrarlanarak her bir sicaklik i¢in Ai degeri hesaplandi ve sicakliga kars1 Ai grafigi ¢izilerek

modifiye elektrodun en uygun ¢aligsma sicaklig1 belirlendi.
3.9. Fenol Derisiminin EtKisi

Boliim 3.4° deki gibi hazirlanan biyosensor pH’s1 8,0 olan fosfat tamponu ve hiicre igi
derisimi 0,1M olacak sekilde 1M sodyum perklorat ¢6zeltisi bulunan hiicreye daldirildi. -
0,15 V’ da sabit potansiyelde dengeye getirilerek denge akimi kaydedildi. Daha sonra
1,0x107 — 1,0x10*M derisim araliginda fenol ilaveleri yapildi. Her ilavede ¢ozelti 1200 s
karistirilip, 200 saniye sonundaki akim okundu ve denge akimu ile arasindaki farklar alinarak
her bir fenol derisimi i¢in Ai degerleri belirlendi. Fenol derisimlerine kars1 Al grafigi ¢izildi
(Michaelis-Menten egrisi). Cizilen bu grafikten yararlanilarak modifiye elektrodun ¢aligma
aralig1 ve tayin sinirt belirlendi. Ayrica elde edilen verilerden Lineweaver-burk grafigi
cizildi ve bu grafikten yararlanarak polifenol oksidaz enzimine 6zgili olan Kwmgszienen) Ve

Imaks(gozlenen) degerleri belirlendi.
3.10. Tekrar Kullanilabilirligin Belirlenmesi

Boliim 3.4.°de belirtildigi gibi hazirlanan ve her 6lgiimde - 0,15 V potansiyelde dengeye
getirilen biyosensériin optimum sartlarda tekrar kullanilabilirligini belirlemek igin 1,0x107°
M derisiminde fenol ¢ozeltileri ile arka arkaya 6l¢timler yapildi. Her 6l¢iim i¢in denge akimi
ile dlgiilen akim arasindaki farktan Ai degeri belirlendi. Olgiim sayisina kars1 Ai degerleri

grafige gecirildi ve elektrodun tekrarlanabilir sonuglar verdigi belirlendi.
3.11. Raf Omriiniin Belirlenmesi

Boliim 3,4’deki gibi hazirlazirlanan biyosensoriin raf dmriiniin tespit edilebilmesi igin 35
giin boyunca degisik zaman araliklarinda 6l¢timler alind1 ve elektrodun ilk giin verdigi cevap
ile son giin verdigi cevap kiyaslandi. Bu amacla tampon ¢o6zelti ve destek elektrolit igeren
hiicre sistemine daldirilan elektrot - 0,15 V potansiyelde dengeye getirildi ve denge akimi
kaydedildi. Ardindan hiicre i¢i derisimi 1,0x10°M olacak sekilde fenol ilave edildi ve 1200
s karistirilip 200 s sonundaki difiizyon akimi okundu. Olgiim islemi tamamlanan elektrot,
bir sonraki 6l¢iim islemine kadar tampon ¢ozelti icerisinde + 4 ‘C’ de buzdolabinda

bekletildi. Ayn1 iglemler her 6l¢lim i¢in tekrarlandi. Elde edilen Ai degerleri grafige gecirildi.
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3.12. Fenol Tayinine Bazi Maddelerin Girisim Etkilerinin Incelenmesi

Olgiim ortaminda bulunabilecek bazi katyon, anyon ve molekiillerin hazirlanan enzim

elektrodun cevabina etkileri incelendi.

Boliim 3.4° e gore hazirlanan biyosensdriin, icerisinde pH’ s1 8,0 olan 9 mL’ lik fosfat
tamponu ve 0,1M 1 mL sodyum perklorat bulunan ¢alisma hiicresine daldirildi. -0,15 V da
dengeye getirilerek denge akimi kaydedildi. Daha sonra hiicreye derisimi 1,0x10°M olacak
sekilde fenol ilavesi yapildi. Cozelti 1200 s karistirildi, 200 s sonra akim degerleri okunup,
denge akimi ile farki alinarak fenol icin bir Ai degeri hesaplandi. Uzerine girisim calisilan
iyon ya da molekiiliin ilavesi yapildiktan sonra yeniden 1200 s karistirild1 ve 200s sonunda
akim okundu. Bu islem her iyon ve molekiil i¢in tekrarlandi. Daha sonra ayni1 islem fenol

lizerine girisim yapmayan biitiin iyon ve molekiillerin ilavesi ile tekrarlandi. Buna gore

kullanilan metoda; askorbik asit, Cu?*, Pb®*, Cd**, Zn?*, Bi** ,CH;COO", POs*, NOs , AsO4*>
, AsOy", CI', nin girisim yapmadiklari goriildii.

3.13. Fenol iceren Atik Sularda Fenol Tayini

Tayin icin standart ekleme yonteminden yararlanildi ve Bolim 3.4 de ki gibi hazirlanan
biyosensor atik sulardaki fenol miktarmin belirlemesi amaciyla, tiglii elektrot sistemli
elektrokimyasal hiicre kullanildi. Bu hiicrede calisma elektrodu olarak hazirlanan karbon
pasta elektrot, karsit elektrot olarak platin tel ve referans elektrot olarak da doymus kalomel
elektrot kullanildi. Elektrokimyasal hiicreye pH’ s1 7,50 olan fosfat tampon ¢6zelti, hiicre ici
derisimi 1x 103M fenol ve 0,IM potasyum nitrat ¢dzeltisi ilave edildi. -0,15 V sabit
potansiyelde enzim elektrodun kararli hale gelmesinden sonra, kararli akim degeri
kaydedildi ve hiicreye atik su numunesinden 1 mL ilave edildi.1200 saniye karistirilip 200
saniye sonunda 6l¢iim alind1. Ardindan hiicreye sirastyla 1x10°, 2,5x10°, 5x10™ M fenol

cozeltileri ilave edildi ve sirastyla ayn1 akim okuma islemleri uygulandi.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu ¢alismada fenol tayini i¢in polianilin-aktif karbon kompoziti kullanilarak yeni bir
biyosensor gelistirildi. Bu amagla, polianilin-aktif karbon ve polifenol oksidaz enziminden
olusan bir biyosensoér hazirlandi. Polifenol oksidaz enzimi ilk olarak fenoliin oksijenli
ortamda katekole yiikseltgenmesi tepkimesini, daha sonra da katekoliin oksijenli ortamda
kinona ylikseltgenmesi tepkimesini katalizler. Fenol tayini, bu enzimatik reaksiyonlar

sonucu olusan kinonun — 0,15 V’da indirgenmesi esasina dayanilarak yapildi.

polifenol oksidaz

Fenol + O, —————  katekol + H,0O

polifenol oksidaz

Katekol + Op——  Kinon + H20

Hazirlanan biyosensoriin en iyi ¢aligma kosullar1 belirlendi ve performansini etkileyen
faktorler incelendi. Daha sonra Gergek ortamlarda olabilecek girisimlerin fenol tayini

iizerine etkileri incelendi ve hazirlanan modifiye elektrot atik sularda fenol tayininde

kullanildi.

4.1. Biyosensériin En Iyi Calisma Kosullarinin Belirlenmesi

4.1.1. Calisma potansiyelinin belirlenmesi

Modifiye karbon pasta elektrot ile fenol tayini i¢in uygun potansiyelin belirlenmesi
amaciyla, gesitli potansiyellerde ( -0,19V, -0,17V ,-0,15V, -0,13 V, -0,11V, -0,09 V -0,07V)
fenol derisimlerine kars1 okunan difiizyon akimlarindan olusan grafikler ¢izildi. (Sekil 4.1).
Sekil 4.1. incelendiginde enzimatik reaksiyon sonucu olusan kinonun indirgenme
akimlarmin -0,15 V’da en yiliksek oldugu goriildii. Bu nedenle ¢aligma potansiyeli olarak -

0,15 V kullanildi.
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#-0,15V, R2 =0,9935
50,0 - *
m-0,13 V, R2 =0,9934
A-0,11V, R2 =0,9939
40,0 -
% -0,09 V, R2 =0,9931
< % -0,07 V, R2 =0,9875
E 30,0 1 ©-0,17 V, R2 =0,9950
[a]
-0,19 V, R2 =0,9869
20,0 -
10,0 -
—— %
-0,10 0,10 0,30 0,50 0,70 0,90 1,10
[Fenol], mmol/mL

Sekil 4.1. Calisma potansiyelinin belirlenmesi(0,1 M pH’s1 8,0 olan fosfat tamponu, 25°C)

4.1.2. pH etkisi

Enzimlerin aktivitelerini etkileyen en 6nemli faktorlerden biri pH dir. Ciinkii pH enzimin
aktif bolgesindeki veya yan zincirlerdeki aminoasit kalintilarinin iyonlagmasina sebep olarak

aktivitede azalmaya veya artmaya neden olur.

Bu calismamizda pH etkisini arastirmak amaciyla pH 6,0 — 10,0 arasinda degisen farkli pH’
lardaki fosfat tamponlari kullanildi. Sekil 4.2 incelendiginde modifiye elektrodun fenol i¢in

pH 8,0°de en iyi aktivite gosterdigi goriildii.

Literatiirler incelendiginde polifenol oksidaz enziminin en iyi aktivite gosterdigi pH
degerleri 7,4 [2], 8,5 [64], 9,0 [23], 7,0 [19], 8,0 [57] oldugu goriildii. Bu veriler
degerlendirildiginde yapmis oldugumuz calisma sonucu elde edilen pH degerinin literatiir
degerlerine yakin oldugu ancak kullanilan polimerin farkli olmasindan dolay1 enzimin en iyi

aktivite gosterdigi pH degerinin farkli oldugu goriildii.
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0,00 T T T T T T 1
4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 9,0 10,0 11,0
pH

Sekil 4.2. Biyosensoriin fenole duyarliligma pH’nin etkisi ( 25°C, 1,0x10°M fenol derigimi)

4.1.3. Sicaklik etkisi

Enzimlerin aktivitesini etkileyen faktorlerden biri de sicakliktir. Belirli bir degere kadar
sicaklik artiglari genellikle enzimlerde artan aktiviteye karsilik gelir. Ancak o degerden sonra
enzimin aktivitesinde azalma meydana gelir. Azalmanin sebebi protein yapisinin

bozulmasidir.

Enzimin en 1yi aktivite gosterdigi sicakligr belirlemek amaciyla fenol tayini i¢in pH’s1 8,0,
olan fosfat tamponu kullanildi. Hiicre ici derisimi 1,0x10° M olan fenoliin sicakligin 20 "C
- 70°C arasinda arttirilmasiyla elde edilen akim farklar1 grafige gecirildi. Sekil 4.3
incelendiginde, akim farklarinin 45 °C ye kadar arttig1 ve daha sonra azalmaya basladigi ve
en yiiksek akim farkinm 45 °C’ de elde edildigi goriilmektedir. Bu sicakhigin iistiinde
enzimin termal denatiirasyona ugradigini sdyleyebiliriz. 45 “C 'nin enzimler igin yiiksek bir
sicaklik oldugu diisiincesiyle bu sicaklik ¢alisma sicakligi olarak secilmedi. Daha ¢ok sayida
caligmada kullanilabilmesi ve calisma kosullarinin kolay olmasi nedenlerinden dolayi

bundan sonraki ¢alismalar 25 °C de yapild.

Literatiirler incelendiginde polifenol oksidaz enziminin en iyi aktivite gosterdigi sicaklik 20
°C [57] ve 37 °C [65] oldugu goriildii. Polimerin enzimi korumasi nedeniyle daha yiiksek

sicakliklarda da enzim aktif olabilmistir.
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9,0 -
8,0 -
7,0 -
6,0 -

< 5,0 -

S 4,0 -
3,0 -
2,0 -
1,0 -
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0 20 40 60 80

Sicaklik, °C

Sekil 4.3. Biyosensoriin fenole duyarliligina sicaklik etkisi (0,1 M pH’s1 8,0 olan fosfat
tamponu, 1,010 M fenol derisimi)

4.1.4. Fenol derisiminin etkisi

Biyosensoriin fenole duyarliliina fenol derisiminin etkisi aragtirildi. Bu amagla — 0,15 V’da
artan fenol derisimlerine (1,0x107—1,0x10° M) kars1 modifiye elektrodun amperometrik
cavabi Olciildi. Elde edilen veriler ile fenol derisimine kars1 akim farklar1 grafige gecirildi
(Michaelis—Menten egrisi) (Sekil 4.4). Bu grafik biyokimyasal kinetik de Michaelis—Menten
egrisi olarak bilinir. Grafik incelendiginde fenol derisimi arttikca akim farklarmin once
dogrusal daha sonra da dogrusalliktan saparak hiperbolik bir sekilde arttig1 gézlendi. Fenol
derisimi 1,0x10* M’dan itibaren akim farklarinda artis goriilmedi. Belirtilen dersimden
itibaren polifenol oksidaz enzimi fenole doymus ve bundan dolayr da akim farklarinda
degisme olmamistir. Michaelis — Menten egrisi hiperbolik bir egri oldugundan dolay1
enzimler icin spesifik veriler olan Vmax Ve Km degerleri bu grafikten dogru bir sekilde
bulunamaz. Bu sebeple Michaelis — Menten esitliginin her iki tarafinin da tersi alinarak yeni
bir esitlik ve dogrusal olan bir grafik (Lineweaver Burk grafigi) elde edilir(Sekil 4.5).
Dogrusal olan bu grafikten ekstrapolasyonla daha dogru Imax ve/veya Vmax Ve Km degerleri
elde edilir. Ky enzimin substrata karsi ilgisinin bir Ol¢iisiidiir, eger Km degeri biiylikse
enzimin substrata karsi ilgisi az, Ky degeri kiiclikse enzimin substrata kars1 ilgisi fazladir.

Vmax/Km orani biiyiik olan enzimin aktifligi yiiksektir.

Cizilen Lineweaver Burk grafiginden Kmgsz) V€ Imax(esz) degerleri sirastyla 1,04x10° mM ve
2,60 pA olarak hesaplandi.
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Bulunan Kms,) degerleri literatiir degeleri ile karsilastirildiginda, 0,4mM [66], 1,80mM
[67], 1,86mM [2] ve 0,0083x107 M [18], polianilin — aktif karbon enzimin substratina olan

ilgisini arttirdigi gorliir.

2,90 -
2,70
2,50

< 2,30

1

A

2,10
1,90

1,70

1,50 T T T T T 1
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00

[Fenol], mmol L

Sekil 4.4. Biyosensoriin amperometrik cevabina fenol derisiminin etkisi (0,1M pH 8,0 fosfat
tamponu, 25°C, N:3)

0,50 -

y =0,0004x + 0,384
R?2=0,9217 0,40

0O-00
r T T T T w, 00 T 1

-1.100,0 -900,0 -700,0 -500,0 -300,0 -100,0 100,0 300,0
1/fenol derisimi, mmol L

Sekil 4.5. Polifenol oksidaz i¢in Lineweaver — Burk grafigi, (0,1M pH 8,0 fosfat
tamponu,25°C, N:3)
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4.1.5. Calisma arahi@inin belirlenmesi
Sekil 4.5°dan elektrodun dogrusal galisma aralig1 5,0x107-1,0x107°M olarak bulundu (Sekil

4.6). Elektrodunun en diisiik tayin sinir1 1,0x107"M olarak belirlendi. Cevap siiresi ise 60 s

olarak belirlendi.

3,20
§ 2,20
.42‘
1,20
0,20 1 1 1 1 1 J
0,000 0,010 0,020 0,030 0,040 0,050 0,060
Phenol concentration, mmol L-1

Sekil 4.6. Kalibrasyon grafigi (0,1M pH 8,0 fosfat tamponu, 25 "C, N:3)

4.1.6. Biyosensoriin tekrar kullanilabilirliginin belirlenmesi

Boliim 3.4°teki gibi hazirlanan biyosensor i¢in tekrar kullanilabilirlik 6l¢iildii. Bu amagla
hiicre i¢i 1,0x10°M fenol ilaveleri yapilarak arka arkaya 15 6lgiim alindi. Olgiim sayisina
kars1 akim farklar1 grafige gecirildi (Sekil 4.6). 15 dl¢limiin bagil standart sapmast % 2,75

olarak bulunmustur.
4.1.7. Biyosensoriin raf omriiniin belirlenmesi

Boliim 3.4 deki gibi hazirlanan biyosensér kullanilarak hiicre ici fenol derisimi 1,0x10° M
olacak 35 giin boyunca belirli araliklarda 6l¢iimler alindi. Elde edilen akim farklar1 zamana
kars1 grafige gecirildi (Sekil 4.7). Sekil incelendiginde elektrodun % 53,0 oraninda islevini
kaybettigi, % 47,0 oraninda da korudugu goriilmektedir.

Enzimler mikrobiyal lireme vb. sebeplerden dolayr zamanla aktivitesini kaybeder. Bu

sebeple polifenol oksidaz ¢ozeltisi kullanilmadigl durumlarda dondurucuda saklanmalidir.
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Olglim sayisi

Sekil 4.7. Biyosensoriin tekrar kullanilabilirliginin incelenmesi (0,1M pH 8,0 fosfat
tamponu, 25 “C)
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Sekil 4.8. Biyosensoriin raf dmriiniin incelenmesi (0,1M pH 8,0 fosfat tamponu, 25 °C,
1,0x10°M fenol, N:3)

4.1.8. Atik su numunesinde fenol tayini

Tayin icin hazirlanan biyosensor atik sulardaki fenol miktarinin belirlemesi amaciyla
kullanild1. Elektrokimyasal hiicreye pH’ s1 7,50 olan fosfat tampon ¢6zelti, hiicre i¢i derisimi
1x10M fenol ve 0,1M potasyum nitrat ¢ozeltisi ilave edildi. -0,15 V sabit potansiyelde

enzim elektrodun kararli hale gelmesinden sonra hiicreye atik su numunesinden 1 mL ilave
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edildi. 1200 saniye karistirilip 200 saniye sonunda 6l¢iim alindi. Atik sudaki fenol miktari
2,740,5%10°°M olarak 6lciildii.

4.2. Sonuc¢
Polianilin-aktif karbon kompoziti kullanilarak hazirlanan fenole duyarli yeni biyosensoriin;

Tayin smir1 1,010 M olarak belirlendi. Bu deger kaynak calismalariyla kiyaslandiginda
biyosensoriin oldukga diistik bir tayin sinirina sahip oldugunu soyleyebiliriz.

Elektrodun dogrusal ¢alisma araligi 5,0x107-1,0x10°M olarak tespit edildi. Ayrica
biyosensoriin cevap siiresinin 60s oldugu belirlendi. Biyosensoriin genis ve diisiik
derisimlere duyarli bir dogrusal calisma araligina sahip oldugunu sdyleyebiliriz.

15 6l¢tim sonunda bagil standart sapmanin % 2,75 ve baslangictaki amperometrik cevabinin
% 98,70’ ini korudugu goriildii. Bu verilere gore modifiye elektrodumuzun yiiksek bir
tekrarlanabilirlige sahip oldugunu sdyleyebiliriz.

Biyosensoriin 35 giinlin sonunda baslangigtaki amperometrik cevabinin % 47,0’ m
korudugu goriildii.

Polianilin-aktif karbon kompoziti igeren karbon pasta elektroda immobilize edilen polifenol
oksidaz enziminin fenole duyarlihigmin bir dl¢iisii olan K, degeri 1,04x10° mM olarak
tesbit edilmistir. Literatiirler ile kiyaslandiginda biyosensordeki enzimin oldukga diisiik bir
Km degerine sahip oldugu goriildii. Sonug olarak, polimerin enzimi korudugunu ve bundan
dolay1 da enzimin 1yi bir aktivite gdsterdigini sOyleyebiliriz.

Hazirlanan biyosensor i¢in en uygun pH degeri 8,0 olarak bulundu.

Optimum sicaklik degeri 45 °C olarak tespit edildi. Fakat elektrodun kullaniminin pratik
olmas1 agisindan calismalar 25 “C’de yapildi. Polimerin enzimi korumasi nedeniyle daha
yiiksek sicakliklarda da enzim aktivitesini korumugtur.

Sonu¢ olarak hazirlanan fenole duyarli biyosensor diisiik tayin sinirina, diisiik cevap

sliresine, genis calisma araligina, iyi bir tekrarlanabilirlige ve uzun bir raf dmriine sahiptir.
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