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OZET

NANOPARTIKULLE MODIFIiYE EDILMIS POLIANILIN TUREVLI ENZIM
ELEKTROTLARININ OPTIMIZASYONU VE KARAKTERIZASYONU

Bu c¢alismada glukoz tayini i¢in yeni bir amperometrik biyosensor
gelistirilmistir. Oncelikle Pt elektrot yiizeyinde sodyum okzalat (NaO,) ortaminda
doniisimlii ~ voltametri  teknigiyle poli-0-anisidin  ve poli-o-toluidin  sentezi
gerceklestirilmistir. Sonrasinda ise polimer kapli elektrotlar glukoz oksidaz enzimi
(GOD) ve ZnFe;04 nanopartikiilii i¢eren kitosan ¢ozeltisine daldirilarak yiizeyde GOD
iceren ince bir film tabakasi olusturulmus ve son olarak elektrotlar glutaraldehit (GAL)
cozeltisi ile etkilestirilerek capraz baglanmalarla enzimin yiizeye immobilizasyonu
saglanmistir. Hazirlanan elektrotlarin glukoza duyarliligi kronoamperometrik yontemle
0,60 V potansiyel uygulanarak oOl¢lilmiistiir. Segment sayisi, tarama hizi, monomer
derigimi, kitosan derisimi, glutaraldehit derisimi, enzim derisimi ve nanopartikiil
derisimi optimize edilerek en uygun elektrot tasarim parametreleri belirlenmistir. Elde
edilen tiim elektrotlarin glukoza duyarli olduklari belirlenmistir. Ayrica ZnFe;O4
nanopartikiil iceren elektrotlarin glukoz varliginda Olgiilen akim degerlerinin
nanopartikiilsiiz elektrotlara gore daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Elektrotlar yiizey
yapist  ve  biyokimyasal  Ozellikleri  acisindan  karakterize  edilmistir.
Pt/POA/Chi+GOD/GAL, Pt/POA/Chi+GOD+ZnFe,O4/GAL, Pt/POT/Chi+GOD/GAL
ve Pt/POT/Chi+GOD+ ZnFe,O4/GAL elektrotlarin akim degerleri 1 mM glukoz
derisimine kadar dogrusal olarak artmistir. Linewear-Burk egrisinden Ky degerleri ve
Imax degerleri hesaplanmistir. En yliksek Imax degeri ise POA kapl, ZnFe;O4
nanopartikiil igeren elektrot i¢in elde edilmistir.

2015, 55 sayfa

Anahtar Kelimler: Glukoz oksidaz, amperometrik biyosensor, poli(o-anisidin), poli(o-
toluidin), ZnFe,04nanopartikiil



ABSTRACT

OPTIMIZATION AND CHARACTERIZATION OF POLYANILINE
DERIVED ENZYME ELECTRODES MODIFIED WITH
NANOPARTICLE

In this study, a new amperometric biosensor was developed for glucose
determination. Firstly, poly-o-anisidine (POA) and poly-o- toluidine (POT) synthesis
was carried out in sodium oxalate (NaOx) medium using cyclic voltammetry technique
on the Pt electrode surface. Then, a thin layer was constucted by dipping polymer
coated electrode in Glucose oxidase (GOD) enzyme and ZnFe,O, nanoparticle
containing chitosan solution. Finally immobilization of enzyme on the surface was
carried out via crosslinking by reacting with glutaraldehyde (GAL) solution. Glucose
sensitivity of prepared electrodes was measured by chronoamperometric method
applying 0,6 V potential. Optimal electrode construction parameters were determined by
optimizing segment number, scan rate, monomer concentration, chitosan concentration,
glutaraldehyde concentration, enzyme concentration and nanoparticle concentration. It
was observed that, all obtained electrodes are sensitive to glucose. Also, it was observed
that, current values measured for nanoparticle containing electrodes were higher than
those of non-containing counterparts. Electrodes were characterized by surface structure
and biochemical properties. Current values were increased linearly up to 1 mM glucose
concentration. Imax and Ky values were calculated using Linewear-Burk plots. The
highest Inax value was determined for POA coated and ZnFe,O4 nanoparticle contained
Pt electrode.

2015, 55 pages

Key Words: Glucose oxidase, amperometric biosensors, poly(o-anisidine), poly(o-
toludine, ZnFe,O4 nanoparticles
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1. GIRIS

Biyosensorler, biyolojik tepkimelerde hedef analitleri belirlemek i¢in kullanilan
kiigiik algilayict cihazlardir. Birbiri igine geg¢mis biri biyokimyasal digeri
elektrokimyasal 6zellikteki iki ¢eviriciden olugmaktadir. Biyokimyasal kismin gorevi
analizlenecek maddeyle etkileserek onu tanimaktir. Bu tanima olayinin sonucunda
biyokimyasal iiriinde olusabilmektedir. Biyosensoriin ikinci kismi olan elektrokimyasal
kisim ise bu tanima olaymi okunabilir (Olgiilebilir) bir sayisal degere cevirmekle

gorevlidir.

Sekil 1.1. Bir biyosensoriin genel sematik gosterimi

Son yirmi yildir, sensér alanindaki arastirma ve geligsmeler aktif arastirmaci
sayis1, yaymlanmis makale ve mali destek agisindan biiyiik bir ivmeyle artmaktadir. Bir
sensoriin gorevi fiziksel, kimyasal, biyolojik ¢evre hakkinda bilgi vermektir. Polimerler,
fiziksel ve kimyasal 6zellikleri belli gereksinimler i¢in uygun hale getirilebildiginden
sensOr tasarimlarinda yaygin olarak kullanilmaktadirlar (Adhikari ve Majummdar,
2004). Iletken polimerler elektronik, manyetik ve optik 6zelliklerinden dolayr biiyiik
bilimsel ve teknolojik &neme sahiptirler (Retama wve ark. 2005). Ozellikle
elektrokimyasal depolama sistemleri, telekomiinikasyon, molekiiler elektronik ve sensor
tasarimi gibi uygulamalarda 6nemleri giderek artmaktadir (Ahuja ve ark. 2007).

Biyosensorlerin galisma sistemi, ilk 6nce substratin ¢ozelti igerisinden biyosensor
ylizeyine taginmasi ile gerceklesir. Substratin taginmasi difiizyon, karistirma vb. gibi
cesitli  sekillerde olabilir. Substrat biyokatalizoriin ~ aktif bolgesine difiizlenir.
Biyokatalizor, polimerik gozenekli membrana (selillozik diyaliz membran1 gibi)
emdirilmis veya algilayici ile polimerik membran (selofan, seliiloz asetat/nitrat, polivinil
alkol, poliliretan vb) arasina sandvi¢ edilmis veya polimerik bir jel i¢inde hapsedilmis

olabilir. Bu hapsetme islemi i¢in poliakrilamid, jelatin, kollajen, agaroz vb. gibi dogal ve



sentetik polimerler kullanilabilir. Biyokatalizor ve substrat arasinda reaksiyon meydana
gelen bu etkilesim sonucu gaz molekiilleri (O;, CO, NHj; vb.) salmabilir veya
kullanilabilir, secimli iyonlar (H*, NH,", diger tek degerlikli anyon ve katyonlar)
olusabilir, 1s1 ortaya ¢ikar veya kaybolabilir, optik yogunluk degisebilir, elektron
salinabilir veya kullanilabilir. Biyokatalizoér ve substrat reaksiyonu sonucu olusan iiriin
algilayici ylizeyine taginir. Algilayicr ylizeyinde yukarida bahsedilen degisimler algilanip
elektriksel devrelerle dlgiilebilecek bir boyuta doniistiiriiliir. Olgiilen elektriksel sinyal

analit derisimiyle orantilidir. Sekil 1.2°de bir biyosensoriin ¢alisma prensibi sematize

edilmistir.
NUMONG ELEKTROKIMYASAL _
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FIZIKSEL BILESEN

Sekil 1.2. Biyosensorlerin yapisi ve ¢aligsma prensibi

Biyosensorlerin yiiksek spesifikligi yaninda, renkli ve bulanik ¢ozeltilerde genis
bir derisim araliginda dogrudan 6lgmeye olanak saglamak gibi Ustiinliikleri vardir. Fakat
reseptor olarak adlandirilan biyobilesenlerin pH, sicaklik, iyon siddeti gibi ortam
kosullarindan etkilenmesi biyosensoriin Kullanim omriinii kisaltmaktadir (Telefoncu,
1999).

Medyatorler ve oOzellikleri: Medyatorler oksidorediiktazlarin koenzimlerinin
yenilenmesinde Onemli rol oynarlar. Enzim ¢ozlinmiis sekilde degilse koenzimin
hareketi azalir ve elektronlarin elektrot ve koenzim arasinda tasinmasi igin bir
medyatore gereksinim duyulur.

Medyatoriin tatmin edici bir fonksiyon gosterebilmesi i¢in asagidaki 6zellikleri

de saglamasi gerekir (Telefoncu, 1999).



e Kolay indirgenip ylikseltgenebilmesi,

e Yiikseltgenmis ve indirgenmis seklinin kararli olmasi,
e (ozeltideki oksijen ile tepkime vermemesi,

e Hiicre i¢i uygulamalar i¢in zararli olmamasi.

Medyatorler inert veya elektro aktif bir polimer ile immobilize edilmektedir.
Iyon degistirici polimerler (nafyon gibi) ve iletken polimerler (polipirol, polianilin gibi)
bu amagcla kullanilir.

Fiziksel bilesen olarak kullanilan doniistiiriiciiler optik, kalorimetrik,
piezoelektrik ~ ve  elektrokimyasal  biyosensorler  olarak  smiflandirilabilir.
Elektrokimyasal biyosensor tiirii olan amperometrik biyosensorler, genel anlamda belli
bir potansiyeldeki akim siddetinin 6l¢limiinii esas alir. S6z konusu akim yogunlugu
calisma elektrotunda yiikseltgenen ya da indirgenen elektroaktif tiirlerin derisiminin bir
fonksiyonu olarak tanimlanmaktadir. Ikinci elektrot referans elektrot olarak is
gormektedir. Kalibrasyondan sonra, akim yogunluklarindan ilgili tiirlerin derisimlerinin

belirlenmesinde yararlanilir.

Referans
- elektrot (Ag/AzCl)

Cahsma
elektrodu l

Karsit
elekirot (Pt}

Elektrolit
gozeln

Sekil 1.3. Amperometrik esasli biyosensorlerin sematik gosterimi

Tayin edilecek madde yiikseltgeninceye (veya indirgeninceye) kadar hiicreye
uygulanan gerilime bagl olarak elde edilen akimda ani bir degisim ile bir pik olustugu
gozlenir. Pik akiminin yiiksekligi dogrudan elektroaktif tiiriin derisimiyle orantilidir.
Uygun yiikseltgenme (veya indirgenme) potansiyel biliniyorsa o potansiyel degeri
uygulanarak akim degerinin degisimi de izlenebilir. Bu sekilde yapilan analizler

amperometrik analiz olarak bilinir.



Iletici sistem olarak bir amperometrik sensériin kullanilmasinin potansiyometrik
sensorden en biiylik farki, iriinlerde sinyal olusturan tiiriin elektrot yilizeyinde
tiiketilmesidir.

Bir biyosensoriin biyoaktif tabakasindaki reaksiyonlar olduk¢a kompleks bir
kinetige sahiptirler.

Biyobilesenler ise, analiz edilecek maddeyi doniisiime ugratir ve bu doniisiime
eslik eden degisimler donistiiriicti tarafindan algilanir (Telefoncu, 1999). Enzimler,
mikroorganizmalar, organeller, doku kesitleri, antikorlar, niikleik asitler ve biyolojik
zarlar icine yerlesmis kimyasal reseptorler, sensorlerde biyobilesen olarak kullanilirlar.
Yiiksek spesifikliklerinden dolayr enzimler en yaygin kullanilan biyobilesenlerdir.
Temelde biitiin biyokimyasal reaksiyonlar enzimler tarafindan katalizlenir. Enzimler
cok giicli katalizorlerdir. Enzimler son derece etkilidirler. Siradan kimyasal
katalizorlere gore tepkimeleri 10%-10' kez daha hizli gergeklestirebilmektedirler.
Enzimler gosterdikleri bu hiza ulasirken pH, sicaklik, basing agisindan oldukg¢a 1limli
kosullarda ¢alisabilmeyi miimkiin kilarlar. Enzimlerle katalizlenen reaksiyonlar fazla
enerji gerektirmezler. Ayrica en kolay bulunan, en ucuz, en emniyetli ¢oziicli olan su
igerisinde ¢alismak enzimler i¢in miimkiin olmaktadir. Enzimler reaksiyonun tipine ve
substrata son derece spesifiktirler. Boylece yiiksek verim ve ¢ok az sayida yan iriin
meydana gelir.

Enzimler tepkimenin baslamas1 ic¢in gerekli olan aktivasyon enerjisini
diistiriirler. Bir enzim daima bir ¢esit tepkimeyi kontrol eder. Biyosensor yiizeyi artik¢a
enzim aktivitesi de artar. Hiicre i¢inde iiretilebilmelerine ragmen hiicre disinda da etki
gosterebilirler. Enzimlerin kontrol ettigi tepkimelerin ¢ogu cift yonliidiir. Genellikle
protein yapili olmalarindan dolay1 proteinlerin etkilendigi faktorlerden etkilenirler
(Telefoncu, 1986). Son yillarda biyomedikal arastirmalarda yaygin olarak kullanilan
glukoz oksidaz (GOD) (EC 1.1.3.4, B-D- glukoz: oksijen oksidorediiktaz) glukozun
molekiiler oksijen ile yiikseltgenip glukono-1,5-lakton ve hidrojen peroksitin (H20,)
olustugu reaksiyonu katalizler. Lakton sulu ortamda herhangi bir enzime ihtiyag

duymaksizin hidroliz olarak glukonik aside doniisiir. Reaksiyon asagidaki gibidir;



Glukoz + O, L Glukono-1,5-lakton + H,0,

/ H,0

v
Glukonik Asit

Sekil 1.4. Glukoz oksidaz enziminin reaksiyonu

Biyosensorlerde uygun biyoreseptor ve doniistiiriicii segildikten sonra bunlarin
birbirine baglanmasi asilmasi gereken en Onemli sorundur. Bu baglama islemi
biyoreseptdor immobilizasyonu olarak tanimlanir. Baglama isleminde ¢ok degisik
yontemler kullanilabilir. Hangi yontemin kullanilacagi secilen dondistiiriicii ve
biyoreseptdre gore belirlenir. Immobilizasyon biyoreseptdriin kararlihigi ve tekrar
kullanim agisindan biiylik avantaj saglar. Biyosensor immobilizasyonunda baglica dort

yontem kullanilmaktadir (Telefoncu, 1999).

Polimar Matrikste
Jelilcinde Tutuklamaea
Tutuklomo

Elektrot Yuzeyinde Biriktirme ®© O

Capror
Bajlama

Sekil 1.5. Biyobilesen immobilizasyonunda kullanilan yontemler

Bu yontemler kovalent baglama, tutuklama, ¢apraz baglama ve adsorpsiyondur.

Kovalent baglama, enzimlerin kovalent baglanmasinda dikkat edilecek en 6nemli nokta,



baglanmanin enzim aktivitesi i¢in aktif merkezdeki aminoasitler {izerinden
gerceklesmemesi ve bu gruplarin sterik engellemeye maruz kalmamasidir. Kovalent
baglanma enzim molekiilii {izerindeki fonksiyonel gruplar iizerinden gergeklesir
(Telefoncu,1999). Tutuklama, biyoreseptoriin bir membran veya tabaka igerisinde
hapsedilmesidir. Enzimler makromolekiiler yapili proteinler olup polimer jel
tabakalarda ve daha basit olarak diyaliz membranlarinda tutuklanabilirler. Bu yontem
enzimler yaninda organeller, hiicreler ve antikorlar i¢in de uygulanabilir.
Elektrokimyasal polimerlesme diger bir tutuklama yontemidir (Telefoncu, 1999).
Capraz baglama yontemi biyosensor hazirlanmasinda daha ¢ok tutuklama ve kovalent
baglama yontemlerinin kombinasyonu seklinde uygulanir. Capraz baglayici reaktif
olarak gluteraldehit, heksametilen diizosiyanat, diflorodinitrobenzen,
bismaleimidoheksan, disiiksinilsuberat en fazla kullanilmaktadir. iki fonksiyonlu
reaktifler enzimler yaninda organeller, hiicreler ve antijenlerin immobilizasyonunda da
uygulanmaktadir. Adsorbsiyon ise biyoreseptoriin film veya tabaka ile hidrofobik,
hidrofilik veya iyonik etkilesim sonucu assosiyasyonudur.

Biyosensor gelistirilmesinde kullanilan biyoaktif materyallerin (enzim, hiicre,
doku, vb.), jelatin, kollajen, kitosan gibi biyolojik molekiillerle birlikte glutaraldehit ile
capraz baglar olusturmasi esasina dayali immobilizasyon yontemi oldukc¢a yogun bir
sekilde kullanilmaktadir (Guilbault and Kauffmann, 1987). Yontem kolay uygulanabilir
olmast yaninda immobilize sistemin termal ve tekrar kullanim, ayni zamanda da
depolama kararliligini artirmast bakimindan tercih edilmektedir.

Glutaraldehit, ozellikle enzimlerin immobilizasyonunda siklikla kullanilan

biyofonksiyonel bir reaktiftir.

O O
Sekil 1.6. Glutaraldehit yapis1

Glutaraldehit ile enzimlerin baglanmasi genellikle ndtral pH veya ona yakin bir

degerde gergeklestirilir. Reaksiyon, oda sicakliginda kullanilan glutaraldehit miktarina



gore 1-60 dakika siiresinde gergeklestirilir. Optimal sartlar kullanilacak enzime gore
degisebilir. Ayrica enzimin aktif bolgesini korumak amaciyla glutaraldehit ile muamele
edilirken ortama enzimin substratida ilave edilebilir.

Enzimler bu sekilde baglandiklarinda jelatinsi bir yap1 olustururlar. Cok sayida
enzim molekiilii diger enzim molekiilleri i¢in matriks olarak davranir. Ancak enzimler
sadece birbirlerine degil de bir matrikse de glutaraldehit ile baglanabilirler. Bu sekilde
matrikse kovalent olarak baglanan enzim kullanis acgisindan ¢ok uygundur ve uzun siire
kullanilabilir (Wood, ve ark. 1982).

Enzimlerin polimer kapli yiizeye tutuklanmasi igin kullanilan Kitosan polimeri,
1800l yillardan beri incelenen bir polimer olup, son yirmi yildir farkli uygulamalara
yonelik kullanilabilirligi giindemdedir. (Albarghouthi et al., 2000; Zhang et al., 1995).
Ozellikle biyouyumlulugu ilaglarmn kontrollii salinimina iliskin uygulamalarda bu
polimeri popiiler hale getirmistir.

CH,OH

(0

OH

NH,

Sekil 1.7. Kitosanin kimyasal yapisi

Kitosan farmosotik uygulamalar disinda, film olusturucu ajan olarak kozmetik, boya
baglayici olarak tekstil, giiclendirici katki maddesi olarak kagit sanayinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (Dodane ve ark. 1998).

Enzim elektrot modifikasyonunda, elektron tutucu etki gibi 6zelliklere sahip
olmasi nedeniyle nanopartikiiller kullanilmaktadir. 1970’lerden beri bilim insanlar
nanopartikiilleri incelemekte ve Ozelliklerini belirlemeye ¢alismaktadir. Caligmalar
baslangicta optik ve elektronik cihazlar {izerinde yogunlagsmisken, simdi biyodlciimler
tizerinde ¢ok sayida arastirma yapilmaktadir.

Nanopartikiiller, nanoboyutlu malzemelerin dolayisiyla nano teknolojinin
temelini olusturmaktadir. Bu partikiiller diger ticari malzemelerden genelde farkli ve
iistiin kabul edilen 6zellikler gostermektedir. Sikca belirtilen nanopartikiil 6zelliklerinin

cekiciliginin glinlimiizde bilinen nedenleri ise; kuantum boyut etkileri, elektronik



yapisinin boyut bagimliligi, yiizey atomlarmin benzersiz karakterleri ve yiiksek
yiizey/hacim orani olarak 6n plana c¢ikmaktadir. Nanopartikiil sentezi bu yapilarin
sergiledikleri olagandis1 Ozellikler sebebiyle yliksek aktiviteli katalizorler, optik
uygulamalar i¢in 6zel teknolojik malzemeler ile birlikte siiper iletkenler, asinmaya kars1
katkilar, yiizey aktif maddeler, ilag tasiyicilar ve Ozel teshis aletleri gibi bircok
teknolojik ve farmakolojik iiriinlerin hazirlanmasimin yolunu agmistir. Bunlarin yani
sira, malzemelerin  nanoboyut seviyesinde kontrolii nanotasiyicilar, sensorler,
nanomakinalar ve yiiksek yogunluklu veri toplama hiicreleri gibi kendine 06zgi
islevsellige sahip minyatiirlestirilmis aygitlarin gergeklestirilmesine izin vermektedir.

Metalik nanopartikiiller analitiksel Oneme sahip bazi elektrokimyasal
tepkimelerin asir1 potansiyelini diisiirerek metalik elektrotlarda tersinmez olan redoks
tepkimelerde tersinirlik saglamaktadir.

Glukoz derigiminin belirlenmesi gida islemleri ve fermantasyonda oldugu kadar
klinik, biyolojik ve kimyasal dérneklerde de ¢ok 6nemlidir (Yoshimura ve Hozumi 1996;
Mizutani ve Yabuki 1997). Seker hastaliginin izlenmesi ve tibbi teshis amaciyla glukoz
tayinleri yaygin olarak yapilmaktadir.

21. yiizyilin en biiylik saglik sorunlarindan biri olan seker hastalifina yakalanan
hasta sayisinin 2025 yilina kadar 300 milyonu bulacag: tahmin edilmekte (King ve ark.
1998) ve kan sekeri seviyelerinin diizenli olarak dl¢iilmesi gerekmektedir (Garg ve ark.
2004). Bu nedenle, deri alt1 dokularinda glukoz derisimini siirekli bir degerlendirmeye
tabi tutabilmek ve kandaki glukoz seviyesini belirlemek amaciyla duyarli, segici,
givenilir ve disik maliyetli glukoz sensorii iiretimi i¢in giderek artan bir ¢aba
sarfedilmektedir (Yasuzawa ve ark. 2000; Sljukic ve ark. 2006).

Elektrokimyasal analizler acisindan diistiniildiigiinde, glukozun da iginde yer
aldig1 ¢ogu karbohidratin, yaygin olarak kullanilan elektrotlar iizerinde yiikseltgenmesi
biiyiik bir agir1 gerilim uygulamasini gerektirdigi i¢in kolay degildir. Bu yiizden yiiksek
katalitik aktiviteye sahip ve daha basit islemler gerektiren alternatif elektrot malzemeleri
bulmak i¢in g¢alisiimaktadir. Bu amaca yonelik en umut verici yaklasim modifiye
elektrotlarin kullanimi olarak goriilmektedir (Barrera ve ark. 2006). Bir elektrot
yiizeyini modifiye etmek, modifiye edilmemis yiizeyde gerceklesmeyen bazi kimyasal
ozelliklerin gerceklesmesini saglar ve boylece elektrot yiizeyinin segiciliginde artma

meydana gelir (Oni ve ark. 2005). Kimyasal olarak modifiye bir elektrot elde etmek i¢in



elektrotlar cogu zaman iletken veya yari iletken bir malzemeyle kaplanir veya kimyasal
bir modifikasyon ajani yiik transfer reaksiyonlari ya da ara yilizey baglantilar1 vasitasiyla
yapiya sokulur (Leznoff ve Lever 1989).

Modifiye bir elektrot elde etmek i¢in kullanilan iletken polimerler, cesitli
elektrokimyasal 6zelliklerinden dolay1r ¢ok degisik alanlarda kullanilabilmektedirler.
Ozellikle sensérler, sarj olabilen piller, fotokimyasal hiicreler, elektrokromik aletler ve
iyon segici elektrotlarin yapiminda kullanim potansiyeline sahip oldugu bilinmektedir.

Iletken polimerler kimyasal ve elektrokimyasal yontemlerle sentezlenebilmeleri,
metallere yakin elektriksel iletkenlik gostermeleri ve kolay islenebilirliklerinden dolay1
¢ok genis uygulama alanina sahiptirler (Toppare, 2003).

n elektron iskeletine sahip olan iletken polimerler, elektrik iletkenligi, diisiik
enerjili optik gecisler, diisiik iyonlagsma gerilimi ve yliksek elektron ilgisi gibi elektronik
ozellikleri sayesinde polimer zinciri boyunca tekli ve ¢iftli baglarin konjugasyonu ile
elektrik iletiminde rol oynamaktadirlar. Bu baglarin konjugasyonu sayesinde bir¢ok
atom elektronlar1 paylasabilmekte ve polimer iletkenlik kazanabilmektedir.

Iletken polimerler biyolojik materyallerin immobilizasyonu igin uygun
kompozitlerdir. Bu malzemelerin redoks 6zelliklerinden dolayr son yillarda kullanimi
olduk¢a yayginlasmistir. Enzim, elektrolit ¢ozeltiye eklenerek elektropolimerlesme ile
yiizeye yerlestirilebilecegi gibi, sentezlenmis polimer filme fiziksel ya da kimyasal
olarak baglanarak da immobilize edilebilir.

Diger iletken polimerlere gore daha karmagsik bir yapiya sahip olan polianilin
(PANI), sulu cozeltilerde ve atmosferik ortamdaki kararliligi, monomerinin ucuzlugu,
kolayca sentezlenebilmesi, yiiksek elektrokimyasal aktiflik ve elektrokromik 6zelligi
sayesinde sensor, biyosensor, sarj olabilen piller, elektrokromik ve elektronik cihazlar,
metal kaplamalardaki kullanimlari ile korozyon oOnleme gibi ¢ok c¢esitli ve Onemli
uygulama alanlarma sahiptir (Ozyilmaz, 2006a; Ozyilmaz ve ark.,2006b; Dispenza,
2006; Zhang, 2007; Chen, 2008). Anilin molekiiliiniin tiirevlerinden biri olan o-anisidin
(OA), ayrica o-metoksi anilin (OMA) olarak adlandirilir ve kimyasal, elektrokimyasal
metotlarla sentezlenir. Organik ¢oziiciilerin ¢ogunda polianilinin kompozitleri;
polianilin iceren cihazlar ve arastirma calismalar1 iiretiminde zorluklar yaratan cok
diisiik ¢0Ozilniirliige sahip olmasindan, poli-0-anisidin ile hazirlanan kompozit

malzemeler arastirma c¢alismalarinda daha ilging olabilir. Ciinkii, bu polimer i¢in



gozlenen en Onemli Ozellikler PAND'inkinden daha yiiksek ¢oziiniirliigli ve doping
anyonunun kullanildigindaki kadar iyi sentezleme kosullarina giiclii bir sekilde bagh

olan elektrokromik ozellikleridir.
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Sekil 1.8. Poli(0-anisidin) zincirinin sematik formiili

n

Diger PANI tiirevlerinden olan poli(o-toluidin) (POT) ise baz yapist amorf,
hidrokloriir tuz yapisi ise kismen kristaldir (Jozefowicz ve ark., 1991). POT un kristal
kisminin, polimer zincirinin zikzak agisini artirdigini, zincirler arasi araligi biiyiittiigiinii
ve diizensizlik artigina ragmen —CHj; gruplarinin varliginin, polimer zincirindeki
y1gilmay1 azaltigini belirtmislerdir. POT un birgok 6zelligi PANI’ya benzer fakat tek
biyiikk farklililk POT’un emeraldin hidrokloriir yapisinin iletkenliginin, PANI’in
iletkenliginden 1000 kat daha az olmasidir (Jozefowicz ve ark., 1991).
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Sekil 1.9. Poli(o-toluidin) zincirinin sematik formiilii

Bu calismanin amaci, platin elektrot iizerine doniisiimlii voltametri teknigiyle
sentezlenen poli(o-anisidin) (POA) ve poli(o-toluidin) (POT) iletken polimer filmlerin
izerine kitosan polimeri iginde ¢oziinmiis glukoz oksidaz (GOD) enziminin
immobilizasyonuyla ve glutaraldehit ile c¢apraz baglanmasiyla, glukoza duyarh
biyosensor elektrot tasarlanmaktir. Ayrica hazirlanan enzim elektrot, ZnFe;O4
nanopartikiilii ile modifiye edilmis ve iletkenlige katki yapip yapmadigr aragtirilmistir.
Optimizasyon c¢aligmalar1 yapilarak verimliligi arttirmak, tiretimde kaliteyi yilikseltmek,

zamandan tasarruf etmek amaglanmistir. Bu c¢alismada enzim elektrodunun
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kullaniminda glukoz ¢ozeltisinde 6l¢iilen akim degerlerinin nicel biiytlikliigiinii bir¢ok
parametre etkilemektir. Bu nedenle monomer derisimi, elektrolit derisimi, tarama hizi,
segment sayisi, GOD derisimi, kitosan derisimi, glutaraldehit derisimi, nanopartikiil
derisimi, ¢alisma potansiyeli gibi cesitli parametrelerin akim degeri tizerine etkisi
incelenmistir. Yiizeyi POA veya POT ile modifiye edilmis enzim elektrotlari, SEM ve
fotograf goriintiileri ile yapisal; CV analizleri ile elektrokimyasal; kinetik parametreleri,

tekrar kullanim kararliliklar1 belirlenerek biyokimyasal olarak karakterize edilmislerdir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Zhang ve ark. (2001), osmiyum kompleks medyatorii igeren enzim sensorlii yeni
bir akis enjeksiyon analit sistemi gelistirmislerdir. Gegirgen membran iizerinde
osmiyum-kompleks ve glukozoksidazin koimmobilizasyonu ve ince film teknigi
kullanarak yeni bir glukoz enzim elektrotu gelistirmiglerdir. Membrandaki enzim ve
medyator bilesimini ve analitik kosullar1 en uygun hale getirmiglerdir. Akis enjeksiyon
elektrokimyasal sistemi, 0,03 mM tayin sinir1 ile 50 pL’lik 6rneklerden saate yaklasik
40 ornek enjekte ederek 0,1-10 mM derisim araliginda glukozun dogrusal olarak tespit
edilebildigini gostermislerdir. Glukoz enzim elektrotu 100’den fazla enjeksiyondan ve
bir ayin iizerinde saklandiktan sonra glukoza karsi sabit cevabini korumustur. Dizayn
edilen enzim immobilize edilmis elektrodun elektrokimyasal akis sisteminde, glukozun
hizl1 ve otomatik analizi i¢in uygun oldugu anlagilmistir.

Xu ve ark. (2001), enzimatik reaksiyon sonucu olusan hidrojen peroksidin 0,6 V
potansiyelde amperometrik cevabi dlgiilerek glukoz tayini yapmislardir. Bu sensoriin
performans ozelliklerini farkli monomer derisimleri ve polimerizasyon potansiyelleri ile
ayrintili sekilde ¢alismislardir.Optimum sartlar altinda hazirlanan enzim elektrot 2,5.10°
4.15.10%M glukoz derisimi araliginda dogrusal bir cevap verdigini gézlemlemisler,
korelasyon katsayisini1 0,997 cevap siiresini 2 saniyeden daha az bulmuslardir. 90 giin
sonra enzim elektrot cevabinin hi¢ degismedigi ve halen iyi bir kararliliga sahip
oldugunu gozlemlemislerdir.

Luo ve ark. (2004), glukozun tayini igin kolay hazirlanabilen ve homojen bir
biyokompoziti temel alan amperometrik bir enzim elektrot hazirlamiglardir. Bu
biyokompoziti chitosan hidrojel, altin pargaciklart ve glukozoksidazin direkt ve kolay
elektrokimyasal tutuklanma metodlarindan yararlanarak hazirlamiglardir. Enzim
elektrodun cevap siiresini oldukga kisa bulmuslardir. Glukoz i¢in tayin sinirmi 2,7 uM
ve elektrodun 5,0 mM ile 2,4 mM arasinda ise dogrusallik sergiledigini belirlemislerdir.

Borole ve ark. (2004), poli-o-anisidin (POA), poli-o-toluidin (POT) ve onlarin
kopolimerleri olan poli-o-anisidin-co-o-toluidin (POA-co-POT)’i 0,10 M monomer
iceren 1 M H,SO; ortaminda 50 mV/s tarama hiziyla -0,20 ve 1,0 V potansiyel
araliginda Ag/AgCl elektrota karsi platin elektrot {izerine elektropolimerize etmislerdir.
POA, POT ve kopolimer (POA-co-POT)filmleri asetat ve fosfat tamponu iginde platin

levhaya elektrokimyasal olarak depolanmis ve olusturulan ince filmler i¢ine tutuklama
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yontemiyle glukozoksidazi (GOD) hapsetmisler ve bir glukoz biyosensorii
olusturmuslardir. Her iki tamponda da GOD immobilize edilmis POA, POT, POA-co-
POT polimer film kaplanmis elektrotlar i¢in maksimum akimi pH 5,5’te ve 0,60 V
potansiyel aralifinda gozlemislerdir. Amperometrik Ol¢iimlerde fosfat tamponunun
asetat tamponuna gore daha hizli yanit verdigini gérmiisler ve fosfat tamponunu tercih
etmiglerdir. POT/GOD film kapli elektrodun her iki tampon iginde amperometrik
6l¢timlerde kullanim i¢in POA-co-POT/GOD ve POA/GOD film kapli elektrotlara gore
daha tercih edilebilir oldugu bulunmustur.

Eftekhari (2004), demir elektrot iizerine polianilin filmin elektrodepolanmasiyla
olusturulan modifiye enzim elektrot Grnekleri tizerinde calismigtir. Demir elektrotu
pasiflestirerek anilin elektropolimerizasyonunu gerceklestirmistir. Elektrot yilizeyindeki
pasif tabaka varliginin meydana gelen elektroaktif film {izerinde 6nemli etkilere sahip
oldugunu  belirtmistir. ~ Anilin  elektropolimerizasyonunu ~ GOD  varliginda
gerceklestirerek enzim elektrotlarini elde etmistir. Pasiflestirilmis demir elektrot
tizerindeki polianilin filmin daha kararli oldugunu rapor etmistir.

Xian ve ark. (2006), Au nanopartikiil (NPs)-iletken polianilin (PANI)
nanofiberlerin kompozitlerine dayanan yeni bir glukoz enzim elektrotu gelistirmislerdir.
Hidrojen peroksidin elektrokimyasal oksidasyonuyla nanokompozit yiizeyi {izerine
Nafion ve glukozoksidazla immobilize edilmis, glukoza duyarli hassas ve segici bir
enzim elektrot gelistirmislerdir. Glukoz enzim elektrotu igin 5,0x107 M ve 2,3
mA/M’lik egim ve algilama kararliligi igin 8,0x10*mol/L ile 1,0x10°® mol/L arahiginda
dogrusal bir kalibrasyon egrisi elde etmislerdir. Ayrica, glukoz enzim elektrodunun
miikemmel bir tekrarlanabilirlik ve 1yi islevsel kararlilik gosterdigini tespit etmislerdir.

Ahmadalinezhad ve ark. (2009), Prusya mavisiyle modifiye edilmis
nanogozenekli altin yiizeye GOD immobilize ederek orijinal bir glukoz biyosensorii
tasarlamislardir. Bu calismada hizli cevap veren ve 2,5 uM gibi glukoz derisimine
duyarli amperometrik glukoz biyosensorii hazirlamiglardir. Hassasiyeti 177 pA/mM
olarak bulmuslardir ve Michaelis-Menten sabitini 2,1 mM olarak hesaplamislardir.
Bununla beraber biyosensoriin tekrar kullanim kararliliginin iyi oldugunu ve 60 giin
siireyle bu kararliligr siirdiirdiiglinii bildirmislerdir. Biyosensoriin antigirisim yetenegi
incelenmis; askorbik asit, lirik asit, asetaminofen gibi girisim etkisi yapan bilesiklerden

cok az miktarda etkilendigi sonucuna ulagsmislardir.
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Can (2010), bu c¢aligmada yiizey alani 0,18 cm? olan platin levha {izerine
doniistimlii 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. Elektrotlar farkli glukoz derisimlerinde doniistimlii
voltametri ve dogrusal taramali voltametri teknikleri ile karakterize edilmistir. Elde
edilen Pt/PPy-GODyrs ve Pt/PPy-GODnapts enzim elektrotlart igin optimum potansiyel
degerleri sirasiyla 0,70 ve 0,60 V; optimum pH degerleri ise sirasiyla 4,5 ve 7,0 olarak
bulunmustur. Glukoz derisimine bagl olarak (0,05-30 mM) gbzlenen akim degerlerinde
her iki elektrot icin 1mM glukoz derisimine kadar dogrusal bir artis gézlenmis, ancak
daha yiiksek glukoz derisimlerinde akim degerlerindeki artis azalmistir. Lineweaver-
Burk egrisinden Pt/PPy-GODprsa VEPt/PPYy-GODngprsa igin Ky degerleri sirasiyla 5,2
ve 1,7 mM, Inax degerleri ise 14,2 ve 25,4 pA olarak hesaplanmistir.

Ozdemir ve ark. (2010), glukozu tespit etmek igin, altin nanopartikiilleri
(AuNPs)/polianilin (PANI)/AgCl/jelatin nanokompozitine dayali piranoz oksidaz
(PyOx) biyosensorii iiretmiglerdir. PyOx, cams1 karbon elektrot lizerine yerlestirilmis
nanokompozit matriks iizerinden immobilize edilmistir. Elektrodun yiizeyini taramali
elektron mikroskobu ile goriintiilemislerdir. Enzimatik reaksiyon siiresince tiiketilen
oksijen miktarint amperometrik olarak -0,70 V’ta gdzlemiglerdir. Elektrodu optimize
ettikten sonra karakterize etmislerdir. Biyosensoriin glukoza olan duyarliligini 0,05 ile
0,75 mM arahginda tespit etmislerdir. Urettikleri biyosensdrleri gergek 6rnek
analizlerinde denemisler ve standart glukoz kitleri ile elde ettikleri sonuclara gore
kiyaslamiglardir. Sonugta elde ettikleri biyosensoriin ger¢ek Orneklerin analizlerinde
basartyla kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Zheng ve ark. (2010), medyator olarak ferrosen-karbonil-f-siklodekstrin (FCCD)
kompleksi ve elektron transfer diizenleyicisi olarak karbon nanotiip (CNT) kullanarak
yeni bir glukoz biyosensorii yapmislardir. Glukoz biyosensoriinde FcCD kompleksi ve
glukoz oksidaz (GOD), CNT’ye poli-L-Lizin(PLL) ile kovalent baglarla baglanmustir.
Biyosensorde glukozun elektrokatalitik oksidasyonu; baslica girisim yapan maddeler
olan {irik asit, askorbik asit ve L-Sistein’in 5 kat daha yiliksek derisimini igeren gergek

numunelerde girisim etkisi bertaraf ederek, 200 mV’un altindaki diisiik potansiyellerde
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gerceklestirilmistir. Glukoz derisimlerini 1,0x107°- 2,9x10® araliginda dogrusal ve tayin
siirint 2,2x10°M olarak bulmuslardur.

Arslan ve ark. (2011), elektrokimyasal olarak polianilin-polivinilsiilfanat (Pani-
Pvs) filmler iizerine glukoz oksidazin immobilizasyonuyla yeni bir amperometrik
glukoz biyosensoriinii tutuklama teknigiyle elde etmislerdir. Pt elektrotun yiizeyine
anilinin elektropolimerizasyonunu, polivinilsiilfonat ve anilin igeren elektrokimyasal bir
hiicre kullanilarak sabit potansiyelde (0,75V vs. AgCl) gerceklestirilmistir. ilk olarak
Pani-Pvs film hazirlamak i¢in optimum c¢alisma kosullarini incelemislerdir. Glukozun
belirlenmesi AgCl kars1 0,40 V’de enzimatik olarak iiretilen H,O,’in oksidasyonunu
gerceklestirmiglerdir. Sicaklik ve optimum pH etkileri incelenmis ve optimum pH
degerini 7,5 olarak bulmuslardir. Ayrica enzim elektrotun depolama kararliligini da
caligmiglardir. Sonuglar 16 aktivite ¢alismasindan sonra akim degerlerinin % 75’inde
oldugunu elirlemislerdir. Hazirlanan glukoz biyosensoér 4°C’de 0,10 M fosfat
tamponunda saklandiginda 40 giinden sonra ilk etkinligin % 80,6 oldugunu
belirlemislerdir.

Aydogdu (2011), glukoz tayini i¢in ¢inko oksit nanopartikiil ile modifiye edilmis
amperometrik enzim elektrotlar hazirlamistir. Bu amagla, glukoz oksidaz enzimini,
karbon pasta matriks ortamina g¢apraz baglanma yontemi ile immobilize etmistir.
Glukoz tayini, enzimatik olarak olusan hidrojen peroksitin Ag/AgCl’e kars1 +0,40 V’da
yiikseltgenmesine dayanarak yapilmistir. Hazirlanan enzim elektrotlarin uygun elektrot
bilesimi, optimum ¢aligma kosullar1 ve performans faktorleri ve gercek numunelerde
glukoz tayininde kullanilabilirligi arastirilmistir. Cinko oksit modifiye glukoz enzim
elektrodu i¢in optimum enzim ve ¢inko oksit miktari, tampon cinsi, derisimi, pH’s1 ve
optimum ¢aligma sicakligi sirastyla 10 U, 10 mg, fosfat tamponu, 0,10 M, pH 7,0 ve 25°
C olarak bulunmustur. Enzim elektrodun ¢alisma araligi, 1,96x10 mM-14,49 mM
arasinda, cevap siiresi 20 s, raf omrii 5 ay ve tekrar kullanilabilirlik ve tekrar
uretilebilirlik calismalarinda elde edilen kalibrasyon egrilerinin bagil standart
saptamalart sirasiyla % 3,27 ve % 4,53 olarak belirlenmistir. Hazirlanan elektrodun
cevabina biyolojik ortamlarda bulunan ve girisim yapabilecek tiirlerin etkisini
incelemistir. Serumda glukoz tayini hazirlanan c¢inko oksit nanopartikiill modifiye
karbon pasta enzim elektrotla yapilmis ve sonuglarin spektroskopik yontemle elde

edilen sonuglarla uyumlu oldugu goriilmiistiir.
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Zhang ve ark. (2011), altin nanopartikiiller (AuNPs )-glukoz oksidaz (GOD)-
karbon nanotiipler-polivinil alkol biyokompozit film iizerine yeni bir glukoz biyosensor
tiretmislerdir. Film de GOD’nin dogrudan elektrokimyasini gézlemlemislerdir. 100 mV
s™ tarama hizinda, pH 7,0 fosfat tamponunda, -0,504 V potansiyelde yari tersinir redoks
tepe noktasini elde etmislerdir. Elektrot ve GOD arasinda dogrudan elektron iletisiminin
elektron aktarrm hiz1 2,2 s7 olarak hesaplamislardir. AuNPs, elektrot ve GOD’nin
elektroaktif merkezi arasinda elektron aligverisini kolaylastirmada o©nemli rol
oynamistir. Ayrica iiretilen elektrot 16,6 pA mM™ ecm™? yiiksek duyarlilikli, 0,5 ile 8,0
mM glukoz konsantrasyonu araliginda lineer bir amperometrik yanit sergilemislerdir.

Bal (2012), glukoz tayini i¢in amperometrik enzim elektrot gelistirmislerdir.
Glukoz oksidaz enzimi, piroliin paratoluensiilfonatli ortamda elektropolimerlesmesiyle
hazirlanan polipirol-paratoluensiilfonat film {izerine glutaraldehitle ¢apraz baglama
yontemiyle immobilize etmiglerdir. Bu amacla Once polipirol-paratoluensiilfonat
filminin en uygun ¢alisma sartlarin1 belirlemislerdir. Glukoz tayini, hazirlanan enzim
elektrodun yiizeyinde gerceklesen enzimatik tepkime sonucu olusan hidrojen peroksitin
0,30 V’da yiikseltgenmesine dayanarak yapmislardir. Enzim elektrodun glukoz i¢in
dogrusal ¢alisma araligi 1,0x10-7,5x10 M olarak tespit etmislerdir. immobilize edilen
glukoz oksidazin Ky ve Vmaks degerlerini sirasiyla 0,267 mM ve 4,048 mM olarak
hesaplamisglardir. Enzim elektrodun optimum pH degeri 7,5 optimum sicaklik degerini
ise 55 °C olarak bulmuslardir. Enzim elektrodun 16 6l¢im sonunda aktivitesini % 68
oraninda korudugunu goézlemlenmislerdir ve 7 hafta sonunda baslangic amperometrik
cevabinin %53’linlii korudugunu gérmiislerdir. Hazirlanan enzim elektrotla biyolojik
sivida (kan) glukoz tayini yapmiglardir. Biyolojik ortamlarda olabilecek girisimlerin
enzim elektrot cevabi tizerine etkilerini incelemislerdir.

Jung ve ark. (2012), ZnO-nanotel tabanli glukoz biyosensorler, ZnO nanotellere
bagli bir baglayici {izerine glukoz oksidaz (GOy) iretmislerdir. Farkli baglama
maddeleri  ZnO  nanotellere =~ GOD’nin  baglanmasin1  artirmak  i¢in  (3-
aminopropil)trimetoksisilan (APTMS), (3-aminopropil)trietoksisilan (APTES) ve (3-
aminopropil)metildietoksisilan (APS) kullanmislardir. ZnO nanoteller iizerine GOy
immobilizasyon miktari, duyarlilik, performans, her biyosensoriin Michaelis-Menten
sabiti ve biyosensor sayesinde elektron transfer direnci, ZnO nanotel-tabanli biyosensor

izerine birlestirme maddesinin etkilerini arastirmak ig¢in timiinii 6lgmislerdir. Farkli
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biyosensorler arasinda APS ile muamele edilmis biyosensdr en yiiksek duyarliliga
(17,72 pA cm? mM™) ve en diisiik Michaelis Menten sabitine (1,37 mM) sahip
oldugunu bulmuslardir. ZnO nanotellere APS muamele edildiginden bu yana
biyosensorle elektron transfer direnci ve C-N gruplarin en biiylik sayisin1 gostermistir.
Bu ozellikler APS ile muamele edilen glukoz biyosensorlerin performansinda énemli
faktorlerdir.

Zhao ve ark. (2012), o6zel modifiye malzemeler olarak fosfonik asit-
fonksiyonlandirilmis silika nanopartikiiller (PFSi NPs) kullanilarak hazirlanan
amperometrik biyosensor i¢in etkili bir strateji hazirlamiglardir. Boyle bir stratejinin,
glukoz oksidaz (GOD) fosfonik asit fonksiyonlandirilmis silika nanopartikiiller (PFSi
NPs)’in varliginda glukoz biyosensor tiretmek i¢in model protein olarak seg¢mislerdir.
PFSi NPs, camsi karbon (GC) elektrot ylizeyine ilk olarak modifiye etmislerdir. Sonra
GOD’yi daldirma-kaplama ile PFSi NPs iizerine adsorbe etmislerdir. PFSi NPs niikleer
manyetik rezonans (NMR) spektrumu ve transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ile
karakterize edilmistir. GOD ile PFSi NPs’in etkilesimi dairesel dikroizm spektroskopisi
(CD) ile incelenmistir. Sonuglara goére PFSi NPs GOD’nin temel dogal yapisini
muhafaza ettigini bahsetmislerdir. (PFSi NPs)/GC elektrot {izerine GOD’nin dogrudan
elektron transferi glukozun oksidasyonu igin miikemmel elektrokatalitik etkinlik
sergiledigini gdzlemislerdir. PFSi NPs ile énerilen modifiye biyosensdr 2,44x10™ M
(S/N=3)’tin diisiik algilama limiti ve 5,00x10%den 1,87x10" M genis glukoz
konsantrasyon araliginda dogrusal oldugu, glukoza karsi hizli amperometrik yanit
sergilemistir. Ayrica biyosensoriin birgok gercek ornekte glukoz konsantrasyonunun
degerlendirilmesi i¢in kullanilabilir oldugunu belirtmislerdir (bagil hata<% 3). PFSi
NPs ilemodifiye edilmis GOD biyosensoriin, iyi performansi ve basit tiretim metodu
gelecekteki pratik uygulamasi ve temel anlama sahip olabilecegni belirtmislerdir.

Wang ve ark. (2012), kitosan (CS)- glukoz oksidaz (GOD) film ve giimiis
nanoteller (AgNWs) iizerine bir amperometrik glukoz biyosensor iiretmislerdir. Uretim
siireci taramali elektron mikroskobu tarafindan karakterize edilmis ve biyosensoriin
elektrokimyasal davraniglart doniisiimlii voltametri (CV) ve elektrokimyasal empedans
spektroskopisi (EIS) ile karakterize etmislerdir. Optimum kosullar altinda, iretilen

biyosensor 10 pyM’dan 8 mM aralikta dogrusal, 2,83 uM tayin smin ile glukoz
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saptanabilmistir. Glukoz biyosensor yiiksek duyarlilik, hizli yanit ve iyi stabilite
gostermistir.

Dervisevic ve ark. (2015), yeni glukoz biyosensor kalem grafit elektrot kapli poli
(glisidil metakrilat-ko-vinilferosen) (poli(GMA-co-VFc¢)) tizerine glukoz oksidaz (GOy)
immobilizasyonuyla iiretmislerdir. Glukoza poli(GMA-co-VFc)-GOy,’in amperometrik
akim degeri 2,7 uM’m algilama siniriyla 1 ve 16 mM (0,9998 korrelasyon katsayisi)
arasindaki konsantrasyon araliginda dogrusal oldugunu belirlemislerdir. Deneysel
parametreler ayrintili ¢alisilmis ve biyosensoriin  analitik performansini  yoneten,
sicaklik ve pH dahil optimizasyonu yapmuslardir. Kinetik parametreler vede
biyosensoriin stabilitesi ve tekar kullanilabilirligini ayrica ¢aligmislardir.

Yagiz (2015), bu ¢alismada karbon pasta elektrot (CPE) yiizeyine doniisiimlii
voltametri teknigi ile polianilin (PANI), poli(o-anisidinin) (POA) ve poli(anilin-ko-o-
anisidin) (PANI-co-POA) sentezlenerek iizerine glukoz oksidaz (GOD) enziminin
immobilizasyonuyla amperometrik biyosensor tasarimi gergeklestirmislerdir. Glukoz
varhiginda olgililecek akim degerleri ve deneysel parametreleri yanit ylizey yontemi
(YYY) ile optimize etmislerdir. Bunun i¢in State Ease Design Expert 8.0.7.1. (Seri No
0021-6578) bilgisayar programini kullanmiglardir.  CPE, karbon pasta igerisine
MWCNT, iyonik s1vi veya organik bilesik ilavesi ile modifiye edilmis, en yiiksek akim
degerini 1(2-siyanoetil) pirol ile hazirlanan elektrotlar gostermislerdir. Elde edilen
veriler 15181nda, Design Expert programi ¢alisilan parametreler cinsinden akim degerinin
tahmin edilmesinde ¢ogunlukla kuadratik modeli 6nermislerdir. Calismada deneysel
olarak oOlciilen akim degerleri ile model tarafindan tahmin edilen degerler birbirine
oldukca yakin bulunmus ve model uygunlugu ANOVA testi ile desteklenmislerdir.
Optimal kosullarda olusturulan polimer kapli elektrotlarin yiizeylerine GOD+invertaz
ve GOD+f-galaktozidaz enzimlerinin koimmobilizasyonu ile sirasiyla siikroz ve laktoz
biyosensorler olusturmuslardir. CPE esasli biyosensorlerin glukoz, siikroz ve laktoza
duyarli olduklarint CV ve impedans analizleri ile gostermislerdir. Ayrica, kinetik
parametreler agisindan PANI, tekrar kullanim ve depolama kararliliklar1 bakimindan
PANI-co-POA esasli biyosensorlerin kullanimimin daha uygun oldugu sonucuna

ulagmislardir.

18



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu ¢alismada kullanilan o-anisidin (Merck), o-toluidin (Fluka), sodyum okzalat
(Fluka), kitosan (Aldrich), Aspergillus niger kaynakli glukoz oksidaz enzimi (G-
0543,429 U.mg*, 24 mg. mI™Y) (Sigma), glutaraldehit (Sigma), demir ¢inko oksit (<100
nm) (Aldrich), glukoz (Aldrich), fosforik asit (Sigma), hidroklorik asit (Merck)

firmalarindan tedarik edilmistir.

3.1.2. Elektrokimyasal Ol¢iimler i¢in Kullanilan Elektrotlar
Karsit Elektrot: 0,09 cm? yiizey alanina sahip platin levha kullanilmistir.
Calisma Elektrotu: 0,09 cm? yiizey alanina sahip platin levha kullanilmistir.
Referans Elektrot: Potansiyel kontrolii saglamak amaciyla Ag/AgCl (3 M KCI)

elektrot kullanilmuistir.

3.1.3. Kullamilan Arac¢ ve Geregler

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan ara¢ ve gerecler

Cihazlar Marka
Elektrokimyasal Analiz Cihazi CHI 606 C
Elektrokimyasal Analiz Cihazi CHI 660 B

lletkenlik Cihaz1 Electronic Digital Micrometer

Dijital Fotograf Makinesi Canon Ultrasonik EF 100 nm

Analitik Terazi RADWAG
pH metre Hanna
SEM Jeol JSM-5500
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Sonikator Bandelin

Etliv Wise Ven
UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometresi Perkin Elmer
3.2. Yontem

3.2.1. Elektrotlarin Hazirlanmasi ve Temizlenmesi

30 cm uzunlugundaki bakir tel, platin tel ile kaynak yapilmistir. 0,09 cm? yiizey
alanina sahip platin levha ile platin tel birbirine 1s1l islem altinda tutturulmustur. Bakir
telin bir ucu ve platin levha disarida kalacak sekilde bakir telin etrafi poliester ile
kaplanmistir. Hazirlanan platin levha elektrotlar 6nce bek alevinde akkor haline gelene
kadar 1sit1lmis, ardindan sicak kromik asite daldirilmistir. Platin yiizey alani ¢cesme suyu
ve ardindan saf su ile yikanarak hazir hale gelmistir. Her ¢alismadan sonra platin
elektrotlarin yiizeyi bek alevinde yakildiktan sonra sirasiyla aseton, etanol, hidroklorik

asit, nitrik asitte bekletilmis ve ardindan saf suyla yikanmistir.

3.2.2. Enzim Elektrotlarinin Olusturulmasi

Temizlenen elektrotlarin yiizeyine homopolimer filmlerin sentezi 0,05 M o-
anisidin veya 0,04 M o-toluidin 0,15 M sodyum okzalat (NaOx) ortaminda taze olarak
oda sicakliginda hazirlanmistir. Monomerler sentezden once damitilmig ve
buzdolabinda muhafaza edilmistir. Polimer film sentezleri oda sicakliginda doniistimlii
voltametri teknigi kullanilarak tek hiicrede {i¢ elektrot sistemi ile gergeklestirilmistir.
Sentezin gerceklestigi tek hiicreli lic elektrot sistemi sematik olarak 3.1.°de
goriilmektedir. 1 no’lu elektrot; calisma elektrotu olarak kullanilan platin elektrot, 2
no’lu elektrot; karsit elektrot olarak kullanilan platin elektrot, 3 no’lu elektrot ise

referans elektrot olarak kullanilan Ag/AgCl elektrottur.
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I+ &
) 1: Caligma elektrotu
. = 2 2: Karsit elektrot
3: Referans elektrot

Sekil 3.1. Ug elektrot sistemi

Polimer filmler optimum kosullar sonucu, poli(o-anisidin) (POA) sentezi 0,15 M
NaOy ortaminda 0,35 — 1,50 V potansiyel araliginda 50 mV/s tarama hiz1 ile 20
segment, poli(o-toluidin) (POT) sentezi ise 0,15 M NaOy ortaminda 0,20-2,00 V
potansiyel araliginda 50 mV/s tarama hizi ile 4 segment uygulanarak
gerceklestirilmistir.

Polimer film ile kaplanan platin elektrotlar 1 M HCIl ¢ozeltisinde 1 saat
bekletildikten sonra saf su ile yikanmistir. Ardindan GOD igeren kitosan ¢ozeltisine 15
saniye daldirilmistir. Elektrotlar 1 saat kurutulduktan sonra son olarak glutaraldehit
(GAL) ¢ozeltisine 5 saniye daldirilmis ve 20 saat buzdolabinda bekletilmistir. Ayrica
kitosan ¢dozeltisinin igerisine ZnFe;O4 nanopartikiilii kullanilarak nanopartikiillii ve

nanopartikiilsiiz elektrotlar hazirlanmistir.

3.2.3. Enzim Elektrotlarin Glukoz Varhginda Kronoamperometrik Akim
Ol¢iimiinde Kullanim

Hazirlanan elektrotlar kronoamperometrik yontemle, 0,60 V potansiyelfark
uygulanarak, fosfat tamponunda hazirlanmis 0,2-3,0 mM araliginda glukoz

¢ozeltilerinde 120 saniyelik 6l¢timler alinmigtir.

3.2.4. Glukoz Biyosensoriin Hazirlanma Parametrelerinin Optimizasyonu
3.2.4.1. Segment Sayisinin Belirlenmesi

Pt elektrot ylizeyine doniisiimlii voltametri teknigiyle POA ve POT sentezi igin
uygulanacak segment sayisinin optimizasyonu yapilmistir. Monomer derigimi,

uygulanan potansiyel aralik sabit tutularak POA sentezi i¢in 10-20-30 segment, POT
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sentezi i¢in 2-4-6 segmet uygulanarak Pt elektrot yiizeyi polimerle kaplanmistir. Bu
elektrotlarla  olusturulan  biyosensorlerin ~ glukoza  bagli  akim  degerleri

kronoamperometrik olarak belirlenmis ve en uygun segment sayisi se¢ilmistir.

3.2.4.2. Tarama Hizinin Belirlenmesi

Pt elektrot yilizeyine doniisiimlii voltametri teknigiyle POA ve POT sentezi igin
uygulanacak tarama hizinin optimizasyonu yapilmistir. Monomer derisimi, uygulanan
potansiyel aralik sabit tutularak POA ve POT sentezi i¢in 20-50-100 mV/s tarama hizi
uygulanarak, Pt elektrot yiizeyi polimerle kaplanmistir. Bu elektrotlarla olusturulan
biyosensorlerin glukoza bagli akim degerleri kronoamperometrik olarak belirlenmis ve

en uygun tarama hizi se¢ilmistir.

3.2.4.3. Monomer Derisiminin Belirlenmesi

POA sentezinde elektrolit ortamdaki 0-anisidin monomer derisimi 0,03 ile 0,08
M araliginda degistirilmistir. Diger sartlar sabit tutularak elde edilen elektrotlarin
glukoz derisimine bagli akim degerleri, kronoamperometrik yontemle belirlenmistir.
Olgiilen akim degerlerine gore en uygun monomer derisimi belirlenmistir. POT sentezi

icin ayn1 ¢aligma 0,04-0,07 M OT derisim aralig1 i¢in tekrarlanmustir.

3.2.4.4. Kitosan Derisiminin Belirlenmesi

POA veya POT kapl elektrotlar ayn1 derisimde GOD igeren % 0,5 - 1,0 arasinda
kitosan derisimleri kullanilarak enzim elektrotlar olusturulmustur. Her elektrot igin
kronoamperometrik metodla glukoz derisimine baglh akim degerleri dl¢iilmiis ve akim

degerlerine gore en uygun kitosan derigimi se¢ilmistir.

3.2.4.5. Glutaraldehit (GAL)Derisiminin Belirlenmesi

POA veya POT kapl elektrotlarin % 0,025 - 0,100 arasinda GAL derisimleri
kullanilarak enzim elektrotlar olusturulmustur. Her elektrot i¢in kronoamperometrik
metodla glukoz derisimine bagh akim degerleri 6l¢iilmiis ve optimum GAL derigimi

belirlenmistir.
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3.2.4.6. Enzim Derisiminin Belirlenmesi

POA ve POT igin 1-4 mg/ml arasinda enzim derigimleri kullanilarak enzim
elektrotlar olusturulmustur. Her elektrot icin kronoamperometrik metodla glukoz
derisimine bagli akim degerleri Ol¢lilmiis ve optimum GOD enzim derisimi

belirlenmistir.

3.2.4.7. Enzim Elektrotlarin ZnFe,O, Nanopartikiilii ile Modifikasyonu

Enzim clektrotlar, hazirlanma asamasinda kitosan ¢ozeltisine GOD ile beraber
ZnFe;04 nanopartikiilleri eklenerek modifiye edilmistir. Daha 6nce belirlenen optimal
sartlarda hazirlanan POA kapli elektrot i¢cin 0,5-2,0 mg/ml araliginda, POT kaplh
elektrot igin ise 0,5-4,0 mg/ml araliginda olacak sekilde farkli miktarlarda
ZnFe;Ognanopartikiilleri eklenerek optimizasyon yapilmistir. En uygun metal oksit
nanopartikiil miktarinin belirlenmesi i¢in glukoz derisimine bagli akim degerleri

karsilastirilmistir.

3.2.5. Enzim Elektrotlarin Karakterizasyonu
3.2.5.1. Enzim Elektrotlarin Dijital Fotograf ve SEM Gériintiileri

POA veya POT kapli, nanopartikiilli ve nanopartikiilsiiz elektrotlarin
(Pt/POA/Chi+GOD/GAL, Pt/POA/Chi+GOD+ZnFe,04/GAL, Pt/POT/Chi+GOD/GAL
ve Pt/POT/Chi+tGOD+ZnFe,04/GAL ) dijital fotograf makinesi ile fotograflari ¢ekilmis

ve elektrot yiizeyi taramali elektron mikroskobu (SEM) ile goriintiilenmistir.

3.2.5.2. Enzim Elektrotlarin Kinetik Parametrelerinin Belirlenmesi
Calisilan glukoz ¢ozelti derisim araligr 0,2 ile 3,0 mM arasinda secilmistir. Her
iki elektrot i¢cin optimum potansiyeller uygulanarak 6l¢iim alinmis ve Lineweaver -

Burk egrilerinden Imax Ve Ky degerleri hesaplanmastir.

3.2.5.3. Enzim Elektrotlarin Tekrar Kulanim Kararhhiklarmin Belirlenmesi
Biyosensor elektrotlarin  tekrar kullanim kararliliklar1 optimum ¢alisma
kosullarinda 5,0 mM glukoz ¢ozeltisinde ardisik olarak 20 defa akim degerleri 6l¢iilerek

belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Bu calismada Pt elektrot yiizeyinde elektrokimyasal olarak poli(o-anisidin)
(POA) ve poli(o-toluidin) (POT) sentezi sodyum okzalat (NaOy) ortaminda
gerceklestirilmistir. Her iki polimer tlirliniin sentezi i¢in potansiyel araligi, Ssegment
sayisi, tarama hizi, monomer derisimi ve enzim elektrotlarin hazirlanma asamasinda
kitosan derisimi, glutaraldehit derisimi, enzim derisimi ve nanopartikiil derisimi
optimize edilmistir.

Pt elektrot yiizeyine POA veya POT sentezi elektrokimyasal olarak NaOy
ortaminda gergeklestirilmistir. Sentezlenen polimerlerin iletkenligini arttirmak i¢in 1 M
hidroklorik asit (HCl) ile doplama yapilmistir. Daha sonra elektrot yiizeyi
glukozoksidaz (GOD) enzimi ve g¢inko demir oksit (ZnFe,O4) nanopartikiil igeren
kitosan (chi) ¢Ozeltisine daldirilarak enzim ve nanopartikiil tutuklanmistir. Ardindan
elektrot ylizeyi glutaraldehit (GAL) cozeltisi ile muamele edilerek enzim biinyesinde
bulunan amino gruplar1 arasinda ¢apraz baglar olusturulmustur.

Sekil 4.1°de biyosensor elektrotun asamali olarak nasil hazirlandig
gosterilmistir.

Bu asamalar sirasiyla Platin elektrot (Pt,1), polimer film sentezi (Pt/polimer, I1),
polimer kapli platin elektrotun HCI ile doplanmasi (Pt/polimer/HCI, 1I1), doplanmis
polimer film kapl platin elektrot yiizeyine Kkitosan, enzim ve nanopartikiiliin
adsorbsiyonu (Pt/polimer/HCI/Chi+GOD+2ZnFe,04,1V) son olarak hazirlanan elektrotun
glutaraldehit ile muamelesi (Pt/polimer/HCI/Chi+GOD+ZnFe,04/GAL,V) seklindedir.

— — - —
p0A
l.'q'..’,l .‘ :
Pt pOT HCl . Chi/GOD/ZpFe0, 1.1 GAL
I II III IV Vv

Sekil 4.1. Biyosensor elektrotun hazirlanmasi
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Bu sekilde hazirlanan elektrotlar buzdolabinda 24 saat bekletildikten sonra 0,2-
3,0 mM araliginda glukoz c¢ozeltilerinde kronoamperometrik yontemle akim
degerlerinin 6l¢iimiinde kullanilmustir.

Hazirlanan elektrotlar glukoz ¢d6zeltisine daldirildiginda, o6ncelikle GOD
biyokatalizorliigiinde Sekil 4.2.’de verilen tepkimeler gerceklesir.

H,0
Dglkoz + Oz‘ﬂ’n-elukunn-l,s-lakmw e
o l\‘"‘ﬂ- e
H,0

0, + H,0

Glukonik asit

Sekil 4.2. Glukoz biyosensoriiniin isleyis mekanizmasi

Iki basamak iizerinden yiiriiyen tepkimede goriildiigii gibi, birinci asamada GOD
glukozu yiikseltgeyerek kendisi indirgenmis, ikinci asamada ise GOD, Oy’ i H20; e
indirgeyerek kendisi tekrar yiikseltgenmistir. Olusan H,O, Pt elektrot yiizeyinde sabit
bir potansiyelde asagidaki tepkimeye gore yiikseltgenmektedir.

H,O, — O, + 2 H™+ 2e (41)
Yiikseltgenmenin meydana gelecegi bir potansiyelde c¢alisildiginda devreden

gecen anodik akim yukaridaki tepkimeye bagli olarak H,O; derisimi ile; dolayisiyla

glukoz derisimi ile orantili olacaktir.
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4.1. Enzim Elektrotlarin Olusturulmasi i¢in Optimum Kosullarin Belirlenmesi
4.1.1. POA ve POT Sentez Kosullarinin Optimizasyonu
4.1.1.1. Segment Sayisimin Belirlenmesi

0,05 M o-anisidin igeren 0,15 M NaOy ortaminda 0,35-1,50 V potansiyel
araliginda, 50 mV/s tarama hizinda 10-20-30 segment uygulanarak 3 farkli segmentte
poli(o-anisidin) (POA) sentezi gergeklestirilmistir. Pt elektrot yiizeyinde POA filmler
farkli segmentlerde elde edilerek hazirlanan Pt/POA/Chi+GOD/GAL elektrotlarin
glukoz derisimine bagli akim degerlerine bakildiginda 20 segment uygulanarak elde
edilen Pt/POA/Chi+GOD/GAL elektrotun akim degerinin lineer oldugu goériilmektedir.
Bu nedenle sonraki c¢alismalarda POA sentezi 20 segment uygulanarak

gerceklestirilmistir (Sekil 4.3.).

10 -
o
g
77
S
5
4 4 e
1
2
e
1 4
0 __-"-'-/ T T T T T 1
ah 0.5 1 1.5 2 2.5 3 is
Glukoz Derisimi {(mM)
—+— 10 Segment ——20 Segment 30 Segment

Sekil 4.3. Farkli segmentler uygulanarak elde edilen POA kapl elektrotlarin glukoz
derisimine bagl akim degerleri

0,04 M o-toluidin iceren 0,15 M NaOx ortaminda 0,2-2,0 V potansiyel
araliginda, 50 mV/s tarama hizinda 2, 4 ve 6 segment uygulanarak 3 farkli segmentte
poli(o-toluidin) (POT) sentezi gergeklestirilmistir. 4 segment uygulanarak elde edilen
Pt/POT/Chi+GOD/GAL elektrotun glukoz derisimine bagli akim degerlerinin yiiksek
oldugu bulunmustur (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. Farkli segmentler uygulanarak elde edilen POT kapli elektrotlarin glukoz
derisimine bagli akim degerleri

Bu nedenle sonraki ¢alismalarda 4 segment uygulanarak POT sentezi

gerceklestirilmistir.

4.1.1.2. Tarama Hizinin Belirlenmesi

0,05 M o-anisidin igeren 0,15 M NaOy ortaminda 0,35-1,50 V potansiyel
araliginda, 20, 50 ve 100 mV/s tarama hizlar1 uygulanarak 3 farkli POA sentezi
gerceklestirilmigtir.  Farkli tarama hizlarinda hazirlanan Pt/POA/Chi+GOD/GAL
elektrotlarin glukoz derisimine bagl 6l¢iim sonuglarina gore en yiiksek akim degerleri
50 mV/s tarama hizi ile elde edilen elektrot kullanildiginda elde edilmistir (Sekil 4.5.).

7
6
2 5
=)
=3
2
1
0 e TN, L,
0 1 2 3 4
) Glukoz Derisimi gmM )
—o—20 mV/s-10 segment —8—50 mV/s-20 segment

Sekil 4.5. Farkli tarama hizlar1 uygulanarak elde edilen POA kapl elektrotlarin glukoz
derisimine bagl akim degerleri
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0,04 M o-toluidin iceren 0,15 M NaOy ortaminda 0,2-2,0 V potansiyel
araliginda, 20, 50 ve 100 mV/s tarama hizlar1 uygulanarak 3 farkli POT sentezi
gerceklestirilmistir. Pt/POT/Chi+GOD/GAL elektrotlarin glukoz derisimine bagli akim
sonuglar1 50 mV/s tarama hizi ile elde edilen elektrotun en yiiksek akim degerine sahip
oldugu bulunmustur (Sekil 4.6.). Borole ve ark., (2004), POA, POT ve onlarin
kopolimerleri olan (POA-co-POT)’i 0,10 M monomer igeren 1 M H,SO,4 ortaminda 50
mV/s tarama hiziyla -0,2 ve 1,0 V potansiyel araliginda Ag/AgCl elektrota kars1 platin

elektrot iizerine elektropolimerize etmisglerdir.

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

Glukoz Derisimi (mM)
—o—20 mV/s-2 segment  —l—50 mV/s-4 segment 100 mV/s- 8segment

Sekil 4.6. Farkli tarama hizlar1 uygulanarak elde edilen POT kapli elektrotlarin glukoz
derisimine bagl akim degerleri

4.1.2. Monomer Derisiminin Belirlenmesi

Kimyasal olarak modifiye bir elektrot elde etmek icin elektrotlar cogu zaman
iletken veya yari iletken bir malzemeyle kaplanir veya kimyasal bir modifikasyon ajani
yiik transfer reaksiyonlari ya da ara yiizey baglantilar1 vasitasiyla yapiya sokulur
(Leznoff ve Lever, 1989). Bu c¢alismada iletken polimer olarak POA ve POT
kullanilmastir.

0,03-0,08 M arasinda o-anisidin konsantrasyonlarinin glukoz derisimlerine
bagli olarak akim degerlerinin etkileri incelenmistir. 0,03 M o-anisidin ile poli(o-
anisidin) film kapli elektrotun glukoz derisimlerine bagli akim degerlerinin en yiiksek

oldugu bulunmustur. Ancak akim degerlerinin dogrusal oldugu araligin kisa olmasi ve
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calismanin ilerleyen asamalarinda kaplamanin elektrot yiizeyinden dokiilmesi sebebi ile
akim degerlerinin yiiksek ve dogrusalligin en genis oldugu 0,05 M o-anisidin derisimi

ile calismaya devam edilmistir (Sekil4.7.).

14 -
12 +
10
< 81
=
— 6 -
4 -
ﬁJ—-."
2 - N MK
X
=K
0 __X X T Y T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
Glukoz Derisimi (mM)
=—¢=—0,03 POA =8-—0,04 POA 0,05 POA
—e—(0,06 POA #=0,07 POA 0,08 POA

Sekil 4.7. Farkli o-anisidin derisimleri ile elde edilen Pt/POA/Chi+GOD/GAL
elektrotlarin glukoz derisimine bagli akim degerleri

0,04-0,07 M arasinda o-toluidin konsantrasyonlarinda olusturulan POT filmler
ile hazirlanan enzim elektrotlarin glukoz derisimlerine bagli akim degerleri
olgiildiigiinde 0,04 M o-toluidin ile olusturulan elektrot en yiiksek performansi
gostermistir.  Calismalarda 0,03 M o-toluidin monomer derisiminde de POT sentezi
gerceklestirilmis ancak elde edilen enzim elektrotu i¢in belirlenen net akim degerleri

negatif ¢ikmustir (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8. Farkl1 o-toluidin derisimleri ile elde edilen Pt/POT/Chi+GOD/GAL
elektrotlarin glukoz derisimine bagli akim degerleri

Borole ve ark., (2004), poli-o-anisidin (POA), poli-o-toluidin (POT) ve onlarin
kopolimerleri olan poli-o-anisidin-co-o-toluidin (POA-co-POT)’i 0,10 M monomer
iceren 1 M H;SO, ortaminda Ag/AgCl elektrota karsit platin elektrot {izerine
elektropolimerize etmislerdir. Can ve ark., (2010), 0,10 M pirol ve 2 mg/ml GOD’nin
bulundugu, 0,20 M p-toluen siilfonik asit ortaminda platin elektrot {izerine

sentezlenmistir.

4.1.3. Kitosan Derisiminin Etkisi

Sekil 4.9°da % 0,5 - 1,0 araligindaki kitosan derisimlerinde elde edilen
Pt/POA/Chi+GOD/GAL elektrotlarin  optimizasyonu yapilmistir. Farkli  kitosan
derisimlerinde hazirlanan elektrotlarin glukoz derisimlerine bagli olarak akim
degerlerine bakildiginda % 0,5 kitosan kullanilan elektrotun akim degerlerinin en

yiiksek olmasindan dolayi ile % 0,5 kitosan derisimine karar verilmistir.
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Sekil 4.9. Farkli kitosan derisimleri ile elde edilen Pt/POA/Chi+GOD/GAL elektrotlarin
glukoz derisimine bagli akim degerleri

Sekil 4.10’da  %0,5-1,0 arahigindaki kitosan derigimlerinde elde edilen
Pt/POT/Chi+GOD/GAL elektrotlarin  optimizasyonu yapilmistir. Farkli  kitosan
derisimlerinde hazirlanan elektrotlarin glukoz derisimlerine bagli olarak akim
degerlerine bakildiginda % 0,5 kitosan kullanilan elektrotun akim degerlerinin en

yiiksek olmasi itibari ile % 0,5 kitosan derisimine karar verilmistir.

3,5 1

2,5 1

I (nA)

1,5 -

0 1 2 3 4
Glukoz Derisimi (mM)
=—=0,25% ==@=0,50% 0,75% =—@=1,00%

Sekil 4.10. Farkl1 kitosan derigsimleri ile elde edilen Pt/POT/Chi+GOD/GAL
elektrotlaringlukoz derisimine bagli akim degerleri
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4.1.4. GAL Derisiminin Etkisi

Sekil 4.11°de % 0,025 - 0,100 araligindaki glutaraldehit derisimlerinde elde
edilen Pt/POA/Chi+GOD/GAL elektrotlarin optimizasyonu yapilmistir. % 0,075
glutaraldehit derisimine karsilik gelen akim degerleri en yliksek ¢iktigindan dolay1r %
0,075’1ik GAL derismiyle ¢alismaya devam edilmistir.
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Sekil 4.11. Farklt GAL derisimleri ile elde edilen Pt/POA/Chi+GOD/GAL
elektrotlarin glukoz derisimine bagli akim degerleri

Sekil 4.12°de % 0,025 - 0,100 araligindaki glutaraldehit derisimlerinde elde
edilen Pt/POT/Chi+GOD/GAL elektrotlarin optimizasyonu yapilmustir. % 0,10°lik GAL
derisimine karsilik gelen akim degerleri en yiiksek ¢iktigindan dolayr % 0,10° lik GAL
derigmiyle ¢alismaya devam edilmistir. % 0,1’ den biliylik GAL derisimlerinde

elektrotlar hazirlandiginda akim degerleri negatif ¢ikmaktadir.
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Sekil 4.12. Farkli GAL derisimleri ile elde edilen Pt/POT/Chi+GOD/GAL
elektrotlarin glukoz derisimine bagli akim degerleri

4.1.5. Enzim Derisiminin Etkisi

Uygun glukoz biyosensor elektrot i¢in 1-4 mg/ml araligindaki enzim (GOD)
derisimlerinde elde edilen Pt/POA/Chi+GOD/GAL ve Pt/POT/Chi+GOD/GAL
elektrotlarin optimizasyonu yapilmistir. Sekil 4.13°de Pt/POA/Chi+GOD/GAL seklinde
olusturulan elektrotun farkli enzim derisimleri incelendiginde 0,2-3,0 mM aralig1 glukoz
derigimlerinde kronoamperometrik yontemle 0,60 V’ta elde edilen akim degerlerinin 4
mg/ml enzim derisimli Pt/POA/Chi+GOD/GAL elektrot i¢in en yiiksek oldugu

bulunmustur. 5 mg/ml enzim derisiminde ise akim degerleri negatif ¢ikmaktadir.
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Sekil 4.13. Farkli enzim derisimleri ile elde edilen Pt/POA/Chi+GOD/GAL elektrotlarin
glukoz derisimine bagli akim degerleri
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Sekil 4.14’de 1-4 mg/ml araliginda enzim kullanilarak olusturulan
Pt/POT/Chi+GOD/GAL elektrotlarin  glukoz derisimine bagli akim degerleri
incelendiginde, 2 mg/ml enzim derisimli Pt/POT/Chi+GOD/GAL elektrotun en yiiksek

akim degerlerini gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 4.14. Farkli enzim derisimleri ile elde edilen Pt/POT/Chi+GOD/GAL elektrotlarin
glukoz derisimine bagli akim degerleri

4.1.6. ZnFe;O4 Nanopartikiil Derisiminin Etkisi

Uygun glikoz biyosensor elektrot i¢in farkli  ZnFe,O, mnanopartikiil
derisimlerinde elde edilen Pt/POA/Chi+GOD+ZnFe,04/GAL ve
Pt/POT/Chi+GOD+ZnFe;04/GAL elektrotlarin glukoz derisimine bagli akim degerleri
belirlenmis ve sirasiyla Sekil 4.15 ve Sekil 4.16 elde edilmistir. Goriildiigii gibi akim
degerlerinin 0,50 mg/ml ZnFe,0Oy nanopartikiil derisimli
Pt/POA/Chi+GOD+ZnFe,04/GAL elektrot i¢in en yiiksek oldugu bulunmustur.
Nanopartikiil kullanilmayan (NP’siiz) elektrottaki akim degerlerinin en diisiik oldugu

yine Sekil 4.15’tegoriilmektedir.
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Sekil 4.15. Farkli nanopartikiil derisimleri ile elde edilen
Pt/POA/Chi+GOD+ZnFe,04/GAL elektrotlarin glukoz
derisimine bagli akim degerleri

Sekil 4.16°da Pt/POT/Chi+GOD+ZnFe,04/GAL seklinde olusturulan elektrotun
farkli nanopartikiil derisimlerine bagli olarak 6l¢iilen akim grafikleri incelendiginde 2
mg/ml ZnFe,04 nanopartikiil derisimli Pt/POT/Chi+GOD+ZnFe,O4/GAL elektrotun en

yiiksek performansi gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 4.16. Farkl1 nanopartikiil derigsimleri ile elde edilen
Pt/POT/Chi+GOD+ZnFe,O4/GAL elektrotlarin glukoz
derisimine bagli akim degerleri
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4.1.7. Dijital Fotograflar ve SEM Goriintiileri
Pt/POA/Chi+GOD/GAL ve Pt/POA/Chi+GOD+ZnFe,04/GAL elektrotlarin

hazirlanma asamalarinin dijital fotograflar1 sirasiyla Sekil 4.17 ve Sekil 4.18°de

verilmistir.

(a) (b) (©) (d)

Sekil 4.17. P/POA (a) , Pt/POA/HCI (b), Pt/POA/HCI/Chi+GOD (c),
Pt/POA/HCI/Chi+GOD/GAL (d) elektrotlarin dijital fotograflar:

Platin iizerine kapli POA’nin renginin kahverengi tonlarinda oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.17 a). Yiizey HCl ile doplama yapildiktan sonra rengin koyu mor
oldugu goriilmektedir (Sekil 4.17 b). Ardindan GOD ile immobilizasyon yapildiginda
yiizeyin renginin agildig1 ve farkli bolgelerde GOD’nin varligin1 andiran sar1 renkler
gorilmektedir (Sekil 4.17 c). Son asamada yilizey GAL ile capraz baglandiginda
ylizeyin renginin acildig1 ve ylizeyin homojen oldugu goriilmektedir (Sekil 4.17 d).

(@) (b) (©) (d)

Sekil 4.18. Pt/POA (a) , Pt/POA/HCI (b), Pt/POA/HCI/Ch1i+GOD+ ZnFe,04 (),
Pt/POA/HCI/Chi+GOD+ ZnFe,04/GAL (d) elektrotlarin dijitalfotograflar
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Sekil 4.17 ve 18’de platin elektrot yiizeyine POA sentezinin yapilmasinin
ardindan her agamada yiizey fotograflar1 incelendiginde, ylizeydeki degisim goriilmekle
birlikte rengin giderek ag¢ildigi goriilmektedir. Sekil 17°den farkli olarak Sekil 4.18” de

ZnFe;04 kullanilmistir ve yiizeyin daha homojen bir goriintiisii oldugu goriilmektedir.

(a) (b) (© (d)

Sekil 4.19. Pt/POT (a) , P/POT/HCI (b), Pt/POT/HCI/Ch1i+GOD (c),
Pt/POT/HCI/Chi+GOD/GAL (d) elektrotlarin dijital fotograflar

(a) (b) (©) (d)

Sekil 4.20. Pt/POT (a) , Pt/POT/HCI (b), Pt/POT/HCl/Chi+GOD+ZnFe;04 (),
Pt/POT/HCI/Chi+GOD+ZnFe;O4/GAL (d) elektrotlarin dijital fotograflar

Sekil 4.19 ve 20°de platin elektrot ylizeyine POT sentezinin yapilmasinin
ardindan her agamada yiizey fotograflar1 incelendiginde, ylizeydeki degisim goriilmekle
birlikte rengin giderek agildig1 goriilmektedir.

Pt/POA/Chi+GOD/GAL ve Pt/POA/Chi+GOD+ZnFe,04/GAL elektrotlarin
SEM goriintiileri Sekil 4.21°da verilmistir.
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(@) (b) (©)

Sekil 4.21. Ciplak platin elektrot (a), Pt/POA/HCI/Chi+GOD/GAL (b),
Pt/POA/HCI/Chi+GOD+ ZnFe,04/GAL (c) elektrotlarin SEM goriintiileri

Pt/POA/HCI/Chi+GOD/GAL kapl elektrotun SEM gériintiisii incelendiginde
yizeyde gozeneklerin olustugu, piiriizlii ve beyaz dalgalanmalarin  oldugu
goriilmektedir. Pt/POA/HCI/Chi+GOD+ZnFe,O4/GAL kapli nanopartikiil iceren
elektrotun SEM goriintiisiinde yiizeyin daha homojen bir yapiya sahip oldugu,

gozeneklerin azaldig1 ve yiizeyde nanopartikiillerin oldugu goriilmektedir.

4.1.8. Optimum Kosullarda Elde Edilen CV ve Akim Degerleri

Poli(o-anisidin) film Pt elektrot yiizeyine elektrokimyasal olarak 0,05 M o-
anisidin (OA) igeren 0,15 M NaOy ortaminda 0,35 — 1,50 V potansiyel araliginda 50
mV/s tarama hiz1 ile 20 segmentte gercgeklestirilmistir. Optimal kosullarda
gerceklestirilen  POA sentezine ait doniisiimlii voltagram egrisi Sekil 4.22°de

verilmistir.
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Sekil 4.22. Platin elektrotun 0,05 M OA+0,15 M NaOy ortaminda 20 segment
uygulanarak elde edilen dontisiimlii voltagram egrileri

Sekil 4.22°de 0,05 M OA+0,15 M NaOy ortaminda 50 mV/s tarama hizi ile 20
segment uygulanarak elde edilen doniisiimlii voltagram egrisinde akim artis1 platin
yiizeyindeki metal oksit tabakalarinin kalktigt akim diisiisi ise monomer
oksidasyonunun gerceklestigi ve ylizeyde polimer film kalinliginin arttigin1 gosterir.
Potansiyel araligin1 0,35-1,50 V yapmamizin sebebi ise 1,50 V tan sonrasinda oksijen
cikist gdzlenmesi Ve bu durum yiizeydeki polimer filmin dokiilmesine sebep olmasidir.

Polimer kapli platin elektrotlar, 1 M HCI ¢ozeltisinde 1 saat bekletilerek
doplama yapilmistir. Daha sonra elektrot yiizeyi 4 mg/ml GOD enzimi ve 0,50 mg/ml
ZnFe;04 nanopartikiil iceren % 0,5’lik chi ¢ozeltisine daldirilarak enzim ve nanopartikiil
tutuklanmistir. Ardindan elektrot yiizeyi % 0,075’lik GAL ¢ozeltisi ile muamele
edilerek optimum kosullarda elektrotlar hazirlanmistir. Hazirlanan elektrotlar fosfat
tamponunda ardindan glukoz cozeltilerinde akim degerleri Olciilerek glukoz derisimine
kars1 net akim degerleri grafige gecirilmistir.

Nanopartikiil iceren ve igermeyen elektrotlarla elde edilen glukoz derisimine

bagli net akim grafikleri Sekil 4.23’de verilmistir.
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Sekil 4.23. Optimum kosullarda elde edilen Pt/POA/Chi+GOD/GAL,
Pt/POA/Chi+GOD+ZnFe,04/GAL elektrotlarin farkli glukoz derisimlerinde
elde edilen akim grafigi

Sekil 4.23’de optimum kosullarda e¢lde edilen Pt/POA/Chi+GOD/GAL
Pt/POA/Chi+GOD+ ZnFe,04 /GAL elektrotlarin glukoz derisimine kars1 akim degerleri
incelenmistir. Ortamda bulunan GOD enzimi glukozu oksitleyerek H,0, agiga
¢ikarmaktadir. H,O; ‘nin oksidasyonu sonucunda agiga ¢ikan elektron miktarina bagh
olarak akim yogunlugu 6l¢iilmiisiir.

Ayni islemler farkli parametreler kullanilarak platin elektrot yiizeyine poli(o-
toluidin) film sentezlenerek gergeklestirilmistir. Pt elektrot yiizeyinde elektrokimyasal
olarak POT film sentezi, 0,04 M OT igeren 0,15 M NaOy ortaminda 0,2-2,0 V
potansiyel araliginda 50 mV/s tarama hizi ile 4 segmentte gerceklestirilmistir. POT

sentezine ait doniisiimlii voltagram egrisi Sekil 4.24°de verilmektedir.

40



I/1e-3A

05 4

02 04 06 ns 4 16 18 20

10 12 1
E (V)
Sekil 4.24. Platin elektrotun 0,04 M OT+0,15 M NaOy ortaminda 4 segment
uygulanarak elde edilen doniisiimlii voltagram egrileri

Sekil 4.24°de 0,04 M OT+0,15 M NaOy ortaminda 50 mV/s tarama hiz ile 4
segment uygulanarak elde edilen doniisiimlii voltagram egrisinde akim degerlerinin
artist platin yiizeyindeki platin oksitlerin bozunmasindan kaynaklanmaktadir. Akim
degerlerinin diisilisti polimer film gbézeneklerinin kapanmasindan kaynaklanmaktadir.

Polimer kapli platin elektrotlar, 1 M HCI ¢ozeltisinde 1 saat bekletilerek
doplama yapilmistir. Daha sonra elektrot yiizeyi 2 mg/ml GOD enzimi ve 2 mg/mi
ZnFe,04 nanopartikiil iceren % 0,5’lik chi c¢ozeltisine daldirilarak enzim ve
nanopartikiil tutuklanmigtir. Daha sonra kapl elektrot yiizeyi % 0,1’lik GAL ¢ozeltisi
ile muamele edilerek optimum kosullarda elektrotlar hazirlanmistir. Hazirlanan
elektrotlar fosfat tamponunda ardindan glukoz ¢ozeltilerinde akim degerleri Olgiilerek
glukoz derisimine karsi net akim degerleri grafige gegirilmistir.

Nanopartikiil iceren ve igermeyen POT kapli elektrotlar i¢in glukoz derisimine

bagli net akim degerleri Sekil 4.25°de verilmistir.
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Sekil 4.25. Optimum kosullarda elde edilen Pt/POT/Chi+GOD/GAL,
Pt/POT/Chi+GOD+ZnFe,04/GAL elektrotlarin glukoz derisimine
bagli akim degerleri

Sekil 4.25’de optimum kosullarda elde edilen Pt/POT/Chi+GOD/GAL
Pt/POT/Chi+GOD+ ZnFe;04 /GAL elektrotlarin glukoz derisimine karsi akim degerleri
incelenmistir ve ZnFe,0O,4 nanopartikiilii iceren elektrotun akim degerlerinin daha yiiksek
oldugu goriilmektedir.

Sekil 4.23 ve sekil 4.25°te goriildiigii gibi POA kapli elektrotlarin akim degerleri
POT kapl elektrotlara gore daha yiiksek ¢ikmaktadir. Bu durum o-anisidin yapisinda
bulunan metoksi grubundaki oksijenin benzen halkasin1 aktive etmesinden
kaynaklanmaktadir. Oysa, o-toluidin yapisinda bulunan metil grubu ise halkay1 deaktive
etmektedir. Ayrica ZnFe,O4 nanopartikiilii igeren elektrotlarin nanopartikiil igermeyen
elektrotlara gore akim degerleri daha yiiksektir. ZnFe,O4 nanopartikiiliiniin elektron
transferini hizlandirarak akim degerlerini arttirdig1 gézlenmistir.

Glukoz tayini i¢in ZrO; nanopartikiil ile modifiye edilmis amperometrik enzim
elektrotlar hazirlanmistir. Pt/ZrO,/Chi/GOy elektrotun Ky degeri 3,14 mM, lnax degeri
ise 0,29 pA dir. ZrO; nanopartikiilii kullanilmayan elektrotta ise | max degeri 0,18 pA’dir.
(Yang ve ark., 2004). H,O;’in yiikseltgenme ve indirgenmesinin elektrokatalitik
etkinligini arttirmak i¢in ultraduyarli amperometrik glukoz biyosensor gelistirilmistir.
Platin elektrot; kitosan, platin nanopargaciklarin (PtNCs), glukoz oksidaz (GOx) ve
nafyonun karisimi ile modifiye edilmistir. Nafyon/Chi/GOx+PtNCs elektrot, H,O;’in

yiikseltgenme ve indirgenmesine karg1 istiin elektrokatalitik etkinligi ortaya
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konulmustur. PtNCs, elektron transfer hizin1 destekledigi, glukoz belirlenmesinde
duyarliligr arttirdigi igin iyi bir katalitik yetenege sahip oldugunu belirlemislerdir. (Ren
ve ark., 2012). Glukozun nicel Ol¢limii igin amperometrik bir biyosensor
hazirlamislardir. Biyosensor homojen ve kolay hazirlanan bir biyokompozit iizerine
temellendirilmistir. Bu kompozit kitosan, glukoz oksidaz ve altin nanopartikiillerden
olugmustur. Enzim uygun kosullar altinda elektrokimyasal depolama yontemiyle yiizeye
immobilize edilmistir. Altin nanopartikiiller ilavesiylede biyokompozite miikemmel bir
istiinliik kazandirilmistir. Nanopartikiil kullanilmadan hazirlanan elektrotta akim
degerleri daha diislik ¢iktigint gézlemlemislerdir ve bu durumu altin nanopartikiillerin
enzimi adsorbe giici ve enzim kaybini Onlemesine baglamislardir. Ayrica altin
nanopartikiiliin biyosensdre duyarliligi, nanaopartikiilsiiz elektrottan daha yiiksek

oldugunu bulmuslardir (Luo ve ark., 2004).

4.1.9. Kinetik Parametrelerin Belirlenmesi

Optimal kosullarda elde edilen elektrotlarin tampon ¢ozeltilerdeki akim degerleri
kronoamperometrik olarak ol¢iilmiis, ardindan farkli derisimlerde hazirlanmis glukoz
cozeltisindeki akim degerleri Olglilerek akim farklari alinmis, substrat derigimine
karsilik gelen net akim degerleri hesaplanmustir.

Pt/POA/Chi+GOD/GAL elektrodunun glukoz derisimine bagli akim degerleri
icin elde edilmis Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk egrileri sirasiyla Sekil 4.26.(a)
ve Sekil 4.26. (b)’de verilmistir.

03 y=0,0221x + 0,1662
’ 2 _
10 R?=0,9661
0,25
8 p
—_ 5 <£ 0,2
- N
=, =015
—
2 0,1
0 0,05
o 1 2 3 4
0
Glukoz Derigimi [min) 0 2 4 6
1/S (mM1)
(a) (b)

Sekil 4.26. Pt/POA/Chi+GOD/GALelektrodunun Michaelis-Menten (a) ve Lineweaver-
Burk (b) egrileri
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Reaksiyon kosullar1 ve enzim derisimi sabit tutulurken substrat derisimi
arttirilirsa reaksiyon hizi belli bir maksimum degere erisir. Bu degerden sonra, substrat
derisimi arttirllsa bile reaksiyon hizinda bir degisme gozlenmez. Bunun nedeni,
ortamdaki enzim molekiillerinin ortam substrat molekiillerini karsilayamamasindan
kaynaklanmaktadir (Devlin, 1997).

Pt/POA/Chi+GOD+ ZnFe,04/GAL elektrodunun glukoz derisimine bagli akim
degerleri icin elde edilmis Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk egrileri sirasiyla
Sekil 4.27.(a) ve Sekil 4.27. (b)’de verilmistir.

14
y =0,0221x + 0,1662
12 03 R? = 0,9661
10 0,25
i 8 = 02
= < v
=
6 ~—0,15
=
4 0,1
2 0,05
0 0
0 1 2 3 1
0 2 4 6
Glukoz Derigimi (mM)
1/S (mM1)

(a) (b)
Sekil 4.27. Pt/POA/Chi+GOD+ZnFe,04/GAL elektrodunun Michaelis-Menten (a) ve
Lineweaver-Burk (b) egrileri

Pt/POT/Chi+GOD/GAL elektrodunun glukoz derisimine bagli akim degerleri
icin elde edilmis Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk egrileri sirasiyla Sekil 4.28.(a)
ve Sekil 4.28. (b)’de verilmistir.
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Sekil 4.28. Pt/POT/Chi+GOD/GAL elektrodunun Michaelis-Menten (a) ve Lineweaver-
Burk (b) egrileri

Pt/POT/Chi+GOD+ZnFe,04/GAL elektrodunun glukoz derisimine bagli akim
degerleri i¢in elde edilmis Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk egrileri sirasiyla
Sekil 4.29.(a) ve Sekil 4.29. (b)’de verilmistir.
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Sekil 4.29. Pt/POT/Chi+GOD+ZnFe,O4/GAL elektrodunun Michaelis-Menten (a) ve
Lineweaver-Burk (b) egrileri
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Enzimatik reaksiyonlarda, tepkime hiz1 baslangigta substrat derisimi ile orantili
olarak artarken, sonrasinda substrat derisimi artsa bile tepkime hizi sabit kalir. Bu
durumda enzimin maksimum hiza ulagsmistir. Maksimum hizin yarisina ulasmak igin
gerekli substrat derisimi Ky olarak adlandirilir. Bu ¢alismada tepkime hizinin
belirlenmesi akim Sl¢limii ile dolayli olarak yapilmaktadir. Fiziksel olarak Ky katsayisi
enzim ve substratin birbirine olan ilgisini gostermektedir. Enzim ve substrat arasindaki
ilgi fazla ise oldukga diisiik substrat derisimlerinde bile enzimi substrat ile doyurmak
mimkiindiir (Devlin, 1997). Enzimin Ky degeri bulunurken Lineweaver-Burk
ciziminden yararlanilir. Nanopartikiil igeren ve icermeyen tiim -elektrotlar igin
Lineweaver-Burk denkleminden Ky ve Imax degerleri hesaplanarak sonuglar Cizelge

4.1’de verilmistir.

Cizelge 4.1. o-anisidin ve o-toluidin i¢in Lineweaver-Burk grafiklerinden yararlanarak
elde edilen Ky ve Imax degerleri

Km (MM) Imax(1LA) Imaxs Km
(nA)/ (mM)
Pt/POA/Chi+GOD/GAL 0,133 6,017 45,241
Pt/POA/Chi+GOD+ZnFe,04/GAL 0,125 11,947 95,576
Pt/POT/Chi+GOD/GAL 0,425 3,011 7,085
Pt/POT/Chi+GOD+ZnFe,04/GAL 0,528 3,229 6,116

Cizelge 4.1°’de ZnFe,O4 nanopartikiilii iceren elektrotlar i¢in elde edilen Imax
degerinin nanopartikiil icermeyen Iynax degerinden biiylik olmasi nanopartikiil
etkinliginin daha yiiksek oldugunu gosterir. Yine aym sekilde Ky degerlerinin farklh
¢ikmasi enzimin mikrogevresindeki etkilenmelerin farkli oldugunu gostermektedir. Ky
degeri diistiikce substrata olan ilginin arttigini, elektrotlarin biyokatalitik etkinliginin
dolayisiyla akim degerlerinin daha yiiksek oldugu sonucunu dogurmaktadir. Hesaplanan
Imax degerleride bu sonucu desteklemektedir. Fakat POT kapli ZnFe,O, igeren
elektrotun, POT kapli ZnFe;O4 igermeyen elektrota gore Inax degeri daha yiliksek
olmasma ragmen, Ky degeride daha yiiksektir. Bu sebeble Ina/Ky degerlerini
kiyasladigimizda ise POT kapli ZnFe,O4 iceren elektrotun degerleri daha diisiiktiir.

Can ve ark (2010), doniisiimlii voltametri teknigi ile para-toluen siilfonik asit

(pTSA) ve sodyum para-toluen siilfonat ortaminda (NapTS) polipirol (PPy) sentezlemis
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ve sentez ortaminda bulunan GOD enziminin es zamanli olarak immobilize edilmesi ile
hazirlanan glukoz biyosensoriinde 1,0 mM glukoz derisimine kadar dogrusal bir artis
gozlemislerdir. Lineweaver-Burk denkleminden Pt/PPy-GODyrsa VePt/PPy-GODnaprsa
icin Ky degerleri sirasiyla 5,2 ve 1,7 mM, I degerleri ise 14,2 ve 25,4 pA olarak
hesaplanmislardir. Imax degerlerinin  bizim c¢aligmamizdaki degerlerden biiyiik
cikmasinin nedeni PPy filmin iletkenliginin POA ve POT’a gore daha yiiksek olmasiyla
aciklanir. Bal ve ark., (2012), pirol, paratoluensiilfonat, glukoz oksidaz enzimi ve
glutaraldehit kullanilarak hazirladiklar1 biyosensor elektrotta glukoza bagli olarak
dogrusal bir artis gozlemis, Ky ve Vmax degerlerini sirasiyla 0,267 mM ve 4,048 mM
olarak hesaplamiglardir. Patil ve ark. (2007), yumusak c¢elik iizerine POA film
sentezlemis, fiziksel adsorbsiyon metoduyla GOD enzimini POA film ile birlikte
ylizeye immobilize etmislerdir. Bu sekilde hazirladiklar1 biyosensor ile glukoz
ortaminda 6l¢iilen akim degerinde dogrusal bir artis gdzlemlemis, Imax Ve Ky degerlerini

sirastyla, 406 ],LA/cm2 ve 1,03 mM olarak hesaplamislardir.

4.1.10. Biyosensoriin Tekrar Kullammm Kararhhigimin Belirlenmesi

Enzimler olduk¢a pahali maddeler oldugundan ve kolayca temin
edilemediklerinden serbest enzim varligindaki analizler yerini immobilize enzimler ile
yapilan analizlere birakmistir (Hooda, 2009). Enzim immobilizasyonu ile hazirlanan
enzim elektrotlarin ¢ok sayida analiz igin kullanilmasi 6nemlidir. Enzimler kendi
katalitik aktivitelerini ¢ok kolay kaybettikleri ve denatiire olduklar1 i¢in enzimlerin
dikkatli depolanmas1 ve bakimi ¢cok 6nemlidir. Tekrarlanabilirlik biyosensor elektrotlar
icin ¢ok Onemli olup arka arkaya fazla sayida analiz yapmak, maliyeti diisiirmesi
acisindan biiyiik bir avantaj saglamaktadir.

Sekil 4.30°da Pt/POA/Chi+GOD/GAL, Pt/POA/Chi+GOD+ZnFe,04/GAL ve
Sekil 4.31’de Pt/POT/Chi+GOD/GAL ve Pt/POT/Chi+GOD+ ZnFe,O, /GAL
elektrotlar ile 5 mM glukoz ¢ozeltisinde elde edilen 20 ardisik Slgiimiin % bagil

aktivite olarak kullanim sayisina bagli degisimi verilmektedir.
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Sekil 4.30. 5 mM glukoz derisiminde Pt/POA/Chi+GOD/GAL ve
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Sekil 4.31. 5mM glukoz derisiminde Pt/POT/Chi+GOD/GAL ve
Pt/POT/Chi+GOD+ ZnFe,O4/GAL elektrotunun tekrar kullanim
kararlilig1

Sekil 4.30 incelendiginde, 6lgme sayis1 arttikga 6zellikle akimlarda ¢ok azda
olsa azalma oldugu ve bagil aktivitenin diistiigii goriilmektedir. Akimlardaki bu
diismelerin zamanla enzim aktivitesindeki degismeden kaynaklandigi sdylenebilir.
Pt/POA/Chi+GOD/GAL, Pt/POA/Chi+GOD+ZnFe,04/GAL, Pt/POT/Chi+GOD/GAL,
Pt/POT/Chi+GOD+ZnFe;04/GAL elektrotlart i¢in 5 mM glukoz derisiminde 20 6lgme
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sonunda baslangi¢ aktivitesinin sirastyla yaklasik % 92; % 93; % 101; % 107’ni
korudugu goriilmektedir. Bal ve ark. (2012), paratoluensiilfonatli ortamda pirol kaplh
platin elektrotun 16 Ol¢iim sonunda aktivitesini % 68 oraninda korudugunu
gozlemlemistir. Arslan  ve ark. (2011), elektrokimyasal olarak polianilin-
polivinilsiilfanat (Pani-Pvs) filmler iizerine glukoz oksidazin immobilizasyonuyla elde
edilen elektrotun 16 aktivite caligmasindan sonra akim degerlerinin % 75’inde oldugunu
belirlemislerdir. Can ve ark. (2010), sodyum para toluen siilfonat ortaminda (NapTS)
polipirol (PPy) sentezlenmis ve sentez ortaminda bulunan glukoz oksidaz (GOD)
enziminin es zamanli olarak immobilize edilmesi ile Pt/PPy-GODngprs elektrotu igin 5,
10, 20 mM glukoz derisiminde 50 6lgme sonunda baslangi¢ aktivitesinin sirasiyla
yaklasik % 43,0; 39,5 ve 44,0’ 11 korudugunu rapor etmislerdir.

Immobilize enzimlerin tekrar kullanim kararhgmnin kullanim sayisina bagl
olarak diismesi genel olarak gézlenen bir durumdur. Ancak GOD sisteminde agiga ¢ikan
H20, molekiilii enzimi deaktive etmesine ragmen iretilir {iretilmez oksidasyona
ugradigindan ¢ok fazla etkilemez. Buna karsin meydana gelen glukonik asit enzimin
mikro c¢evresinde pH’yr diisiireceginden GOD’1, dolayisiyla biyosensor elektrodun
etkinligini olumsuz yonde etkileyecektir. Glukoz derisimine bagli olarak enzimin
tiretecegi glukonik asit miktarinda meydana gelecek degisimde enzimin tekrar kullanim

kararliligini farkli oranda etkileyecektir (Can, 2010).
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5. SONUC ve ONERILER

e (alismada kolay, pratik bir sekilde hazirlanan modifiye edilmis platin
elektrotlarin =~ glukoza  duyarlh  amperometrik  biyosensér  olarak
kullanilabilecekleri belirlenmistir.

e O-anisidin yapisinda bulunan metoksi grubundaki oksijenin benzen halkasini
aktive ettiginden dolay1 o-anisidin kapli elektrotlarin akim degerleri o-toluidin
kapl elektrotlara gére daha yiiksek ¢ikmaktadir. o-toluidin yapisinda bulunan
metil grubu ise halkayr deaktive etmektedir.

e Pt/POA/HCI/Chi+GOD/GAL, Pt/POA/HCI/Ch1+GOD+ZnFe,04/GAL,
Pt/POT/HCl/Chi+GOD/GAL, Pt/POT/HCIl/Chi+GOD+ZnFe,04/GAL
elektrotlar1 hazirlanmis olup, en yiiksek akim degerinin POA kapli ZnFe,O4
nanopartikiil iceren elektrot oldugu belirlenmistir.

e ZnFe;04 nanopartikiiliiniin elektron transferini hizlandirarak akim degerlerini
arttirdig1 goézlenmistir.

e Yiizeye POA ve POT kapli Pt/POA/HCI/Chi+GOD/GAL,
Pt/POA/HCI/Chi+GOD+ZnFe,04/GAL, Pt/POT/HCI/Chi+GOD/GAL,
Pt/POT/HCI/Ch1i+GOD+ ZnFe,04/GAL seklinde hazirlanan nanopartikiillii ve
nanopartikiilsiiz elektrotlarin SEM goriintiileri ve dijital fotograflarla ylizeyin
homojen oldugu ve ZnFe;O; nanopartikiiliiniin polimer filme baglandig:
ispatlanmugtir.

e En iyi sonu¢ alinan ZnFe,O’ten baska ZnO, CuFe,O4Zn gibi metal oksit
nanopartikiilleri ile modifiye edilerek hazirlanan biyosensorlerin 6zelliklerinin
gelistirilebilecegi goriilmiistiir.

e Bu calisma sentez kosullarmin degistirilmesi ile zenginlestirilebilir. Ornegin
farkli elektrolit tiirleri denenebilir, sentez sicakligi optimize edilebilir. Ayrica
polimer film kalinliginin etkisi detayl bir sekilde incelenebilir.

e Ptyerine C, Al, Au gibi farkli elektrot tiirleri kullanilabilir.

e Modifiye edilimis elektrotlar siikroz ve laktoza kars1 duyarlilig1 arastirilabilir.
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