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OZET

Bu c¢aliymada, ksantin ve hipoksantin tayini icin yeni bir amperometrik
biyosensor gelistirildi. Ksantin oksidaz, pirol ve polivinilsiilfonat ile birlikte
platin elektrot yiizeyine immobilize edildi. Ksantin ve hipoksantin tayini, enzim
yiizeyindeki enzimatik reaksiyon sonucu olusan iirik asidin +0,30 V’ da
yiikseltgenmesine dayamilarak yapildi. Ksantin ve hipoksantin biyosensoriiniin
cevabina pH’ min, sicakhgin ve substrat derisiminin etkisi incelendi. Enzim
elektrodun hipoksantin icin dogrusal calisma arahgi 1,0)(10'7 — 1,0x10'3 M, tayin
SInira 1,0><10'7 M olarak tespit edildi. Immobilize edilen ksantin oksidazin Ky
gozlenen ve Vyax gozlenen degerleri sirasiyla 0,0154 mM ve 1,203 pA/dakika
olarak bulundu. Enzim elektrodun en iyi ¢calisma pH’ s1 7,75 ve sicakhg 25 °C
olarak belirlendi. 30 giin sonundaki amperometrik cevabimin baslangic
degerinin % 49’ u oldugu goriildii. Ballk numunelerinde, bahk eti tazeligini

yitirdikce hipoksantin miktarimnin arttig1 gosterildi.
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ABSTRACT

In this study, new amperometric biosensor for determination of xanthine was
developed. Xanthine oxidase with pyrrole and polyvinylsulphonate has been
immobilized by entrapment method on the surface of platinum electrode.
Determination of xanthine-hypoxanthine was performed by means of oxidation
of uric acid liberated during the enzyme reaction on the surface of the enzyme
electrode at +0.30V (SCE). The effects of pH, substrate concentration and
temperature on the response of the xanthine-hypoxanthine biosensor were
investigated. The linear working range of enzyme electrode was 1.0x107 —
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The apparent Ky and V,,x of immobilized xanthine oxidase were found to be
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biosensor drops to 49% of its initial value after 30 days. The sensor was applied
to the determination of hypoxhantine in fish meat and hypoxanthine amount

was found to be increased over days of storage.
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1. GIRIS

Ksantin oksidaz enzimi, piirin metabolizmasinda rolii olan 6nemli bir enzimdir.
Enzimin aktif merkezinde flavin adenin diniikleotit (FAD), molibden, demir ve
stilfiir gruplart bulunur [1-4]. Ksantin oksidaz enzimi daha ¢ok karacigerde olmak
lizere, ince barsak mukozasi, diger dokularda ve siitte bulunur. Ksantin oksidaz

enzimi dokularda hipoksantini ksantine, ksantini ise tirik aside doniistiiriir.

Hipoksantn +O, +H,0Q —2toside_, geantin+ H,0,

Ksantin oksidaz

Ksantin + O, + H,0 — 22092, [k asit + H,0,

Ksantin oksidaz enziminin substratlar1 olan ksantin ve hipoksantinin dokulardaki
miktari gesitli hastalik hallerinde degisim gostermektedir. Ornegin, kalp krizi gegiren
hastalarda ksantin miktarinin artmasiyla doku harabiyeti olmaktadir [3]. Hipoksantin
miktar1 ise, balik etinin tazeligi hakkinda fikir vermektedir [5]. Balik eti tazeligini
yitirmeye basladigi zaman yapisinda bulunan piirin niikleotitlerinin yikilmasi sonucu
hipoksantin olusmaktadir ve hipoksantin tazeligini yitirmis balik etinde zamanla
artmaya baslamakta ve balikta ac1 bir tat olugturmaktadir [6]. Ksantin ve hipoksantin
tibbi ve biyolojik agidan 6nemli oldugundan, tayininin kisa siirede ve ekonomik bir
sekilde yapilabilmesi icin ksantin oksidaz enzimi ile bir biyosensor hazirlanmasi
diistiniilmiistiir. Bunun i¢in ksantin oksidaz enzimi, bakirhekzakloroplatinata [1],
heparine [7] ve ferrisiyaniir igeren kobalt fitalosiyaninden olusan ¢ift medyatorlii
sisteme [8] immobilize edilerek ksantine duyarli biyosensorler hazirlanmistir. Ayrica
enzimin poli-(8-pirol-1-laktobionamidooktan) 'a kovalent baglanmasiyla [9] ve bir
iletken redoks polimeri olan poli- (merkapto—p-benzokinon)’a hapsedilmesiyle [2] de

ksantin biyosensorleri hazirlanmistir.

Bizim calismamizda ise, ksantine ve hipoksantine duyarli yeni bir amperometrik
biyosensor hazirlandi. Ksantin ve hipoksantin tayini, enzimatik reaksiyon sonucu
olusan lirik asidin +0,30 V’ da yiikseltgenmesi esasina dayanilarak yapildi. Bu

amagla  platin  elektrot  {izerinde, polipirol-polivinilsiilfonat  (PPy-PVS)



polimerlerinden olusan iletken bir film hazirlandi ve bu elektrodun hidrojen
perokside duyarlilig1 incelendi. Bu inceleme sirasinda hidrojen peroksitle birlikte
tirik asidin de ayni potansiyelde yiikseltgendigi goriildii. Bu girisimin ortadan
kaldirilmasi i¢in oksijensiz ortamda ksantin oksidazdan gelen elektronlarin alicisi
olarak metilen mavisinin gorev yapmasma ve hidrojen peroksit olusumunun
engellenmesine karar verildi [10]. Bunun sonucunda + 0,30 V da tek basina {irik asit
olustu ve yiikseltgendi. Ardindan ksantin oksidaz polipirol-polivinilsiilfonat filme
hapsetme yontemiyle immobilize edildi. Enzim elektrodun ksantin ve hipoksantine
duyarlilig1 ve immobilize edilen enzimin 6zellikleri incelendi. Biyosensor i¢in en iyi
calisma kosullar1 arastirildi ve ksantin ve hipoksantin biyosensoriiniin performansini
etkileyen faktorler incelendi. Son olarak balik eti numunelerinde tazelik faktoriine

bagli olarak hipoksantin miktarinin nasil degistigi incelendi.

Bu calismada, Fatma Arslan tarafindan 2004 yilinda hazirlanan ksantin tayini i¢in
polipirol filme ksantin oksidaz enziminin immobilizasyonu ile yeni bir biyosensor
hazirlanmas1 doktora tezinden yararlanildi [11]. Ancak bu c¢alisma, Pt/PPy-PVS
elektrodunun hazirlama kosullarinin farkli olmasi, substrat olarak hipoksantinin
kullanilmasi, en 6nemlisi oksijensiz ortamda metilen mavisi kullanilarak iirik asit
duyarlilig1 6l¢iilmesi sonucu ksantin veya hipoksantin derisimine ulasilmasi ve balik
eti numunesinde enzim elektrodun kullanilmasi yoniinden yararlanilan tez ve diger

calismalardan farklidir ve orijinaldir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Enzimler

Enzimler, biyolojik sistemlerdeki reaksiyonlarin canliliga zarar vermeyecek ilimh
kosullarda  gerceklesmesini  saglayan  protein  yapisindaki  biyokimyasal
katalizorlerdir. Enzimler, gerekli kosullarin saglanmasi durumunda dogal
ortamlarinin disinda pek ¢ok alanda kullanilabilmektedirler. Bu nedenle enzimlerin
yap1 ve fonksiyonlarini, kataliz mekanizmalarini ve enzimlerin katalizledigi her tiirlii
metabolik ve biyokimyasal reaksiyonlarin neden ve nasil gerceklestigini inceleyen
enzimoloji bilim dali, basta biyokimya ve molekiiler biyoloji olmak {izere
mikrobiyoloji, genetik, tip, biyoteknoloji, farmakoloji ve toksikoloji gibi bilim dallar

ve ¢esitli endiistriyel alanlar i¢in biiyiik 6nem tagimaktadir.

Enzimoloji alanindaki bilgi birikimi ve enzim- substrat, enzim- inhibitor iligkilerinin
ve enzimatik mekanizmalarin agiklanabilmesi istegi aktif merkez yapi aydinlatma
caligmalarini tesvik etmistir. Bu tesvik sonucunda, se¢imli inhibitorlerin kullanimiyla
bu konuda onemli gelismeler kaydedilmistir ve enzim molekiiliiniin ii¢ boyutlu
konformasyonu X- 1smnlar1 kristalografisi yardimiyla tam anlamiyla acikliga

kavusturulmustur [12].

Insanlar binlerce y1l dncesinden bu yana alkol fermantasyonu, bira ve ekmek yapimi
gibi ilk biyoteknolojik calismalarla aslinda enzimlerden yararlanmislardir. Buna
karsilik enzimler hakkinda bilimsel denebilecek arastirma ve bulgular ancak
gectigimiz ylizyilda goriilmeye basglanmistir. 1783 yilinda Spallanzani’ nin atmaca
mide suyunun eti ¢ozebilecegini bulmasi, 1811 yilinda Kirrchoff” un bugday
nisastasinin zamanla dekstrin ve diger bilesiklere doniistiiglinii belirlemesi

enzimoloji konusundaki ilk ¢alismalar olarak gosterilebilir [12].



2.1.1. Enzimlerin yapisi ve ozellikleri

Enzimler kimyasal bakimdan protein yapisinda molekiillerdir. Enzimin protein
yapisinin yaninda enzime aktiflik kazandiran gruplar vardir. Enzimin protein kismina
apoenzim, protein olmayan pargasina kofaktdr denir. Apoenzim ve kofaktoriin
olusturdugu aktif yapiya da haloenzim denir [4]. Kofaktdr arasinda metal iyonlar1 ve
organik yapida olan koenzimler yer alir. Siklikla karsilasilan metal iyonlari Zn*,
Fe*™ ,Mg>", Mn®" , koenzimler ise NAD", FAD’ dir. Enzimler sadece bir substrata
veya ayni fonksiyonlu grubu olan substrat serisine karsi etkindir. Enzim
reaksiyonlarinda yan iirlinler meydana gelmez. Enzim molekiilii biiylik olmasina
karsin, substrat enzim molekiiliiniin her yerine degil aktif merkez denilen 6zel bir
yerine baglanir ve biyokimyasal reaksiyonlar burada meydana gelir. Aktif merkez
substrata uyumlu olan ii¢- boyutlu bir ylizey olusturan aminoasit yan zincirleri icerir
ve aktif merkez substrat1 baglayarak bir enzim- substrat kompleksi meydana getirir,

ardindan olusan kompleks iiriine doniistiikten sonra enzim iiriinden ayrilir(Sekil 2.1).

Substratlar Enzim Enzim
aktrvasyonu

-—

Alctif bolge

e

Enzim - substrat
komplelcsi

A

Enzimin telorar
bullarbmas:

>

o<
C

[-:I'I.]II

Sekil 2.1. Bir substrat molekiiliinii baglayan bir aktif bolgeli enzimin sematik olarak
gosterilmesi



Enzimle katalizlenen reaksiyonlarin hizi kimyasal olanlara gére 10° — 10° kere daha
fazladir. Tipik olarak, her enzim molekiilii saniyede 100- 1000 substrat molekiiliinii
irline ¢evirme yetenegine sahiptir. Enzim aktifligi diizenlenebilir. Yani, enzimler
tiriin olusum hizi ve hiicrenin ihtiyacin1 karsilayacak sekilde aktive ve inhibe

edilebilirler [13].

2.1.2. Enzimlerin gorevi

Enzimler ilgili reaksiyonlar1 iliman kosullarda ¢ok hizli ve spesifik bir bigimde
katalizyebilmektedirler. Enzim reaksiyonlarinda substrat {iriine doniisiirken enzim-
substrat kompleksi iizerinden gectigi kabul edilir. Aktif merkezin substrata ¢ok
uygun geometride olmasi uygun yon ve acgida bulunmasi, enzimlerin substrat
kompleksinin olugmasini ¢ok kolaylastirir ki; etki reaksiyon serbest enerji (AG)
degisiminin yaklasik 10 kat kiiclilmesine yani reaksiyon hizlarinin yiiz milyon kat
artmasma yardim eder (Sekil 2.2). Bundan bagka aktif komplekste bir gerginlik
meydana gelir ki, tirtine doniigiirken bu gerginligin giderilmesinde reaksiyon hizinin

artmasina katkisi olur [14].

Reaktantar

Katalizlenmis ~
Reasiyvon

Uriinler

Reasiyon Gidig

Sekil 2.2. Reaksiyonlarda enerji profili

Enzimler konusundaki tiim ayrintili bilgiler enzimlerin gesitli pratik uygulamalarda
da kullanimlarimi giindeme getirmistir. Enzimlerden baslica endiistriyel, tibbi,

bilimsel ve analitik amacl olmak {izere dort farkli alanda yararlanilmaktadir [12].



2.1.3. Reaksiyon hizin etkileyen faktorler

A-Sicaklik

Sicaklik molekiillerin hareketini artirdigindan tiim kimyasal ve biyokimyasal
reaksiyonlarin da hizin1 artirir. Enzimler protein yapisinda olduklarindan belirli bir
sicakliktan sonra denatiire olmaya baslarlar. Bu 6nce enzim molekiiliiniin tersiyer
yapisinin, sicaklik artik¢a sekonder yapisinin bozulmasi ve enzimin aktif merkezi

etkilenerek reaksiyon hizinin keskin diismesi demektir (Sekil 2.3) [14].

Aktiflik

10 20 30 40 50 60
Derece (°C)

Sekil 2.3. Enzim reaksiyon hizlarinin sicaklik profili

B- pH

Enzim substrat ve koenzim molekiillerinde asitli ve bazli gruplar vardir. Enzim-
substrat kompleksinin en kararli bir bi¢imde olusmasi, yani hizinin maksimum
olmast i¢in bu gruplarin belirli bir iyonlasma durumunda olmas1 gereklidir. Bunun
disindaki iyonlagmalarda enzim-substrat kompleksi zayiflar ve reaksiyon hizi diiser.
Bu, optimum bir pH’ da reaksiyon hizinin en yiiksek olmas1 demektir. pH- hiz grafigi
can egrisi seklindedir. Her enzimin pH 3 ile 8 arasinda olan optimum bir pH’ s1
vardir. Cok asitli ve bazli ortamlarda enzim molekiilii denatiire olacagindan,

reaksiyon hizi tersinmez olarak sifira diiser. Enzimlerle yapilan in vitro deneylerde



reaksiyon ortaminin tampon ¢ozeltisini hazirlamak i¢in 6ncelikle optimum pH’ sinin

bilinmesi ve tayin edilmesi gereklidir [14].

C-Substrat derisimi

Enzimatik bir reaksiyon hizi subsrat derisimi artik¢a artar ve belirli bir substrat
derisiminde hiz1 maksimum olur. Bu noktada enzim substrata tamamen doymustur,

bu noktadan sonra hiz degismez (Sekil 2.4).

reaksiyon iz

0 1000 2000 2000 4000

substrat

Sekil 2.4. Substrat derisiminin reaksiyon hizina etkisi

2.2. Ksantin Oksidaz Enziminin Ozellikleri ve Ksantin-Hipoksantin Tayininin

Onemi

Ksantin oksidaz enzimi, aktif merkezinde FAD, molibden, demir ve siilfiir gruplari
bulunduran bir flavoproteindir [1,4,8]. Bu enzim organizmada iki sekilde
bulunmaktadir. Birincisi dehidrojenaz, digeri ise oksidaz aktifligi seklindedir.
Dehidrojenaz aktifligi gosteren enzim bol oksijenli ortamda tiol (SH) gruplarinin
yiikseltgenmesiyle oksidaz aktifligi gosterir hale gelir [3]. Ksantin oksidaz enzimi
ksantinin veya hipoksantinin iirik aside yiikseltgenme reaksiyonunu katalizler. Bu
reaksiyona ait mekanizma Sekil 2.5’ de verilmistir. Ksantinin veya hipoksantinin
yiikseltgenmesi sirasinda elektronlar enzimin aktif merkezindeki molibden tarafindan

alimir ve molibden +6’ dan +4 yiikseltgenme basamagina indirgenir. Elektronlar



molibdenden demir siilfiir merkezine gelir ve oradan da FAD’ ye aktarilarak FAD —
FADH,’ ye indirgenir, sonra FADH, den elektronlar oksijene verilir ve oksijen
indirgenerek hidrojen peroksit olusturur. Bu sirada indirgenen enzim de
yiikseltgenmis hale geger [3,4]. Oksijenin az oldugu durumlarda ( kalp krizi ve organ
nakli gibi) adenin niikleotitinin asir1 pargalanmasi sonucu substrat birikmesi meydana
gelerek dokularda ksantin fazlaligi olmaktadir (Sekil2.6) ve bu da doku harabiyetine
sebep olmaktadir. Dokuda fazladan biriken ksantinin bir kismi plazmaya geger ve
kalp krizi tanmisinda kullanilir [3]. Bu sebepten dolay1 ksantin tibbi ve biyolojik
anlamda oOnem kazanmaktadir. Bu nedenler ksantin tayini i¢in sensorlerin

hazirlanmasi ¢aligmalarinin yapilmasini gerektirmektedir.
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Sekil 2.5. Ksantinin ksantin oksidaz enzimi ile iirik aside ylikseltgenme mekanizmasi
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Sekil 2.6. Piirin niikleotitlerinin tirik aside yikimi

Balik eti tazeligini yitirmeye basladigi zaman yapisinda bulunan piirin
niikleotitlerinin yikilmasi sonucu hipoksantin olusturur ve hipoksantin tazeligini
yitirmis balik etinde zamanla artmaktadir ve balikta aci bir tat olusturmaktadir. Balik
dokusunda bulunan hipoksantin miktar1, balik tipi ve balik etinin konumuna gore
degismektedir [15, 16]. Ilk zamanlarda yikim iiriinii olan hipoksantin balik etinin
tazeligini belirlemede kullanilmasina ragmen son zamanlarda balik eti tazeligi
hakkinda fikir veren K; degeri hesaplanarak balik eti tazeligi hakkinda daha kesin
sonuglara ulasilabilinmektedir [15, 16].

Doku iskemisi sirasinda ksantin dehidrojenaz yapisinda NAD™ ya bagimli olarak
bulunan enzim ksantin oksidaza g¢evrilir [17]. Bu sirada dokuda hipoksantin birikimi

olur. Iskemik dokularin reperfiizyonu ile ksantin oksidaz hipoksantini katalize eder
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ve elektronlarin1 molekiiler oksijene transfer ederek oksijeni siiperoksit anyonu ve

hidrojen perokside indirger (Sekil2.7.) [10].

Eramtin oksidaz
Hipoksantin--«-=--s-smm o mmeeem oo e e eeeeen > Urik asit

Sekil 2.7. Hipoksantinin iirik aside doniisiimi

Yapilan son caligmalar metilen mavisinin serbest oksijen radikal olusumunun
onlenmesinde oldukg¢a etkili oldugunu gostermistir [10,18,19]. Ortamda metilen
mavisi varliginda hipoksantinin iirik aside doniisiimii sirasinda reaksiyonu

katalizleyen ksantin oksidazdan elektron alicisi olarak metilen mavisi gorev yapar

(Sekil 2.8) [10].

Esantin oksidaz
Hip 0KSAn i --=-= «-=smm s mem o mmm e oo + Unl asit

Sekil 2.8. Metilen mavisi varliginda hipoksantinin iirik aside doniigtimii
Metilen mavisinin (MM) molekiil yapis1 asagidaki gibidir.

T
HaCy L Tk
CHa clI

CHg



11

2.3. immobilize Enzimler

Bilindigi gibi enzimler suda ¢Oziinen, katalizorlerdir. Endiistriyel uygulamalarin
cogu sulu ¢ozeltilerde gergeklestiginden katalizor olarak kullanilan serbest enzimin
aktifligini kaybetmeden geri kazanilmasi olanak disidir. Serbest enzim, reaksiyon
ortamindan istenilen anda uzaklastirilamadigindan reaksiyonun kontrolii ¢cok giictiir.
Ancak, serbest enzim tarafindan kirletilmis olan reaksiyon {iriinlerine bdylece yeni
bir kirlilik unsuru eklenmis olacaktir. Uriin veya iiriinlerin bu kirlilik unsurlarindan
aritilmas1 maliyeti ¢ok arttirmaktadir. Katalizor olarak kullanilan serbest enzimi
reaksiyon ortamindan aktifligini kaybetmeden c¢ikarabilmek olanaksiz oldugundan
enzimin yeniden kullanilmasi da s6z konusu degildir. Bu ise enzimlerin ¢ok spesifik
ama o Olg¢lide pahali katalizorler olmalar1 nedeniyle maliyeti yiikselten énemli bir

etmendir.

Tiim bu sorunlar1 olumlu yonde ¢oziimleyebilmek, enzimleri endiistri i¢cin daha
cekici hale getirmek icin 6zellikle son otuz yilda enzim immobilizasyonu iizerine
arastirmalar yogunlagsmis olup, bu alanda yapilan yayinlarin sayisi yildan yila kath

bir sekilde artmaktadir.

Enzimler, suda ¢oziinmeyen bir tasiyiciya fiziksel veya kimyasal olarak baglanarak,
suda ¢Oziinmeyen bir kopolimere monomer gibi katilarak ve suda ¢oziinmeyen

mikrokapstillerde tutuklanarak immobilize edilirler.

Immobilize enzimin serbest enzime {istiin y&nleri vardir. Ik olarak immobilize
enzimler slizme, santrifiijleme gibi ayirma yontemleriyle reaksiyon sonunda
ortamdan kolayca uzaklagtirilabilirler. Ayrica immobilize enzimlerde iiriinlerin
enzim tarafindan kirletilmesi gibi bir problemle karsilasiimaz. Bu enzimler; ¢evre
kosullarma (pH, sicaklik v.s.) karst daha dayaniklidir, birgok kez ve uzun siire
kullanilabilirler, stirekli islemlere tabii tutulabilirler, dogal enzime kiyasla daha
kararhidirlar, {irtin olusumu kontrol altinda tutulabilirler, birbirini izleyen ¢ok adiml
reaksiyonlar i¢in uygundurlar, bazi durumlarda serbest enzimden daha yiiksek bir

aktiflik gosterilebilirler ve mekanik ¢aligmalar i¢in uygundurlar.
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Enzim immobilizasyonunda dogal ve sentetik bircok organik ve inorganik madde
kullanilmaktadir. Tasiyici, suda ¢éziinmeyen kat1 veya polimer olabilir. Tastyicinin
hidrofilik 6zellik, suda ¢oziinmeme, gozenekli yapi, mekanik, kimyasal ve termal
kararlilik, uygun tanecik sekli, mikroorganizmalara karsi direnclilik, ucuzluk,
zehirsizlik ve yenilenebilme oOzelliklerine sahip olmasi gerekir. Ayrica kovalent
baglanmada kullanilacak tasiyicilar 1limli kosullarda enzimle kovalent bag

olusturabilecek fonksiyonel gruplar tasimalidirlar [12].

Enzim immobilizasyonunda en yaygmn kullanilan tasiyicilar Cizelge 2.1° de

verilmistir.

Cizelge 2.1. Enzim immobilizasyonunda kullanilan tasiyicilar

Anorganik Dogal Polimerler Sentetik Polimerler

Kil, cam Seliiloz Polistiren tiirevleri

Silikajel Nigasta Poliakrilamit

Bentonit Dekstra Naylon

Hidroksiapatik Agar ve agaroz Vinil ve alil
polimerler

Zirkonyum dioksit Karragenan Oksironlar

Nikel oksit Kollogen Metakrilat

Pomza tasi Kitin ve kitozan fyon degistirici
re¢ineler

Aktif karbon Jelatin Maleik anhidrit
polimerleri

Metaller Albiimin

Metal oksitler Ipek
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2.3.1. Immobilizasyonun enzim aktifligine etkisi

Endiistriyel iiretimde kullanilacak bir immobilize enzim Orneginin kararliligi en
onemli kriterlerden biridir. Immobilize enzimin kararligindan anlasilan, belirli
calisma kosullarinda enzim aktifliginin zamana bagli olarak korunmasidir. Bu
siradaki enzim aktifligi kaybi degisik nedenlere dayanmaktadir (mikrobiyal yikim,
sicakligin etkisi , pH veya kimyasal bagka etkiler vb.). Bunun disinda tasiyicinin
parcalanmasi veya bagka sebepler ile matriksten enzimin uzaklagmasi da aktiflik
kaybina neden olur. Ayrica substrat c¢ozeltisindeki kirlilikler tarafindan matriks

gbzeneklerinin tikanmasi da immobilize enzimi etkisiz hale getirir.

Teorik olarak immobilizasyondan sonra enzimin spesifik aktifliginin diismesi
beklenir. Enzim aktifligindeki diismenin baslica sebepleri enzimin immobilizasyon
sirasinda denatiire olmasi, aktif merkez iizerinden baglanma sebebiyle denatiirasyon ,
birgok noktadan baglanma sebebiyle inaktivasyon ve tasiyiciya bagli enzim
molekiiliiniin yanlis ydnlenmesidir. Enzim aktifligisindeki diismenin bagslica

sebepleri sekil 2.9 *da verilmistir.

Enzim  Substrat

N4
_ 1: Enzirnin immeotdizasyon
/\/\/—@:J (212870 2 strasinda denature olmast,
2. Alktifimerleez izennden
Cj 1,2 baglanma sebebivle

denatirasyorn,

/\/\/D 2 2. Bircok noktadan baglatuna

sebebiyle maktvasyon,

C_‘_] = 4. Tagrnciya bagh enzim
melekilinin yanls
yanlentnes

(]

e -

Sekil 2.9. immobilizasyonun enzim aktifligisine etkisi

4
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Enzim immobilizasyonunun verimi aktifligi hakkinda fikir vermez. Bagli enzimin ne
oranda aktif enzim molekiilii icerdigi ancak “aktif merkez tayinini” ile belirlenebilir

[12].

Immobilize enzim aktifligi sicaklia, pH’ a ve substrat derisimine baglh olarak

degisir.

A-) Aktiflige Sicakligin Etkisi:

Genellikle serbest ve immobilize enzim aktifligine sicakligin etkisi optimum egrileri
cizilerek belirlenir (Sekil 2.10). immobilizayondan sonra enzimin optimum sicaklig
degisir. Bu degisimi daha iyi yorumlayabilmek i¢in Arhenius diyagram ¢izilerek ~

(bagil aktiflikler) 1/T’ye kars1 grafige gecirilir (Sekil 2.11).

TIDD T

% aktiflik I
50 T

I I I I I I
20 30 40 a0 A0 7D B0

Steakdie(*C) —
Sekil 2.10. Enzim aktifliginin sicakliga bagl degisimi
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/T, 1T,
1T (K1)

Sekil 2.11. Aktivasyon enerjisinin bulunmasi

B-)Aktiflige pH Etkisi:

Immobilize enzimin immobilizasyondan sonra optimum pH degerinde kayma
gdzlenir. Bu ii¢ sekilde agiklanabilir. i1k olarak, enzim yiiklii tastyicilarda immobilize
edilirse enzimin mikro gevresi ile 6l¢iim yapilan ¢ozelti bolgesi arasinda H've OH
gruplarinin dagilimi bakimindan 6nemli farkliliklar olusur (Sekil 2.12). Polianyonik
yapili tasiyicilarda immobilize enzimin optimum pH’s1 bazik bolgeye, polikatyonik
tagiyicilarda ise asidik bolgeye kaymaktadir [12]. Bu kaymay1 en diisiik diizeyde

tutabilmenin tek yolu ¢6zeltinin iyon siddetini artirmaktir [12].

Dng pozelt
(dhp faz)

FPolimer matrls

Milero cevre
(1 faz)

Sekil 2.12. Yiiklii tastyicilarin mikro ¢evresinde olusan iyonik tabakanin sematik
gosterimi (a): Polianyonik tasiyici, (b): Polikatyonik tasiyici
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Tastyiciya bagli enzimlerin pH-aktiflik egrilerindeki kaymanin diger bir nedeni;
kovalent baglanma sirasinda enzim molekiiliiniin ugradigi kimyasal degismedir. Bu
etkiyi inceleyebilmek icin tasiyicinin yiiksiiz olmasi gerekir. Axen ve ¢alisma
arkadaslari, siyanojenbromiir ile aktif hale getirilmis Sephadex’e (yiikstik bir tasiyict)
kovalent bagli o-kimotripsinin pH-aktiflik egrilerinin dogal a-kimotripsininkine

kiyasla oldukca bazik bolgeye kaydigini saptamislardir [12].

pH-aktiflik egrisinin serbest enziminkine kiyasla asidik veya bazik bdlgeye
kaymasinin nedenlerinden biri de, enzimatik reaksiyon sonucu immobilize enzim
molekiiliinin mikrogevresinde H™ veya OH’ iyonu birikmesidir. Bu durumda,
reaksiyon sonunda asidik veya bazik bir iiriiniin olusmas1 s6z konusudur. Ozellikle
gbzenekli yapidaki polimer tastyicilara bagl enzimlerde mikro ¢evresi ile dig ¢ozelti
arasinda pH farki olusmaktadir. Ciinkii asir1 difiizyon etkisi sonucu iyonlarin dis

cozeltiye gegmesi zor olmaktadir.

C-)Aktiflige Substrat Konsantrasyonun Etkisi:

Immobilize enzimlerin kinetik davranislar1 serbest enziminkinden oldukca farklidir

[12]. Bu 4 etmene baghdir.

—Enzim konformasyonundaki degisme,
—Sterik engeller,

—Mikro ¢evre etkileri

—I¢ ve dis difiizyon etkileri

Diflizyon etkisi sebebiyle immobilizasyondan sonra enzimin substrat doygunluk
egrisi hiperbolik degil allosterik enzimlerde oldugu gibi sigmoidaldir (Sekil 2.13).
Dolayistyla Michaelis-Menten kinetiginden sapma gosterirler. Serbest ve immobilize
enzimin Michaelis sabitleri (Km)’de dogal olarak farklidir ve bu farki belirtmek i¢in
immobilize enzimin Michaelis sabiti Km,,, (Kmgs,) seklinde sembolize edilir.

Genelde Kmgs;, Km degerinden daha biiyiiktiir. Fakat substratla zit yiiklii bir
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tastyicida enzim immobilize edilirse elektrostatik ¢ekim sebebiyle tersi bir durum ile

karsilasilabilir.

Michaelis-Menten kinetigine
uyan enzimler hiperbolik egri

\ gosterir
\ Allosterik enzimler

sigmoidal egri gdsterir

Reaksiyon hizi (Vo) <
]
»

nnnnnnnnnnn

0 [Substrat]

Sekil 2.13. Substrat derisiminin reaksiyon hizina etkisi

Serbest ve immobilize enzimin Michaelis sabitleri arasindaki farki en alt diizeye
indirebilmek i¢in immobilize enzimin tanecik ¢apinin kiigiilmesi, karistirma hizinin

artirllmasi gerekir [12].
2.4. Biyosensorler

Biyosensor, biyolojik olaylardaki biyokimyasal degisimleri algilayarak, biyolojik

olayin teshisine olanak tantyan bir 6l¢gme sistemi olarak tanimlanabilir.

Biyosensorlerin tarihi 1950° li yillarin ortalarinda L.C.Clark’ m Cincinnati
Hastanesinde (Ohio, ABD) ameliyat sirasinda kanin O, miktarin1 bir elektrot ile
izlemesiyle bagladi. 1962 yilinda Clark ve Lyons glukozoksidaz enzimini O,
elektrodu ile kombine ederek kanin glukoz diizeyini 6lgmeye basladilar. Boylece
yeni bir analitik sistem olusturdular. Bu sistem bir yandan biyolojik sistemin (enzim)
yiiksek spesifikligini diger taraftan ise fiziksel sistemin (elektrot) tayin duyarliligini

belirlemis ve genis spektrumlu bir uygulama olanagi bulmustur.
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Glukoz + O, —2— Glukonik asit + H,O,

GOD = Glukoz oksidaz

Bir biyolojik sividaki glukoz ve ¢o6ziinmiis oksijen elektrot etrafindaki memrani
gecerek elektrot yiizeyine ulastiginda glukoz oksitlenerek glukonik aside doniisiir ve
bu sirada O; harcanir. Ortamdaki glukoz bittiginde O, tiiketimi durur. O, elektrodu ile
baslangigtaki ve reaksiyon sonundaki ¢oziinmiis O, Slgiiliir, aradaki fark ortamdaki
glukozun oksidasyonu i¢in harcanan O, olup buradan biyolojik sividaki glikoz
miktar1 hesaplanir. Klasik elektrokimya ile sadece anyon ve katyonlar1 belirleyen
sensOrler hazirlanirken sisteme biyomateryalin de katilmasi ile diger birgok
maddenin tayini miimkiindiir. Boylece hazirlanan analiz sistemlerine biyosensor adi
verildi. Clark ve Lyons’ un gelistirdigi ilk biyosensorde elektron alicisi olarak
oksijen kullanilirken, ikinci generasyon biyosensorlerde O, yerine elektronlari
enzimin redoks merkezinden elektron yiizeyine tasiyabilen bir redoks medyatorii

kullanilmaya baslandi.

GOD-FADH, + M,, === GOD-FAD + M4 + 2H,

M,.q = M, = redoks medyatorii

Medyvatorler ve ozellikleri:

Medyatorler oksidorediiktazlarin koenzimlerinin yenilenmesinde 6nemli rol oynarlar.
Enzim ¢oziinmiis sekilde degilse koenzimin hareketi azalir ve elektronlarin elektrot
ve koenzim arasinda taginmasi i¢in bir medyatore gereksinim duyulur. Medyatoriin
tatmin edici bir fonksiyon gosterebilmesi i¢in asagidaki Ozellikleri de saglamasi

gerekir.

—Kolay indirgenip yiikseltgenebilmesi,
—Ykseltgenmis ve indirgenmis hali kararli olmasi,

—Cozeltideki oksijen ile reaksiyon vermemesi,
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—Hiicre i¢i uygulamalar i¢in zehirli olmamasi.

Uciincii generasyon biyosensorlerde enzimin redoks merkezi ile elektrot yiizeyi
arasinda direkt elektriksel iletisim saglanmis ve redoks medyatdrlerine gereksinim

kalmamustir.

Biyosensorlerde  biyobilesen olarak  enzimler yaninda doku  kiiltiirleri,
mikroorganizmalar, organeller, antikorlar ve niikleik asitler de kullanilabilmekte
olup, 6lgme teknigine gore amperometrik, potansiyometrik, termal, piezoelektrik,
akustik veya optik sensorler olarak adlandirilirlar. Biyosensorlerin - yiiksek
spesifikligi yaninda; renkli ve bulanik ¢ozeltilerde genis bir derisim araliginda
dogrudan 6lgme yapma gibi Ustlinliikleri vardir. Bunun yaninda reseptdr olarak
adlandirilan biobilesenlerin pH, sicaklik, iyon siddeti gibi ortam kosullarindan

etkilenmesi biyosensoriin kullanim 6dmriinii kisalttigindan istenmemektedir.

2.4.1. Biyosensorlerin yapisi ve fonksiyonlari

Biyosensorler biyobilesenler (reseptor) ile fiziksel bilesenlerden  (transdiiser)
olusurlar. Biyosensoriin gorevi biyolojik bir olaym elektriksel sinyale
donistiirtilmesidir [12]. Sekilde bir biyosensoriin ¢alisma prensibi gematize edilmigtir
(Sekil 2.14).

Biyobilesenler Tayin Y ontemi

Elektrokimyasallar
=  Enzimler *  Polensivometrik
*  Doku kesitleri *  Amperomelrik
¢  Organcller s  Konduktometrik
s Tuwucu ajanlar =  Transistorler
«  Nikleik asitler Oplik
e DMikroorganizmalar *  Folomelri
m *  Reseplir =  Florimetri
molekiilleri =  Lumincsans
*  Piczoclekink
Is1 Degigimi
o Termistirler

Sekil 2.14. Biyosensorlerin ¢alisma prensibi
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2.4.2. Biyobilesenler

Enzimler, mikroorganizmalar, organeller, doku kesitleri, antikorlar, niikleik asitler ve
biyolojik zarlar igine yerlesmis kimyasal reseptorler sensorlerde biyobilesen olarak
kullanilirlar. Biyosensorlerin  yapisinda gorev alan biyobilesenler ¢ogu kez
biyoreseptdr olarak adlandirilirlar. Biyoreseptdrler analizlenecek maddeyi dontisiime
ugratir ve bu doniisiime eslik eden degisimler doniistiiriicii tarafindan algilanir.
Yiiksek spesifikliklerinden dolay1 enzimler en yaygin kullanilan biyoreseptdrlerdir.
Uygun bir enzimin bulunamamasi veya enzimin kararsiz olmasi ve birden ¢ok sayida
maddenin tayini durumlarinda hiicre sistemleri veya mikroorganizmalar kullanilir.

Mikroorganizmalar degisik mutajenite testlerinde basari ile kullanilmaktadirlar [20].

2.4.3. Doniistiiriiciiler (Transdiiserler)

Transdiiserler, reseptorlerin biyolojik reaksiyonunu olgiilebilir fiziksel bir sinyale
donistiirtirler.  Biyokimyasal reaksiyona gore transdiiser segilir. Elektrotlar
amperometrik ve potensiyometrik ol¢timlerde kullanilir ve burada hedef analittir.(O,

elektrodunda ¢dziinmiis O,, pH elektrodunda H'iyonu gibi ) .

2.4.4. Biyosensorlerin uygulama alanlari

Biyosensorlerin, klinik teshis, tibbi uygulamalar, siire¢ denetleme, biyoreaktdrler,
kalite kontrol, tarim ve veterinerlik, bakteriyel ve viral teshis, ilag {retimi,
endiistriyel atik su denetimi, madencilik, askeri savunma sanayi gibi alanlarda yaygin

olarak kullanimi s6z konusudur.

Biyosensorler; gida maddeleri, metabolitler, vitaminler, antibiyotikler, ilaclar gibi
organik maddeler, bazi anorganik bilesikler yaninda enzimler, virlisler ve

mikroorganizmalarin tayininde kullanilirlar.

Hi¢ kuskusuz biyomedikal sektor biyosensorler i¢in en iyi pazardir. Bu alanda

uygulama olanagi bulunan ilk biyosensorler enzim sensorleridir. Ticari olarak
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iiretilen ilk biyosensor ise seker hastaligi teshisi icin kan ve idrarda glukoz tayininde
kullanilan glukoz oksidaz elektrodudur. Biyoteknoloji ve gida endiistrisinde basta
glukoz olmak iizere bircok monosakkarit, aminoasitler, organik asitler (laktik asit),
tire ve alkol tayinlerinde enzim sensorleri kullanilmaktadir. Ayrica, gidalardaki
yabanci maddeler (pestisitler, toksinler ve hormonlar vb.) yaninda aroma ve tazelik
gibi kompleks degiskenlerin tayin i¢in de biyosensorler hazirlanabilir. Toprak, hava
ve su kirliliginin kontroliinde mikrobiyal sensorler ve enzim sensorleri
kullanilmaktadir. ilaglarin kotii amagla kullanimi ve uyusturucu ile miicadelede de
biyosensorler kullanilabilir. Béylece uyusturucu madde arayan kopeklerin yerini
biyosensorler alabilir ve glimriiklerde, karakollarda zaman kazanilabilir. Ayrica son
yillarda tibbi analizorlere enzim elektrotlart takilarak yogun bakim iinitelerinde

kullanilmaya baslanmustir.

2.5. iletken Polimerler

Polimerler ilk kullanimlarindan bu yana elektriksel yalitkanlig1 iyi maddeler olarak
bilinirler ve bu 06zelliklerinden dolay1 elektriksel yalitkanligin arandigi alanlarda

onemli kullanim yerleri bulmuslardir.

Iletken polimerler son zamanlarda biiyiik oranda elektrokimyanin calisma alanini
olusturmaktadirlar. iletken polimerlerin kimyasal, biyosensdr teknolojisi, enerji
korunumu ve depolamasinin ilag ve enzim faaliyetlerinde bir yeri vardir. Ik olarak
elektrokimyasal polimerizasyon metodu 1900 yilinda Szarvasy tarafindan yapildi

[21].

Iletkenlik konusunda en &nemli adim 1979°da Diaz’in pirolii elektrokimyasal
yontemle ylikseltgeyerek polipirolu iiretmesiyle atildi. Polipirol anot iizerinde
tiretilebildi ve gii¢lii bir film olarak yiizeyden ¢ikarildiginda iletkenligi 100 S/cm’ ye
ulasabildi. Benzer sekilde, elektro yiikseltgenme yontemiyle iletken politiyofen anot
tizerinde iiretildi. Karbosol ve indol gibi aromatik bilesiklerden de elektrokimyasal
yontemlerle polimerler iiretildi. Anilinin elektro yiikseltgenmesiyle anot yiizeyinde

toz halde iletken polianilin elde edildi. Baz1 iletken polimerler kimyasal yontemlerle



22

de iiretilebilmektedir. Ornegin pirol, Br,, veya AsFs ile yiikseltgendiginde iletken
polipirol elde edilmistir [21].

fletken polimerlerin fiziksel dayamkliligi genellikle ¢ok iistiin olmamaktadir. Bu
polimerlerin atmosferde hizla iletkenliklerini kaybedebilmeleri ve
sekillendirilmelerinin ~ zorlugu kullanim alanlarimi  kisitlamaktadir.  iletken
polimerlerin mekanik 06zelliklerini iyilestirebilmek icin bazi dayanikli yalitkan
polimerlerle kompozitler veya kopolimerler iiretilmektedir. Yalitkan bir polimer
film, yiikseltgeyici madde igeren bir ¢ozelti icinde sisirildikten sonra saf pirole
daldirilarak veya pirol buharina tutularak matriks i¢inde polipirol olusturulabilir.
Elektrokimyasal yontemde ise anot yiizeyi polikarbonat veya poliamit gibi yalitkan
bir filmle kaplandiktan sonra pirol igeren elektroliz ¢ozeltisinde yiikseltgenme ile
polikarbonat-polipirol kopolimeri elde edilebilir. Bu sekilde elde edilen kopolimer

film dayanikli ve iletkendir.

2.5.1. Iletken polimerlerin elektrokimyasal yontemle iiretilmesi

Elektrokimyasal olarak baslatilan polimerlestirmelerde iletken polimerler genellikle
anot ylizeyinde yiikseltgenme sonucunda biiyiimeye baslarlar. Cozelti icerisinde de
belirli oranda polimer olusabilir. Katot bolgesinde olusan polimerlestirmelere daha
ender rastlanir. Yiikseltgenen monomer genellikle radikal katyon olusturur ve yeni
monomer katilmasinin ardindan elektron aktarimlar1 sonucunda yiizeyde art1 yiiklii
polimer zincirleri olusur. Cozeltideki elektrolidin CIO4, BF4 gibi anyonlar da arti
yiiklii polimerlerde dopant olarak yer alir ve nétiirlesmeyi saglarlar. Yiikseltgenmis
polimer iletkendir ve elektrolizle indirgenince nétiirlesir ve anyonlar ¢ozeltiye geger

indirgenmis polimer iletkenligini kaybeder.

Iletken polimerlerin elektrokimyasal olarak iiretilmeleri sirasinda polimerlere
medyatorler, enzimler, kompleks yapici ligandlar ve antikorlar baglanabilir. Klinik
uygulamalar i¢in c¢ok gerekli olan biyouyumluluk polisakkaritler veya heparinin
polimere baglanmasiyla saglanabilmektedir [21]. Iletken polimerlerin substrat veya

iriin ile kimyasal uyumu veya ayrimci davranigi yaninda elektronik devrelere
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elektronik sinyal gonderebilme 6zelliklerine de sahip olusu tercih nedeni olmaktadir.
Iletken polimerin kullanildi1 biyosensorlerde amperometri, potansiyometri ve

cozelti iletkenligi 6l¢limii gibi yontemlerden yararlanilir.

Elektrokimyasal polimerlesme ile elde edilen polimerin yapisi, mol Kkiitlesi,
iletkenligi ve fiziksel dayanikliligt deney kosullarina gore degiskenlik gdsterir.
Coziicli olarak genellikle dielektrik sabiti yliksek olan ancak niikleofilik karakter
gostermeyen organik coziicliler tercih edilir. Anot olarak platin levha, camsi1 karbon
veya ITO (indiyum kalay oksit) cami kullanilir. Elektrolitlerin  yiiksek
potansiyellerde bozunmamasi istenir ve tetra alkillerin BF4 veya CIO4  tuzlar tercih
edilir. Bu anyonlar ayni zamanda polimerler i¢in en uygun dopantlardir. Anot
potansiyelinin de agir1 yiikseltgenmeye neden olmayacak sekilde diisiik tutulmasi
gerekir. Asirt ylkseltgenen polimerin ana zincirindeki konjuge ¢ift baglar kirilir ise

konjugasyon kesintiye ugrar ve iletkenlik diiser.

2.5.2. Iletken polimerlerde enzim immobilizasyonu

Iletken polimerler elektrotlarmn elektro analitik uygulamalarinda, enzim
immobilizasyonuna siklikla rastlanilmaktadir. Cizelge 2.2 ve 2.3’ da goriildiigii gibi

enzim kullanilan biyosensorlerin genis bir uygulama alani bulunmaktadir.

Aizawa ve Foulds tarafindan yapilan 6ncii ¢aligmalarin ardindan enzimler cesitli
iletken polimerlerle immobilize edildi. Elektroliz ¢6zeltisinde monomerlerle birlikte
enzimin yer aldigi polimerizasyon yontemi disinda bazi teknikler yaygin olarak
kullanilmaktadir. Enzim molekiiliine monomer kimyasal olarak baglanabilmekte ve
ardindan iletken polimer elektrolizle tiretilebilmektedir. Bu yontem ile kovalent bagh

enzim elektrot elde edilmektedir [21].
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Cizelge 2.2. iletken polimerlerin kullanildig: glikoz biyosensorleri

Enzim Polimer Tayin yontemi
Glukoz oksidaz Polipirol Amperometri
Potansiyometri
Poli(N-Metilpirol) Amperometri
Polianilin Amperometri
Poli(o-fenilendiamin) Amperometri
Poliindol Amperometri
Glukoz oksidaz ve | Polipirol Amperometri
peroksidaz
Glukoz oksidaz ve katalaz | Polipirol Amperometri
Glukoz dehidrojenaz Polipirol Amperometri

Cizelge 2.3. iletken polimerlerin kullanildig1 biyosensérler

Enzim Polimer Tayin yontemi
D-Alanin D-Aminoasit oksidaz Polipirol Amperometri
Atrazin Tirosinaz Polipirol Amperometri
Kolesterol Kolesterol oksidaz PPD Amperometri
Kolesterol oksidaz ve | Polipirol Amperometri
Kolesterol esteraz
Kolin Kolin oksidaz Polipirol Amperometri
Dopamin Tirosinaz Polipirol
Katekolamin
Galaktoz Galaktoz oksidaz Polianilin Amperometri
Glutamat Glutamat dehidrojenaz Polipirol Amperometri
Fruktoz dehidrojenaz Polipirol Amperometri
Fruktoz Pepsin Polianilin Kondiiktometri
Hemoglobin Peroksidaz Polipirol Amperometri
Hidrojen peroksit Polianalin
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Birden fazla enzimin iletken polimerlere immobilize edilmesiyle de biyosensorler
hazirlanabilmektedir. Laktat dehidrojenaz ve laktat oksidaz enzimlerinin poli
(fenilendiamin) polimerine immibilize edilmesiyle ¢ok hassas sensorler yapilmistir

[21].

2.6. Biyobilesen immobilizasyonu

Biyosensorler farkli o6zellikteki iki elemanin (doniistiirici ve biyobilesen)
kombinasyonu ile olusurlar. Uygun biyoreseptor ve doniistiiriicii secildikten sonra
bunlarin birbirine baglanmasi asilmasi gereken en onemli sorundur. Bu baglama
islemi biyoreseptdr immobilizasyonu olarak tanimlanir. Baglama isleminde cok
degisik yontemler kullanilabilir. Hangi yontemin kullanilacag secilen transdiiser ve
biyoreseptore gdre belirlenir. Immobilizasyon biyoreseptoriin kararliligi ve tekrar
kullanim1 agisindan biiylik avantaj saglar. Biyosensér immobilizasyonunda baslica
bes yontem kullanilmaktadir. Bunlar kovalent baglama, iyonik baglama,
adsorbsiyon, c¢apraz baglama ve tutuklama yontemidir. Tasiyiciya baglanmada bir
protein olan enzim molekiiliiniin yapisindan yararlanilir. Molekiil yapisindaki

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

Immobilizasyon islemi sirasinda veya immobilizasyondan sonra aktif merkezin zarar
gormeyecegi bir yontem secilmelidir. Boyle bir se¢imin saglikli olabilmesi igin
enzimin yapisinin ¢ok iyi bilinmesi gerekir. Enzim ile tasiyici arasinda herhangi bir
baglama s6z konusu ise ya da bu baglanmanin aktif merkez {izerinden
gerceklesmeyecegi tastyicilar secilmeli veya immobilizasyon iglemi sirasinda aktif
merkez korunmalidir [12]. Bu koruma bazen substrat bazen de kompetitif inhibitor
tarafindan saglanir. Cizelge 2.4 de enzim immobilizasyon yontemleri cesitli

bakimlardan karsilastirilmistir.

Tastyiciya baglanma sonucu enzim molekiiliiniin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin
degismesi dogaldir. Enzim molekiiliiniin hareket yetenegi sinirlanir, konformasyonu

degisir, kimyasal kovalent baglanma durumunda yiikii ve kimyasal yapis1 degisir.



Cizelge 2.4. immobilizasyon ydntemlerinin karsilastiriimasi
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Capraz

Kovalent Iyonik baglama Tutuklama
Ozellik Baglama Adsorpsiyon | Baglama | yontemi yontemi
Hazirlanmas1 | Zor Kolay Kolay Zor Zor
Enzim Yiiksek Diisiik Yiiksek Orta Yiiksek
aktifligisi
Bag giicii Kuvvetli Zayif Orta Kuvvetli Kuvvetli
Substrat Degisebilir |Degismez |Degismez |Degisebilir | Degismez
spesifikligi
Rejenerasyon | Miimkiin | Miimkiin Mimkiin | Miimkiin Miimkiin

degil degil degil
Genel Orta Diisiik Orta Diisiik Yiiksek
uygulanabilirlik
Immobilizasyon | yiiksek diisiik diisiik orta Diisiik
masrafi

2.6.1. Kovalent baglanma

Kovalent baglanma biyoreseptoriin doniistiiriicii yilizeyine kimyasal bir reaksiyon

sonucu kovalent baglanmasidir. Enzimler aktiflestirilmis doniistiiriicii ylizeylerine

baglanabilecegi gibi 6nceden uygun bir materyale kovalent baglanarak immobilize

edilen enzim preparatinin doniistiiriicii yiizeyinde bir film veya tabaka olusturmasiyla

da biyosensorler hazirlanabilir [22].

Enzimlerin kovalent baglanmasinda dikkat edilecek Onemli nokta, baglanmanin

enzim aktifligi i¢in aktif merkezdeki amino asitler iizerinden ger¢eklesmemesi ve bu

gruplarin sterik olarak rahatsiz edilmemesidir. Kovalent baglanma enzim molekiilii

tizerindeki fonksiyonel gruplar lizerinden gerceklesir [22].
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2.6.2. Iyonik baglanma

Iyonik baglanma biyoreseptoriin doniistiiriicii yiizeyine kimyasal bir reaksiyon

sonucu iyonik olarak baglanmasidir.

2.6.3. Adsorpsiyon

Bu yoOntemde biyobilesenin film veya tabakaya adsorbe olmasi saglanir.
Biyobilesenlerin kimyasal yapisi ve fiziksel durumuna gére immobilizasyon yontemi
belirlenir. Enzimler i¢in uygulanan tiim immobilizasyon yd&ntemleri protein
yapisindaki diger biyoreseptdrler igin de uygulanabilir. Ornegin; hayvan ve bitki
dokulart membran yapisinda olduklarindan farkli immobilizasyon yoOntemleri

uygulamak gerekir.

2.6.4. Tutuklama (Hapsetme)

Biyoreseptoriin bir membran veya tabaka (matriks) icerisinde hapsedilmesidir.
Enzimler makro molekiiler yapili proteinler olup polimer jel tabakalarda ve daha
basit olarak diyaliz membranlarinda tutuklanabilirler. Bu yontem enzimler yaninda
organeller, hiicreler ve antikorlar i¢in de uygulanabilirler. Elektrokimyasal
polimerizasyon diger bir tutuklama yéntemidir. Ornegin; altin kaplanms cam
slaytlarda  potansiyometrik  elektropolimerizasyon  ile = m-fenilendiaminin
polimerlestirilmesiyle olusan film i¢inde glukoz oksidaz immobilize edilmistir. Bu

yontemin baska bir¢ok uygulamasi vardir [21].

2.6.5. Capraz baglama yontemi

Tutuklama yontemi ile kimyasal baglamanin birlestirilmis sekli olarak uygulanir.
Tutuklanmis biyoreseptor glutaraldehit gibi iki fonksiyonlu reaktiflerle film veya
tabakaya kovalent baglanir. Bu ydntem biyosensor hazirlanmasinda daha c¢ok
tutuklama ve kovalent baglama yontemlerinin kombinasyonu seklinde uygulanir.

Capraz baglayict reaktif olarak gluteraldehit, hexametilen diizosiyanat,
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diflorodinitrobenzen, bismaleimidoheksen, disiiksinilsuberat sik kullanilir. Tki
fonksiyonlu reaktifler enzimler yaninda organeller, hiicreler ve antijenlerin

immobilizasyonunda uygulanir.

Capraz baglamada iki yontem kullanilir.

Daldirma yontemi

Elektrot once enzim ve capraz baglayicinin bulundugu karisima veya enzim,
alblimin, jelatin gibi (suda ¢6ziinen protein) ve capraz baglayicinin bulundugu
karistma daldirilir, sonra kendi ekseni etrafinda homojen bir enzim tabakasi elde
edilecek sekilde dondiiriiliir. Bundan sonra elektrot glisin ¢ozeltisine daldirilarak
notiirlestirilir ve ¢apraz baglayicinin fazlas1 ve diger reaksiyona girmeyen maddeler
yikanarak uzaklastirilir. Yontem cok kolay ve o6zellikle kiigiik doniistiiriiciiler i¢in

cok uygundur [21].

Direkt baglama yontemi

Bu yontemde yaklasik 10 uL enzim ¢ozeltisi bir kilcal boru yardimiyla doniistiiriicii
ylizeyine ince bir tabaka olusturacak sekilde damlatilir(Sekil 2.15(a)). Daha sonra
capraz baglayici reaktif ilave edilir (Sekil 2.15(b)). Bu yontemde daldirma yontemine
gore daha az biyobilesen ile calisilabilmektedir [21].

Immobilizasyon yontemine gore biyosensoriin ortalama dmiirleri asagida verilmistir.

Adsorpsiyon: 1 giin
Membranda tutuklama: 1 hafta
Fiziksel tutuklama: 3—4 hafta

Kovalent baglama: 4—14 ay
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Sekil 2.15. Direkt baglama ile enzim immobilizasyonu

2.7. Enzim Sensorleri

Biyosensor teknolojisinin tarihsel ge¢misine bakildiginda bu alandaki ilk
caligsmalarin enzim sensdrleriyle basladigi goriilmektedir. 1962 de Clark ve Lyons ve
1967 de Updike ve Hick tarafindan rapor edilen glukoz tayinine yonelik glukoz
oksidaz enzim elektrotlar1 bu konudaki ilk 6rnekleri olusturmaktadir. Biyosensor
teknolojisindeki ilk ornekler ozellikle amperometrik ve potansiyometrik temelli
enzim elektrotlar1 seklinde ortaya c¢ikmislardir. Bu durumun en 6nemli nedeni o
tarihteki bilgi ve teknolojik birikimin séz konusu c¢alismalar igin yeterli diizeye

ulasmis olmasidir.

En genel anlamda bakildiginda diger biyosensdrlerde oldugu gibi enzim sensorleride
biyoaktif tabaka, iletici ve dl¢lim sisteminden olusur. Diger biyosensorlerden tek fark
biyoaktif tabakada biyomolekiil olarak enzimlerin yer almasidir. Buna karsilik diger
biyosensorlerde oldugu gibi biyoaktif tabakanin i¢ ve dis ylizeylerinde membranlar,
iletici ile dl¢lim diizenegi arasinda sinyal yiikselticiler, mikroislemciler veya 6l¢iim
diizenegiyle baglantili kaydedici veya bilgisayar sistemleri gereksinimlerine gore

eklenen unsurlardir [12]. Bir enzim sensoriiniin gosterimi Sekil 2.16° da verilmistir.
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Sekil 2.16. Bir enzim sensdriiniin genel gésterimi

Bir enzim elektrodunda enzimi igeren biyoaktif tabaka, enzimin katalizledigi
reaksiyona uygun bir iletim ve Ol¢lim sisteminin uzantisi olan bir iletici ile
birlestirilmektedir. {letim sistemi biyoaktif tabakada gergeklesen enzimatik reaksiyon
sonucu olusan iriiniin miktarindaki artig1 tespit edebilecek sekilde secilebilir.
Derisimlerinin hizli bir sekilde dengeye ulasabilmesi icin diflizyon engelini en aza
indirmek amaciyla biyoaktif tabaka kalinliginin miimkiin oldugunca ince olmasi
gerekmektedir. Bunun yani sira biyoaktif tabakada sabit bir substrat derigimi
saglayabilmek i¢in 6l¢lim ¢ozeltisinin yeterli bir sekilde karistirilmasi gerekmektedir.
Dogal olarak tayin edilecek tiirlerin 6l¢iim ¢ozeltisindeki, biyoaktif tabakadaki ve
biyoaktif tabaka iletici ara yiizeyindeki derisimleri farkli olur. Iletici sistemin dlgme
sistemine gonderdigi sinyal biyoaktif tabaka ile iletici ara yiizeyindeki derisimlerdeki
degisiklige baglidir. Ancak s6z konusu derisimler denge halinde 6lgme ¢ozeltisindeki
derigimlerle orantili oldugu i¢in ¢ogu zaman kalibrasyon grafigi ¢izilerek sonuca

varilir.

2.7.1. Enzim sensorlerinin siniflandirilmasi

Enzimatik sensorlerin smiflandirilmas1 en yaygin sekilde, enzimatik reaksiyon

sonucu olusan sinyalin belirlenme ilkesine gore yapilmaktadir (Bkz. Cizelge 2.5).
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Cizelge 2.5. Enzim sensorlerinin siniflandirilmasi

1. Elektrokimyasal Esasli Enzim Sensorleri

a. Amperometrik esasli enzim sensorleri
Birinci nesil amperometrik enzim elektrotlar
Ikinci nesil amperometrik enzim elektrotlari

Ucgiincii nesil amperometrik enzim elektrotlari

b. Potansiyometrik esasli enzim sensorleri
Proton duyar potansiyometrik enzim elektrotlar
Amonyum duyar potansiyometrik enzim elektrotlari
Karbondioksit duyar potansiyometrik enzim elektrotlari

Diger iyon duyar potansiyometrik enzim elektrotlari

c. Yarn iletkenleri esas alan enzim sensorler,

Enzim alan etki transistorleri (ENFET)

2. Optik esasli enzim sensorleri;
Absorpsiyon esasli optik enzim sensorleri.
Flouresans esasli optik enzim sensorleri.

Biyoluminesans esasli optik enzim sensorleri.

3. Kalorimetrik esasli enzim sensorleri

4. Piezoeleketrik esasli enzim sensorleri

2.8. Kaynak Arastirmasi

Fatma Arslan ve arkadagslar1 2006 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada ksantin tayini i¢in bir
biyosensor hazirlamak igin, elektrokimyasal hiicrede bulunan pirol, ferrosen ve
asetonitril i¢inde tetrabutilamonyum tetraflorborati doniisiimlii voltametri ile pirol
elektropolimerlesmesiyle Pt ylizeyine tasimiglardir. Bu tasginmay:r 0,0 V - 0,9 V
(SCE) potansiyelde 50 mV/s tarama hizinda  gerceklestirmislerdir.
Elektropolimerizasyon  prosesinden  sonra  ¢apraz  baglama  ydntemiyle
glutaraldehit/bovin serum albumin kullanarak polipirol film {izerine ksantin oksidazi

immobilize etmislerdir. + 0,7 V uygulanan sabit potansiyelden 3-4 dk sonra ksantine
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karst biyosensoriin  tepkisini Olgmiislerdir. Ksantinin enzimatik reaksiyonu
sonucunda olugsan H>O, ‘nin elektrokimyasal tayininin amperometrik tayinin temelini
olusturdugunu gostermislerdir. Analitik performans tayini icin g¢esitli deneysel
durumlarin etkisini arastrmiglar ve sensoriin tayin smmrmi 1x10° M olarak

belirlemislerdir [23].

Pmar Esma Erdem ve arkadaslar1 2006 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada kreatinaz ve
sarkozine oksidaz immobilizasyonu ile kreatin tayini i¢in yeni bir enzim elektrot
olusturmuslardir. Platin c¢alisma elektrodu yiizeyine polivinilferrosenyum iginde
enzimi Immobilize etmislerdir. Enzim sistemi i¢in en iyi immobilizasyon metodunu,
glutaraldehit ve bovin serum albumin ile capraz baglama yontemi olarak
secmislerdir. Kreatin tayinini Ag/AgCl kars1 +0,70 V da H,O, nin yiikseltgenmesine
dayandirmuslardir. Dogrusal calisma araligimi 2,00x107-3,20x10™ M ve cevap siiresi
50 s olarak belirlemislerdir. pH, sicaklik, enzim orani ve tampon konsantrasyonu
arastirmiglar ve sirasiyla 7,5 37° C, 2,5:1 (CI:SO) ve 0,05 bulmuslardir. Ayrica

enzim elektrot i¢in tekrarlanabilirlik ve raf dmrii ¢alismislardir [24].

Servet Cete ve arkadaslart 2006 yilinda yaptiklar1 ¢alismada iirik asit tayini icin
biyosensor hazirlamak i¢in elektrokimyasal hiicrede bulunan pirol, ferrosen ve
asetonitril i¢inde tetrabutilamonyum tetraflorborati1 Ag/AgCl elektroda kars1 0,0 — 1,0
V da 50 mV/s tarama hizinda donisiimli  voltametri ile pirol
elektropolimerlestirilmesiyle Pt ylizeyine tasimislardir. Elektropolimerizasyon
procesinden sonra lrikaz enzimini polipirol film {izerine glutaraldehit/ jelatin
kullanilarak ¢apraz baglama yontemiyle immobilize etmislerdir. Ag/AgCl © e kars1
+0,70 V da uygulanan sabit potansiyelde lirik aside kars1 biyosensoriin cevabini 330
s de 6lgmiislerdir. Enzim elektrot i¢in tayin sinir1 5x 107 M ve raf émrii 5 hafta olarak
belirlendi. Biyosensoriin amperometrik cevabina girisim etkini arastirmislardir ve

biyolojik sivida iirik asit tayini yapmiglardir [25].

Servet Cete ve arkadaslar1 2007 yilinda polipirol film iizerine iirikaz enzimini
glutaraldehit/jelatin kullanarak ¢apraz baglama yontemiyle immobilize etmislerdir.

Immobilize enzimin Ky degerini, 0,44 mM, serbest enzimin Ky; degerinden, 0,39
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mM, daha yiiksek bulmuslarir. Serbest ve immobilize enzim i¢in sicaklik ve pH
degerlerini sirasiyla 8,5, 8,0 ve 35 °C ve 55 °C olarak bulmuslardir. Serbest ve
immobilize enzim i¢in raf Omrii sonrasindaki enzim aktivitesinin baglangic
aktivitesinin sirastyla % 42 ve % 49 unu gosterdigini gdstermislerdir. 5x10° M sabit
tirik asit derigsiminde 30 6l¢lim sonunda amperometrik akimin baglangic aktivitesinin

% 77,7 sini gosterdigi gostermisledir [26].

Fatma Arslan ve arkadaslar1 2006 yilinda yaptiklari ¢aligmada ferrosen mediatorlii
polipirol elektrot hazirlamiglardir ve elektrodun H,O; e hassasiyetini arastirmiglardir.
Polipirolu, 50 mV/s tarama hizinda ve 0,0 — 0,9 V potansiyel aralifinda piroliin
polimerazasyonu ile 0,5 cm® Pt yiizeyine kaplanuslardir. Oda sicakliginda 0,025 M
pH 7 fosfat tamponunda H,O; e elektrodun hassasiyetini arastirmislardir. Calisma
potansiyelini + 0,70 V ve pirol ve ferrosen derisimini sirastyla 0,2 M ve 10 mM
olarak belirlemislerdir. Polipirolii elektrot ylizeyine 26 c¢evrim sonucunda

kaplamiglardir [27].

Meliha Cubukcu ve arkadaslar1 2007 yilinda yaptiklart calismada ksantin ve
hipoksantin tayini i¢in degistirilmis karbon mikro tanecigi ile altin nanotanecikleri ve
ksantin oksidaz enzimi ile birlikte bir komposit elektrot hazirlamislardir. Ksantin igin
sistemin iyilestirilmesinden sonra biyosensorii hipoksantin ve ksantin i¢in karakterize
etmislerdir. Dogrusal derisim araligin1 ksantin denkleminin y=0.24x+0.712 oldugu
durum i¢in 5,00x107 -1,00x107° M, hipoksantin denkleminin y=0.014x+0.575 oldugu
durum icin 5,00%x10°-1,50x10* M olarak elde etmislerdir. Elde edilen sonuglarda
ksantin ve hipoksantin biyosensorlerinin yapisinda altin-nanotaneciklerini igerip
icermemesi durumunu karsilagtirilmiglardir. Gelistirilmig sistemi konserve tuna

balig1 6rnedi tayini i¢in kullanmislardir ve umut verici sonuglar elde etmislerdir [28].

Ulkii Anik Kirgdz ve arkadaslar1 2004 yilinda yaptiklar1 ¢alismada ksantin tayini igin
ksantin oksidaz bagli karbon elektrot gelistirmislerdir. Enzimatik reaksiyon
kataliziyle degerlendirilen ksantin oksidaz immobilizasyonlu karbon kapli materyali
hidrojen peroksidin amperometrik tayininde biyosensér olarak kullanilmislardir.

Biyosensor i¢in optimum ¢alisma kosullari arastirilmislardir ve sirasiyla hipoksantin
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ve ksantin icin sistemi kalibre etmislerdir. Sirasiyla 1,0x107 ve 5,3x10° M ksantin
ve hipoksantin tayin simri ile 5,0x107 - 4,0x10° M ksantin derisim arahiginda ve
2,0x107 - 8,0x10™ M hipoksantin derisim arahiginda biyosensor i¢in dogrusallik elde
etmislerdir. ilaveten iyilestirme i¢in enzim miktari, drnek uygulamasi ve kesinlik

arastirilmiglardir [29].

Shengshui Hu ve arkadaslar1 1999 yilinda yaptiklar1 ¢alismada orijinal hipoksantin
sensoriinii, sodyum montmorillonat-metil violojen karbon kapli degistirilmis elektrot
kullanarak olusturmuslardir. Ksantin oksidazi, polianalin film kapli elektrot ylizeyine
elektropolimerizasyon ile immobilize etmislerdir. Hipoksantin tayinini ksantin
oksidaz iceren enzimatik reaksiyonun oksijen tiiketimine dayandirmislardir.
Oksijenin elektro katalitik indirgenmesini ve sensoriin tepkisini doniisiimlii
voltametri kullanilarak degerlendirmislerdir. 1u- 0,4 mM hipoksantin araliginda
sensoriin tepkisini dogrusal bulunmuslardir ve minimum algilama noktast 0,8 mM
bulmuslardir. Sensorii balik etinde hipoksantin tayini i¢in uygulanabilir ve 6rnekte

bir arada bulunan maddelerin girisimini yok etmek icin de etkili bulmuslardir [5].

Asha Chaubey ve arkadaslar1 2000 yilinda yaptiklart ¢alismada polipirol-
polivinilsiilfonat (PPy-PVS) filme elektrokimyasal polimerizasyon ile laktat
dehidrojenaz (LDH) enzimi immobilizasyonunu glutaraldehit kullanarak ¢apraz
baglama yontemiyle icra etmislerdir. LDH- immobilizasyonlu PPy-PVS filmin
karakterizasyonu FTIR ve doniisiimlii voltametri kullanilarak gergeklestirmislerdir.
Bu PPy-PVS-LDH n tayin siur1 1x10™ M, cevap siiresi 40 s ve raf 6mrii iki hafta
oldugu ve bu elektrotlarin 0,5 den 6 mM’ a kadar L-laktat tahmini i¢in kullanilabilir
oldugu gostermislerdir [30].

S. Ghosh ve arkadaglar1 1998 yilinda yaptiklar1 ¢alismada balik tazeligi tespiti i¢in
amperometrik enzim elektrot gelistirmislerdir. Bunun i¢in balik dokusundaki
hipoksantin, inosin ve inosin monofosfat miktarlar1 6lgiilmesi igin polipirol iletken
polimeri ve ferrosen karboksilik asit medyatoérii kullanilarak hazirlanan elektrot
ylizeyine ksantin oksidaz, niikleosit fosforilaz ve niikleotitaz enzimleri immobilize

etmisler ve kantitatif olarak hipoksantin, inosin, inosin monofosfat miktarlari
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belirlemislerdir. Hipoksantin i¢in 1,07{10'4 - 2,07{10'3 M; inosin i¢in, 1,0)(10"‘-1,0)(10'3
M; inosin monofosfat igin, l,OxlO'4 - I,SXIO'3 M olarak calisma araliklarini

vermislerdir [6].

C Nicola. ve arkadaglar1 1986 yilinda yaptiklar1 ¢alismada iletken bir polimer olan
polipirola glukoz oksidaz enziminin hapsedilmesi ile bir biyosensor hazirlamislardir.
Hazirlanan biyosensoriin cevap siiresi 20-40 saniye, ¢alisma araligi l,OxlO'3 - 1,0x10°

"M olarak belirlemislerdir [31].

Mirtha Umana ve arkadaslar1 1986 yilinda yaptiklari calismada protein-modifiye
elektrotlar  gelistirmiglerdir. Bu  c¢alismada, enzim varliginda  piroliin
elektropolimerizasyonu gergeklestirmislerdir ve elektrot yiizeyinde polipirol filmin
bliylimesi sirasinda enzimin film i¢ine hapsolmasini saglamislardir. Glukoz tayinini
dolayli yoldan yapmiglar ve enzimatik reaksiyon sonucu olusan hidrojen peroksit
miktarini, hidrojen peroksidin I, ile +0,20 V’ da indirgenmesi esasina dayanarak
Slgiilmiislerdir. 2,0x10™ - 1,0x10™ M glukoz derisim araliginda lineerlik gozlemisler

ve n cevap siiresini 5 dakika olarak vermislerdir[32].

T. Maruyama ve arkadaglar1 1993 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada priivat oksidaz
enzimini iletken bir polimer olan polipirola immobilize etmiglerdir. Serbest enzim
icin Km degerini 5,6 mM iken Vs degeri ise 63,4 uM dak™ ve immobilize enzim
icin Km degerini 9,8 mM, Vs degeri ise 54,5 uM dak™ olarak bulmuslardir [33].

H. Giilce ve arkadaslar1 1995 yilinda yaptiklar1 ¢alismada glukoz tayini i¢in yeni bir
biyosensor  hazirlamiglardir.  Bu  calismada  glukoz  oksidaz ~ enzimi
polivinilferrosenyum yiizeye immobilize etmisler ve +0,60V’da en iyi calisma
kosullarii aragtirmiglardir. Hazirladiklart enzim elektrot i¢in calisma araligini,
1,0x10° - 2.2x10% M ve cevap siiresini 40 - 60 saniye olarak bulmuslardir.
Biyosensoriin 150 giin sonra baslangic cevabinin %50 ‘sini  gOsterdigini

gostermiglerdir [34].
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S. B. Adeloju ve arkadaslar1 1996 yilinda yaptiklar1 ¢alismada iire tayini i¢in bir
biyosensor yapmiglardir. Bu caligmada iireaz enzimi polipirol ylizeye immobilize
etmisler ve elektrot i¢in en iyi ¢alisma kosullar1 arastirmislardir. Ure tayini igin akis

injeksiyon yonteminden faydalanmiglardir [35].

John M.T. ve arkadaglar1 1996 yilinda yaptiklar1 calismada flavini uzaklagtirilmig
ksantin oksidaz enzimi kullanilarak hipoksantin i¢in medyatoriin bulundugu bir
biyosensor hazirlamislardir. Bu c¢alismada kalsiyum kloriir ile enzimden flavin
adenin diniikleotit grubu uzaklastirilarak deflavo ksantin oksidaz enzimi elde
etmiglerdir. Medyator olarak 1,1'-dimetil ferrosen kullanmiglardir. Dogal ve flavini
uzaklastirilmig enzim i¢in reaksiyon hizlarin 10,2x10* M 's™ ve 9,6x10*M™'s™! olarak
bulmuslardir. Enzim elektrot i¢in 150 analiz sonrasinda sinyalin gézlenmedigi ve 227

°K’ de bir ay boyunca aktifligini % 80 korudugunu gézlemislerdir [36].

Gorou Arai ve arkadaslan tarafindan yapilan calismada, ksantin oksidaz enzimini
poli(merkapto-p-benzokinon) filme immobilize etmisler, ksantin ve hipoksantin
tayinleri i¢in bir biyosensor hazirlamiglardir. Hazirladiklar1 biyosensoriin ¢alisma
araligin1 ksantin igin 1,0)(10'6 - 8,0x10° M, hipoksantin i¢in I,OXIO'6 - 5,0x10° M
olarak tespit etmislerdir [2].

F. Selampinar ve arkadaslar1 1997 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada invertaz enzimini
polipirol ylizeye immobilize etmisler ve sakkaroz tayini i¢in en iyi c¢alisma
kosullarii spektrofotometrik yontemle belirlemislerdir. Hazirladiklar1 biyosensdriin

20 giin sonra % 77 cevap verdigini gostermislerdir [37].

Rafael Radi ve arkadaglar1 1997 yilinda yaptiklar1 ¢alismada heparin kompleksine
ksantin oksidaz enzimi immobilize etmisler ve kinetigini incelemislerdir. immobilize
edilmis ksantin oksidazin aktifliginin serbest ksantin oksidazinkinden farkli
oldugunu gdstermislerdir. Serbest ksantin oksidaz i¢in K., degeri 3,0 uM iken,

immobilize ksantin oksidaz i¢in 15 uM olarak hesaplamislrdir [7].
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C.A.B. Garcia ve arkadaslar1 1998 yilinda yaptiklar1 caligmada iki farkh
immobilizasyon teknigini kullanarak, D-fruktoz 5-dehidrojenaz enziminin
immobilizasyonu ile fruktoz tayini yapabilmek i¢in amperometrik biyosensorler
gelistirmislerdir. Birinci biyosensdrde, polipirol film i¢ine D-fruktoz—5-dehidrojenaz
enzimi hapsetmisler, medyator olarak sodyum ferrisiyaniir kullanmislar, ikinci
biyosensorde ise ferrosiyaniir destek elektrolit olarak kullanmilarak polipirol film
hazirlamiglardir. Birinci biyosensoérde enzim c¢apraz baglama ile immobilize ederken
ikinci biyosensdrde hapsetme teknigi kullanmiglardir. Hazirlanan biyosensorler iki
hafta siireyle 200 numuneye uygulamislar ve pH, iyonik siddet, cevap siiresi ve
girisimlerin etkisi gibi analitik parametreleri incelemislerdir. Her iki biyosensor ile
fruktoz konsantrasyonu calisma arahgmi 1,0x10* - 8,0x10* M olarak tayin
etmislerdir. Cevap sliresini birinci biyosensdr i¢in 8 saniye, ikinci biyosensor igin 15

saniye vermislerdir [38].

Emrah Kiling ve arkadaglar yaptiklar1 ¢calismada kobalt fitalosiyanin ve ferrosiyaniir
medyatorleri  kullanilarak  ksantin  tayini i¢cin  amperometrik  biyosensor
hazirlamislardir. Ksantin oksidaz ve kobalt fitalosiyaninden olusan karbon pasta
elektrot hazirlamiglar ve biyosensoriin optimum calisma pH’ sin1 8 - 9, calisma
araligint 1 - 15 mM olarak belirlemislerdir. n tekrar kullanilabilirliginin bagil
standart sapmast % 10,26, cevap siiresinin 30 saniye ve 60 giin boyunca

bekletildiginde birinci glinkii cevabinin % 60’11 gosterdigini gérmiislerdir [8].

Cheng Qiong ve arkadaglar1 1998 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada ksantin oksidaz
enzimini ipek/seliiloz asetat membrana immobilize ederek balik eti tazeligi tespiti
icin bir elektrot hazirlamiglardir. Hazirladiklar1 biyosensorde enzimatik reaksiyon
sonucu olusan hidrojen peroksidin dl¢iimiinii esas almiglardir. n balik 6rnekleri i¢in
uzun siire kararli ve yliksek duyarliliga sahip oldugunu goérmiislerdir. Hipoksantin
icin tayin edilebilecek en diisiik konsantrasyonu 1,0x10” M olarak verilirken ¢alisma

araligimni 1,0x107 - 1,0x10”° M bulmuslardir [39].

Haiyan Wang ve Shaolin Mu tarafindan 1999 yilinda yapilan calismada kolesterol

oksidaz  enzimini polianilin  filme immobilize etmisler ve enzimin
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biyoelektrokimyasal o6zellikleri incelemislerdir. Amperometrik cevabi1 +0,60 V’ ta
olgmiislerdir. Enzim n en iyi ¢alisma sicakligin1 35 ° C, en iyi ¢alisma pH’ sin1 ise
7,26 olarak bulmuslardir. Enzim katalizli reaksiyon icin aktivasyon enerjisi 71,1
kJmol! ve Km sabiti 3,26 mM olarak bulmuslardir. Hazirladiklar1 biyosensériin
calisma araligini 0,05-0,2 mM oldugu ve 11 giin sonra baslangi¢ cevabinin % 4 ’linii

gosterdigi gormiislerdir [40].

J. C. Vidal ve arkadaglar1 1999 yilinda yaptiklar1 ¢alismada serumda glukoz ve
kolesterol tayini i¢in bir biyosensor hazirlamiglardir. Glukoz oksidaz ve kolesterol
oksidaz enzimlerini polipirol film icerisine hapsetmisler ve poli-o-fenilendiamin film
ile ylizey kaplamiglardir. Biyosensoriin analitik performansini bir polipirol tek
tabakadan olusan biyosensoriinki ile karsilagtirmislardir. Tek tabakali elektrodun

tayin sinirini 1,35 uM ve iki tabakali elektrot i¢in 0,68 uM olarak bulmuslardir [41].

Jianhong Pei ve Xiao-yuan 2000 yilinda yaptiklar1 ¢alismada CuPtClg ile hazirlanan
kimyasal modifiye elektrot iizerine ksantin oksidaz enzimini immobilize ederek
ksantin ve hipoksantin tayini i¢in biyosensdrler hazirlamislardir. Enzim elektrot i¢in
pH, sicaklik, calisma potansiyeli parametrelerini incelemislerdir. Biyosensoriin
calisma araligimi ksantin i¢in 6,0x107 - 2,0x10™ M, hipoksantin igin ise 5,0x107 -
2,0x10™ M, tayin smirim ve cevap siiresini her iki substrat igin sirastyla 1,0x107 M
ve 15 saniye bulmuslardir. Bir hafta sonunda enzim n baslangic amperometrik

cevabinin % 60’ a diistiiglinii gérmiislerdir [1].

Miroslav Stredansky ve arkadaslar1 2000 yilinda yaptiklar1 calismada ksantin oksidaz
enzimi ile tiyofilin icin seg¢ici ve duyarli bir biyosensdr hazirlamislardir.
Amperometrik enzim n hazirlanmasi icin siit ksantin oksidazi kullanmiglar ve bu
enzimin substrat spesifikligi ilizerinde c¢alismislardir. Hazirlanan biyosensoriin
optimum pH’ s ksantin i¢in 5,5 bulurken, tiyofilin i¢in 6,5 - 8,5 olarak tespit
etmislerdir. Tiyofilin i¢in dlciilebilen en kiiciik konsantrasyonu 2,0x107 M, calisma
arahgmi  1,0x10° - 5,0x10° M olarak bulmuslardir. Hazirlanan tiyofilin

biyosensoriiniin kararliginin ii¢ aydan fazla stirdiigiinii gormiislerdir [42].
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Pierro Gros ve arkadaslar1 2000 yilinda yaptiklar1 ¢alismada yalanci referans elektrot
olarak Fe(CN)s~ igeren polipirol filmin kullanilmast ile amperometrik bir biyosensor
gelistirmislerdir. D-Laktik asit tayinini i¢in ferrisiyaniir iceren polipirol filmi, pirol
ve potasyum ferrosiyaniiriin bulundugu sulu ¢ézeltide doymus kalomele karsi +0,80
V da anodik polimerizasyonla elde etmislerdir. Bu ¢alismada Fe(CN)s>™ / Fe(CN)"
redoks sisteminin tersinir oldugunu belirtmisler ve hazirlanan yalanci referans
elektroda D-Laktat dehidrojenaz enzimini ¢apraz baglamayla immobilize etmislerdir.
Hazirladiklar1 biyosensoriin duyarliligi 20 nA/mM™, biyosensoriin cevap siiresi 3
dakika, ¢alisma araligini 1,0x10™ — 2,0)(10'3 M ve tayin sinirini 2,5x10° M olarak
vermigler, biyosensoriin depo kararliligi1i 2 aydan daha fazla oldugunu

aciklamiglardir [43].

F. Palmisano ve arkadaglari 2000 yilinda yaptiklari ¢alismada, glukoz ve laktat
tayinlerinin ayni1 anda yapilmasi i¢in girisimleri arastirmislardir. Platin +0,70 V da
polipirol ile 10 mM KCI ¢6zeltisi i¢inde kaplanarak glukoz oksidaz ve laktat oksidaz
enzimlerini ylizeye ¢apraz baglama teknigi ile immobilize etmislerdir. Glukoz ve
laktat derisimlerini akis enjeksiyon sistemiyle tayin etmiglerdir. Biyosensoriin
duyarliligin1 glukoz i¢in 9,9 (£0,1) ve laktat i¢in 7,2 (+ 0,1) olarak belirlemislerdir.

Depo kararliliginin ise iki aydan fazla oldugunu gérmiislerdir [44].

Asha Chaubey ve arkadaslar1 2000 yilinda yaptiklar calisma elektrokimyasal olarak
hazirlanan polipirol-polivinilsiilfonat film {izerine laktat dehidrojenaz enziminin
immobilizasyonu ile laktat biyosensorii hazirlamiglardir. PPy-PVS  filmin
karakterizasyonu FTIR ve doniisiimlii voltametri teknigi ile yapmiglardir. PPy-PVS-
LDH igin cevap siiresini 40 saniye, Olciilebilen en kiiciik derisimi 1,0x10™* M, raf
omrii iki haftadan fazla ve lineer derisim araligim 0,5 - 6,0 mM olarak tespit

etmislerdir [45].

Juan C. Vidal ve arkadaglar1 2000 yilinda yaptiklar1 ¢alismada kolesterol tayini igin
amperometrik bir biyosensér hazirlamiglardir. Bu calismada kolesterol oksidaz
enzimini piroliin elektropolimerlesmesi sirasinda polipirol filme hapsedilerek

immobilize etmislerdir. Hazirladiklar1 biyosensoriin analitik 6zelliklerini flow-akis



40

sistemi ile belirlemislerdir. Yaptiklar1 elektrot tipleri i¢in cevap siirelerini soyle

aciklamislardir:

Pt/ PPy-Cox 7,5 saniye
Pt / PPy-Cox + FMN 7,5 saniye
Pt/ PPy-Cox + FAD 7,4 saniye
Pt / PPy-Cox + FcMc 28,2 saniye
Pt/ Pt/ PPy-Cox 6,3 saniye

Elektrot tipleri i¢in tayin sinirlari ise asagidaki gibi tespit etmislerdir [46].

Pt/ PPy-Cox 5,70mM
Pt/ PPy-Cox + FMN 12,0mM
Pt/ PPy-Cox + FAD 17,0mM
Pt / PPy-Cox + FcMc 10,9mM
Pt/ Pt/ PPy-Cox 14,0mM

Shengshui Hu ve arkadaslari 2000 yilinda yaptiklari ¢aligmada ksantin oksidaz
enzimi ve polianilinden olusan karbon pasta elektrot hazirlayarak hipoksantin tayini
icin bir biyosensor hazirlamislardir. Medyator olarak N,N-dimetil-4,4-bipiridinyum
kullanilarak hipoksantin tayinini —0,72 V’ da ¢ozelti igindeki oksijen miktarindaki
azalma miktarin1 belirleyerek yapmigslardir. Hazirlanan biyosensoriin - ¢alisma

araligini I,OXIO'6 -4,0x10° M ve tayin sinirini 8,0x10” M olarak bulmusglardir [47].

Y. Nakabayashi ve H.Yoshikawa 2000 yilinda yaptiklari calismada medyator olarak
ferrosenin kullanildig1 hidrojen perokside duyarli bir biyosensoér hazirlamislardir.
Bunun i¢in peroksidaz enzimi ferrosen ve polifenilen oksit iceren bir karbon pasta
elektrot hazirlamuslardir. Biyosensoriin ¢alisma araligmi 6,0x107 - 2,0x10° M olarak
hesaplamiglar ve 140 giin sonra %95 amperometrik cevap verdigini gostermislerdir

[48].
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H. Giilce ve arkadaglar1 2001 yilinda yaptiklar1 ¢alismada alkol tayini i¢in yeni bir
amperometrik biyosensor hazirlamislardir. Platin yiizeye polivinil ferrosenyum
kaplamiglar ve alkol oksidaz enzimini filme hapsederek immobilize etmislerdir.
Alkol tayinini enzimatik reaksiyon sonucunda olusan hidrojen perokisidin +0,70 V’
ta yiikseltgenmesine dayanarak yapmislardir. Hazirladiklar1 biyosensoriin ¢alisma
araligini, metanol icin 5,0)(10'4 - 3,7)(10'3 M, etanol igin S,OXIO'4 - 3,0)(10'3 M,
butanol i¢in S,OxlO'4 - 6,2x10° M, benzil alkol igin S,OXIO'4 - 5,2x10° M olarak
gormiislerdir. Biyosensoriin optimum sicaklik ¢alismasi sirasinda en yiiksek akim 80
°C’ de elde edilmesine ragmen ¢alisma sicakligi olarak 30 °C se¢mislerdir. Optimum
pH 8,0 iken metanol i¢in Km degeri 5,78 mM olarak belirlemislerdir. Hazirlanan
biyosensoriin 36 gilin sonra baglangic cevabinin % 1’ini gosterdigini goérmiislerdir

[49].

Sabine Reiter ve arkadaslar1 2001 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada osmium kompleksi ve
polipirol den hazirlanan film icine hapsedilmis glukoz oksidaz ile glukoz
biyosensorii hazirlamiglardir. Camsi karbon yiizeyinde bulunan polimerin baglh
bulundugu osmiyum kompleksinin enzimden elektron transferi gergeklestidigini ve
oksijen varliginda enzimatik reaksiyon sonucu hidrojen peroksit meydana geldigini
gostermislerdir. Oksijen ile osmiyum kompleksinin enzimden gelen elektronlar
almak i¢in yaristigi yazilan bu literatiirde biyosensoriin ¢alisma araligimi 1,0x107 —

1,5x10™* M olarak vermislerdir [50].

Langun Mao ve arkadaslar1 2001 yilinda yaptiklar1 calismada hiicre kiiltiir ortaminda

hipoksantin tayini i¢in mikro diizeyde ksantin oksidaz amperometrik biyosensoriinii
hazirlamiglardir. Film hidrofobik oldugu i¢in ksantin oksidaz immobilizasyonunda
nafyon kullanmiglardir. Nafyon kapli mikroyu 5 saat ksantin oksidaz ¢6zeltisi i¢inde
karistirilarak bekletmisler ve nafyon ve ksantin oksidaz ile modifiye etmislerdir,
karbon fiber iizerine polifenol elektropolimerizasyonu yapmislardir. Hipoksantin
miktarint enzimatik reaksiyon sonucu olusan hidrojen peroksidin +0,60 V’ da
(Ag/AgCl) yiikseltgenmesiyle belirlemislerdir ve enzim n hipoksantin i¢in ¢alisma
araligini 5,0 uM- 1,8 mM olarak, tayin smirimi ise 1,5x10° M ve duyarliligini 3,144
nA/mM olarak bulmuslardir [51].
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Isabella Moser ve arkadaglar1 2002 yilinda yaptiklari calismada glukoz, laktat,
glutamin ve glutamatin bir arada tayini i¢in bir mikro elektrot gelistirmislerdir.
Glukoz oksidazi, laktat oksidaz, glutamat oksidaz, glutaminaz enzimleri hidroksietil
metakrilat jeli igerisine hapsederek biyosensor hazirlamiglardir. Biyosensoriin lineer
derisim araligin1 glukoz i¢in; 0,1-35 mM, laktat i¢in, 0,05-15 mM, glutamin i¢in 0,05
— 10 mM ve glutamat i¢in, 0,001-5 mM tespit etmislerdir. Hazirlanan biyosensoriin
cevap siiresini glukoz i¢in 25 s, laktat i¢in, 15 s, glutamin i¢in 10 s ve glutamat i¢in
10 s olarak vermislerdir. Biitlin bilesenler i¢in depo kararliliginin +4 °C de 2 yildan

fazla oldugunu gormiislerdir [52].

Sean Brahim ve arkadaglari 2002 yilinda yaptiklart ¢alismada polipirol-hidrojel
kompozit film kullanilarak glukoz, kolesterol ve galaktoz tayinleri i¢in bir biyosensor
gelistirmislerdir. Hazirladiklar1 biyosensdriin ¢alisma araligini, glukoz igin 5,0x107 -
2,0x10%M, kolestrol i¢in 5,0x10™ - 1,5x10~ M ve galaktoz i¢in 1,0x10™ - 1,0x10%M
olarak tespit etmislerdir. Biyosensoriin cevap siiresini 40 saniye olarak tespit ederken
ve 250 gilin sonra biyosensoriin amperometrik cevabinin glukoz oksidaz ve galaktoz

oksidaz i¢in % 70, kolesterol oksidaz i¢in % 20 oldugu gostermislerdir [53].

H. Giilce ve arkadaslar1 2002 yilinda yaptiklar1 ¢alismada galaktoz tayini i¢in yeni
bir amperometrik enzim elektrot hazirlamiglardir. Bunun igin galaktoz oksidaz
enzimini polivinil ferrosenyum matriksine hapsederek immobilize etmisler ve +0,70
V sabit potansiyelde enzimatik reaksiyon sonucu olusan hidrojen peroksidin
Ol¢iimiine dayanarak galaktoz tayini yapmislardir. Hazirladiklar1 biyosensoriin cevap
siiresini 30 - 40 saniye ve ¢alisma araligmi 1,0x10” - 5,0x10 M olarak bulmuslardir

[54].

Fang Xu ve arkadaglar1 2002 yilinda yaptilar1 ¢alismada glukoz ve hipoksantin tayini
i¢cin Pd-IrO, modifiye kullanarak ¢ift enzimli bir biyosensor gelistirmislerdir. Bunun
icin modifiye elektrot yiizeyine ksantin oksidaz ve glukoz oksidaz enzimleri ¢apraz
baglanma yontemi ile immobilize etmisler ve en 1iyi calisma kosullar

belirlemislerdir. Hazirladiklar1 biyosensoriin ¢alisma araligini, glukoz igin 5,0x107 -
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2,5);10"3 M, hipoksantin i¢in I,OXIO'6 - S,OxlO'4 M, tayin sinirmi ise, glukoz igin
I,OXIO'6 M ve hipoksantin i¢in 2,0x107 M olarak bulmuslardir. n cevap siiresini,
glukoz i¢in 15 s, hipoksantin i¢in 25 s olarak belirlemislerdir. Biyosensoriin 20 giin

sonra %70 amperometrik cevap verdigi gosterilmistir [55].

H. Zhao ve arkadaglar1 2002 yilinda yaptiklar1 ¢alismada ferrisiyaniiriin medyator
olarak kullanildig1 polipirol ylizeye enzimin immobilize edilmesiyle formik aside
duyarli bir biyosensor hazirlamislardir. n ¢alisma araligini, 1,0x10™ - 4,0x10™ M,
tayin sirini ise 6,0x10”° M olarak bulmuslardir. Biyosensoriin 4 giin sonunda %30

cevap verdigi géstermislerdir [56].

H. Giilce ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada glukoz ve galaktoz tayini igin gift
enzimli bir biyosensor hazirlamislardir. +0,70 V’ da n en iyi ¢alisma kosullarini
arastirmislardir. Calisma araligini 5,0x10™ - 2,0x10° M olarak bulurken ve tekrar

kullanilabilirligi ile ilgili bagil standart sapmay1 %4,2 olarak tespit etmislerdir [57].

Enrique Llaidet ve arkadaslar1 2003 yilinda yaptiklar1 c¢alismada merkezi sinir
sisteminden pirinlerin ayrilmasina iliskin {i¢lii enzim mikro elektrot sensori
hazirlamiglardir. Bu ¢aligmada, platin mikro kullanilarak laktobionamid ve amfilik
polipiroldan olusan kompozit film i¢ine ksantin oksidaz, piirin niikleosit fosforilaz ve
adenozin deaminaz enzimleri hapsedilerek biyosensér hazirlamiglardir ve n
duyarliliginin 100 — 222 mA/M.cm’ ve kararliligmin 5 giin sonrasinda % 100 cevap
gostermesinden dolay1 yiiksek oldugunu gormiislerdir. Biyosensoriin cevap siiresini 2

saniye ve caligma araligini 1,0x107 - 1,0x10™ M olarak vermislerdir. [9].
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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 6lgiimlerinin yapildigi
ve dontlisiimli voltametri tekniginin kullanildig bilgisayar baglantili BAS Epsilon-
EC-Ver 1.40.67NT elektrokimyasal analiz cihazi kullanildi.

3.1.2. Hiicre ve elektrotlar

Amperometrik dlgtimler, Sekil 3.1° de verilen {i¢ elektrotlu hiicre sisteminde yapildi.
Referans elektrot olarak BAS RE-5B no’ lu Ag/AgCl, karsit elektrot olarak MW -

1032 no’ lu platin tel ve cahisma elektrodu olarak 0,5 cm® yiizey alanli polipirol-

polivinilsiilfonat ile kaplanmig Pt levha elektrotlar kullanildi.

Sekil 3.1. Kaplama ve 6l¢me yapmada kullanilan hiicre sistemi
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3.1.3. pH metre

Tampon ¢ozeltilerinin pH’ lart ORION Model 720A pH-iyonmetre cihazi ile dl¢iildii.

3.1.4. Su banyosu

Isitma, sogutma ve sabit sicaklik caligmalarinin gerektigi durumlarda Grant W14

marka termostatl sirkiildsyonlu su banyosu kullanildu.

3.1.5. Mikro pipet

5 uL - 500 pL ¢ozelti ilaveleri icin Volac marka + 0,05 pL hassasiyeti olan mikro
pipetler kullanildi.

3.1.6. Argon gazi

Cozeltide ¢oziinmiis oksijeni uzaklastirmak i¢in, inert gaz olarak Kargaz firmasindan

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

3.1.7. Saf su

Cozeltilerin hazirlanmasinda GFL 2104 Gesellschaft fiir Labortechnik mbH marka

cihazindan elde edilen iki kere damitilmis su kullanildi.

3.1.8. SEM analizi

Hazirlanan elektrotlarin yiizey fotograflar1 Gazi Universitesi Miihendislik Mimarlik

Fakiiltesi Kimya Miihendisligi boliimiinde Joel JSM-6360LV marka cihazla yapildi.
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Calismada kullanilan kimyasal maddelerin adlari, saflik dereceleri ve temin

edildikleri firmalar Cizelge 3.1° de verildi.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan kimyasal maddelerin adlar1, saflik dereceleri ve
temin edildikleri firmalar

Kimyasal Madde Saflik Dereceleri Temin Edildigi Firma
Pirol (C4H;sN) %97, p=0,966g/cm’ | Fluka
Urik asit (CsN4O;H,) % 99 Sigma
Sodyum hidroksit (NaOH) %96 BDH
Ksantin(CsN4O,H,) %99 Sigma
Hidrojen peroksit(H,0O,) %35, p=1,13kg/L Merck
Sodyumdihidrojenfosfat(NaH,PO,) %99 Sigma
Sodyummonohidrojenfosfat(Na,HPO,) %99 Sigma
Polivinilsiilfonat %25 Aldrich
Hipoksantin(CsN,OH,) %99 Sigma
Sodyum Perklorat(NaClO,) %99,8 Sigma

3.2.1. Kullanilan c¢ozeltiler

Enzim ¢ozeltisi: Toplam aktifligi 100 iinite olan ksantin oksidaz enziminden 5,0 mg

alind1 ve saf suda ¢oziildiikten sonra hacim o6lgiilii balonda 10 mL’ ye tamamlandi

(10 Unite/ml). Deney sirasinda kullanilacak olan enzim ¢o6zeltisi buzdolabinda

bekletildi, ancak uzun siire kullanilmadigi durumlarda ¢ozelti derin dondurucuda

saklandi.

Urik asit ¢ozeltisi: Kati iirik asitten belli bir miktar tartilarak 0,1 M sodyum hidroksit

¢ozeltisinde ¢oziildiikten sonra derisimi 0,1 M pH=7,4 olan fosfat tamponu ile

tamamlanarak derigimi 1x10~ M olan 25 mL stok iirik asit ¢ozeltisi hazirlandi.
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Ksantin ¢ozeltisi: Kat1 ksantinden belli bir miktar tartilarak 0,1 M sodyum hidroksit
cozeltisinde c¢oziildiikten sonra derisimi 0,1 M pH=7.,4 olan fosfat tamponu ile
tamamland1 derisimi 1x10? M ve 1x10* M olan 25 mL stok ksantin c¢dzeltileri

hazirlandi.

Hipoksantin ¢ozeltisi: Kati hipoksantinden belli bir miktar tartilarak 0,1 M sodyum
hidroksit ¢ozeltisinde ¢oziildiikten sonra derigimi 0,1 M pH =7.4 olan fosfat tamponu
ile tamamland: ve derisimi 110> M ve 1x10™* M olan 25 mL stok hipoksantin

¢oOzeltileri hazirlandi.

Sodyum hidroksit ¢ozeltisi: Belli bir miktar sodyum hidroksit alindi ve saf suda

¢oziildiikten sonra derigimi 0,1 M olacak sekilde 10 mL ¢bzeltisi hazirlandi.

Sodyum perklorat ¢ozeltisi: Belirli bir miktar sodyum perklorat alindi ve saf suda

¢oziildiikten sonra derigimi 0,1 M olacak sekilde 10 mL ¢6zeltisi hazirlandi.

Hidrojen peroksit ¢ozeltisi: % 35 lik p=1,13kg/L olan hidrojen peroksitten belirli bir
miktar almarak derigimi yaklasik 1x10% M olacak sekilde 100 mL stok ¢ozelti

hazirlandi.

Fosfat tamponun hazirlanmasi: Toplam fosfat derisimi 0,1 M olacak sekilde sodyum
dihidrojen fosfat ve sodyum monohidrojen fosfattan belirli miktar alinarak ¢oziindii
ve hazirlanan ¢ozeltinin pH' s1 0,1 M sodyum hidroksit ¢ozeltisiyle 7,4’ e ayarlandi.

Tampon ¢ozeltisi kullanilmadig1 zaman buzdolabinda saklandi.

3.3. Platin Yiizeye Polipirol-Polivinilsiilfonat (PPy-PVS) Kaplanmasi

Elektrot ylizeyinin temizlenmesi: Kaplama igleminden 6nce platin levhanin yiizeyi
mekanik, kimyasal ve elektrokimyasal olarak temizlendi. Once yiizey sifir numara
zimpara ile parlatildi, sonra aleve tutuldu 5 dk siire ile aseton, etil alkol, derisik HCI
ve derisik nitrik asit icerisinde bekletildi. Elektrot ylizeyi bol saf su ile yikandiktan
sonra 5 M H,S0Oy icinde -2,0 V - + 2,0 V arasinda tarama yapilarak elektrokimyasal
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olarak temizlendi. Tekrar saf su ile yikandi, kurutuldu ve asetonitrille birka¢ kez
yikanarak ylizeydeki su uzaklastirildi. Her kaplama isleminden oOnce yiizey bu

sekilde temizlendi [39].

Kaplama islemi, temizlenmis platin levha elektrodunun yiizeyinin iletken polimer
olan polipirol-polivinilsiilfonat ile kaplanmasi 1ile gergeklesti. Polipirol-
polivinilsiilfonat (PPy-PVS) elektrot yiizeyine pirol ve polivinilsiilfonatin
elektropolimerlesmesi ile biriktirildi. Elektropolimerlesmede tiglii elektrot sistemi
kullanildi (Sekil 3.1). Calisma elektrodu olarak platin levha (0,5 cm?), karsit elektrot
olarak platin tel ve referans elektrot olarak da doymus kalomel elektrot (SCE)
kullanildi. Polipirol-polivinilsiilfonat, kaplamak amaciyla 0,1 M pirol, %25 ' lik
polivinilsiilfonat (PVS) ve saf sudan olusan 5 mL’ lik ¢ozelti hazirlandi. Bu
cOzeltiye temizlenmis platin elektrot, doymus kalomel elektrot ve platin levha
daldirildi ve 10 dakika oksijensiz argon gazi gecirilerek c¢ozeltideki oksijen
uzaklastirildi. Ardindan doniistimlii voltametri cihazi ile -1000 V - +2000 V arasinda
50 mV/s tarama hizinda ¢evrim alinarak pirol ve polivinilsiilfonatin platin ylizeyde
elektropolimerlesmesi gergeklestirildi. Kaplama isleminden sonra elektrot yiizeyi saf
su ile yikandiktan sonra kullanilmak iizere fosfat tamponu iginde bekletildi ve
bdylece platin/ polipirol-polivinilsiilfonat elektrot hazirlandi. Hazirlanan polipirol-
polivinilsiilfonat elektrodunun yiizey filminin taramali elektron mikroskobu (SEM)

ile fotografi alindu.

3.4. Platin/polipirol-polivinilsiilfonat (Pt/PPy-PVS) Elektrodunun Hidrojen

Perokside Duyarhhginin Belirlenmesi

Boliim 3.3 de belirtildigi sekilde hazirlanan polipirol-polivinilsiilfonat kaplanmis
platin elektrotlar hipoksantin ve ksantin biyosensorii yapiminda kullanilacagindan ve
enzimatik reaksiyon sonucunda elektroaktif tiir olan hidrojen peroksit olustugundan,

bu elektrodun hidrojen perokside duyarlilig: belirlendi.

Polipirol-polivinilsiilfonat kaplanmis elektrodun duyarliligini belirlemek i¢in Bolim

3.3’ de kullanilan {glii elektrot sistemli elektrokimyasal hiicre kullanildi.
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Elektrokimyasal hiicreye pH’ s1 7,4 olan 9 mL’ lik fosfat tampon ¢ozeltisi ve 0,1 M 1
mL destek elektrolit olarak kullanilan sodyum perklorat ilave edildi. Kararli akim
elde etmek i¢in ¢alisma potansiyeli olarak denenen +0,70 V sabit potansiyelde
platin/polipirol-polivinilsiilfonat elektrot dengeye getirildi ve kararli akim
kaydedildi. Bliim 3.2.1° de belirtildigi gibi hazirlanan 1,0x10 M stok ¢ozeltisinden
mikro pipet yardimiyla elektrokimyasal hiicreye hidrojen peroksit ilave edildi ve
+0,70 V sabit potansiyel uygulanarak her 5 dakika sonundaki akimlar kaydedildi.
Hidrojen peroksit derisimine karst akim degerleri grafige gecirildi ve elektrodun

hidrojen perokside dogrusal cevap verdigi aralik belirlendi.

3.5. Platin/polipirol-polivinilsiilfonat (Pt/PPy-PVS) Elektrodunun Cahsma

Potansiyelinin Belirlenmesi

Bolim 3.3° de hazirlanan platin/polipirol-polivinilsiilfonat elektrodun hidrojen
perokside duyarliligini arastirirken, hidrojen peroksidin ylikseltgenebilmesi igin
uygun potansiyelin belirlenmesi amaciyla, c¢esitli c¢alisma potansiyellerinde
kalibrasyon egrileri ¢izildi. Bu potansiyeller soyledir: 0,70 V, 0,60 V, 0,50 V, 0,40 V
ve 0,30 V. Bu potansiyellerde cizilen kalibrasyon egrilerinden en iyi calisma
potansiyeli belirlendi. Bunun igin yiizey alam 0,5 cm® olan ve Bélim 3 .3. de
belirtildigi sekilde temizlenen ve calisma elektrodu olarak kullanilan platin levha
elektrodun, en uygun caligma potansiyelini belirlemek amaciyla Bolim 3.3. de
kullanilan tglii elektrot sistemli elektrokimyasal hiicre kullanildi. Elektrokimyasal
hiicreye pH’ s1 7,4 olan 9 mL’ lik fosfat tampon ¢ozeltisi ve 0,1 M 1 mL destek
elektrolit olarak kullanilan sodyum perklorat ilave edildi. Kararli akim elde etmek
icin ilk olarak c¢alisma potansiyeli olarak segilen +0,7 V sabit potansiyelde
platin/polipirol-polivinilsiilfonat elektrot dengeye getirildi. Dengeye gelmesi i¢in
yaklagik bir saat beklendi ve kararli akim kaydedildi. B6liim 3.2.1° de belirtildigi gibi
hazirlanan 1,010 M stok ¢ozeltisinden mikro pipet yardimiyla elektrokimyasal
hiicreye artan derigimlerde hidrojen peroksit ilave edildi, her bir ilaveden sonra
elektrokimyasal hiicre 300 saniye karistirildi ve 200 saniye +0,70 V sabit potansiyel
uygulanarak akimlar kaydedildi. Hidrojen peroksit derisimine karsi1 akim degerleri

grafige gegirildi (kalibrasyon egrisi) ve platin/polipirol-polivinilsiilfonat elektrodun
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hidrojen perokside dogrusal cevap verdigi aralik belirlendi. Aym islemler 0,60 V,
0,50 V, 0,40 V ve 0,30 V sabit potansiyellerinde gerceklestirildi ve diisiik

potansiyelde en yiiksek akim farkini veren ¢aligma potansiyeli belirlendi.

3.6. Platin/polipirol-polivinilsiilfonat (Pt/PPy-PVS) Elektrodunda Girisim

Etkisinin Calisilmasi

Platin/polipirol-polivinilsiilfonat elektroduna iirik asit ve ksantinin girisim etkisinin

calisilmasi i¢in deneyler yapildi.

3.6.1. Pt/PPY-PVS elektrodunun 0,3 V da iirik aside duyarhhgi

Boliim 3.3. deki gibi hazirlanan platin/ polipirol-polivinilsiilfonat elektrodunun {irik
aside duyarliligini belirlemek i¢in, Boliim 3.3° de kullanilan ii¢ elektrot sistemli
hiicre kullanild1 ve Boliim 3.4” de anlatildig1 gibi elektrokimyasal hiicre hazirlandu.
Kararli akim elde etmek i¢in ¢alisma potansiyeli olarak secilen +0,30 V sabit
potansiyelde elektrot dengeye getirildi ve yaklasik bir saat sonunda kararli akim
kaydedildi. Bolim 3.2.1° de belirtildigi sekilde hazirlanan 1,0x10° M stok
¢ozeltisinden mikro pipet yardimiyla elektrokimyasal hiicreye iirik asit ilave edildi ve
her bir ilaveden sonra elektrokimyasal hiicre 300 saniye karistirildi ve 200 saniye
+0,30 V sabit potansiyel uygulanarak akimlar kaydedildi. Urik asit derisimine kars1

akimlar grafige gecirildi ve elektrodun iirik aside dogrusal cevap verdigi belirlendi.

3.6.2. Pt/PPy-PVS elektrodunun +0,3 V da iirik asit girisim etkisinin incelenmesi

Bolim 3.3’ de kullanilan ii¢ elektrot sistemli hiicre kullanildi ve Bolim 3.4’ de
anlatildig1 gibi elektrokimyasal hiicre hazirlandi. +0,30 V sabit potansiyelde elektrot
dengeye getirildi ve yaklasik bir saat sonunda kararli akim kaydedildi. Ardindan
hiicre i¢i derisimi 1,0x10®* M olacak sekilde hidrojen peroksit ilave edildi,
elektrokimyasal hiicre 300 saniye karistirildi ve 200 saniye +0,30 V sabit potansiyel
uygulanarak akim kaydedildi. Ardindan yine anlatildig1 sekilde hiicre hazirland1 ve
kararli akim kaydedildikten sonra hiicre i¢i derisimi 1,0 X 10" M olacak sekilde iirik
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asit ilave edildi, elektrokimyasal hiicre 300 saniye karistirild1 ve 200 saniye +0,30 V
sabit potansiyel uygulanarak akim kaydedildi. Son olarak ayni kosullarda
hazirlanmus hiicreye kararli akim kaydedildikten sonra hiicre ici derisimleri 1,0x10™
M olacak sekilde hidrojen peroksit ve {iirik asit ilave edildi, elektrokimyasal hiicre
300 saniye karistirildi ve 200 saniye +0,30 V sabit potansiyel uygulanarak akim
kaydedildi. Bu ii¢ adim sonunda elde edilen akim farklar1 kiyaslanarak iirik asit

girisim miktar1 tayin edildi.

3.6.3. Pt/PPy-PVS elektrodunun 0,3 V da ksantin girisim etkisinin incelenmesi

Boliim 3.3 deki gibi hazirlanan platin/polipirol-polivinilsiilfonat elektrodunun
ksantin duyarliligini belirlemek i¢in, Boliim 3.3 de kullanilan ti¢ elektrot sistemli
hiicre kullanildi ve Bo6liim 3.4’ de anlatildig1 gibi elektrokimyasal hiicre hazirlandi.
Kararli akim elde etmek icin ¢alisma potansiyeli olarak secilen +0,30 V sabit
potansiyelde elektrot dengeye getirildi ve yaklasik bir saat sonunda kararli akim
kaydedildi. Bélim 3.2.1° de belirtildigi sekilde hazirlanan 1,0x10° M stok
¢Ozeltisinden mikro pipet yardimiyla elektrokimyasal hiicreye ksantin ilave edildi ve
her bir ilaveden sonra elektrokimyasal hiicre 300 saniye karistirildi ve 200 saniye
+0,30 V sabit potansiyel uygulanarak akimlar kaydedildi. Ksantin derisimine karsi
akimlar grafige gecirildi ve elektrodun ksantine dogrusal cevap verip vermedigi

belirlendi.

3.7. Enzim Elektrodunun Hazirlanmasi

Temizlenmis platin levha elektrodunun yiizeyinin iletken polimer olan pirol,
polivinilsiilfonat ve enzimle kaplanmast sonucu gergeklesti.  Polipirol-
polivinilsiilfonat (PPy-PVS) enzim iicliisii elektrot yilizeyine hapsetme yontemiyle ile
immobilize edildi. Immobilizasyonda iiglii elektrot sistemi kullamild: (Sekil 3.1).
Calisma elektrodu olarak platin levha (0,5 cm?), karsit elektrot olarak platin tel ve
referans elektrot olarak da doymus kalomel elektrot (SCE) kullanildi.
Immobilizasyon igin 0,1 M pirol, %25 lik polivinilsiilfonat (PVS), 100 iinite/10 mL

ksantin oksidaz enzim ¢ozeltisi ve saf sudan olusan 5 mL’ lik ¢6zelti hazirlandi. Bu
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¢cOzeltiye temizlenmis platin elektrot, doymus kalomel elektrot ve platin levha daldi-
rild1 ve 10 dakika oksijensiz argon gazi gegirilerek ¢ozeltideki oksijen uzaklastirildi.
Ardindan doniisiimlii voltametri cihazi ile -1000 V - +2000 V arasinda 50 mV/s
tarama hizinda ¢evrim alinarak platin ylizeyine immobilizasyon gerceklestirildi.
Immobilizasyon isleminden sonra elektrot yiizeyi saf su ile yikandiktan sonra
kullanilmak iizere fosfat tamponu iginde bekletildi ve bdylece enzim elektrot
hazirlandi. Son olarak hazirlanan enzim elektrodunun yiizey filminin taramali

elektron mikroskobu (SEM) ile fotografi alindi.

3.8. Enzim Elektrodun Ksantine Duyarhhginin Belirlenmesi

Boliim 3.7° de ki gibi hazirlanan enzim elektrodun ksantine duyarliligini belirlemek
amaciyla, ticlii elektrot sistemli bir elektrokimyasal hiicre kullanildi. Bu hiicrede
calisma elektrodu olarak hazirlanan enzim elektrot, karsit elektrot olarak platin tel ve
referans elektrot olarak da doymus kalomel elektrot kullanildi. Elektrokimyasal
hiicreye pH’ s1 7,4 olan fosfat tampon ¢ozelti ve 0,1 M sodyum perklorat ¢ozeltisi
ilave edildi. Bu ¢ozeltideki fosfat derisimi 0,1 M idi. + 0,30 V sabit potansiyelde
enzim elektrodun kararli hale gelmesinden sonra, kararli akim degeri kaydedildi ve
hiicreye mikro pipet yardimiyla stok ksantin ¢ozeltisinden ilave edildi. Hiicre 300
saniye karistirildiktan sonra hiicreye 200 saniye + 0,30 V sabit potansiyel uygulayip
hiicreden gegen akim kaydedildi. Daha sonra yapilan her ksantin ilavesinden sonra
ayni islemler uygulanip akim degerleri kaydedildi ve ksantin derisimine kars1 dlgiilen

akim degerleri grafige gecirildi ve ksantin i¢in duyarli ¢alisma araligi belirlendi.

3.9. Enzim Elektroda Urik Asidin Girisim Etkisinin Incelenmesi

Bolim 3.7’ de kullanilan ti¢ elektrot sistemli hiicre kullanildi ve Bolim 3.8 de
anlatildig: gibi elektrokimyasal hiicre hazirlandi. + 0,30 V sabit potansiyelde elektrot
dengeye getirildi ve yaklasik bir saat sonunda kararli akim kaydedildi. Ardindan
hiicre ici derisimi 1,0x10™ M olacak sekilde ksantin ilave edildi, elektrokimyasal
hiicre 300 saniye karistirildi ve 200 saniye +0,30 V sabit potansiyel uygulanarak
akim kaydedildi. Ardindan yine anlatildig1 sekilde hiicre kuruldu ve kararli akim
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kaydedildikten sonra hiicre i¢i derisimi 1,010 M olacak sekilde iirik asit ilave
edildi, elektrokimyasal hiicre 300 saniye karistirildi ve 200 saniye +0,30 V sabit
potansiyel uygulanarak akim kaydedildi. Son olarak ayni kosullarda hazirlanmis
hiicreye kararli akim kaydedildikten sonra hiicre i¢i derisimi 1,0x10* M olacak
sekilde ksantin ve iirik asit ilave edildi, elektrokimyasal hiicre 300 saniye karistirildi
ve 200 saniye +0,30 V sabit potansiyel uygulanarak akim kaydedildi. U¢ adim
sonunda elde edilen akim farklar1 kiyaslanarak iirik asit girisim yapip yapmadigi

belirlendi.
3.10. Metilen Mavisinin indirgenme Potansiyelinin Belirlenmesi

Metilen mavisi, ksantin veya hipoksantinin iirik aside donilisiimii sirasinda
reaksiyonu katalizleyen ksantin oksidazdan oksijensiz ortamda elektron alicis1 olarak

gorev yapti. Elektronlar molekiiler oksijen yerine metilen mavisine aktarildi [9].

Uclii elektrot sistemi kullanild: (Sekil 3.1). Calisma elektrodu olarak platin levha (0,5
cm?), karsit elektrot olarak platin tel ve referans elektrot olarak da doymus kalomel
elektrot (SCE) kullanildi. Metilen mavisinin doniisiimlii voltametri (CV) ile
indirgenme potansiyelinin belirlenmesi i¢in, hiicre i¢i derisimi 1x10? M metilen
mavisi, 0,1 M sodyumperklorat ve pH’ s1 7,4 fosfat tamponu iceren 5 mL' lik ¢ozelti
hazirlandi. Ardindan doniistimlii voltametri cihazi ile -1200 V - +900 V arasinda 200
mV/s tarama hizinda ¢evrim alinarak metilen mavisinin CV’ si ¢ekildi ve metilen

mavisinin indirgenme potansiyeli belirlendi.

3.11. Pt/PPy-PVS Elektrodunun Metilen Mavili ve Oksijensiz Ortamda Ksantin

Derisimine Duyarhhg:

Boliim 3.3 deki gibi hazirlanan platin/polipirol-polivinilsiilfonat elektrodunun
ksantin duyarliligini belirlemek i¢in, Boliim 3.3 de kullanilan ti¢ elektrot sistemli
hiicre kullanild1 ve 100 {inite/10 mL ksantin oksidaz, pH’ s1 7,4 fosfat tamponu, 0,1
M sodyumperklorat ve metilen mavisi igeren elektrokimyasal hiicre hazirlandi.

Hiicre oksijenli ortama kapatildi ve hazirlanan ¢6zelti i¢indeki ¢oziinmiis oksijenin
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uzaklasmasi i¢in, hiicre i¢cinden 5 dakika oksijensiz argon gazi gegirildi. Kararli akim
elde etmek icin ¢alisma potansiyeli olarak secilen + 0,30 V sabit potansiyelde
elektrot dengeye getirildi ve yaklasik bir saat sonunda kararli akim kaydedildi.
Boliim 3.2.1° de belirtildigi sekilde hazirlanan 1,0x10% M stok ¢dzeltisinden mikro
pipet yardimiyla elektrokimyasal hiicreye ksantin ilave edildi ve her bir ilaveden
sonra elektrokimyasal hiicreden 300 saniye argon gazi gegirildi, hiicre 300 saniye
karistirildi ve 200 saniye +0,30 V sabit potansiyel uygulanarak akimlar kaydedildi.
Ksantin derisimine karsi akimlar grafige gecirildi ve elektrodun ksantine dogrusal

cevap verdigi belirlendi.

3.12. Enzim Elektrodun Metilen Mavili ve Oksijensiz Ortamda Ksantine
Duyarhhgi

Boliim 3.7’ de ki gibi hazirlanan enzim elektrodun ksantine duyarliligini belirlemek
amaciyla, ticli elektrot sistemli bir elektrokimyasal hiicre kullanildi. Bu hiicrede
calisma elektrodu olarak hazirlanan enzim elektrot, karsit elektrot olarak platin tel ve
referans elektrot olarak da doymus kalomel elektrot kullanildi. Elektrokimyasal
hiicreye pH’ s1 7,4 olan fosfat tampon ¢dzelti, hiicre i¢i derisimi 1x10~ M metilen
mavisi, 0,1 M sodyum perklorat ¢ozeltisi ilave edildi ve hiicre oksijensiz ortama
kapatildi. Hazirlanan hiicre icinden 5 dakika argon gazi gecirildi. + 0,30 V sabit
potansiyelde enzim elektrodun kararli hale gelmesinden sonra, kararli akim degeri
kaydedildi ve hiicreye mikro pipet yardimiyla stok ksantin ¢ozeltisinden ilave edildi.
Hiicreden 300 saniye oksijensiz argon gazi gecirildi, hiicre 300 saniye karistirildi ve
200 saniye +0,30 V sabit potansiyel uygulanip hiicreden gecen akim kaydedildi.
Daha sonra yapilan her ksantin ilavesinden sonra ayni islemler uygulanip akim
degerleri kaydedildi ve ksantin derisimine karsi Olglilen akim degerleri grafige

gecirildi ve ksantin i¢in duyarl ¢alisma aralig1 belirlendi.
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3.13. Enzim Elektrodunun Metilen Mavili ve Oksijensiz Ortamda Hipoksantine

Duyarhhg:

Boliim 3.12° de anlatilan islemlerin aynisi hipoksantin substrati i¢in uygulandi ve

hipoksantin i¢in dogrusal ¢alisma aralig1 belirlendi.

3.14. Enzim Elektrodunun En Iyi Cahisma Kosullarinin Belirlenmesi

Enzim elektrodun ¢alisma kosullarinin belirlenmesi i¢in elektrot i¢in pH’ nin etkisi,
sicakligin  etkisi, substrat derisiminin etkisi ve enzim elektrodun tekrar

kullanabilirligi ve raf 6mrii belirlenemsi ¢aligildi.

3.14.1. pH’ nin etkisi

Boliim 3.7° de ki sekilde hazirlanan ve kararli hale getirilen biyosensoriin cevabina
pH’ nin etkisini belirlemek igin hipoksantin derisimi 1x10* M olan ¢alisma
¢Ozeltisinin pH’ s1 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 7,75; 8,0; 8,5; 9,0 olarak degistirildi. Bu
cozeltilerde tampon derisimi 0,1 M’ di. Her bir ¢6zelti + 0,30 V’ da ki akim degerleri
icin Boliim 3.12° de ki sekilde okunarak pH’ ya kars1 grafige gecirildi ve optimum
calisma pH’ s1 belirlendi.

3.14.2. Sicakhigin etkisi

Hazirlanan ve karali hale getirilen biyosensoriin cevabina sicakligin etkisini
incelemek amaciyla 25 — 60 °C sicaklik araliginda 8 farkli sicaklikta (25, 30, 35, 40,
45, 50, 55, 60) biyosensdriin 1x10™* M hipoksantine amporemetrik cevabi 6l¢iildii ve

sicakliga kars1 dlgililen akim degerleri grafige gecirildi.
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3.14.3. Substrat derisiminin etkisi

Boliim 3.7 deki gibi hazirlanan ve kararli hale getirilen biyosensoriin ksantine
cevabinin ve ¢alisma arligmin  belirflenmesi icin  5x10°-1x10° M derisim
araligindaki hipoksantin ¢dzeltilerine karsi biyosensoriin  amporemetrik cevabi
Olciildii ve hipoksantin derisimine kars1 grafige gecirildi(Michaelis — Menten egrisi).
Bu grafikten yararlanilarak biyosensoriin tayin sinir1 ve ¢aligma aralii belirlendi.
Ayrica elde edilen verilerden Lineweaver — Burke Grafigi ¢izildi ve ksantin oksidaz

enzimine 0zgii olan Ky gozlenen, Vs gdzlenen degerleri belirlendi.

3.14.4. Enzim elektrodunun tekrar kullanabilirliginin belirlenmesi

Boliim 3.7° e gore hazirlanan ve dengeye getirilen biyosensoriin optimum sartlarda
tekrar kullanilabilirligini belirlemek igin 1x10* M hipoksantin derisiminde arka
arkaya yapilan 20 ol¢lim sonucu elde edilen amperometrik cevap akimlarina karsi
Olcme sayisi grafige gecirildi ve bu grafikten Slgiilen akim degisimleri kullanilarak

aktiflikteki azalma degeri hesaplandi.

3.14.5. Enzim elektrodunun raf omriiniin belirlenmesi

Hazirladigimiz biyosensoriin raf omriiniin belirlenmesi amaciyla 30 giin boyunca
biyosensor +4 °C de buzdolabinda bekletildi ve farkli giinlerde 7 defa olmak iizere
sabit hipoksantin derisimde (1x10* M) amporemetrik cevabi Slgiildii. Saklama
stiresine karsi amperometrik cevap grafigine gecirilerek enzim elektrodun raf dmrii

belirlendi.
3.15. Balik Eti Numunesinde Hipoksantin Tayini
Balik eti numunesini hazirlamak igin, 3 gram balik eti karistiricidan gegirildi ve 15

mL saf su ile homojenize edildi. Ardindan bu karigim siiziildii ve siiziintii 100 mL’ ye

tamamlandi [58].
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Tayin icin standart ekleme yonteminden yararlanildi ve Bolim 3.7° de ki gibi
hazirlanan enzim elektrodun balik etindeki hipoksantin miktarinin belirlemesi
amaciyla, liglii elektrot sistemli elektrokimyasal hiicre kullanildi. Bu hiicrede ¢alisma
elektrodu olarak hazirlanan enzim elektrot, karsit elektrot olarak platin tel ve referans
elektrot olarak da doymus kalomel elektrot kullanildi. Elektrokimyasal hiicreye pH’
st 7,75 olan fosfat tampon ¢dzelti, hiicre i¢i derisimi 1x 10 M metilen mavisi ve 0,1
M sodyum perklorat ¢ozeltisi ilave edildi. Hazirlanan hiicre i¢inden 5 dakika argon
gaz1 gecirildi. +0,30 V sabit potansiyelde enzim elektrodun kararli hale gelmesinden
sonra, kararli akim degeri kaydedildi ve hiicreye hazirlanmis balik eti nunumesi
cozeltisinden 1 mL ilave edildi. Hiicreden 300 saniye oksijensiz argon gazi gegirildi,
300 saniye karigtirildi ve 200 saniye +0,30 V sabit potansiyel uygulanip hiicreden
gecen akim kaydedildi. Ardindan hiicreye sirasiyla 1x107, 2,5x107, 5x10° M
hipoksantin ¢dzeltileri ilave edildi ve sirasiyla ayni akim okuma iglemleri uygulandi.
Bu islem bir, iki, bes, yedi giinliik balik numunelerinde tekrarlandi ve tazeligini

PR

yitiren balik numunesinde hipoksantin miktarinin nasil degistigine bakildi.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu calismada ksantin ve hipoksantine duyarli bir amperometrik enzim elektrot
hazirlandi. Bu amagla platin bir yilizey tiizerine iletken polimer olan polipirol-
polivinilsiilfonat kaplandi. Calismada amporemetrik bir biyosensor yapilmasi
diisiincesi, ksantin oksidaz enzimi varlifinda ksantini veya hipoksantini asagidaki

reaksiyona gore hidrojen peroksit olugturmasina dayanmaktadir [1].

Hipoksanth + O, +H,Q —Xninksid_, gaantin+ H,0,

Ksantin oksidaz

Ksantin + O, + H,0 —22%% , (rik asit + H,0,

Bilindigi iizere hidrojen peroksit platin elektrot yiizeyinde sabit bir potansiyelde
asagidaki reaksiyona gore ylikseltgenmektedir [1, 40, 41].

H,0, » O, +2H" +2¢

Yiikseltgenmenin meydana geldigi bir potansiyelde calisildiginda devreden gegen
anodik akim olusan hidrojen peroksidin derisimi, dolayisiyla ksantin derisimi ile
orantilidir [1, 5]. Bu ¢alismada ksantin oksidaz enziminin polipirol-polivinilsiilfonat
iceren filme hapsetme yoOntemiyle immobilizasyonu ile hazirlanan biyosensoriin
calisma prensibi benzer reaksiyonlara dayanmaktadir. Yapilan c¢aligmalarda iiriin
olarak olusan iirik asidin de yiikseltgenmenin meydana geldigi potansiyellerde
yiikseltgendigi ve devreden gecen anodik akimin sadece olusan hidrojen peroksitten
degil iirik asitten de kaynaklandigi tespit edilmistir ve bu girisimin engellenmesi
gerekti. Ortamda metilen mavisi bulundugunda ksantinin {irik aside doniistimii
sirasinda reaksiyonu katalizleyen ksantin oksidazdan elektron alicis1 olarak metilen
mavisi gorev yapar [10]. Bu nedenle oksijensiz ortamda ortama metilen mavisi
katilmasima karar verildi. Boylece ortamda oksijen olmadigi zaman ksantin
oksidazdan elektron alicist olarak metilen mavisi gorev yapti ve kendisi kimyasal
reaksiyonla indirgenmis formuna doniisiirken hipoksantin veya ksantinde kimyasal

olarak trik aside yiikseltgendi. Olusan {irik asit ise elektroaktif {iriin oldugundan
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uygulanan potansiyelde referans elektrota kars1 elektrokimyasal olarak yiikseltgendi
ve ylkseltgenmenin meydana geldigi potansiyelde calisildiginda devreden gecen
anodik akim olusan {irik asit derisimi, dolayisiyla ksantin veya hipoksantin derigimi
ile dogru orantili oldu. Bu ¢alismada kullanilan metot 6rnegine literatiirde herhangi
bir sekilde karsilasiimamistir. Bu nedenle ¢alismamiz orijinal bir ¢alismadir. Bu
calismada Pt/PPy-PVS elektrodu ile enzimatik reaksiyon sonucunda olusan iirik
asidin dolayisiyla ksantinin veya hipoksantinin 6l¢iilmesinde ¢ozeltide ve elektrot

yilizeyinde gerceklesen olaylar sematik olarak Sekil 4.1° de gosterilmektedir.

.
]

METLEN MAVSIND) o, |  Enzim i
Elektmbkirmaal L
reaksiyon
2e :
o METLEN MAVS Eei .

Pt FPPv-Fc
Biwkirnymsal reakayon

Sekil 4.1. Ksantinin iirik aside yiikseltgenmesi sirasinda elektrot ylizeyinde
gerceklesen elektron aktarimi

Semaya gore ksantin elektronlarin1 enzime vererek iirik aside yiikseltgenir.
Elektronlar1 alan enzim indirgenir, enzimin aktif merkezindeki elektron aktarimlari
Boliim 2.2 de anlatildig1 gibi gerceklesir. Yeni bir substrat molekiilii ile reaksiyona
girebilmesi i¢in enzimin yeniden yiikseltgenmesi gerekir, bu nedenle enzim
elektronlart metilen mavisine vererek yeniden yiikseltgenmis hale gecer. Ortamda
yeterli derisimde metilen mavisi oldugundan substrat bitene kadar enzim
elektronlarini metilen mavisine aktarmaya devam edip enzim yiikseltgenmis haline
doner. Ardindan olusan {irik asit +0,30 V da elektrot yiizeyinde elektrokimyasal
olarak yiikseltgenir. Metilen mavisi burada oksijen gorevi géormekte ve enzimden

gelen elektronlar alip indirgenmektedir. Calismada enzim elektrodun hazirlanmasi
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icin optimum kosullar, calisma pH’ s1, calisma sicakligi, raf Oomrii ve
tekrarlanabilirligi gibi parametreler incelenmis ve ilgili sonuglar ve yorumlar asagida
verilmigtir. Son olarak ise balik eti numunesinde, balik eti tazeligine bagli olarak

hipoksantin miktarinin nasil degistigi incelendi ve yorumlamdi.

4.1. Platin Yiizeye Polipirol-polivinilsiilfonat Kaplanmasi

Pt yiizeye polipirol-polivinilsiilfonat kaplanmasi ile ilgili literatiirde pek ¢ok calisma
mevcuttur [28]. Ancak bizim c¢alistigimiz sartlarda ve sistemlerde kaplama
kosullarimin belirlenmesi gerekmekteydi. Bu amagla platin yiizeye polipirol-
polivinilsiilfonatin elektropolimerlesmesi ¢evrim alinarak polimerlestirme yoluyla
kaplama yapildi, ¢ilinkii literatiirde elektropolimerlesme i¢in ¢evrim alinarak yapilan
kaplamalarin daha homojen oldugu belirtilmektedir [45]. Cevrim alarak kaplama
yapmamizin diger bir nedeni ise, yaptigimiz sistemde yiik sayarak film kalinligini
tespit etmek miimkiin olmadigindan ¢evrim yolu ile bagil film kalinliklarinin etkisini
incelemekti. Platin elektrot yiizeyinin polipirol-polivinilsiilfonat ile ¢evrim alinarak
kaplanmasinda ¢evrim -1,0 V - +2,0 V potansiyel araliginda yapildi. Elektron
ylizeyindeki filmin kalinlagsmasi ile elektron aktarimi zorlasmakta ve akimda
azalmalar meydana gelmektedir. PPy-PVS filmin renginin kalinlik artik¢a siyah renk
oldugu goriildii. Hazirlanan Pt/PPy - PVS elektrot ylizeyindeki filmin taramali
elektron mikroskobu ile ¢ekilen fotografi Resim 4.1° de goriilmektedir. Bu fotografta
polipirol-polivinilsiilfonatin seklinin diizensiz karnabahar oldugu gozlendi. Filmin
icerigindeki atomlarin tespitinde ise polipirol-polivinilsiilfonat yapisinda bulunan
azot karbon hidrojen ve oksijen gibi atomlar1 cihaz goremedi, ¢linkii bu atomlari

teshis edebilecek giicte degildi.
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Resim 4.1. Polipirol-polivinilsiilfonat filmin SEM ile alinmis fotografi

4.2. Platin/polipirol-polivinilsiilfonat Elektrodun Hidrojen Perokside Duyarhhg:

Platin elektrodun yiizeyi polipirol-polivinilsiilfonat ile kaplandiginda hidrojen
perokside duyarliligin olup olmayacagini incelemek amaciyla Boliim 3.3 deki gibi
hazirlanan Pt/PPy-PVS elektrodun hidrojen perokside duyarliligi incelendi. Bu
amacla hidrojen peroksit derisime karst + 0,70 V da elde edilen akimlar grafige
gecirildi ve elde edilen sonuglar Sekil 4.2° dedir. Buradan da goriilecegi gibi 1x107-
1x10 M hidrojen peroksit derisim arahginda polipirol-polivinilsiilfonat kaplanmus

elektrodun hidrojen peroksite dogrusal cevap verdigi gosterildi.
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Sekil 4.2. Pt/PPy-PVS kullanilarak hidrojen peroksit derisimi ile akim arasindaki
iliskinin incelenmesi

4.3. Calisma Potansiyelinin Belirlenmesi

Biyosensor yapimu i¢in kullanilacak Pt/PPy-PVS elektrodunun hidrojen perokside
duyarliligt  incelenirken, hidrojen peroksidin yiikseltgenmesi ic¢in ¢esitli
potansiyellerde ¢caligmalar yapilarak hidrojen peroksit derisimine karsi akim degerleri
grafige gecirildi (Bkz. Sekil 4.3). Sekil incelendiginde, akim degismelerinin en
yiiksek oldugu egrinin +0,70 V, +0,60 V ve +0,50 V elde edildigi gozlendi ancak bu
potansiyelde numune ortaminda bulunan ksantin ve hipoksantin disindaki maddeler
kolaylikla ytiikseltgenebileceginden bu potansiyelde ¢aligmamaya karar verdildi.
Sonug olarak akim sigramalarinin yiiksek, dogrusallifin en iyi oldugu ve girisim

etkisinin en diisiik oldugu +0,30 V’ luk potansiyelde calismaya karar verildi.

Literatiirde farkli potansiyelde calismalara rastlanmistir. Bunlarin biiyiik bir kismi
+0,70 V olmak iizere +0,60 V ve + 0,20 V daki ¢alismalarda bulunmaktadir [6, 23,
59].
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Sekil 4.3. Calisma potansiyelinin belirlenmesi i¢in hidrojen peroksit derigsimine karsi
akim grafigi

4.4. Platin/ polipirol-polivinilsiilfonat (Pt/PPy-PVS) Elektrodunda Girisim
Etkisi

4.4.1. Platin/polipirol-polivinilsiilfonat elektrodunun + 0,3 V da iirik aside
duyarhhgi

Boliim 3.3° deki gibi hazirlanan Pt/PPy-PVS elektrodunun iirik aside duyarli olup
olmadig1 incelendi. Bu amagla iirik asit derisimine karst + 0,30 V da elde edilen
akimlar grafige gecirildi ve elde edilen egri Sekil 4.4’ de verildi. Buradan da
goriilecegi gibi hazirladigimiz elektrot artan {irik asit derisimlerine orantili sekilde
artan akim verdi. Bu ise ksantin oksidazin katalizledigi, ksantinden iirik asit ve
hidrojen peroksit olusmasi reaksiyonunda devreden gegen anodik akimin iirik asit ve
hidrojen peroksitten kaynaklanacagini gostermektedir. Sonu¢ olarak ortamdan ya

irik asidin ya da hidrojen peroksidin uzaklastirilmasi gerekti.
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Sekil 4.4. Pt/PPy-PVS elektorudu kullanilarak {irik asit derisimi ile akim arasindaki
iliskinin incelenmesi

4.4.2. Platin/polipirol-polivinilsiilfonat elektroduna + 0,3 V’ da iirik asit girisim
etkisi

Boliim 3.3’ de hazirlanan Pt/PPy-PVS elektrodunun ¢alisma potansiyeli olarak karar
verilen +0,30 V’ da elektrokimyasal hiicrede tek basina lirik asit, tek basina hidrojen
peroksit ve ikisinin karigimi bulundugu zaman nasil bir anodik akim farki verecegi
arastirildi. Bunun icin sabit bir calisma derigimi olarak 1x10™* M substrat derisimi
secildi ve ayni sartlar altinda hiicreden gegen anodik akimlar karsilastirildi. Sonug
olarak tek basina devreden gecen hidrojen peroksit anodik akimi yaninda tek basina
devreden gecen firik asit anodik akiminin daha diisiik oldugu gozlendi ancak {irik asit
ve hidrojen peroksit ayn1 elektrokimyasal hiicre i¢inde bulunduklarinda devreden tek
baslarina verdikleri anodik akim toplami kadar anodik akimin gectigi goézlendi. Bu
durum sayisal olarak anlatilmak istendiginde hidrojen peroksit ve {irik asidin ikisinin
birlikte bulundugu hiicrede iirik asidin hidrojen peroksit anodik akimima % 13’ luk

bir girisim yaptig1 gézlendi.
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4.4.3. Platin/polipirol-polivinilsiilfonat elektroduna + 0,3 V’ da ksantin girisim

etkisi

Boliim 3.3° de hazirlanan Pt/PPy-PVS elektrodun calisma potansiyeli olarak karar
verilen +0,30 V’ da ksantine duyarli olup olmadigi incelendi. Bu amagla ksantin
derisimine kars1 +0,30 V da elde edilen akimlar grafige gegirildi ve elde edilen egri
Sekil 4.5° de verildi. Sekilden de goriildiigli gibi artan ksantin derisimlerine karsi
anodik akimda herhangi bir degisim olmadi. Buda bize g¢alisma potansiyelinde

substrat olarak kullanacagimiz ksantinin girisim yapmadigini1 gosterdi.

B0 1
B0 o+ # +

40 - +0.30V
Ai(uA)

0 010 0.70 0.30 0.40 0.50
ksantin derisimilmM)

Sekil 4.5. Pt/PPy-PVS elektorudu kullanilarak ksantin derisimi ile akim arasindaki
iliskinin incelenmesi

4.5. Enzim Biyosensoriiniin Hazirlanmasi

Ksantin ve hipoksantin duyarli bir biyosensdr hazirlamak amaciyla optimum
kosullarda polipirol-polivinilsiilfonat filme ksantin oksidaz enzimi immobilize edildi.
Literatiirde iletken polimerler {izerine immobilizasyon igin ¢esitli metotlar
verilmektedir [33, 37, 44, 55, 57]. Yaptigimiz ¢alismada ksantin oksidaz enzimini
poipirol-polivinilsiilfonat filme hapsetme yontemini ile immobilize edildi [6]. Bunun
icin ksantin oksidaz enzimi, polipirol ve polivinilsiilfonattan olusan ¢6zelti hazirladik

ve elektrokimyasal olarak platin levhaya immobilize olmalar1 saglandi. Polipirol
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polimerlesme reaksiyonu sirasinda, yiikseltgenen monomer olan polipirol radikal
katyon olusturdu ve yeni monomer katilmasini takibenden elektron aktarimlari
sonucunda yiizeyde art1 yliklii polipirol polimer zincirleri olustu. Bu olusum sirasinda
ortamda negatif yiiklii olarak bulunan polivinilsiilfonat polimeri ve negatif yiikli

olarak bulunan ksantin oksidaz enzimi elektrostatik ¢ekim ile yiizeye tasindi.

Immobilizasyon isleminden sonra elektrot yiizeyinin SEM analizleri yapildi (Resim
4.2). Filmin igerigine bakildiginda PPy-PVS filmindekinden farkli olarak

dallanmalarin oldugu goriilmiistiir.

Resim 4.2. Enzim elektrodun SEM ile alinmis fotografi
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4.6. Enzim Elektrodun Ksantine Duyarhihiginin Belirlenmesi

Pt/PPy-PVS elektrodunun hidrojen perokside duyarli oldugu yapilan c¢aligmalarda
gosterilmisti. Ayni sekilde enzim elektrodunda ksantine duyarli olmasi beklendi.
Bunun i¢in elektrodun 3.8 de anlatildig1 sekilde ksantine duyarli olup olmadigi
belirlendi ve ksantin derisimine karst amporemetrik akim farklar1 grafige gegirildi
(Bkz. Sekil 4.6). Sekilden de goriilecegi gibi bu sekilde hazirlanan enzim elektrodun

ksantine duyarli oldugu goriildi.

+0.30V

R* = 0.9962

ksantin derisim(mM)

Sekil 4.6. Enzim sensoriiniin ksantine duyarliliginin incelenmesi

4.7. Enzim Elektroda Urik Asidin Girisim Etkisinin Incelenmesi

Hazirladigimiz Pt/PPy-PVS elektrot hidrojen peroksit derisimi yaninda {irik aside de
duyarliydi artan derisim miktarlarina orantili olarak anodik akim vermisdi. Bu
girisimin enzim elektrotta da olup olmadigini anlamak i¢in B6liim 3.9 da anlatildig:
sekilde ilk olarak ksantin daha sonra iirik asidin tek baslarina olusturduklar1 akimlar
belirlendi ve ardindan ayni derisime denk gelecek sekilde hazirlanan iirik asit ve
ksantin karisiminin olusturdugu akim degeri okundu. Sonug¢ olarak Pt/PPy-PVS
elektrotta oldugu gibi enzim elektrotta da iirik asidin girisi yaptig1 ve ksantin ve tirik

asit karigiminda tek baslarina verdikleri akimin toplami1 kadar akim verdigi gozlendi.
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Sonu¢ olarak bu girisimin ortadan kaldirilmasi i¢in bir ¢6ziim yolu bulunmasi
gerekti. Bunun i¢inde ya ksantinden ksantin oksidaz katalizliginde olusan hidrojen
peroksidin ya da ayni sekilde olusan iirik asidin ortamdan uzaklastirilmasina karar

verildi.

4.8. Metilen Mavisinin indirgenme Potansiyelinin Belirlenmesi

Enzim elektrodun en iyi ¢alisma kosullarin1 belirlemek i¢in yapilan ¢aligmalarda
goriildi ki sadece hidrojen peroksit duyarli elektrot olarak tasarlanan enzim elektrot
ayni zamanda ayni ortamda iirlin olarak olusan iirik aside de duyarlilik gosterdi. Bu
sorun i¢in literatiirden edinilen bilgiden yararlanildi. Ortamda metilen mavisi
varliginda hipoksantinin {irik aside doniisiimii sirasinda reaksiyonu katalizleyen
ksantin oksidazdan elektron alicis1 olarak metilen mavisi gorev yapar [10]. Bu
bilgiden yararlanilarak ortam oksijensiz hale getirilerek hipoksantin ya da ksantinin
metilen mavisi varliginda ksantin oksidaz enzimi katalizliginde sadece iirik asit
olugturmasi ve olusan irik asidinde elektroaktif tiir olmasindan dolayr ¢alisma
potansiyelinde elektrokimyasal olarak yiikseltgenip ksantin veya hipoksantine denk
gelecek anodik akimi olusturmasi diisliniildii. Bu diisiincenin uygulanabilmesi i¢in
calisma potansiyelinde metilen mavisinin yiikseltgenmemesi gerekiyordu. Calisilan
potansiyelde metilen mavisinin yiikseltgenip ylikseltgenmedigini anlamak ig¢in
doniistimlii voltametri ile metilen mavisinin indirgenme potansiyeli -0,75 V olarak
belirledi. Metilen mavisinin indirgenme potansiyeli yorumladiginda ¢alistigimiz
potansiyelde yiikseltgenecek bir deger olmadigi sonucuna varildi ve bu yontemde

caligsmaya karar verildi.

4.9. Platin/polipirol-polivinilsiilfonat Elektrodunun Metilen Mavili ve Oksijensiz

Ortamda Ksantin Derisimine Duyarhhg

Yonteme karar verildikten sonra bu yontemle Pt/PPy-PVS elektrodun serbest enzimli
ortamda ksantine duyarli olup olmadigi belirlendi. Bunun i¢in Bolim 3.11° de
anlatildig1 gibi elektrodun ksantin derisimine duyarli olup olmadigi incelendi ve

Sekil 4.7’ da goriildigi gibi elektrodun ksantine duyarli oldugu belirlendi. Sonug
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olarak hipoksantin veya ksantin substrat1 serbest ksantin oksidaz katalizorliiglinde
oksijensiz ortam ve metilen mavisi varliginda kimyasal olarak iirik asit olusturdu ve
olusan lrik asitte elektrokimyasal olarak yiikseltgenip ksantin veya hipoksantine

karsilik gelen bir anodik akim olusturdu.
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Sekil 4.7. Pt/PPy-PVS elektrodunun oksijensiz ortam metilen mavisi varliginda
ksantine duyarlilig

4.10. Enzim Elektrodun Metilen Mavili ve Oksijensiz Ortamda Ksantine ve

Hipoksantine Duyarhhg:

Pt/PPy-PVS elektrodunun metilen mavisi varliginda ve oksijensiz ortamda ksantine
duyarli oldugu gosterildi. Bu durumun enzim elektrot i¢inde gegerli olup olmadigini
anlamak i¢in Boliim 3.12 ve Boliim 3.13° de anlatildig: sekilde elektrodun ksantine
ve hipoksantine duyarlilig1 arastirildi. Yapilan deneyler sonunda enzim elektrodun

Sekil 4.8 ve Sekil 4.9 de hipoksantin ve ksantine duyarli oldugu gosterildi.
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Sekil 4.8. Enzim elektrodunun oksijensiz ortam metilen mavisi varliginda hipoksan-
tine duyarlilig1
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Sekil 4.9. Enzim elektrodunun oksijensiz ortam metilen mavisi varliginda ksantine
duyarlilig
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4.11. Enzim Elektrodun En iyi Cahisma Kosullarn

Enzim elektrotlarinin cevabina etki eden ¢esitli parametreler vardir. Bunlar ¢ozeltinin
pH’ s1, sicakligi, substrat derigimi, raf Omrii ve tekrarlanabilirlik degiskenleridir. Bu
calismada hazirladigimiz ksantin biyosensoriiniin amperometrik cevabina s6z konusu

olan degiskenlerin etkisi incelendi ve ilgili sonuglar asagida verildi.

4.11.1. pH etkisi

pH, enzim aktifligini etkileyen faktorlerden birisidir. Her enzimin aktifliginin en
yiiksek oldugu bir pH degeri vardir. Ornegin; midede bir sindirim enzimi olan pepsin
pH 2-4 de en yiiksek aktifligini gosterirken, tripsinin en yiiksek aktifligi gosterdigi
pH degeri 8-10 olarak verilebilir. Bu nedenle her enzimin en uygun ¢alisma pH
’sinin belirlenmesi gerekmektedir. Ksantin oksidaz i¢in bu pH’ nin tespitinde,
1,0x10™ M sabit hipoksantin derisiminde, pH degistirilerek, akim farklar1 Slgiildii ve
grafige gecirildi. Bu grafikten de goriildiigii gibi ksantin oksidaz i¢in en uygun pH’
nin 7,75 oldugu goriilmektedir (Sekil 4.10). Bu deger literatiir verilerinin bir¢ogu ile
uyumludur [15]. Ksantin tayininin yapildigi biyosensoér ¢alismalarinda, 7,75’ den
farkli pH larda da (pH 8,0 ve 9,0) calismalar yapildig1r goriilmektedir. Bu farkin
immobilize edilen polimer materyali ve immobilizasyon tiiriiniin farkli olmasindan
ileri geldigi sdylenebilir [8, 42].

0.45 1

035 | +0.30V

Ai(pA) D75 A
015 1

0.0

pH

Sekil 4.10. Biyosensoriin hipoksantine duyarliligina pH nin etkisi
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4.11.2. Sicaklik etkisi

Enzimlerin aktifligi sicaklikla biiylik oranda degigsmektedir. Her enzimin optimum
aktifligi gosterdigi bir sicaklik vardir [21]. Bu nedenle, hazirladigimiz ksantin ve
hipoksantin biyosensoriiniin cevabinin sicaklikla nasil degistiginin incelenmesi
olduk¢a 6nemlidir. Bu amagla, hazirlanan biyosensoriin amperometrik cevabi sabit
hipoksantin derisiminde (1,0x10* M) gesitli sicakliklarda incelendi ve sicaklik °C —
akim farki (Ai) grafigi ¢izildi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Biyosensoriin hipoksantine duyarliligina sicakligin etkisi

Sekilden de goriildiigli gibi, akim farklarinin 55 °C ye kadar arttig1 ve daha sonra
azalmaya bagladig1 belirlendi ve en yiiksek akim farkinin 50 °C’ de elde edildigi
gbzlendi. Bu sicakligin istiinde enzimin termal denatiirasyona ugradigini
sOyleyebiliriz. 55° C 'nin enzimler i¢in yiiksek bir sicaklik oldugu diisiincesiyle bu
sicaklik uygun olarak secilmedi. Daha c¢ok sayida ¢alismada kullanilabilmesi ve
calisma kosullarinin kolay olmasi nedenlerinden dolay1r 25 °C calisma sicakligi

olarak se¢ildi [29,47].
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4.11.3. Substrat derisimi etkisi

Hazirlanan  ksantin  ve  hipoksantin  biyosensdriiniin, analitik amagclarla
kullanilabilecegi dogrusal ¢alisma arahigmi belirlemek icin 1,0x107 — 1,0x10~ M
derisim aralifinda hazirlanan bir seri ¢ozelti i¢in akim degisimleri kaydedilerek

grafige gecirildi (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Biyosensoriin amperometrik cevabina hipoksantin derigiminin etkisi

1x10™ M’ a kadar olan kisimda iki tane dogrusal bolge goriilmektedir. Bunlardan biri
1,0x10° — 9,0x10° M digeri, 1,1x10™ — 7,0x10™* M araliklaridir [29]. Diisiik derisim
aralig1 icin grafik Sekil 4.13.” de verildi. Bu grafigin dogrusalliginin oldukga iyi
oldugu ve kantitatif amagla ksantin tayini i¢in kullanilabilecegi soOylenebilir.
Hazirladigimiz ksantin biyosensérii igin alt tayin smr1 1,0x10”7 M olarak belirlendi.
Sekilden hipoksantin derigiminin 1,0x10° M dan daha yiiksek oldugu durumlarda
akimin sabit kaldigi ve bundan da ksantin oksidaz enziminin hipoksantine doydugu

sOylenebilir. Enzimler i¢in bir spesifik bir veri olan Ky goézlenen sabitini bulmak
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amaciyla hipoksantin derisimine karsi akim degisimi verilerinden yararlanildi ve
(1/[hipoksantin])-1/Ai grafigi (Linewear — Burke) cizildi (Sekil 4.14). Bu egrinin x
eksenini kestigi degerden —1/Ky degeri bulundu ve buradan Ky gozlenen degeri
0,0154 mM ve Vs gozlenen degeri 1,203 pA/dakika olarak hesaplandi. Ky,
enzimler ic¢in spesifik sabit bir degerdir. Enzimin substrata karsi ilgisinin bir
Olciisiidiir, eger Ky degeri biiyiikse enzimin substrata karsi ilgisinin az, Ky degeri
kiigiikse enzimin substrata karsi ilgisinin fazla oldugundan bahsedilir. Vs /Ky orani
bliyiilk olan enzimin aktifligisi yiikksek anlamina gelmektedir. Hazirlanan
biyosensoriin hipoksantine ilgisini gosteren Ky gozlenen degeri 0,0154 mM iken
literatlirlerde verilen Ky  gozlenen degerleri 7 mM; 1,11 mM; 0,04 mM dir
[1,2,8,12]. Enzimatik reaksiyon bir tasiyici ortam lizerinde gergeklestiginden, her
tastyict ortamda enzimin substrata ilgisi ayn1 olmamaktadir, bu nedenle Ky gozlenen

degerlerinde farkliliklar g6zlenmesi normaldir.
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Sekil 4.13. Hipoksantin biyosensorii icin kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.14. Biyosensoriin hipoksantine duyarliligini gdsteren Lineweaver — Burk
grafigi

4.11.4. Enzim elektrodun tekrar kullanilabilirligi

Hazirlanan enzim elektrodun tekrar kullanilabilirligi Bolim 3.14.4° de anlatildig
gibi, incelendi ve ardi ardina yapilan 6lgiimler sonucu elde edilen akim degisimleri,
Ol¢iim sayisina kars1 grafige gecirildi (Sekil 4.15). Sabit hipoksantin derisiminde
(1,0x10™ M) yapilan 20 Ol¢iim sonucunda elde edilen akim degisimlerinden

hesaplanan bagil standart sapma % 26,0 olarak hesaplandi.
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Sekil 4.15. Enzim elektrodun tekrar kullanilabilirliginin 20 6l¢tim sonucuna gore
incelenmesi

4.11.5. Raf omriiniin belirlenmesi

Enzim elektrodunun buzdolabinda (+4 °C) fosfat tamponu i¢inde (pH= 7,75 )
bekletilerek, cesitli giinlerde Slgiilen akim degerlerinden raf dmriiniin belirlenmesi
caligmas1 Bolim 3.7.9° da anlatildigi gibi yapildi. Saklama siiresine karsi akim

degisimi degerleri grafige gecirildi (Sekil 4.16.).
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Sekil 4.16. Biyosensoriin raf omrii
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Sabit hipoksantin derisimi (1,0x10* M ) kullamlarak yapilan calismada, ilk bir hafta
akim degisiminin ayni kaldigi, 7- 10 giin icinde akimda hizli bir diisme oldugu
gozlendi. 11- 21 giin i¢inde akimda ¢ok fazla degisiklik goriilmedigi, 21 glinden
sonra akimda diismelerin basladig1 ve 30. giin sonunda hipoksantin biyosensoriiniin
baslangic amperometrik cevabinin %49 ini gosterdigi goriildi. Bu da bize
hazirladigimiz biyosensoriin ¢ok uzun siire kullanilamayacagini gostermektedir.
Biyosensoriin amperometrik cevabinin zamanla diismesi su sekilde agiklanabilir.
Enzimler kullanilmadiklar1 zaman uygun kosullarda muhafaza edilsin veya
edilemesin zamana karsi aktiflik kaybina ugrarlar. Serbest enzimlerde bu kayip daha
hizli olurken immobilize enzimlerde aktifligin daha uzun siire korundugu yapilan
aragtirmalardan bilinmektedir. Bu aktiflik kaybinin sebepleri sunlar olabilir: Enzimin
aktif merkezinin geometrik seklinde sicakligin, havanin ve bazi kimyasal maddelerin
etkisi ile degisiklikler meydana gelmesi ya da aktif merkezdeki gruplarin
cevresindeki diger gruplarla etkilesmesi sonucu meydana geldigi diisiiniilebilir. Bu
nedenle biyosensoriin kullanilmadigi siire i¢inde Omriiniin azalmasi s6z konusu
olmaktadir. Biitin bu ¢aligmalar sonucunda, hazirladigimiz hipoksantin

biyosensoriiniin 6zellikleri ve optimum calisma kosullar1 Cizelge 4.1.” de 6zetlendi.

Cizelge 4.1. Hazirlanan biyosensoriin 6zellikleri ve optimum kosullari

Degiskenler Optimum kosullar

Sicaklik 25°C

pH 7,75

Calisma aralig1 1,0x107 - 1,0x10° M

Tayin sinir1 1,0x 107 M

Tekrarlanabilirlik 20 6lgtim sonucundaki bagil standart sapma %26,0

Raf omrii 30 giin sonunda enzim elektrot baslangic amperometrik
cevabinin %49’ini korumaktadir.

Ksantin oksidaz 0,0154 mM, 1,203 pA/dakika

enziminin Km gézlenen

ve Vmax g0zlenen degeri
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4.12. Balik Eti Numunesinde Hipoksantin Tayini

Balik eti numunelerinde Bolim 3.15° de anlatildigi sekilde yapilan calismalarda
balik eti tazeligini yitirdikge balik eti dokusunda olusan hipoksantin miktarinin
artmasi beklendi [15]. Bu miktar artmasi piirin niikleotitlerinin yikimi sonucu olusan
hipoksantinden meydana gelmektedir. Bunun i¢in Tiirkiye’ de cok tiiketilen ve en
¢ok bulunan balik olan ¢ipura balik tiirii se¢ildi. Bu balik tazelikleri bir giinliik, iki
glinliik, 5 giinliik ve 7 giinliik balik olmak {izere depolandi ve Bolim 3.15° de
anlatildig1 sekilde analize hazirlandi. Balik eti i¢inde bulunan hipoksantin miktarini
dogru bir sekilde tayin edebilmek icin standart ekleme metodundan yararlanildi bu
yontemle tazelikleri farkli olan balik numunelerindeki hipoksantin miktar1 tayin
edildi. Sekil 4.17, Sekil 4.18, Sekil 4.19 ve Sekil 4.20° de x eksenini kesim
noktasindan hipoksantin miktar1 tespit edilmistir ve gerekli seyreltme islemleri
yapildiktan sonra balik numunesinde bulunan hipoksantin miktar: tayin edilmistir.
Giinliik balik icin 3,125 10 M, iki giinliik balik i¢in 1,053% 10 M, bes giinliik
balik icin 1,11x 10% M ve yedi ginlik balik siiziintisi icin 1,54x 102 M
bulunmustur. Sonuglar beklenildigi gibi ¢ikmistir ve balik eti tazeligini yitirip
eskidikce i¢indeki hipoksantin miktarmin artig1 gosterilmistir. Ayrica balik 6ldiikten
bir giin sonra hipoksantin miktarinda otuz kat artis goriiliirken daha sonraki giinlerde

bu kadar biiyiik bir artig goriilmemistir.
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Sekil 4.17. Standart ekleme yontemi ile giinliik balik etinde tayin edilen hipoksantin
miktar1
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Sekil 4.18. Standart ekleme yontemi ile iki giinliik balik etinde tayin edilen hipoksan-
tin miktar1
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4.13. Sonug¢
Bu c¢aligmada hazirlamis oldugumuz hipoksantin biyosensorii;

1) Genis bir derisim araliginda (1,0x10” - 1,0x10~ M) ¢alisabilmektedir,

2) Tayin sir1 (1,0x107 M) diisiiktiir,

3) n tekrarlanabilirligi iyi sayilir (20 6l¢lim i¢in bulunan bagil standart sapma %
26,0).

4) Raf omrii ilk bir hafta icin % 98 dir. (30 giin sonra baslangic amperometrik
cevabinin % 49’ ini gostermektedir).

5) Polipirol-polivinilsiilfonat filme immobilize edilen ksantin oksidaz enziminin Ky
gozlenen degeri 0,0154 mM ve Vs gozlenen degeri 1,203 pA/dakika olarak
tespit edildi.

6) Biyosensoriin hazirlanmasi uzun islemler almaktadir, fakat ¢ok sayida kullanimi-

nin maliyeti diisiirmesi ekonomik agidan dnemlidir.

7) Balik eti numunelerinde tazeligi yitirdikge hipoksantin miktar1 artisin1 dogru-

lamagtir.
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