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OZET

FARKLI NANOMALZEMELER iLE GLUKOZ
BiYOSENSORLERININ HAZIRLANMASI VE
UYGULAMA POTANSIYELLERININ ARASTIRILMASI

OZDEMIR, Caglar

Yiiksek Lisans Tezi, Biyokimya Anabilim Dali
Tez Yéneticisi: Dog. Dr. Suna TIMUR
Subat 2010, 69 sayfa

Bu tez projesi kapsaminda, li¢ farkli glukoz biyosensorii tasarlandi.
Piranoz oksidaz (POx) ve glukoz oksidaz (GOx) enzimleri farkli immobilizasyon
metodlariyla elektrot ylizeyine immobilize edildi. Bu sistemlere yonelik

optimizasyon ve karakterizasyon caligsmalar1 yapildi.

Poliamidoamin (PAMAM) temelli piranoz oksidaz biyosensoriine yonelik
yapilan optimizasyon g¢aligmalarma gore optimum enzim miktar1 ve pH; 9,4 U
aktiviteye sahip enzim miktar1 ve 6 olarak bulundu. Bu kosullarda, glukoz igin
dogrusal tayin araligi 0,025 mM-0,5 mM olarak belirlendi. Tekrarlanabilirlik
denemelerinde 0,3 mM glukoz i¢in tekrarli 7 6l¢iim alindi. Standard sapma (S.D)
ve varyasyon katsayisi (c.v) £ 0,011 mM ve % 3,57 olarak bulundu. Operasyonel
kararliligin belirlenmesi amaciyla belirli araliklarla 9 giin boyunca 6l¢iim alindi.
Ik 2 giinde alman 30 6l¢iim sonunda aktivite kayb1 gézlenmedi. 9 giinde alinan
80 oOl¢iim sonunda biyosensér cevabmin % 50 azaldigr gozlendi. Tekrar
iiretilebilirlik ve substrat spesifikligi belirlendi. Ayrica bu sistem FIA sistemiyle
kombine edildi. Bu sistemde ayni kosullar altinda, glukoz i¢in dogrusal tayin
araligr 0,025 mM-1 mM olarak belirlendi. Tekrarlanabilirlik denemelerinde 0,5
mM glukoz i¢in tekrarli 10 6l¢iim alindi. Standard sapma (S.D) ve varyasyon
katsayis1 (c.v) = 0,019 mM ve % 3,69 olarak bulundu. Operasyonel kararliliin
belirlenmesi amaciyla 6 saat boyunca 15 6l¢iim alind1 ve biyosensor cevabinin %
9,3 oraninda azaldig1 goézlendi. Tekrar iiretilebilirlik ve substrat spesifikligi

belirlendi.
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Altin nanopartikiil (AuNP)-polianilin (PANI)/AgCl/jelatin nanokompozit
temelli piranoz oksidaz biyosensorii ikinci sistem olarak gelistirildi. Yapilan
optimizasyon c¢aligmalarina gore optimum enzim miktar1 ve pH; 0,75 U aktiviteye
sahip enzim miktar1 ve 6,5 olarak bulundu. Bu kosullarda, glukoz i¢in dogrusal
tayin araligt 0,05 mM-0,75 mM olarak belirlendi. Tekrarlanabilirlik
denemelerinde 0,25 mM glukoz i¢in tekrarli 6 6l¢iim alindi. Standard sapma (S.D)
ve varyasyon katsayisi (c.v) £ 0,005 mM ve % 2,16 olarak bulundu. Operasyonel
kararliligin belirlenmesi amaciyla 6 saat boyunca 8 6l¢iim alindi ve biyosensor
cevabinin % 12 oraninda azaldig1 gézlendi. AuNP’nin biyosensor cevabina etkisi
ve substrat spesifikligi belirlendi. Son olarak biyosensor, dogal Orneklerdeki
glukoz miktarinin analizi i¢in kulanildi. Biyosensdrden elde edilen veriler referans
metod olarak spektrofotometrik Trinder reaksiyonuna dayanan ticari glukoz deney

kitlerinden elde edilen sonuglarla karsilastirildi.

Manyetik Fe;O4 nanopartikiil temelli glukoz oksidaz biyosensorii liciincii
sistem olarak gelistirildi. Yapilan optimizasyon c¢aligmalarmma gore optimum
biyonanopartikiil miktar1 ve pH; 10 pL ve 6 olarak bulundu. Bu kosullarda,
glukoz i¢in dogrusal tayin araligi 0,25 mM-2 mM olarak belirlendi.
Tekrarlanabilirlik denemelerinde 2 mM glukoz i¢in tekrarli 10 6l¢iim alindi.
Standard sapma (S.D) ve varyasyon katsayisi (c.v) = 0,051 mM ve % 2,51 olarak
bulundu. Operasyonel kararliligin belirlenmesi amaciyla 6 saat boyunca 15 6l¢giim
alind1 ve biyosensor cevabmin % 17 oraninda azaldigi gozlendi. Son olarak
biyosensor, dogal orneklerdeki glukoz miktarinin analizi i¢in kulanildi.
Biyosensorden elde edilen veriler referans metod olarak spektrofotometrik Trinder
reaksiyonuna dayanan ticari glukoz deney kitlerinden elde edilen sonuclarla

karsilagtirildi.

Anahtar Kelimeler: Glukoz biyosensorii, piranoz oksidaz (POx), glukoz
oksidaz (GOx), poliamidoamin (PAMAM), altin nanopartikiil (AuNP), polianilin
(PANI), nanokompozit, Fe;O4 manyetik nanopartikiil.
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ABSTRACT

DESIGN OF GLUCOSE BIOSENSORS
USING DIFFERENT NANOPARTICLES AND THEIR
APPLICATIONS IN GLUCOSE SENSING

OZDEMIR, Caglar

Master of Science Thesis in Biochemistry Department
Supervisor: Dog. Dr. Suna TIMUR
February 2010, 69 pages

In this project, tree different glucose biosensors were designed. Pyranose
oxidase (POx) and glucose oxidase (GOx) enzymes were immobilized on to
electrode surfaces via different immobilization methods. Optimization and

characterization studies were carried out by glucose substrate.

According to the optimization studies, for the polyamidoamine (PAMAM)
based pyranose oxidase biosensor, optimum enzyme amount and pH were found
to be as 9.4 U and 6.0. Under these conditions, linearity for the glucose was in the
range of 0.025 mM and 0.5 mM. As for the repeatability, 7 subsequent
measurements were taken for 0.3 mM glucose. Standard deviation (S.D) and
coefficient of variation (c.v) were calculated as = 0.011 mM and 3.57 %. For the
operational stability, sensor responses were followed during 9 days. First 2 days
30 measurement were carried out and any drop wasn’t observed. At the end of this
period 80 measurement were carried out and 50 % drop was observed.
Reproducibility and substrate specifity of the proposed system was investigated.
Also this system was combined FIA. Under same conditions, linearity for the
glucose was range of 0.025 mM and 1 mM. As for the repeatability, 10
subsequent measurements were taken for 0.5 mM glucose. Standard deviation
(S.D) and coefficient of variation (c.v) were calculated as + 0.0189 mM and 3.69
%. For the operational stability, sensor responses were followed during 6 hours,
15 measurements were carried out and only 9.3 % drop was observed at the end of

this period.
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Pyranose oxidase biosensor based on gold nanoparticles (AuNP)-
polyaniline(PANI)/AgCl/gelatin nanocomposite has been developed for the
second biosensor system. According to the optimization studies, optimum enzyme
amount and pH were found to be as 0.75 U and 6.5. Under these conditions,
linearity for the glucose was in the range of 0.05 mM and 0.75 mM. As for the
repeatability, 6 subsequent measurements were taken for 0.25 mM glucose.
Standard deviation (S.D) and coefficient of variation (c.v) were calculated as +
0.005 mM and 2.16 %. For the operational stability, sensor responses were
followed during 6 hours 8 measurements were carried out and 12 % drop was
observed at the end of this period. Substrate specifity of the proposed system and
effect of AuNP to biosensor response was investigated. Finally, proposed
biosensor was used to analyze glucose content in real samples. Obtained data
from the biosensing system was compared with a commercial enzyme assay kit

based on spectrophotometric Trinder rection as a reference method.

Glucose oxidase biosensor based on magnetic Fe;O4 nanoparticles (Nano-
Fe;O04) has been developed for the third biosensor system. According to the
optimization studies, optimum bionanoparticle amount and pH were found to be
as 10 pL and 6.0. Under these conditions, linearity for the glucose was in the
range of 0.25 mM and 2 mM. As for the repeatability, 10 subsequent
measurements were taken for 2 mM glucose. Standard deviation (S.D) and
coefficient of variation (c.v) were calculated as = 0.051 mM and 2.51 %. For the
operational stability, sensor responses were followed during 6 hours 15
measurements were carried out and 17 % drop was observed at the end of this
period. Finally, proposed biosensor was used to analyze glucose content in real
samples. Obtained data from the biosensing system was compared with a
commercial enzyme assay kit based on spectrophotometric Trinder rection as a

reference method.

Keywords: Glucose biosensor, pyranose oxidase (POx), glucose oxidase
(GOx), polyamidoamine (PAMAM), gold nanoparticle (AuNP), polianiline

(PANI), nanocomposite, Fe;O4 magnetic nanoparticle.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Kisaltmalar Aciklama

mM Milimolar.

L Litre.

pL Mikrolitre.
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I Akim

HA Mikroamper

°C Santigrat Derece
S.D Standart sapma.

Cc.v Varyasyon katsayisi.

CvV Dongiisel voltametri



1. GIRIS
1.1 Biyosensorlere Genel Bakis

Biyosensorler biyospesifik elektrodlardir. Biyokomponentleri
(biyoajanlar1) immobilize halde kullanan, c¢esitli gaz, iyon, ¢Oziinmiis gaz ve
biyolojik maddelerin teshisi, kantitatif tayini ve orijinal sistemlerde izlenmesi
amaciyla gelistirilmis problara BIYOSENSOR denir. Kisaca biyosensdriin gorevi,

biyolojik bir olayin elektriksel sinyale doniistiiriilmesidir.

Tim canlilar yasadiklar1 ortamdaki degisimleri derhal algilayip
yasamlarm siirdiirebilmek igin degisimlere uymaya c¢alisirlar. Iste bu algilama
mekanizmas1 biyosensorlerin in  vitro kullanimi i¢in temel olusturmustur
(Telefoncu, 1999). Canlilarda ilgili mesajlar1 algilamayr saglayan sistemlerin,
analiz sistemleri ile kombinasyonu biyosensorleri olusturmustur (Timur, 2001).
Klasik elektrokimya ile sadece anyon ve katyonlar1 belirleyen sensor
hazirlanabilirken sisteme biyomateryalin de katilmasi ile diger bir¢gok maddenin

tayini miimkiindiir (Telefoncu, 1999)

1.1.1 Biyosensorlerin yapisi ve fonksiyonu

Biyosensorler biyokompenentler (reseptor) ile fiziksel komponentlerden

(transdiiser) olusurlar.

Electroaktif

Madde Elektrot

pH Degisimi pH
Elektrodu

SINYAL

MO Sicaklik Termistor

Antikor
Kiitle Degisimi Piezoelektrik

Biyoaktif :
® Matoryal Sinyal lletici

Sekil 1.1 Biyosensoriin bilesenleri



Biyosensorlerin yapisinda gorev alan biyokomponentler ¢ogu kez reseptor
olarak da adlandirilirlar. Bunlarin i¢inde en yaygm kullanilan enzimler ve
antikorlardir. Transdiiserler, reseptorlerin biyolojik reaksiyonunu olgiilebilir

fiziksel bir sinyale doniistiiriirler. Biyokimyasal reaksiyona gore transdiiser segcilir.

Reseptorlerin  transdiiserler  {izerinde  immobilizasyonu  fiziksel
(adsorbsiyon, polimer, matriste tutuklama vb.) veya kimyasal (kovalent baglama,
bi veya multi fonksiyonel reaktifler ile ¢apraz baglama) yontemleri ile
gergeklestirilir.  Doku  kiiltiirleri,  organeller ve  mikroorganizmalarin
immobilizasyonunda daha cok polimer jellerde tutuklama yontemleri kullanilir.
Polimer matris biyokatalizoriin kacisin1 engellerken kiiciik substratlar ve iiriin

molekiillerinin gecisine engel olmaz (Telefoncu, 1999).

1.1.2 Biyosensorlerin uygulama alanlari

Biyosensorler tip, tarim, gida, eczacilik, ¢evre kirliligi, savunma ve bir ¢ok
endiistriyel aktivitede 6zellikle otomasyon, kalite kontrol, durum tespiti ve enerji

saklanmasida ¢ok onemli rol oynarlar:

e Klinik diyagnostik, biyomedikal sektor

¢ Biyoteknolojide proses kontrolii

e Tarla tarimi, bag-bahge tarimi ve veterinerlik
e Bakteriyel ve viral diyagnostik

e Ilac analizi

e Endiistriyel atik su kontrolii

e (evre koruma ve kirlilik kontrolii

e Askeri uygulamalar

e Maden isletmelerinde toksik gaz analizleri



1.1.3 Biyosensorlerin simflandirilmasi

1.1.3.1 Enzim sensorleri

En genel anlamda bakildiginda diger biyosensorlerde oldugu gibi enzim
sensOrleri de biyoaktif tabaka, iletici ve Olgiim sistemlerinden olusur. Diger
biyosensorlerden tek fark biyoaktif tabakada biyomolekiil olarak enzimlerin yer

almasidir.

B—»
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Sekil 1.2 Bir enzim sensoriiniin genel sematik gdsterimi (Dingkaya, 1999). (A=analizlenecek
Madde, B= immobilize enzim tabakasi, C= iletici tabaka, D= 6l¢iim sistemi)

Enzim sensorlerinin siniflandirilmasi

Enzim sensorleri enzimler ile hazirlanan sensorlerdir. Enzim sensdrlerinin
smiflandirilmas1 en yaygin sekilde, reaksiyon uyarinca sinyalin belirlenme

ilkesine gore yapilmaktadir (Dingkaya, 1999).



Elektrokimyasal esash enzim sensorleri

Amperometrik Esasli Enzim Sensorleri

Amperometri en genel anlamda belli bir potansiyeldeki akim siddetinin
Olglimiinii esas alir. S0z konusu akim yogunlugu calisma elektrodunda
yiikseltgenen yada indirgenen elektro aktif tiirlerin konsantrasyonunun  bir
fonksiyonu olarak tanmmlanir. Ikinci elektrod referans elektrod olarak is goriir.
Kalibrasyondan sonra, akim yogunluklarindan ilgili tiirlerin konsantrasyonlarmin

belirlenmesinde yararlanilir (Dingkaya, 1999).

Oksidasyon reaksiyonlarii katalizleyen oksidaz enzimleri monoenzimatik
sistemlerde amperometrik enzim elektrodunda kullanilan en genel enzimlerdir.

Oksidazlar genellikle reaksiyon sirasinda O; kullanirlar.

Substrat + O, » Uriin + H,O,

Potansivometrik Esasli Enzim Sensorleri

Elektrokimyasal esasli enzim sensorlerinin ikinci Onemli grubunu
potansiyometrik enzim elektrodlar1 olusturmaktadir. Potansiyometri bilindigi gibi
en genel anlamda c¢aligma ve referans elektrod arasindaki potansiyel farkinin
Olciimiinii esas alwr. Elektrod potansiyelinin belirlenmesi dogrudan analit
konsantrasyonunu tamimlar. Elde edilen sinyal Nerst Kanunu uyarmca
konsantrasyonunun  logaritmas1 ile orantilidir. Potansiyometrik  enzim
elektrodlarinda kullanilan temel sensorler pH yada tek degerlikli iyonlara duyar
cam elektrodlar, anyon yada katyonlara duyar iyon sec¢imli elektrodlar ve
karbondioksit yada amonyaga yonelik gaz duyar elektrodlardir. Potansiyometrik
esasli enzim elektrodlar1 s6z konusu sensorler lizerine bir veya birden ¢ok enzimin
uygun immobilizasyon yontemleriyle genelde pratik metodlarla monte

edilmesiyle hazirlanir (Dingkaya, 1999).



Yari Iletken Esasli Enzim Sensorleri

Temel sensor olarak metal oksit yar1 iletken alan etkili transistorleri yada
iyon duyar alan etkin transistorleri esas alan bu tiir enzim sensorleri, enzim ile
alan etkin transistorlerinin birlestirilmesini ifade edecek sekilde enzim alan etkili

transistorii olarak adlandirilir (Dingkaya, 1999).

Optik esash enzim sensorleri

Optik enzim sensorleri iletici sistem olarak optik lifler {izerine uygun bir
yontemle enzim immobilize edilerek hazirlanan 6l¢iim aygitlaridir. Enzimatik
reaksiyon sonucu meydana gelen kimyasal yada fizikokimyasal bir de§isimin
Ol¢limiinii esas alir. Sinyal 151k yansimasi, sag¢ilimi yada yayimi sonucu meydana
gelir. Dolayisiyla optik lifin lizerine enzim immobilizasyonuyla gerceklestirilen
optik esasli enzim sensorleri temelde absorbsiyon, flouresans, biyoliiminesans gibi

temel ilkeler cercevesinde iglev goriirler (Dingkaya, 1999).

Kalorimetrik esash enzim sensorleri

Kalorimetrik esasli enzim sensorleri, termal enzim sensorleri, enzim
termistorleri yada entalpik enzim sensorleri gibi degisik isimlerle tanimlanirlar.
Temel ilkeleri bir enzimatik reaksiyondaki entalpi degisiminden yararlanilarak
substrat konsantrasyonunu belirlemekten olusur. Genel olarak enzimatik
reaksiyonlarmin ekzotermik dogasindan yararlanilir. Enzimatik reaksiyon sonucu
meydana gelen sicaklik degisimi ile substrat konsantrasyonu arasindaki dogrusal
iligkiden sonuca ulasilir ve oldukca kiiciik sicaklik degisimleri termal olarak
yalitilmis ortamlarda termistdr veya termofiller yardimiyla izlenir (Dingkaya,

1999).

Piezoelektrik esash enzim sensorleri

Piezoelektrik sensorler genel anlamda karakteristik rezonans frekansindaki
farklanmay1 belirleyerek bir piezoelektrik kristal yiizeyinde toplanan Ornegin
kiitlesinin Olclilmesi esasina gore calisan gravimetrik aygitlardir. Sensor
secimliligi kristal yiizeyindeki madde ile spesifik bir etkilesime sahip analitin

birikimiyle iliskilidir.



Bir piezoelektrik sensoriin  lizerinde enzim immobilizasyonuyla
gerceklestirilen piezoelektrik enzim sensdrlerinde, enzim molekiillerine
substratlarin baglanmasindan dolayr meydana gelen kiitle degisimlerinin,
piezoelektrik kuartz diskin vibrasyonunda sebep olduklar1 farklanmadan

yararlanilarak madde miktarina ulasilir (Dingkaya, 1999).

1.1.3.2 Mikrobival sensorler

Enzimler yerine mikroorganizmalarla hazirlanan sensdrlere mikrobiyal

sensorler denir.

Mikrobival sensorlerin enzim sensorlerine gore bazi avantajlari vardir:

e Enzimler dogal ortamlarinda bulunacaklarindan dis etkilere karsi daha
dayanikhdirlar.

e Koenzimlerle ¢calisan enzimler i¢in disaridan koenzim ilavesi gerekmez,
koenzim rejenerasyonu hiicre i¢inde olur.

e Enzim elektrodlarindan genelde uzun 6miirliidiirler.

e Safenzim yerine hiicre kullanilmas1 ekonomiktir.

Enzim sensorlerine gore bazi dezavantajlara da sahiptirler:

e Hiicre membran1 diflizyon bariyeri olusturdugundan membrandan
gecemeyen molekiiller i¢in uygun sensor hazirlanamaz.

e Mikrobiyal sensorlerin cevap siiresi enzim sensorlerinden daha uzundur.

e Hiicre bircok enzim igerdiginden hedef reaksiyonun diger enzimlerce

etkilenmesi s6z konusudur.

1.1.3.3 immunosensorler

Yiiksek se¢imlilikte antijen-antibadi reaksiyonlarinin duyarl dedektdrlerle
kompozisyonu immunosensorleri olusturur. Antibadiler (Ab) viicuda giren
yabanci maddelere karsi iiretilen ve immunoglobiinler denen (IgG, IgM, IgA,
IgD, IgE ) bir glikoprotein ailesidir. Bir bagisik yanit olusturan yabanci

makromolekiiler maddelere antijen (Ag) veya immunojen denir.



Immunolojik temelli sensorler ¢evre, klinik ve savunma amacgh
kullanilabilirler. Immunosensorlerle hiicreler, sporlar, toksinler,
mikroorganizmalar, viriisler, pestisitler ve endiistriyel kirleticiler analizlenebilirler

(Malhotra, Chaubey, 2003).

1.2 Biyosensérlerde Biyokomponentlerin Immobilizasyonu
1.2.1 immobilizasyonun 6nemi

Enzimler, biyolojik hiicrelerde sentezlenen, canli organizmalarda olusan
tiim reaksiyonlarm 1liml kosullarda gerceklesmesini ve bu reaksiyonlarin uyumlu
bir bicimde koordinasyonunu saglayan protein yapisindaki spesifik katalizorlerdir.
Enzimler suda c¢oziiniirler. Endiistriyel uygulamalarin ¢ogu sulu c¢ozeltilerde
gerceklestirildiginden katalizor olarak kullanilan serbest enzimin aktivitesini
yitirmeden geri kazanilmasi olanak disidir. Serbest enzim, reaksiyon ortamindan
istenilen anda uzaklastirilamadigindan reaksiyonun kontrolii c¢ok giictiir.
Reaksiyonun istenilen anda durdurulmasi i¢in inhibitér katilmas: diisiiniilebilir.
Ancak serbest enzim tarafindan kirletilmis olan reaksiyon iiriinlerine bdylece yeni
bir kirlilik unsuru eklenmis olacaktir. Uriin veya iiriinlerin bu kirlilik
unsurlarindan aritilmasi maliyeti ¢ok arttirmaktadir. Belirtildigi gibi katalizor
olarak kullanilan serbest enzimi reaksiyon ortamindan aktivitesini yitirmeden
cikarabilmek olanaksiz oldugundan enzimin yeniden kullanilmasi da s6z konusu
degildir. Bu ise enzimlerin ¢ok spesifik ama o 6l¢iide pahali katalizorler olmalar1
nedeniyle maliyeti yiikselten dnemli bir etmendir. Ayrica serbest enzimler siirekli

sistemlere de uygulanamazlar.

Bu sorunlarin giderilmesi i¢in yapilan arastirmalar sonucu immobilize

enzimlerin kullanilmas1 ortaya ¢ikmaistir.

Enzimler, suda ¢oziinmeyen bir tasiyiciya fiziksel yada kimyasal olarak
baglanarak, suda ¢Oziinmeyen iirlin veren bir kopolimerizasyona enzim
molekiiliiniin monomer olarak katilmasiyla ve suda ¢oziinmeyen bir matris veya

suda ¢oziinmeyen mikrokapsiillerde tutuklanmasiyla immobilize edilirler.



Immobilize enzimlerin serbest enzimlere iistiinliikleri

e Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilirler ve {iriinlerin
enzimler tarafindan kirletilmesi gibi bir problem olusmaz.

e (evre kosullarma ( pH,sicaklik v.s. ) karsi daha dayaniklidirlar.

e Bircok kez ve uzun siire kullanilabilirler.

e Siirekli islemlere uygulanabilirler.

e Serbest enzimlere kiyasla daha kararhdirlar.

e  Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir.

e Birbirini izleyen ¢ok adimli reaksiyonlar i¢in uygundur.

e Bazi durumlarda serbest enzimden daha yiiksek bir aktivite gosterebilir.

e Enzimin kendi kendini parcalamasi (autolysis) olasilig1 azalir.

e Mekanistik ¢alismalar i¢cin uygundur.

1.2.2 immobilizasyon yontemleri

Kelime olarak immobilizasyon hareketi sinirlandirma demektir.

[ENZiM iMMOBILIZASYON YONTEMLER]]
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Sekil 1.3 Enzim immobilizasyon yontemleri

Tasiyiciya baglama yontemleri

Tasiyiciya baglama yontemi uygulamalarinda enzimin molekiiler yapisinin
bilinmesi ve enzime uygun tasiyict se¢imi ¢ok onemli iki noktadir. Yontemde
baglanma kimyasal ( kovalent veya iyonik ) yada fiziksel ( adsorbsiyon ) yolla
gergeklesecegi icin enzim molekiilii izerindeki fonsiyonel gruplar, iyonik gruplar

ve hidrofobik bdlgeler dikkate alinmalidir. Tasiyic1 se¢ciminde partikiil biiyiikligii,



toplam yiizey hidrofobik gruplarin hidrofobik gruplara orani ve tasiyicinin

kimyasal bilesimi gibi kriterler esas alinir.

Tasiyiciya baglama yvontemlerinin vararlari ;

e Reaktif tasiyiciya enzim baglanmasi kolaydir ve bagli olmayan enzim
yikama ile uzaklastirilabilir.

e Kati tagiyiciya bagl katalizor kullanighdir.

e Reaksiyon ortamindan istenilen anda uzaklastirilabilir.

e Uriinleri kirletmez.

e Tasiyicinin yapisina bagimli olarak yeni spesifiklikler kazanabilir.

e Siirekli sistemlere uygundur.

e Degisik fiziksel formlarda imal edilebilirler.

Tasiyiciya baglama yonteminin sakincalari ;

¢ Enzim immobilizasyon kosullarindan etkilenebilir.

e Baglanma aktivite i¢in zorunlu amino asit artiklari {izerinden
gerceklesebilir.

e Enzimin tasiyiciya baglanmasi 6zel ve masrafli preparasyonlar1 gerekli
kilabilir.

e Polimer tasityicinin sebep oldugu sterik engelleme nedeniyle aktivite

azalabilir.

Enzim immobilizasyonunda dogal veya sentetik bir¢ok organik ve
inorganik materyal kullanilmaktadir. Tasiyict membran, suda ¢oziinmeyen kati

veya polimer olabilir.

Enzim immobilizasyonunda kullanilacak tasiyicida aranan nitelikler :

e Hidrofilik karakter

e Suda ¢Oziinmeme

e Gozenekli ( pordz ) yapi

e Mekanik stabilite ve uygun partikiil formu

e Kimyasal ve termel stabilite

e Kovalent baglamada kullanilacak tasiyicilar yumusak kosullarda reaksiyon

verebilen fonksiyonel gruplar tasimali
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e Mikroorganizmalara kars1 direngli olmal
e Ucuz olmal
e Zehirsiz olmal

e Rejenere olabilmeli

Enzim immobilizasyonunda en vaygin kullanilan tastyicilar

Anorganik Dogal Polimerler Sentetik Polimerler
Kil, cam Seliiloz Polistiren tiirevleri
Silikajel Nisasta Poliakrilamid

Bentonit Dextran Naylon

Hidroksiapatit Agar ve agaroz Vinil ve alil polimerler
Titandioksit Karragenan Oxiranlar

Nikeloksit Kollagen Metakrilat

Pomza tasi Kitin ve Kitozan I. degistirici regineler
Aktif karbon Jelatin M. anhidrid polimerler
Metaller Albumin

Enzim immobilizasyonu 1limli kosullarda ( oda sicakligi, notr pH vb. )
yapilmalidir. Yiksek sicaklik, kuvvetli asidik veya bazik ortam, organik ¢ézgenler
ve yiiksek tuz konsantrasyonu ile muamele, denatiirasyona ve bdylece enzim
aktivitesinin kaybma neden olur. Aktif merkezde farkli fonksiyonlara sahip iki
bolge vardir. Katalitik merkez ve substrata spesifikligi saglayan merkezdir. Aktif
merkezdeki amino asitler veya merkezin ii¢ boyutlu yapisi degisirse katalitik
aktivite de diiser ve substrat spesifikligi degisir. Bu yiizden yapilacak
immobilizasyon isleminde herhangi bir kovalent baglama sdz konusu ise bu
baglamanin enzim aktivitesi i¢in esansiyel olan amino asitler {izerinden
gerceklesmemesine ve bu gruplarm baglanma sirasinda sterik olarak rahatsiz
edilmemesine dikkat edilmelidir. Kovalent baglama enzim molekiilii iizerindeki

fonksiyonel gruplar lizerinden gerceklesebilir.

Enzim immobilizasyonu yaparken, enzim immobilizasyonu esnasinda
veya sonrasinda enzim aktif merkezine zarar vermeyecek bir yontem secilmelidir.
Islem sirasinda herhangi bir baglanma sdz konusuysa (iyonik veya kovalent

baglanma) bu baglanmanin ya aktif merkez i¢in esansiyel amino asitler iizerinden
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gerceklesmeyecegi tasiyicilar se¢ilmeli veya bu esnada aktif merkez, substrat yada

kompetitif inhibitor tarafindan korunmalidir.

Immobilizasyonda bahsedilen yontemler ayri ayr1 da kullanilabildigi gibi,

kombine olarak kullanilmalari da miimkindiir.

Kovalent baglama

Enzimlerin reaktif tasiyicilara kovalent baglanmasi protein kimyasinda
bilinen yontemler ile ve genelde sulu ortamda gergeklestirilir. Enzimin tasiyiciya
kovalent baglanmasinda dikkat edilecek Onemli nokta, baglanmanmn enzim
aktivitesi i¢in zorunlu gruplar iizerinden olmamasi ve baglanma sirasindaki sterik
engellemeler nedeni ile bu gruplarin rahatsiz edilmemesidir. Tasiyiciya kovalent
baglanma enzim zincirindeki amino asitlerin tasidigi fonksiyonel gruplar
iizerinden gergeklesir. Tasiyict suda c¢oziinmemeli ancak biiylik Olciide de
hidrofobik karakterde olmamali, suda islanabilmeli, ayrica mekanik kararliliga
sahip olmalidir. Bu tiir tastyicilarin se¢ciminde enzim-tasiyici baginin aktivite igin
zorunlu gruplar {izerinden olmamasi yaninda tasityicinin enzim tarafindan
parcalanmamasi, mikroorganizma iiremesine olanak vermemesi, pH ve ¢ozgenlere

kars1 dayanikli olmas1 gibi 6zellikler tagimasina dikkat edilir.

Kimyasal kovalent baglama yOntemlerti :

e Acilleme Reaksiyonlari

e Alkilleme ve Arilleme Reaksiyonlar1

e Diazolama Reaksiyonlar1

e Karbamilasyon ve Tiyokarbamilasyon Reaksiyonlari
e CN-Br Yardimi ile Baglama

e Imidoesterler ile Baglama

e Polimerik Aldehitler ile Baglama

e SH-Disiilfit Degisimi Reaksiyonlari

e Ugi Reaksiyonlar1

e Diger Baglanma Reaksiyonlar1
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Adsorpsiyon
Yontem; ylizey aktif, suda ¢ozliinmeyen bir adsorbanin enzim ¢ozeltisi ile

karigtirilmas1 ve enzimin aswrismin iyice yikanarak uzaklastirilmasi temeline
dayanir. Enzimin tasiyiciya baglanmasinda etkin olan Van der Waals
kuvvetleridir. Adsorbanlar ¢ok degisik tiirde olmakla birlikte 1yi bir adsorbsiyon
saglayabilmek i¢cin genellikle adsorbanin bir 6n islemden gecirilmesi
gerekmektedir. Enzim immobilizasyonunda en ¢ok kullanilan adsorbanlar; aktif
karbon, gbézenekli cam, diatome topragi, CaCO3, kiil, kollodyum, silikajel,

bentonit, hidroksiapatit, nisasta, gluten ve kalsiyum fosfattir.

Adsorbsiyon yonteminin yararlari; enzim immobilizasyon igleminin basit
olusu, degisik bicim ve yiikteki tasiyicilar1 segme olanagi vermesi ve bir yandan
immobilizasyon gergeklestirilirken diger yandan da enzim saflastirilmasina olanak
saglamasidir. Islem kolay oldugu gibi 1limli kosullarda gerceklesmekte ve 6nemli

Olciide enzim inaktivasyonuna da neden olmamaktadir.

Yontemin sakincalari ise; her ne kadar immobilizasyon islemi kolaysa da
optimal kosullarin saptanmasi c¢ok giictiir. Eger enzim ile tasiyici arasinda
kuvvetli bir baglanma yoksa bu durumda desorpsiyon sonucu enzim serbest hale

gecmekte ve tirtinlerin kirlenmesine neden olmaktadir.

Lyonik baglama

Bu yontem, iyon degistirme yetenegine sahip suda ¢oziinmeyen
tastyicilara enzimin iyonik baglanmasi temeline dayanir. Bazi durumlarda iyonik

baglama yaninda fiziksel adsorpsiyon da etkili olmaktadir.

Iyonik  baglama 1limli  kosullarda  gergeklestiginden  enzimin
konformasyonunda ve aktif merkezde degisiklige neden olmaz. Ancak enzim ile
tastyici arasindaki bag kovalent bag kadar giiclii olmadigindan enzim kagis1 s6z

konusudur.

Selat baglama

Baz1 gecis metallerinin selat yapma Ozellikleri sayesinde enzimlerin

organik ve inorganik tasiyicilara baglanmasi miimkiindiir.
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Biyospesifik baglama

Enzimler ile antikorlar ve lektinler arasindaki biyospesifik etkilesimden
yararlanarak enzim immobilize edilebilir. Lektinler spesifik karbohidrat artiklarmni

iceren enzimlere kuvvetlice baglanirlar.

Capraz baglama yontemleri

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

konusudur ( Telefoncu, 1997 ).

Bu yvontem ile enzim immobilizasyonu dort farkli sekilde gerceklestirilir:

a)Enzimin yalniz bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu

b)Enzimin ikinci bir protein varliginda bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu
c)Enzimin suda ¢Ozlinen bir tasiyicida adsorpsiyonundan sonra bifonksiyonel
reaktif ile reaksiyonu

d)Enzimin bifonksiyonel reaktif tarafindan aktive edilmis polimer tasiyici ile

reaksiyonudur.

En ¢ok kullanilan ¢apraz baglama reaktifleri; glutaraldehid, klorformat ve
karbonildiimidazol, heterosiklik halojeniirler, bisoksiranlar, divinilsulfanlar, p-

benzokinonlar, gecis metal iyonlar1 ve epiklorhidrinlerdir.

Capraz baglama reaksiyonu ilimli kosullarda gergeklesmediginden bazi

durumlarda 6nemli 6l¢iide aktivite kayb1 s6z konusudur (Telefoncu,1997 ).

1.2.2.2. Tutuklama vontemleri

Tutuklama yonteminde, baglama yontemlerinde yapilan
immobilizasyondan farkli enzim molekiiliiniin kimyasal veya fiziksel yollarla
herhangi bir tasiyiciya baglanmadan belirli bir mekanda tutulmasi saglanir.

Tutuklama islemleri swasinda enzim molekiillerinin polimer matris ic¢indeki
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kafeslerde veya yar1 gegirgen membranlar icinde veya mikrokapsiilleme ve

misellerde tutulmasi saglanir.

Bu yontemi kovalent baglama ve capraz baglama immobilizasyonundan
ayiran en Onemli Ozellik, enzim molekiiliiniin fiziksel veya kimyasal olarak

herhangi bir tasiyiciya baglanmamis olmasidir.

Polimer matriste tutuklama

Polimerizasyon ve c¢apraz baglamanin olustugu ortamda enzim de
bulundugu takdirde enzim ¢apraz baglama sonucu olusan odaciklarda (kafes)
tutuklanmaktadir. Bu amagla en ¢ok kullanilan polimer N,N’-metilenbisakrilamid

ile capraz baglanmis poliakrilamidtir.

Yontem, yliksek derecede capraz bagli bir polimerin enzim ¢6zeltisi iginde
olusturulmas1 temeline dayanir. Polimerlesme sonucu enzim molekiilleri ¢apraz
bag aglar1 arasinda tutuklanmakta ve bodylece ana c¢oOzeltiye gecmeleri
engellenmektedir. Capraz bag yiizdesi dyle ayarlanmalidir ki, enzim molekiilleri
tutuklanabilsin ama substrat molekiillerinin enzim molekiillerine ulasmasina engel
olmasin. Capraz bag yiizdesini asir1 olmasi substratin enzimin aktif merkezine
ulasmasmi engellemekle kalmayip enzimin zincir yapisim1 da zorlayip aktivite
kaybma veya tamamen inaktif olmasina neden olabilir. Bu nedenle optimal bir
capraz bag yiizdesi saptanmasi énemlidir. Bu oran enzime ve tasiyictya bagimli
olarak degisir. Uygun ¢apli substrat molekiilleri polimer kafes i¢inde tutuklanmis
enzim molekiillerine ulasir ve reaksiyon iiriinleri de disar1 ¢ikar. Tutuklama
yontemi ile immobilize edilecek enzimin substratinin kii¢iik molekiillii olmasi1

gerekir.

Bu yontemin yararlari; cok kolay uygulanmasi, gergek bir fiziksel yontem
olusu ve ¢ok az miktar enzimle gergeklestirilmesidir. Notral, suda ¢oziinmeyen
tastyicilarla da immobilizasyon gerceklestirilmekte ve kimyasal bir baglanma

olmadigindan yiiklii tastyictya gerek duyulmamaktadir.
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Yontemin sakincalari ise; immobilizasyon islemi sirasinda inaktivasyonun
deney kosullarma c¢ok siki bagimli olusu ve immobilize enzimin ancak kiigiik

molekiillii substratlara kars1 1yi bir aktivite gostermesidir.

Membranda tutuklama (mikrokapsiilleme)

Tutuklama yOnteminin bu tipinde ortam yar1 gecirgen membran ile ii¢
boyutlu olarak kusatilmistir. Kullanilan membranin goézenek caplar1 ve
immobilize edilecek enzim substratinin molekiil biiylikliigii, substrat girisi ve {liriin
cikislarin1 engellemeyecek boyutta olmalidir. Bu yontem, substrat molekiilleri
kiicik olan enzim immobilizasyonunda kullanilmakta olup, substrati
makromolekiiler olan enzimler i¢in uygun degildir. Enzimler daha ¢ok kimyasal
mikrokapsiilleme ile immobilize edilmektedir.

Bu yontem ile enzim immobilizasyonu siirekli ve siirekli olmayan yar1
gecirgen mikrokapsiillerde tutuklama olmak tizere iki grupta incelenebilir. Siirekli
mikrokapstillerde ¢ergeve membran kati, siireksiz mikrokapsiillerde ise bir sivi
tabakadir. Immobilizasyonda kullanilan ¢ergeve maddesinin ( membran ) yari
gecirgen olmasi1 zorunludur. Ayrica bu yar1 gegirgen membranlarin gozenek
caplari, substrat molekiillerinin kapsiil i¢ine girigine ve {iriin molekiillerinin disar1
cikisia imkan verecek bir biiylikliikte olmalidir. Substrat molekiilleri ne kadar
kiigiikse bu yontem ile immobilize enzimin verimliligi o 6lciide yiliksek olacaktir

(Menek,1999).

1.3 Glukoz Tayini

Karbohidratlar, biyosferde en bol bulunan organik bilesiklerdir ve
metabolik sistemlerin bircogunda Onemli rol oynarlar. Bu yiizden onlarin
analizleri yasam, gida, tarim ve medikal bilimlerde biiyiik 6neme sahiptir (Zhang
et al., 1996). Fizyolojik sivilarda karbohidrat analizi, belirli hastaliklarin tanis1 ve
ilaglarm etkilerinin  belirlenmesinde ~ dnemlidir.  Ornegin, kan glukoz
konsantrasyonunun bilinmesi, diyabet hastaliginin izlenmesinde gereklidir ve
rutin olarak yapilan analizdir. Glukoz hayvan ve bitkilerin baslica bilesenlerinden
biridir. Glukozun nicel tayini biyokimya, klinik kimya, gida dirlinleri ve
fermantasyonda ¢ok dnemli yere sahiptir. Refraktif indeks, UV ve kolorimetri gibi

geleneksel karbohidrat tayin yOntemlerinin se¢imliligi yoktur ve duyarlilik
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disiiktiir (Nogueira et al, 2005). Kromatografik metotlar ya da kapiler
elektroforezde kullanilan dedektore bagh olarak kompleks matrislerde tayinler zor
olabilmektedir, ciinkii ¢cok fazla sinyal algilanir ya da bazi analitler i¢in tayin
limitleri uygun degildir ve analitlerin tiirevlendirilmesine ihtiya¢ duyulur. Ancak,
uygun doku, mikroorganizma ya da enzimlerin biyobilesen olarak kullanildig:
biyosensor sistemleri ile bu tip smirlamalar ortadan kaldirilabilmektedir (Baldwin
et al.,1999). Son yillarda yapilan calismalar incelendiginde diinyada biyosensor
teknolojisine olan ilgi aciktir ki iilkemizde de bu konuda calismalar hizla

artmaktadir.

1.4 Glukoz Biyosensorleri

1.4.1 Glukoz oksidaz

Glukoz oksidaz (GOx, B-D-glukoz: oksijen 1-oksidorediiktaz, EC 1.1.3.4,
glukoz 1-oksidaz) B-D-glukozun C-1 oksidasyonu sonucu D-glukono-1,5-lakton
ve Hy0, olusumunu katalizler (Karmali and Oliveira, 1999). GOx, biyosensor
calismalarinda,  farkli  formlarda  biyoanalitik  cihazlarda,  biyoyakit
arastirmalarinda en ¢ok kullanilan, glukoz oksidasyonunu gergeklestiren enzimdir
(Olea et al., 2007; Yin et al., 2007; Li and Lin, 2007; Ivnitski et al., 2006; Barriere
et al., 2006; Wang, 2001; Wilson and Turner, 1992).

H U

CHOH CH.OH
HO 7 H GOx Ho EI I
| | | OH

H oH H ©

B-D-glukoz + O, — D-glukono-1,5-lakton + H,O,
1.4.2 Piranoz oksidaz

Piranoz oksidaz (POx, piranoz: oksijen 2-oksidorediiktaz) FAD
glikoproteinidir. D-glukozun C-2 oksidasyonu sonucu 2-keto seker ve H,0,
olusumunu katalizler. Janssen ve Ruelius tarafindan karakterizasyonu
gerceklestirildiginden (Janssen et al., 1975) bu yana biyoteknolojik uygulamalarda
kullanilmaktadirlar (Baminger et al., 1988). Glukoz oksidazdan farkli olarak,
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anomerik se¢imliligi yoktur, glukozun a- ve - formlarmni oksitler, ayrica D-
glukoz i¢in yiiksek afinite gosterir (Schmid et al., 1988), (Leitner et al., 2001),
(Costa-Ferreira et al., 2003).

OH
Q POXx <

Hy 0,

D-Glukoz + O, — 2-Dehidro-D-glukoz + H,0O,

1.4.3 Poliamidoamin (PAMAM) dendrimerleri

Organik ince filmlerin yapiminda yliksek derecede dallanmis dendritik
makromolekiiller1 kullanmak biiyiik bir ilgi konusudur (Tomalia et al., 1990;
Fischer et al., 1999). Dendrimerler birbirine es ¢oklu zincir uglarma sahiptir. Bu
uclar amaca uygun olarak sentetik jenerasyonlarin yapiminda istenilen sekilde
kontrol edilebilen yiizey gruplarindan olusmaktadir. Buna ek olarak molekiiler
olarak diizenlenmis nano yapilarin sentetik modifikasyonlarinda dendrimerlerin
yiiksek konsantrasyonlardaki fonksiyonel u¢ gruplar1 kullanilabilmektedir
(Ulman, 1991). Biyosensor uygulamalar1 agisindan bakildiginda dendrimerlerin
cok tabakali konfigiirasyonlarindan dolay1 bircok avantajlari vardir. Bunlardan
ilki, dendrimerler ¢oklu konjugasyon bdlgelerine sahip olmalaridir. Bu sayede
yogun bir olarak fonksiyonlandirilmis ve yapisal agidan kararli yapilar kolaylikla
elde edilebilmektedir. ikincisi, yapilarinda barmdirdiklar1 i¢ bosluklar sayesinde
(Tomalia et al., 1990) olusan ¢ok tabakali film, analitlere ve elektron transfer edici
susbtratlara (mediyatorler) karsi difiizyonu kolaylastiric1 etki gostermektedir
(Zhao et al., 1997; Tokuhisa et al., 1998). Ayrica bu 6zelligi beklenen enzimatik
ve elektrokatalitik reaksiyonlarm ¢oklu tabakalar boyunca gergeklesmesini
saglamaktadir. Ugiinciisii, film olusumundan sonra geride kalan serbest reaktif
gruplar sentetik redoks mediyatorleri ile birlikte biyosensor yada spesifik amagl
asili gruplarm olusturulmas1 sonrasi modifikasyonlara imkan vermektedirler

(Hyun and Kim, 2000). 4. Jenerasyon poliamidoamin (PAMAM) dendrimerleri 64
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tane ylizey amin grubuna sahiptirler. Bu amin gruplar1 biyosensor yapiminda ilgili
enzimin baglanmast i¢in ¢ok genis bir ylizey alam1 olusturmaktadirlar.
Biyosensorlerde, biyomimetik sistemlerde, kaplama, membran kimyasi, kontrollii

ilag salinimi1 ve nanoteknoloji gibi alanlarda kullanim potansiyeline sahiptirler.

.-l’. ::E; T
P> 5034

Interior

Dendron  sreeseses Periphery

Sekil 1.4 PAMAM dendrimeri

1.4.4 Altin nanopartikiiller

Metal nanopartikiillerin biyosensor uygulamalarinda kullanimi gittikge
artmaktadir. Altin nanopartikiiller (AuNP), kollodial altin, biyolojik uyumlulugu
1yi olmas, ytiksek iletkenlik kapasitesi, yliksek yiizey-hacim orani gibi 6zellikleri
nedeniyle bir¢cok uygulamada kullanim alani1 bulmustur (Guo and Wang, 2007).
Biyomolekiillerin aktivite kaybi olmadan kararli olarak immobilizasyonuna imkan
saglamas1 biyosensOr hazirlanmasindaki asil avantajidir. Altin nanopartikiiller
redoks proteinleri ve elektrot arasinda direkt elektron transferine izin verir ayni
zamanda bir ¢ok Onemli biyokimyasal reaksiyonda gézlenen H,O,, O,, NADH
gibi molekiillerin redoks proseslerinin katalizi i¢cin bir ara ylizey olusturur
(Pingarron et al., 2008). Son yillarda yapilan ¢aligmalarda altin nanopartikiillerin,
glukoz oksidaz (Lan et al, 2008), ksantin oksidaz (Cubukcu vd., 2007),
peroksidaz (Lan et al, 2008), L-laktat dehidrogenaz (Jena and Raj, 2007),
asetilkolin esteraz (Liu et al., 2006) gibi enzimlerle hazirlanmis biyosensorlerdeki

kullanimi tizerine yogunlasilmistir.
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1.4.5 Manyetik Fe;O4 nanopartikiiller

Manyetik Fe;Os nanopartikiiller (Nano-Fe;O4) biyoteknoloji ve tip
alaninda yogun olarak kullanilmaktadir. Manyetik 6zellik gdstermeleri nedeniyle
bu nanopartikiiller manyetik alanda yonlendirilebilmektedir. Manyetik 6zellik
gosteren  parcaciklara  ilag  molekiiller1  yiikleyerek  ilacin  viicutta
yonlendirilmesinde de kullanmak miimkiindiir (See et al., 2005; Liu et al., 2005).
Biyouyumlu katalitik aktiviteye sahip olmasi ve diisiik toksisite gdstermesi
Fe;O4 nanopartikiillerin  biyosensér alaninda kullanimi agisindan uygun
olduklarmi1 gostermektedir (Chen and Liao, 2002). Ayrica manyetik
nanopartikiiller lizerine immobilize edilmis enzimlerin ylizey alanmin artmasina
bagl olarak aktivitesinin arttig1 ve kiitle transferi sinirlamasi olmadigindan enzim

substrat etkilesiminin daha hizli gergeklestigi belirtilmistir (Rossi et al., 2004).

(a)

Sekil 1.5 Manyetik Fe;O4 nanopartikiiller a) manyetik alan olmadigi durum b) manyetik alan
altinda oldugu durum.

1.4.6 Nanokompozit Materyaller

Spesifik genis ylizey alaniyla nanoyapilar, kataliz (Corma, 1997), ayrilma
(Han et al., 1999), absorbsiyon (Xu et al., 2001), algilama (Walcarius et al., 1999;
Ramanathan et al., 2005) ve yakit hiicreleri (Mamak et al., 2001; Liu et al., 2006)
icin 6nemli ve uygun bir platform saglar. Kompozitler son yillarda ilgi ¢eken
genis ylizey alanina sahip yapilardir. Nanokompozit materyaller, polimer matris
icinde dagilmis metal nanopartikiilleri icerir. Nanokompozitler bilimsel ve
teknolojik agidan 6nemli farkl fiziksel ve kimyasal 6zellikler gosterir (Carotenuto,
2003). Kiigiik boyutlu metal nanopartikiillerle polimerik materyallerin

kombinasyonu ¢ok yonlii ve farkl 6zelliklere sahip hibrid materyalleri olusturur.
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Gelismis optoelektronik ve sensor cihazlar1 bu materyallerle iiretilebilmektedir

(Watson et al., 2000; Park et al., 2004; Shenar et al., 2005; Loos et al., 2005).

1.4.6.1 Giimiis kloriir (AgCl) @ polianilin (PANI) nanokompozit
(AgCl@PANI) materyal

Polianilin, iistiin elektriksel, elektrokimyasal ve optik 6zellikleri ile en ¢ok
kullanilan iletken polimerlerden biridir (Singh et al., 2006). Polianilinin ytliksek
iletken formunun eldesi i¢in genellikle asidik kosullara (pH<4) gerek
duyulmaktadir ve bu durum polianilinin biyoelektrokimya alanindaki kullanimini
kisitlamaktadir (Yan et al., 2008). Bu yiizden, notral pH degerlerinde yliksek
iletkenlige sahip PANI/AgCl, PANI/BaSO4, PANI/TiO, gibi polianilin/inorganik
nanokompozitlere olan ilgi giderek artmaktadir (Sui et al., 2004; Lee et al., 2000;
Khiew et al., 2004; Bian et al., 2007).

1.5 Akisa Enjeksiyonlu Analiz (Flow Injection Analysis — FIA)

Akisa yonelik analiz sistemleri kimyasal analizde olduk¢a 6nemli bir role
sahiptir. Analitin bulundugu ortamm uygun bir detektérden akisi, Olciilen
fizikokimyasal parametredeki degisimin siirekli izlenmesini saglar. Bu sayede
fraksiyon toplama veya proses izlenmesinde 6rnek hazirlama gibi iglemler bertaraf
edilerek sistem otomasyona uygun hale getirilmeye caligilmistir. Buna ek olarak
kromotografik detektorler kullanilmadan gelistirilen teknikler, akis analizine
biiyiik katki saglamistir. Prensip olarak, analiz edilecek sivi 6rnegin islenmesi,
geleneksel yontemlerdeki gibi insan eli yerine diizenli bir akis saglayacak sekilde
kurulmus bir sisteme devredilir. Boylece bir¢ok cam malzemenin kullanilmasi,
hacim Olclimlerinin ve seyreltmelerin yapilmasi, Ornegin akis sistemine
aktarilmasi gibi operator gerektiren, hassas olmayan ve kontaminasyona acik
islemlerden kurtulup otomasyona uygun sistemler gelistirilir ve duyarl analiz

saglanir (Trojanowicz, 2000).
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1970 lerin ortalarinda Ruzicka ve Hansen tarafindan gelistirilen Akisa
Enjeksiyonlu Analiz (FIA) sistemi:

“ Boliinmemis ve akis halindeki uygun bir s1v1 tagtyici sisteme sivi 6rnegin

enjekte edilmesine dayanan bir metottur. Enjekte edilen sivi absorbans,

elektrot potansiyeli ya da herhangi bir fiziksel parametreyi kaydeden bir

detektorden gecer.”
olarak tanimlanmistir (Ruzicka and Hansen, 1988). Fakat seri analizler igin
gelistirilmis bu teknik ¢esitli modifikasyonlarla ¢ozelti 6zelliklerin belirlenmesi
(pH, iletkenlik, pKa vb.) ve veri toplama amacli da kullanilmaya baslamistir
(Ruzicka and Hansen, 1986). Sisteme yapilacak modifikasyonlar da gelecekte
daha degisik kullanim alanlar1 olabilecegini gostermektedir. Sistemin temel
bilesenleri peristaltik pompa, selektor, enjektdr ve detektordiir. Glinlimiizde
pompa, selektdr ve enjektoriin calisma kosullarmi denetleyecek bilgisayar
yazilimi ile sistem desteklenmektedir. FIA sistemi analiz yapilacak 6rnek sayisi,
analizden sonra detektdrden ¢ikan ¢ozeltinin geri kazanimi, seyreltme gerekliligi
vb. parametreler géz Oniinde bulundurularak modifiye edilebilir. Bunun ig¢in
sisteme ilave pompalar, karistiricy, 1sitici, filtre, bobin reaktdr veya atigin geri

dontislinii saglayacak kapali sistemler eklenebilmektedir.

Enzimlerin immobilize edilmesi ile hazirlanan biyosensorlerin FIA ile
birlikte kullanimi endiistriyel analizlerde otomasyon amacina yonelik ilave
avantajlar saglamistir (Maestre et al., 2001). Sistemin esnekligi ve ¢cok yonliligi
de endiistriyel proseslerin analizi i¢in One c¢ikan avantajlaridir (Ruzicka and

Hansen, 1988).

\
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Sekil 1.6 Tek-Cizgi FIA Sistemi: Analizlenecek 6rnek reaktifin bulundugu tasiyici ¢ozeltiye
enjekte edilir ve gerg¢eklesen tepkime sonucu olgiilecek fizikokimyasal parametre
detektdr ile belirlenir.
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Sekil 1.7 Coklu Ornek Analizine Uygun FIA Sistemi: Selektor tarafindan segilen 6rnekler tastyic
¢ozeltiye enjekte edilir ve gergeklesen tepkime sonucu dlgiilecek fizikokimyasal
parametre detektor ile belirlenir.
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2. MATERYAL VE METOD
2.1 Kimyasal ve Reaktifler

Piranoz Oksidaz (POx; Piranoz : oksijen 2-oksidorediiktaz ) Coriolus sp
E.C 1.1.3.10, Glukoz oksidaz (GOx; B-D-Glukoz: oksijen 1-oksidorediiktaz)
Aspergillus niger E.C 1.1.3.4), PAMAM- 25% C;, Dendrimer Jenerasyon 4,
glutaraldehid ¢ozeltisi (% 25), jelatin (calf skin 300 bloom), D-glukoz, D(+)-
mannoz, D(+)-glukoz, D(+)-ksiloz, D(+)-siikroz, giimiis nitrat AgNO3, altin (I1I)
kloriir trihidrat HAuCly, sodyum sitrat Na;CsHsO7, sodyum borhidriir NaBHa,
mineral yag1 ve grafit tozu Sigma (St. Louis-ABD) firmasindan temin edildi.
Sistamin hidrokloriir, anilin, demir (III) kloriir anhidrid FeCl;, sodyum siilfit
Na,SOs3 Fluka (Steinheim, Almanya) firmasindan temin edildi. ~Amonyum
persiilfat (APS), polivinilpirolidon (PVP), hidroklorik asit HCI, tetra etil orta
silikat (TEOS) CsH,004S1, amonyak NH3, metanol CH3;OH, etanol C;HsOH, SG-
Si 900 [N-(2-aminoetil)-3-aminopropil-trimetoksisilan)] CgH2,N>O3S1 Merck

(Darmstadt, Almanya ) firmasindan temin edildi.

Ornek uygulamada spektrofotometrik dlgiimler i¢in kullanilan glukoz kiti;
Cromatest (Katalog no: 12264) Linear Chemicals (Spain)’den temin edilmistir.
Sistemde tayin, Trinder reaksiyonu ile gerceklestirilir. Bu reaksiyonda glukoz,
glukoz oksidaz enzimi tarafindan D-glukonata oksitlenir ve hidrojen peroksit
olusur. Peroksidaz varliginda fenol ve 4-aminoantipirin karisimi hidrojen peroksit
tarafindan oksitlenir. Olusan kirmizi renkli kinin imin glukoz konsantrasyonu ile

orantilidir ve spektrofotometrik olarak izlenerek tayin gerceklestirilir.

Diger kullanilan tiim kimyasallar da analitik safliktadir.

2.2 Ekipmanlar

Denemeler sirasinda Palmsens Elektrokimyasal Olgiim Sistemi (Palm
Instruments, Houten, Hollanda) kullanildi. Biyosensor sistemlerine ait cevaplar
akim (AI, pA) olarak elde edildi. Amperometrik Ol¢iimler ¢alisma potansiyeli
olarak kullanilan -0,7 V’da, 50 mM sodyum fosfat tamponlarinda oda sicakliginda

alind1
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Olgiimler; ¢alisma elektrodu olarak modifiye FIA-altin elektrot (ALS,
Japonya), altin elektrot, camims1 karbon elektrot, karbon pasta elektrot, karsit
elektrot olarak platin (Metrohm, Isvigre) ve referans elektrot olarak Ag/AgCl
(Metrohm, isvigre, CH-9101) kullanilarak 3’lii elektrot sistemi ile gerceklestirildi.

FIA ekipmani olarak, FIA akis hiicresi (ALS, Japonya), selektor, pompa ve
enjektor (EVA, Eppendorf, Madison, ABD) kullanildi.

JEOL JSM-6400 model taramali elektron mikroskobu (SEM) ve Q-Scope
250 model atomik kuvvet mikroskobu (AFM) hazirlanan biyosensor yiizeylerinin
goriintiilenmesinde kullanildi. Phillips XL-30 S FEG model taramali elektron

mikroskobu manyetik Fe;O4 nanopartikiillerin goriintiilenmesinde kullanild1.

2.3 Ol¢iim Prensibi

Ucglii elektrot sisteminin kullanildig1 amperometrik 6lgiimlerde referans

elektrot olan Ag/AgCl’e kars1 -0,7 V sabit potansiyel uygulanir. O, asagidaki
esitlige gore indirgenir ve tiiketilen O, konsantrasyonu ile orantili olarak akim

elde edilir. Oksijen tiiketimine iliskin reaksiyonlar asagida verilmistir (Dingkaya,

1999).
Katodik reaksiyon: O, + 2H,O — H;0;
H,O;, +2¢ —  2HO
Anodik reaksiyon: Ag'+ClIT  —  AgCl+e
Toplam reaksiyon: 4Ag" +O,+ 2H,0 +4CIT  —  4AgCl+ 4HO

Gelistirilen sistem glukozun enzimatik reaksiyon sonucu oksidasyonuna
bagl olarak meydana gelen akim farklanmalarinin kronoamperometrik olarak
izlenmesine dayanmaktadir. Biitlin 6lglimler oda kosullarinda gergeklestirilmistir.
Uglii elektrot sistemi 10 mL sodyum fosfat tamponu igeren Slciim hiicresine
daldirilmigtir. Taban akim degeri sabitlendiginde hiicreye cesitli miktarlarda
standart glukoz ¢ozeltileri eklenmistir. Reaksiyon bitimi olusan yeni denge
durumundaki akim miktarlar1 kaydedilmistir. Amperometrik cevaplar (akimlar)

-0,7 'V’ nin uygulandig1 potensiyostat tarafindan goriintiilenmistir. Belirli
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konsantrasyonlardaki glukoz standartlarina iliskin alinan akim degerleri ile
kalibrasyon grafigi elde edilmistir. Kalibrasyon grafiginin egimi kullanilarak

dogal drneklerdeki glukoz miktar1 da tayin edilebilmistir.

2.4 Glukoz Biyosensorlerinin Hazirlanmasi
2.4.1 PAMAM temelli glukoz biyosensoriiniin hazirlanmasi

Bu biyosensor sisteminde, altin elektrot yiizeyinin aktiflestirilmesi
amactyla kullanilan sistamin araciliiyla PAMAM dendrimer tabakasi
olusturuldu. Olusan schiff bazlarmin indirgenmesinde sodyum borhidriir
kullanildi. Yiizeye Piranoz oksidaz enzimi PAMAM dendrimerinin amino

uclarindan kovalent baglar olusturmasi saglanarak immobilize edildi.

! : H,N NH,

: : ; 0

: : : CH-(CH,):- P‘II H,N NH

i Wie T : : ‘) {(. H':) \j= o)l 2

| S<CHy)- 0 Q0 2

: F f( H_‘!]‘," ]\H? E S'{('”j]g'h”g " “ ; -

i|__S{CH.),-NH, _ ! FH'W";J]'C& ! || G Dendrimer

; 'l §-(CH,),-NH, | SCHN=CHACH)CH

'| aqueous solution | ${CHy)NH, pHO8PB SCH)-N (CHy)-C NaBH,
Gold I

i NH; !

| S—tCIll.l:-N:cH-m‘H:);-ﬂ[=N-@£ | S4CHy NECH(CHy CHN-

| w, POx el

| H, !

S-f('lI2)2.N=(TH-{(‘H:)_:-(~H=N-@\ S+(CH,),-N=CH+(CH,)y- CII—r\

| NH, ! NH

Sekil 2.1 PAMAM temelli glukoz biyosensoriiniin hazirlanma semasi

Glukoz biyosensoriiniin hazirlanmasinda izlenen prosediir soyledir:

2.4.1.1 Elektrodun temizlenmesi

1. Alumina ile parlatma (Fiziksel temizleme)

2. 0,5 mM H,SOq ile 0- 1,5 V arasinda 10 CV (Kimyasal temizleme)
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2.4.1.2 Elektrodun hazirlanmasi

Elektrot 100 mM Sistamin ¢ozeltisine daldirildi. (30 dk bekleme siiresi)

l (distile su ile yikama)
Elektrot % 5°lik Gluteraldehid ¢6zeltisine daldirildi (30 dk bekleme siiresi)

l (distile su ile yikama)
Elektrot % 1’lik PAMAM (G4) ¢ozeltisine daldirildi (60 dk bekleme siiresi)

|

Elektrot 5 mM NaBH4 ¢6zeltisine daldirildi (30 dk bekleme siiresi)

l (distile su ile yikama)

10 uL pH 7 sodyum fosfat tamponunda ¢oziilmiis 1 mg piranoz
oksidaz (9,4 Unit/mg)

+
10 uL % 1I’lik Glutaraldehid ¢ozeltisi pipetlenerek enzim immobolize edildi.

Elektrot yiizeyi kuruyana kadar (~ 30 dk) oda sicakliginda bekletildi.

2.4.2 Nanokompozit temelli glukoz biyosensoriiniin hazirlanmasi

Bu biyosensor sisteminde, PANI/AgCl kompozit materyal jelatin

yardimiyla yiizeye immobilize edildi.

2.4.2.1 AulNP sentezi

2,5x10* M HAuCl, ve 2,5x10 * M trisodyum sitrat iceren 20 mL ¢ozelti
bir konik balon i¢inde hazirlandi. Ardindan 0,6 mL 0,1 M buz soguklugundaki
NaBHy ¢o6zeltisi karigmakta olan ¢ozeltiye eklendi. NaBH4 eklendikten hemen

sonra ¢ozeltide partikiil olustugunu gosteren pembe renk gozlenmistir (Pan et al.,
2007).
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2.4.2.2 AuNP-PANI/AgCl hibrid materyalin sentezi

PVP (% 3) ¢ozeltisine AgNOs (0,012 M) ve anilin (0,012 M) eklendi. 5
mL 1 M HCI ve oksidant olarak amonyum persiilfat oda sicakliginda karigtirma
ile birlikte yukaridaki karisima damlatildi ve 24 saat boyunca karistirildi (Anilin,
amonyum persiillfat molar oran1 ([An]:[APS]); 1:1) (Feng et al., 2006). Bu
islemden sonra 0,3 mL of PANI/AgCl nanokompozit soliisyonu 1 mL kolloidal
AuNP soliisyonuna eklendi ve 12 saat karistirildi. 12 saatin sonunda elde edilen
iriin santrifiijlendikten sonra suda disperse edildi. Boylece AuNP, PANI/AgCl
nanokompozit yiizeyinde tutuklandi ve AuNP-PANI/AgCl hibrid materyal elde
edildi. (Yan et al., 2008).

2.4.2.3 Elektrodun hazirlanmasi

0,3 ml PANI/AgCl + Iml AuNP kolloid (12 saat inkiibasyon)

|

38 °C deki 25 uLL. AuNP-PANI/AgCl i¢inde 5 pL sodyum fosfat
tamponunda ¢oziilmiis 1 mg POx (4,32 U/mg) ¢ozeltisi ve jelatin (1 mg)
karistirildi

|

Elektrot yiizeyine karisimdan 10 pL damlatildi ve 4 °C” de 30 dakika

kurumaya birakildi

l

Elektrot, % 2,5 glutaraldehid icerisinde 5 dk bekletildi
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2.4.3 Manyetik nanopartikiil temelli glukoz biyosensoriiniin
hazirlanmasi

2.4.3.1 Nano-Fe;O,4_sentezi ve modifikasyonlari

Nano-Fe;0,4 sentezi

12 mL 2 M FeCl;, 2 M HCl’de hazirland1 ve 500 mL’lik {i¢ boyunlu
balonjojeye konulup 100 mL saf su ile seyreltildi. Balonjojeye azot gazi
gonderilirken taze hazirlanan 50 mL 0,08 M Na,SO; yavasga ilave edildi. %28’1lik
8 mL NHj, 40 mL saf su ile seyreltildikten sonra azot gazi altinda yavas
karistrma ile eklendi. Cozelti sicakligt 70°C’de 15-30 dakika korundu.
Sonrasinda 45°C’nin altina kadar sogutuldu. Siyah manyetik ¢okelekler harici bir
miknatis ile uzaklastirilarak birkac kez saf suyla yikandi ve daha sonra su-etanol
(2-1) karisimu ile yikamaya devam edildi. Cokelek 80 mL etanol ve 20 mL su
icerisinde tekrar dagitildi (Medine, 2008).

Nano-Fe;O4’ nun tetraetil ortosilikat ile kaplanmasi

80 mL etanol ve 20 mL su icerisinde dagitilan manyetik nanopartikiiller 5
mL tetra etil orto silikat (TEOS) ve %10’luk 5 mL NH; siras1 ile ilave edildi.
40°C’de 12 saat karistrmanin ardindan parcaciklar metanol ile birkag kez
yikanarak reaksiyona girmeyen TEOS ve baglanmamis silika uzaklastirildi. Son

olarak ¢cokelek 100 mL metanolde siispanse edildi (Medine, 2008).

Silika kaph Nano-Fe;O04’ nun amino silan ile konjugasyonu

%20’lik bir konsantrasyona ulasmncaya kadar metanol silispansiyonu
icerisinde bulunan silika kapli manyetik parcaciklar lizerine silan ¢ifti ajan1 SG-Si
900 [N-(2-aminoetil)-3-aminopropil-trimetoksisilan)] eklendi. Cozelti 5 dakika
ultrasonik banyoda tutulduktan sonra 60°C’de 12 saat siire ile geri sogutma
altinda bekletildi. Reaksiyona girmeyen SG-Si 900’u uzaklastirmak icin ¢ozelti
metanol ile birka¢ kez yikandi. Olusan ¢okelek kiigiik miktarlarda vakum altinda

kurutularak analiz i¢in kullanild1 (Medine, 2008).
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2.4.3.2 Manvetik bivonanopartikiillerin hazirlanmasi

Silika ile kaplanip amino silanlanmis Fe;O4 nanopartikiil (2mg) 900 uL pH 7

sodyum fosfat tamponunda disperse edildi

l (15 dk ultrasonik banyoda birakildi)

100 puL % 25 glutaraldehid ilave edildi

l (4 °C de 24 saat boyunca karistirildi)

Manyetik etki yardimiyla nanopartikiiller ¢ozeltiden ayrilip glutaraldehid
uzaklastirildi

|

20 mg GOx (4 mg protein-424 U) 200 uL pH 7 sodyum fosfat tamponunda

¢oziildii ve ayrilan manyetik nanopartikiiller iizerine enzim ¢6zeltisi eklendi

l (4 °C de 24 saat boyunca karistirildi)

Manyetik etki yardimiyla nanopartikiiller ¢cozeltiden ayrilip baglanmayan enzim

uzaklastirildi

(2 kez fosfat tamponu ile yikama
l yapildi)

Manyetik nanopartikiiller 200 uLL. pH 7 sodyum fosfat tamponunda disperse edildi.



30

2.4.3.3 Karbon pasta elektrodun dizaym

Uygun sekildeki bir miknatis
elektroda yerlestlrlldl

] Elektrot karbon pasta ile
‘ ‘ doldurulup parlatlldl

.

Sekil 2.2 Karbon pasta elektrodun dizayn1 a) Bos karbon pasta elektrot, b) Miknatis yerlestirilmis
elektrot, c¢) Karbon pasta d) Karbon pasta doldurulmus ve parlatilmis elektrot

2.4.3.4 Karbon pasta elektrodun hazirlanmasi

Elektrot yiizeyine 10 pL manyetik biyonanopartikiil karisimdan damlatildi
ve 25 °C’ de 30 dakika kurumaya birakild1.

Glucose + gz
—r ;K\D-nlumm -1,5-lactene + H, O

\"*’\

Sekil 2.3 Manyetik biyonanopartikiillerle modifiye edilmis karbon pasta elektrot
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3. GLUKOZ BiYOSENSORLERINE ILiSKiN CALISMALAR

3.1 PAMAM Temelli Glukoz Biyosensoriine iliskin Calismalar

3.1.1 Yiizey karakterizasyonu

Elektrodun hazirlanmasindaki her asamada yiizey, AFM ile karakterize
edildi. Bu baglamda, bos elektrot, sistamin ile ylizey modifikasyonu sonrasi,
PAMAM ile yiizey modifikasyonu sonrasi ve enzim immobilizasyonu sonrasinda

elektrot ylizeyi AFM ile goriintiilendi

3.1.2 Kesikli sistemde biyosensoriin ¢calisma kosullarimin
optimizasyonu

3.1.2.1 Optimum pH

Piranoz oksidaz biyosensoriiniin optimum pH’sim belirlemek amaciyla
sodyum fosfat ve sodyum asetat tamponlar1 kullanildi. 50 mM konsantrasyonda
sodyum fosfat ve sodyum asetat ile pH’s1 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 olan tamponlar
hazirlandi. Hazirlanan her bir tampon ile alinan biyosensor cevaplar1 kaydedilerek

glukoz biyosensoriiniin optimum pH degeri belirlendi.

3.1.2.2 Enzim miktarinin optimizasyonu

Biyoaktif tabakadaki piranoz oksidaz enzim miktarinin degisen oranlariyla
biyosensorler hazirlandi ve piranoz oksidaz miktarinim biyosensor cevabina etkisi
belirlendi. Bu amag¢ dogrultusunda 4,7 U, 9,4 U ve 23,5 U aktiviteye sahip piranoz
oksidaz miktarlar1 kullanilarak biyosensorler hazirlandi. Farkli enzim oranlarinda
hazirlanan biyosensorlerin enzimatik reaksiyon sonucunda tiiketilen oksijen

konsantrasyonlarina karsilik verdikleri akim degerleri dlctilerek karsilagtirildi.

3.1.3 Kesikli sistemde biyosensoriin karakterizasyonu

3.1.3.1 Dogrusal tayin arahigi

Gelistirilen biyosensorlerin  biyoaktif tabaka bilesenleri ve c¢alisma

kosullarinin optimizasyonu sonrasi karakterizasyonu amaciyla standart grafigi
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cizilerek glukoz &lgiim aralig1 belirlendi. Olgiimler 50 mM pH 6 sodyum fosfat

tamponunda oda sicakliginda gergeklestirildi.

3.1.3.2 Analiz sonuclarinin tekrarlanabilirligi ve operasvonel
stabilite

Optimize edilmis ¢alisma kosullarinda hazirlanan piranoz oksidaz enzim
elektrodu ile dogrusal tayin araligindaki bir glukoz konsantrasyonu segilerek
tekrarli 7 6l¢iim alindi. Kalibrasyon grafikleri yardimiyla konsantrasyon degerleri

saptanarak standart sapma (S.D) ve varyasyon katsayilari (c.v) hesaplandu.

Operasyonel stabiliteyi belirlemek amaciyla hazirlanan glukoz biyosensorii
ile alman tekrarli 6lglim sonucglarmma gore sensor cevabinda meydana gelen

azalmalar kaydedilerek yiizdesel olarak hesaplandi.

3.1.3.3 Enzim elektrodunun veniden hazirlanabilirligi

Optimize edilmis kosullarda (50 mM sodyum fosfat tamponu pH 6, oda
sicakliginda), optimum enzim miktarmin kullamldigi piranoz oksidaz
biyosensorleri, farkl zaman dilimlerinde hazirlanarak substrat
konsantrasyonlarma karsilik gelen akim degerlerine gore kalibrasyon grafikleri
cizildi. Bu islemler 3 kez tekrar edildi. Farkli zaman diliminde hazirlanan bu 3

enzim elektrodunun 6l¢iim degerleri karsilastirilarak sonuglar yorumlandi.

3.1.3.4 Substrat spesifikligi

Hazirlanan biyosensor sisteminin farkli substratlara karsi ne 6lgiide cevap

verdigi farkl substratlar kullanilarak yapilan 6l¢iimlerle belirlendi.

3.1.4 FIA sisteminde biyosensoriin karakterizasyonu

Piranoz oksidaz  biyosensorleri  hazirlanarak  FIA  sistemi ile
kombinasyonlar1 gerceklestirildi. Kesikli sistem kullanilarak optimize edilen
hazirlama kosullarmna paralel olarak 9,4 U piranoz oksidaz aktivitesine sahip
biyosensorler  hazirlandi.  Optimize  edilen kosullarda  biyosensoriin
karakterizasyonuna yonelik caligmalar yapildi. Sekil 3.1° de Piranoz oksidaz

biyosensorii ile kombine edilmis FIA sistemi goriilmektedir.
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Sekil 3.1 Piranoz oksidaz biyosensorii ile kombine edilmis FIA sistemi

3.1.4.1 Dodrusal tayin arahigi

Piranoz oksidaz biyosensoriiniin farkli substrat konsantrasyonlarinda
biyosensor cevabimi incelemek amaciyla glukozun farkli konsantrasyonlari
kullanild1. Belirlenen calisma kosullarinda, farkli substrat konsantrasyonlarinda
elde edilen biyosensdr cevaplari ile glukoz lgiim aralig belirlendi. Olgiimler 50

mM pH 6 sodyum fosfat tamponunda oda sicakliginda gergeklestirildi

3.1.4.2 Analiz sonuclarinin tekrarlanabilirligi ve operasvonel
stabilite

Kesikli sistemde optimize edilmis ¢alisma kosullarinda hazirlanan piranoz
oksidaz enzim elektrodu ile dogrusal tayin araligindaki bir glukoz konsantrasyonu
secilerek tekrarli 10 Ol¢iim alindi. Kalibrasyon grafigi yardimiyla o6lgiim
sonuglarina karsilik gelen glukoz konsantrasyon degerleri saptanarak standart

sapma (S.D) ve varyasyon katsayilar1 (c.v) hesaplandu.

FIA sisteminde akis durdurulmaksizin her 200 saniyede bir alman tekrarli
Ol¢lim sonuglarma goére sensor cevabinda meydana gelen azalmalar kaydedilerek

yiizdesel olarak hesaplandi.

3.2 Nanokompozit Temelli Glukoz Biyosensériine Iliskin
Cahsmalar

3.2.1 Yiizey karakterizasyonu

Matrislerin  ylizey karakteristiklerinin  belirlenmesi amaciyla SEM

kullanildi. AuNP-/AgCl ve AuNP-PANI/AgCl/jelatin matrislerin morfolojileri
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belirlendi.

3.2.2 Biyosensoriin ¢alisma kosullarimin optimizasyonu

3.2.2.1 Optimum pH

Piranoz oksidaz biyosensoriiniin optimum pH’sim belirlemek amaciyla
sodyum fosfat tamponlar1 kullanildi. 50 mM konsantrasyonda sodyum fosfat ile
pH’s1 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 olan tamponlar hazirlandi. Hazirlanan her bir tampon ile
alman biyosensor cevaplar1 kaydedilerek glukoz biyosensoriiniin optimum pH

degeri belirlendi

3.2.2.2 Enzim miktarinin optimizasyonu

Biyoaktif tabakadaki piranoz oksidaz enzim miktarinin degisen oranlariyla
biyosensorler hazirlandi ve piranoz oksidaz miktarmnim biyosensor cevabina etkisi
belirlendi. Bu amag¢ dogrultusunda 0,1 U; 0,75 U; 1,44 U; 2 U ve 4 U aktiviteye
sahip piranoz oksidaz miktarlar1 kullanilarak biyosensorler hazirlandi. Farkli
enzim oranlarinda hazirlanan biyosensorlerin enzimatik reaksiyon sonucunda
tiiketilen oksijen konsantrasyonlarina karsilik verdikleri akim degerleri dlgiilerek

karsilagtirildi.

3.2.3 Biyosensoriin karakterizasyonu

3.2.3.1 Dogrusal tayin arahigi

Gelistirilen biyosensorlerin  biyoaktif tabaka bilesenleri ve c¢alisma
kosullarinin optimizasyonu sonrasi karakterizasyonu amaciyla standart grafigi
cizilerek glukoz 6lgiim aralig1 belirlendi. Olgiimler 50 mM pH 6,5 sodyum fosfat

tamponunda oda sicakliginda gergeklestirildi.

3.2.3.2 Analiz sonuclarinin tekrarlanabilirligi ve operasvonel
stabilite

Optimize edilmis ¢alisma kosullarinda hazirlanan piranoz oksidaz enzim

elektrodu ile dogrusal tayin araligina giren bir glukoz konsantrasyonu segilerek
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tekrarli 6l¢lim alindi. Kalibrasyon grafikleri yardimiyla konsantrasyon degerleri

saptanarak standart sapma (S.D) ve varyasyon katsayilari (c.v) hesaplandu.

Operasyonel stabiliteyi belirlemek amaciyla hazirlanan glukoz biyosensorii
ile alman tekrarli 6lglim sonucglarmma gore sensor cevabinda meydana gelen

azalmalar kaydedilerek yiizdesel olarak hesaplandi.

3.2.3.3 Sensor cevabina AuNP etkisi

AuNP etkisini belirlemek amaciyla AuNP igeren ve AuNP igermeyen
kompozit materyaller ile iki farkli elektrot hazirlandi. Optimum kosullarda

elektrotlarin substrata kars1 verdikleri cevaplar kiyaslandi.

3.2.3.4 Substrat spesifikligi

Hazirlanan biyosensor sisteminin farkli substratlara karsi ne 6lgiide cevap

verdigi farkl substratlar kullanilarak yapilan dl¢timlerle belirlendi.

3.2.3.5 Ornek uygulama

Piranoz oksidaz temelli biyosensor sisteminin uygulanan o6rneklere; nar
suyu, ahududu nektar1 (Aroma); yesil ¢ay (Lipton, Unilever); enerji icecegi (Red
Bull); seftali suyu, portakal suyu, karisik meyve suyu (Cappy); kola (Coca Cola);
beyaz sarap, kirmizi sarap (Nevzade) cevaplar1 belirlendi ve kalibrasyon grafigi
yardimiyla uygulanan 6rneklerdeki glukoz miktar: tayin edildi. Sonuclar referans

yontem olan ticari glukoz kitleri kullanilarak elde edilen degerlerle kiyasland:.

3.3 Nano-Fe;04 Temelli Glukoz Biyosensoriine iliskin
Calismalar

3.3.1 Yiizey karakterizasyonu

Fe;O4 nanopartikiiller ve yapilan modifikasyonlar SEM ile karakterize

edildi.
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3.3.2 Biyosensoriin calisma kosullarinin optimizasyonu

3.3.2.1 Optimum pH

Glukoz oksidaz biyosensoriiniin optimum pH’smi belirlemek amaciyla
sodyum fosfat ve sodyum asetat tamponlar1 kullanildi. 50 mM konsantrasyonda
sodyum asetat ile pH’ s1 5; 5,5 sodyum fosfat ile pH’ s1 6,0; 6,5; 7,0; olan
tamponlar hazirlandi. Hazirlanan her bir tampon ile alinan biyosensor cevaplari

kaydedilerek glukoz biyosensoriiniin optimum pH degeri belirlendi.

3.3.2.2 Bivonanopartikiil miktarinin optimizasyonu

Biyoaktif tabakadaki biyonanopartikiil (dolayisiyla enzim) miktarinin
degisen oranlariyla biyosensorler hazirlandi ve biyonanopartikiil miktarmin
biyosensor cevabina etkisi belirlendi. Bu amag¢ dogrultusunda 1 uL; 2,5 pL; 5 uL;
10 pL; 20 pL biyonanopartikiil miktarlar1 kullanilarak biyosensorler hazirlandi.
Farkli biyonanopartikiil miktarlariyla hazirlanan biyosensorlerin  enzimatik
reaksiyon sonucunda tiiketilen oksijen konsantrasyonlarina karsilik verdikleri

akim degerleri dlgiilerek karsilastirildi.

3.3.3 Biyosensoriin karakterizasyonu

3.3.3.1 Dogrusal tayin arahigi

Gelistirilen biyosensorlerin  biyoaktif tabaka bilesenleri ve c¢alisma
kosullarinin optimizasyonu sonrasi karakterizasyonu amaciyla standart grafigi
cizilerek glukoz &lgiim aralig1 belirlendi. Olgiimler 50 mM pH 6 sodyum fosfat

tamponunda oda sicakliginda gergeklestirildi.

3.3.3.2 Analiz sonuclarinin tekrarlanabilirligi ve operasvonel
stabilite

Hazirlanan enzim elektrodu ile islemler 10 kez tekrarlandi ve kalibrasyon
grafikleri yardimiyla konsantrasyon degerleri saptanarak standart sapma (S.D) ve

varyasyon katsayilar1 (c.v) hesaplandi.
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Operasyonel stabiliteyi belirlemek amaciyla hazirlanan glukoz biyosensorii
ile alman tekrarli 6lglim sonucglarma gore sensor cevabinda meydana gelen

azalmalar kaydedilerek yiizdesel olarak hesaplandi.

3.3.3.3 Enzim elektrodunun veniden hazirlanabilirligi

Optimize edilmis kosullarda (50 mM sodyum fosfat tamponu pH 6, oda
sicakliginda), optimum biyonanopartikiil miktarinin  kullanildig1  glukoz
biyosensorleri, farkl zaman dilimlerinde hazirlanarak substrat
konsantrasyonlarma karsilik gelen akim degerlerine gore kalibrasyon grafikleri
cizildi. Bu islemler 3 kez tekrar edildi. Farkli zaman diliminde hazirlanan bu 3

enzim elektrodunun 6l¢tiim degerleri karsilastirilarak sonuclar yorumlandi.

3.3.3.4 Ornek uygulama

Manyetik Fe;Os nanopartikiil temelli biyosensor sisteminin uygulanan
orneklere; yesil cay, ice tea (Lipton, Unilever); limonata (Uludag); kola, sprite
(Coca Cola); seftali suyu, portakal suyu, visne suyu, karisik meyve suyu (Cappy,
Coca Cola); fruko (Pepsico) cevaplar belirlendi ve kalibrasyon grafigi yardimiyla
uygulanan oOrneklerdeki glukoz miktar1 tayin edildi. Sonuglar referans yontem

olan ticari glukoz kitleri kullanilarak elde edilen degerlerle kiyaslandu.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA
4.1 PAMAM Temelli Glukoz Biyosensoriine iliskin Sonuclar

4.1.1 Yiizey karakterizasyonu

Elektrodun hazirlanmasindaki her agamada yiizey, AFM ile karakterize

edildi. Elde edilen AFM goriintiileri Sekil 4.1° de goriilmektedir.
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Sekil 4.1 Elektrot yiizeyinin AFM goriintiileri a) Bos elektrot, b) Sistamin modifikasyonu sonras,
¢) PAMAM modifikasyonu sonrasi, d) Enzim immobilizasyonu sonrasi



39

4.1.2 Kesikli sistemde biyosensoriin ¢calisma kosullarimin
optimizasyonu

4.1.2.1 Optimum pH

Hazirlanan biyosensdr ile pH optimizasyonu yapildi. Denemeler
sonucunda elde edilen verilere gére biyosensoriin optimum pH grafigi Sekil 4.2°

de verilmistir.
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Sekil 4.2 Biyosensdr cevabina pH’nin etkisi (Sodyum asetat tamponu; pH 5,5; sodyum fosfat
tamponu pH 6-8; 50 mM, piranoz oksidaz 9,4 U, -0,7 V, 0,5 mM glukoz, oda sicakligi,
her bir hata ¢ubugu 2 ya da 3 dlglime iliskin standart sapmay1 ifade etmektedir)

Sekil 4.2° de goriildiigii gibi en yiiksek biyosensor cevabi pH 6; 50 mM
fosfat tamponunda alindi. Bunu takip eden calismalarda pH 6 sodyum fosfat

tamponu kullanildi.

4.1.2.2 Enzim miktarinin optimizasyonu

Bu caligmada piranoz oksidaz miktariin biyosensor cevabi tizerindeki
etkisi belirlendi. Bu amaca yonelik olarak; biyosensor hazirlanmasinda kullanilan
piranoz oksidaz miktar1 ile biyosensor cevabi arasindaki iliski Sekil 4.3 de

verilmistir.



40

I(uA)

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Glukoz (mM)

——47 U =-94U 235U

Sekil 4.3 Biyosensor cevabina enzim miktarinin etkisi (Sodyum fosfat tamponu pH 6; 50mM,
-0,7 V, oda sicakligi, her bir hata gubugu 2 ya da 3 dlgiime iliskin standart sapmayi ifade
etmektedir).

Sekil 4.3 de goriildiigi gibi optimum enzim miktar1 1 mg (9,4 U) olarak
bulunmustur. Daha diisiik enzim miktarinda biyosensdriin cevabr da daha diisiik
bulunmugstur. Daha yiiksek enzim miktarinda ise biyosensér cevabinin
azalmasinin nedeni artan enzim tabakasmin kalinlig1 nedeniyle substratin enzimin

aktif bolgesine diflizyonunun zorlagmasi olarak gosterilebilir.

4.1.3 Kesikli sistemde biyosensoriin karakterizasyonu

4.1.3.1 Dodrusal tayvin arahigi

Biyosensoriin farkli substrat konsantrasyonlarindaki cevabmi incelemek
amaciyla glukozun farkli konsantrasyonlar1 kullanildi. Belirlenen c¢alisma
kosullarinda, farkli substrat konsantrasyonlarinda elde edilen biyosensor cevaplari

Sekil 4.4 de verilmistir.

Sekil 4.4° de gorildigi gibi 0,025-0,5 mM glukoz konsantrasyonu

araliginda dogrusallik gozlendi.
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R%=0,9957

I(uA)

18
16
14 |
12 |

0,8
0,6
04 *

0,2

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
Glukoz (mM)

Sekil 4.4 Glukoz tayinine yonelik kalibrasyon grafigi (Sodyum fosfat tamponu pH 6; S0mM,
piranoz oksidaz 9,4 U, -0,7 V, oda sicakligi, her bir hata gubugu 2 ya da 3 dl¢iime
iligkin standart sapmay1 ifade etmektedir)

4.1.3.2 Analiz sonuclarinin tekrarlanabilirligi ve operasyonel
stabilite

Hazirrlanan  piranoz  oksidaz  biyosensoriiniin ~ belirli  glukoz
konsantrasyonlarinda calisma tamponu ve c¢alisma sicakliinda tekrar
kullanilabilirligi incelendi. Tekrarlanan Ol¢iimler sonrasinda ilgili substratin
kalibrasyon grafikleri yardimiyla konsantrasyon degerleri saptandi. Bu islemler
sonrasinda piranoz oksidaz biyosensorii ile glukoz i¢in standart sapma (S.D) 0,3 +
0,011 mM (n=7) ve varyasyon katsayis1 (c.v) % 3,57 olarak bulundu. Ilk 2 giinde
alman 30 Ol¢iim sonunda kayda deger bir aktivite kayb1 gdzlenmezken 9 giinde

alman toplam 80 6l¢iim sonunda % 50 aktivite kayb1 gozlendi.

4.1.3.3 Enzim elektrodunun veniden hazirlanabilirligi

Farkli gilinlerde, aym1 oranlarda enzim igeren piranoz oksidaz
biyosensorleri hazirlandi ve bu ii¢ farkli elektrotla glukoz tayinine yonelik ¢izilen

kalibrasyon grafikleri Sekil 4.5 de verilmistir.

Elde edilen bu ii¢ kalibrasyon grafigine gore, biyosensoriin optimum

kosullarda ayni lineer arali§1 verecek sekilde tekrar hazirlanabildigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.5 Farkl giinlerde hazirlanan piranoz oksidaz biyosensorlerinin kalibrasyon grafikleri
(Sodyum fosfat tamponu pH 6; 50 mM, piranoz oksidaz 9,4 U, -0,7 V, oda sicakligi,
her bir hata ¢ubugu 2 ya da 3 dlglime iligkin standart sapmay1 ifade etmektedir).

4.1.3.4 Substrat spesifikligi

Farkli substratlar kullanilarak biyosensor sisteminin cevaplar1 6lgiildii.
Biyosensoriin Ksiloza verdigi cevap % 100 olarak alindi. Belirlenen ¢alisma
kosullarinda, farkli substratlarin (glukoz, galaktoz, mannoz, siikroz, laktoz,
maltoz) kullanimi sonucu elde e dilen biyosensér cevaplar1 Sekil 4,6’ da
verilmistir. Mannoz, silikroz, laktoz ve maltoza karsi cevap aliamamustir.

Olgiimler 2 kez tekrarlanmustir.
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Sekil 4.6 Biyosensoriin farkli substratlara (0,25 mM) cevabi (Sodyum fosfat tamponu pH 6; 50
mM, piranoz oksidaz 9,4 U, -0,7 V, oda sicakligi, her bir hata ¢ubugu 2 ya da 3 dlgliime
iligkin standart sapmay1 ifade etmektedir).
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4.1.4 FIA sisteminde biyosensoriin karakterizasyonu

4.1.4.1 Dodrusal tayin arahigi

Biyosensoriiniin farkli substrat konsantrasyonlarindaki cevabini incelemek
amaciyla glukozun farkli konsantrasyonlar1 kullanildi. Belirlenen c¢alisma
kosullarinda, farkli substrat konsantrasyonlarinda elde edilen biyosensor cevaplari

Sekil 4.7’ de verilmistir.
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Sekil 4.7 Glukoz tayinine yonelik kalibrasyon grafigi (Sodyum fosfat tamponu pH 6; S0mM,
piranoz oksidaz 9,4 U, -0,7 V, oda sicakligi, her bir hata gubugu 2 ya da 3 6lgiime
iligkin standart sapmay1 ifade etmektedir)

Sekil 4.7 de goriildigi gibi 0,025-1 mM glukoz konsantrasyonu

araliginda dogrusallik gozlendi.

4.1.4.2 Analiz sonuclarinmin tekrarlanabilirligi ve operasvonel
stabilite

Hazirrlanan  piranoz  oksidaz  biyosensoriiniin  belirli  glukoz
konsantrasyonlarinda calisma tamponu ve c¢alisma sicakliinda tekrar
kullanilabilirligi incelendi. Tekrarlanan Ol¢iimler sonrasinda ilgili substratin
kalibrasyon grafikleri yardimiyla konsantrasyon degerleri saptandi. Bu iglemler
sonrasinda piranoz oksidaz biyosensorii ile glukoz i¢in standart sapma (S.D)
0,51 £ 0,019 mM (n=10) ve varyasyon katsayis1 (c.v) % 3,69 olarak bulundu. 6

saatte alinan toplam 15 6l¢liim sonunda % 9,3 aktivite kayb1 gozlendi.
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4.2 Nanokompozit Temelli Glukoz Biyosensériine Iliskin
Sonuglar

4.2.1 Yiizey karakterizasyonu
Matrisin ylizey karakteristiklerinin belirlenmesi amaciyla SEM kullanildi.

AuNP-PANI/AgCl ve AuNP-PANI/AgCl/jelatin matrislerin SEM goriintiileri
Sekil 4.8’ de verilmistir.
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Sekil 4.8 Kompozit matrislerin SEM goriintiileri a) AuNP-PANI/AgCl, b) AuNP- PANI/AgCl/
Jelatin.

Sekil 4.8 de goriildiigii gibi jelatinli kompozit materyal, jelatinsiz
kompozit materyalden daha kompakt yapidadir. Jelatinin enzim immobilizasyonu

icin daha uygun bir matris sagladigi agiktir.

4.2.2 Biyosensoriin ¢calisma kosullarimin optimizasyonu

4.2.2.1 Optimum pH

Hazirlanan biyosensér ile pH optimizasyonu yapildi. Denemeler
sonucunda elde edilen verilere gére biyosensoriin optimum pH grafigi Sekil 4.9’

da verilmistir.
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Sekil 4.9 Biyosensor cevabina pH’nin etkisi (Sodyum fosfat tamponu pH 6-7,5; 50 mM, -0,7 V,
0,5 mM glukoz, oda sicakligi, her bir hata gubugu 2 ya da 3 6l¢time iligkin standart
sapmayi ifade etmektedir).

4.2.2.2 Enzim miktarinin optimizasyonu

Bu caligmada piranoz oksidaz miktarmin biyosensor cevabi iizerindeki
etkisi belirlendi. Bu amaca yonelik olarak; biyosensor hazirlanmasinda kullanilan
piranoz oksidaz miktar1 ile biyosensOr cevabi arasindaki iliski Sekil 4.10° da

verilmistir.
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Sekil 4.10 Biyosensor cevabina enzim miktarmin etkisi (Sodyum fosfat tamponu pH 6,5; S0mM,
0,7 V, oda sicakligy).

Farkli enzim miktarlariyla hazirlanan elektrotlardan 0,1 U aktiviteye sahip

enzim miktar1 iceren elektrottan cevap alinamadi. Diger elektrotlarda ise dogrusal
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tayin araligi ve biyosensor cevaplari birbirine ¢ok yakin olarak bulundu. Bu
nedenle en diisilk miktar olan 0,75 U aktiviteye sahip enzim miktar1 optimum
olarak belirlendi ve daha sonraki denemelerde elektrotlar bu enzim miktar: ile

hazirlandi.

4.2.3 Biyosensoriin karakterizasyonu

4.2.3.1 Dodrusal tayin arahigi

Biyosensoriin farkli substrat konsantrasyonlarindaki cevabmi incelemek
amaciyla glukozun farkli konsantrasyonlar1 kullanildi. Belirlenen c¢aligma
kosullarinda, farkli substrat konsantrasyonlarina karsi elde edilen biyosensor

cevaplar1 Sekil 4.11° de verilmistir.

y = 2,0961x + 0,2428
< 27 R? = 0,9955
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Sekil 4.11 Glukoz tayinine yonelik kalibrasyon grafigi (Sodyum fosfat tamponu pH 6,5; 50mM;
piranoz oksidaz 0,75 U, -0,7 V, oda sicakligi, her bir hata ¢ubugu 2 ya da 3 dlglime
iligkin standart sapmayi ifade etmektedir)

Sekil 4.11° de goriildiigi gibi 0,05-0,75 mM glukoz konsantrasyonu

araliginda biyosensor cevabinda dogrusallik gozlendi.

4.2.3.2 Analiz sonuclarinin tekrarlanabilirligi ve operasvonel
stabilite

Hazirlanan  piranoz  oksidaz  biyosensoriiniin ~ belirli  glukoz
konsantrasyonlarinda calisma tamponu ve c¢alisma sicaklifinda tekrar

kullanilabilirligi incelendi. Tekrarlanan Ol¢iimler sonrasinda ilgili substratin
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kalibrasyon grafikleri yardimiyla konsantrasyon degerleri saptandi. Bu iglemler
sonrasinda piranoz oksidaz biyosensorii ile glukoz icin standart sapma (S.D)
0,25 = 0,005 mM (n=6) ve varyasyon katsayis1 (c.v) % 2,16 olarak bulundu. 6

saatte alinan toplam 8 6lgiim sonunda % 12 aktivite kayb1 gozlendi.

4.2.3.3 Sensor cevabina AuNP etkisi

AuNP iceren ve AuNP icermeyen kompozit materyaller ile hazirlanan iki
elektrodun optimum kosullarda substrata kars1 verdikleri cevaplar kiyaslandi. Elde

edilen biyosensor cevaplar1 Sekil 4.12” de verilmistir.
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Sekil 4.12 AuNP’ nin biyosensor cevabi iizerine etkisi (Sodyum fosfat tamponu pH 6,5; 50mM,
piranoz oksidaz 0,75 U, -0,7 V, oda sicaklig).

Sekil 4.12° de gorildiigii gibi AuNP’ 1i kompozit ile hazirlanan

biyosensorde daha duyar 6l¢iimler ve daha yiliksek biyosensor cevaplari alinmastir.

4.2.3.4 Substrat spesifikligi

Farkli substratlar kullanilarak biyosensor sisteminin cevaplart ol¢iildii.
Biyosensoriin glukoza verdigi cevap % 100 olarak alindi. Belirlenen ¢alisma
kosullarinda, farkli substratlarin (ksiloz, galaktoz, siikroz) kullanimi sonucu elde
edilen biyosensdr cevaplar1 Sekil 4.13° de verilmistir. Olgiimler 2 kez

tekrarlanmustir.
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Sekil 4.13 Biyosensoriin farkli substratlara (0,25 mM) cevabi (Sodyum fosfat tamponu pH 6,5; 50
mM, piranoz oksidaz 0,75 U, -0,7 V, oda sicakligi, her bir hata gubugu 2 ya da 3 dl¢iime
iligkin standart sapmayi ifade etmektedir ).

4.2.3.5 Ornek uygulama

Piranoz oksidaz temelli biyosensor sisteminin uygulanan dogal orneklere
kars1 verdigi cevaplar ve dolayisiyla 6rneklerdeki glukoz miktar1 belirlendi. Ayni
orneklerde spektrofotometrik yontemle glukoz tayini gerceklestirildi. Elde edilen

sonugla referans yontemle kiyaslamali olarak Cizelge 4.1° de verilmistir.

Cizelge 4.1 Ornek uygulama (Sodyum fosfat tamponu pH 6,5; 50 mM; piranoz oksidaz 0,75 U,
-0,7 V, oda sicakligi, 2 ya da 3 6l¢iime iliskin standart sapmalar verilmistir).

Ornek Glukoz (g/L) Gerikazanim
Biyosensor Spektrofotometrik (%)
Nar suyu 10,22+0,252 11,15+0,325 109
Yesil cay 11,58+0,115 11,91+0,788 103
Enerji icecegi 25,35+0,333 23,68+1,273 93
Ahududu nektari 32,12+1,659 29,89+0,021 93
Seftali suyu 36,88+0,333 34,19+5,413 93
Portakal suyu 55,33+0,499 54,46+3,106 98
Karisik meyve suyu 22,41+2,345 24,25+0,159 108
Kola 58,54+1,547 54,19+3,852 93
Beyaz sarap 0,08+0,004 0,075+0,0003 94
Kirmz sarap 0,049+0,001 0,045+0,005 92
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Cizelge 4.1’ de goriildiigii gibi biyosensor sistemi ve spektrofotometrik
yontemle elde edilen sonuglar birbirine olduk¢a yakin bulunmustur. Geri kazanim
oranlar1 % 100’e yakin olup, analizlerin 6rnek matris etkisinden bagimsiz olarak

yapilabildikleri a¢iktir.

4.3 Nano-Fe;0, Temelli Glukoz Biyosensoriine iliskin Sonuclar

4.3.1 Yiizey karakterizasyonu

Manyetik Fe;O4 nanopartikiillerin, silika kapli manyetik Fe;O4
nanopartikiillerin, silika kapli silanlanmis manyetik Fe;O4 nanopartikiillerin
morfolojileri SEM ile karakterize edildi. Elde edilen SEM goriintiileri Sekil 4.14°

de goriilmektedir.

AcG). SpotMagn * Det WD ==
#2001V 2.0 50009 _TLD 4.6 IV TEMAM

2 . g0 A ‘
2TA%V Spot Magn  Det WD 1 500nm mc,\f sfot Magn  Det \Eflh 500 nm
IYTE-MAM

SZJ0kY 20 50000x TLD 56 IYTE-MAM A0 K20 50000x TLD 5

Sekil 4.14 Manyetik Fe;04 nanopartikiillerin SEM goriintiileri (50000X), a) Manyetik Fe;O4
nanopartikiiller, b) Silika kapli manyetik Fe;O, nanopartikiiller, c) Silika kapli
silanlt manyetik Fe;O4 nanopartikiiller.
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SEM goriintiileri ile manyetik parcaciklarm ortalama olarak 40-55 nm

araliginda ve kiiresel oldugu tespit edilmistir.

4.3.2 Biyosensoriin ¢alisma kosullarimin optimizasyonu

4.3.2.1 Optimum pH

Hazirlanan biyosensdr ile pH optimizasyonu yapildi. Denemeler
sonucunda elde edilen verilere gore biyosensoriin optimum pH grafigi Sekil 4.15°

de verilmistir.
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Sekil 4.15 Biyosensor cevabina pH’nin etkisi (Sodyum asetat tamponu pH 5-5,5; sodyum fosfat
tamponu pH 6-7; 50 mM, -0,7 V, 1 mM glukoz, oda sicaklig1, her bir hata ¢ubugu 2
ya da 3 ol¢iime iligkin standart sapmayi ifade etmektedir).
En yiiksek biyosensor cevabinin pH 6; 50 mM fosfat tamponunda alindig1
Sekil 4.15” de goriilmektedir. Bunu takip eden ¢aligmalarda pH 6 sodyum fosfat

tamponu kullanildi.

4.3.2.2 Bivonanopartikiil miktarinin optimizasyonu

Bu calismada biyonanopartikiil miktarinin biyosensor cevabi iizerindeki
etkisi belirlendi. Bu amaca yonelik olarak; biyosensor hazirlanmasinda kullanilan
biyonanopartikiil miktar1 ile biyosensor cevabi arasindaki iliski Sekil 4.16° da

verilmistir.
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Sekil 4.16 Biyosensor cevabina biyonanopartikiil miktarmin etkisi (Sodyum fosfat tamponu pH 6;
50mM, 0,7 V, oda sicakligr).

Sekil 4.16> da gorildiigii gibi optimum biyonanopartikiill miktar1 10 pL
olarak bulunmustur. Daha diisiik biyonanopartikiil miktarinda biyosensoriin
cevabi da daha diisiik bulunmustur. Daha yiiksek enzim miktarinda ise biyosensor
cevabmin azalmasmin nedeni artan biyonanopartikiil tabakasmin kalinligi
nedeniyle substratin enzimin aktif bolgesine diflizyonunun zorlagmasi olarak

gosterilebilir.

4.3.3 Biyosensoriin karakterizasyonu

4.3.3.1 Dogrusal tayin arahigi

Biyosensoriiniin farkli substrat konsantrasyonlarindaki cevabini incelemek
amaciyla glukozun farkli konsantrasyonlar1 kullanildi. Belirlenen c¢aligma
kosullarinda, farkli substrat konsantrasyonlarina karsi elde edilen biyosensor

cevaplar1 sekil 4.17° de verilmistir.

0,25-2 mM glukoz konsantrasyonu araliginda biyosensor cevabinda

dogrusallik gozlenmistir.
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Sekil 4.17 Glukoz tayinine yonelik kalibrasyon grafigi (Sodyum fosfat tamponu pH 6; 50mM,
-0,7V, oda sicakligi, her bir hata ¢gubugu 2 ya da 3 6lgtime iliskin standart sapmayi ifade
etmektedir).

4.3.3.2 Analiz sonuclarinin tekrarlanabilirligi ve operasvonel
stabilite

Hazirrlanan  glukoz  oksidaz ~ biyosensoriiniin ~ belirli  glukoz
konsantrasyonlarinda calisma tamponu ve c¢alisma sicaklifinda tekrar
kullanilabilirligi incelendi. Tekrarlanan OGlgiimler sonrasinda ilgili substratin
kalibrasyon grafikleri yardimiyla konsantrasyon degerleri saptandi. Bu iglemler
sonrasinda glukoz oksidaz biyosensorii ile glukoz i¢in standart sapma (S.D)
2 £ 0,051 mM (n=10) ve varyasyon katsayis1 (c.v) % 2,51 olarak bulundu. Ilk
alman 10 6l¢iim sonunda kayda deger bir aktivite kayb1 gozlenmezken 6 saatte

alman toplam 15 6l¢iim sonunda % 17 aktivite kayb1 gozlendi.

4.3.3.3 Enzim elektrodunun veniden hazirlanabilirligi

Farkli giinlerde, ayn1 oranlarda biyonanopartikiil igeren glukoz oksidaz
biyosensorleri hazirlandi ve bu ii¢ farkli elektrotla glukoz tayinine yonelik ¢izilen

kalibrasyon grafikleri Sekil 4.18” de verilmistir.

Elde edilen bu ii¢ kalibrasyon grafigine gore, biyosensoriin optimum

kosullarda ayni lineer arali§1 verecek sekilde tekrar hazirlanabildigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.18 Farkl1 giinlerde hazirlanan glukoz oksidaz biyosensorlerinin kalibrasyon grafikleri
(Sodyum fosfat tamponu pH 6; 50 mM, -0,7 V, oda sicakligi, her bir hata gubugu 2
ya da 3 ol¢iime iligkin standart sapmay ifade etmektedir).

4.3.3.4 Ornek uygulama

Glikoz oksidaz temelli biyosensor sisteminin uygulanan dogal 6rneklere
kars1 verdigi cevaplar ve dolayisiyla 6rneklerdeki glukoz miktar1 belirlendi. Ayni
orneklerde spektrofotometrik yontemle glukoz tayini gerceklestirildi. Elde edilen

sonugla referans yontemle kiyaslamali olarak Cizelge 4.2° de verilmistir.

Cizelge 4.2 Ornek uygulama (Sodyum fosfat tamponu pH 6; 50 mM; -0,7 V; oda sicaklig
2 ya da 3 dlgiime iliskin standart sapmalar verilmistir).

Ornek Glukoz (g/L) Gerikazanim
Biyosensor Spektrofotometrik (%)
Sprite 41,59+0.568 38,89+0,284 93
Yesil cay 19,3+0.054 17,8940.061 92
Limonata 15,13+0.109 16,14+0,036 106
Ice tea 9,19+0,075 9,85+0,006 107
Seftali suyu 40,02+0.114 37,840,149 94
Portakal suyu 41,85+0.614 41,38+0,192 99
Karisik meyve suyu 38,79+0,193 36,94+0,092 95
Visne 43,610,148 40,24+0,046 92
Fruko 36,71+0.079 36,38+0,109 99
Kola 7,46+0,252 6,98+0,029 93
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Cizelge 4.2°de goriildiigii gibi biyosensor sistemi ve spektrofotometrik
yontemle elde edilen sonuglar birbirine olduk¢a yakin bulunmustur. Geri kazanim
oranlar1 % 100’e yakin olup, analizlerin 6rnek matris etkisinden bagimsiz olarak

yapilabildikleri agiktir.



55

5. GENEL DEGERLENDIRME

Bu tez projesi kapsaminda, {i¢ farkli glukoz biyosensorii tasarlandi.
Piranoz oksidaz (POx) ve glukoz oksidaz (GOx) enzimleri farkli immobilizasyon
metodlariyla elektrot yiizeyine immobilize edildi. Glukozun substrat olarak
kullanilmasiyla ~ biyosensor sistemleri optimize edilerek, analitik

karakterizasyonlar1 gergeklestirildi

Ik biyosensor sisteminde piranoz oksidaz enzimi glutaraldehid araciligiyla
PAMAM ile modifiye edilmis altin elektrot yiizeyine immobilize edildi.
PAMAM’m varliginda yiizeydeki serbest amino gruplarmin sayesinde daha etkili
bir immobilizasyon saglandi. Ayni immobilizasyon yontemi FIA elektroduna da
uygulanarak FIA ile kombine edilmis biyosensor sistemi basariyla olusturuldu.
Kesikli sistemde yapilan optimizasyon ¢alismalarina gore optimum enzim miktari
9.4 U aktiviteye sahip enzim miktari, optimum pH ise pH 6 sodyum fosfat

tamponu olarak bulundu. Olgiimler oda sicakliginda gergeklestirildi.

Ikinci  biyosensdér sisteminde piranoz oksidaz enzimi AuNP-
(PANI)/AgCl/jelatin  (nanokompozit-jelatin) matriste tutuklanarak camimsi
karbon elektrodun yilizeyine immobilize edildi. Yapilan optimizasyon
calismalarina gore optimum enzim miktar1 0,75 U aktiviteye sahip enzim miktar1
optimum pH ise pH 6,5 sodyum fosfat tamponu olarak bulundu. Olciimler oda
sicakliginda gergeklestirildi. AuNP’nin daha 6nce yapilan ¢alismalarda belirtildigi
gibi daha etkin bir biyosensor sisteminin eldesinde 6nemli oldugu belirlendi. Son
olarak biyosensor, dogal orneklerdeki glukoz miktarmin analizi i¢cin kulanildi.
Biyosensorden elde edilen veriler referans metod olarak spektrofotometrik Trinder
reaksiyonuna dayanan ticari glukoz deney kitlerinden elde edilen sonuclarla
karsilastirildi. Geri kazanim oranlar1 % 100’e yakin olduklar1 ve analizlerin 6rnek
matris etkisinden bagimsiz olarak yapilabildikleri belirlendi. Bilindigi gibi piranoz
oksidaz enzimi fruktoza karsi cevap vermemektedir elde edilen sonuglar da bunu
desteklemektedir. Bu sayede glukoz/fruktoz surubu igeren igeceklerde glukoz

tayini, gelistirilen piranoz oksidaz biyosensorii ile de rahatlikla yapilabilmistir.
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Ucgiincii biyosensor sisteminde glukoz oksidaz enzimi 6ncelikle yiizeyi
modifiye edilmis manyetik Fe;O4 nanopartikiillere kovalent olarak immobilize
edildi. Elde edilen biyonanopartikiiller, uygun sekildeki miknatis ile dizayn edilen
karbon pasta elektrodun ylizeyine immobilize edildi. Yapilan optimizasyon
calismalarina gore optimum biyonanopartikiil miktar1 10 pL ve optimum pH ise
pH 6 sodyum fosfat tamponu olarak belirlendi. Olgiimler oda sicakliginda
gergeklestirildi. Bu sistemde immobilizasyon elektrot yiizeyine sadece manyetik
etki ile gerceklestirildiginden herhangi bir kiitle transfer sinirlamasi s6z konusu
degildir dolayistyla bu biyosensor sistemine ait cevap zamanmin olduk¢a kisa
oldugu belirlenmistir. Biyosensér, ayni zamanda dogal orneklerdeki glukoz
miktarmin analizi i¢in de kulanildi. Biyosensdrden elde edilen veriler referans
metod olarak spektrofotometrik Trinder reaksiyonuna dayanan ticari glukoz deney
kitlerinden elde edilen sonuglarla karsilastirildi. Geri kazanim oranlar1 % 100’ e
yakin olduklar1 ve analizlerin ©6rnek matris etkisinden bagimsiz olarak

yapilabildikleri belirlendi.

Gelistirilen biyosensor sistemlerine ait analitik karakterizasyon sonuglari

Cizelge 5.1° de gortilmektedir.

Sonug¢ olarak, nanomateryaller ile modifiye edilmis, FIA sistemine
uygulanabilen, operasyonel stabilitesi yliksek, kolay hazirlanabilen, matris
etkisinden bagimsiz  olarak dogal oOrneklerdeki glukoz  analizlerini

gerceklestirebilen biyosensor sistemleri tasarlanmustir.



Cizelge 5.1 Gelistirilen biyosensor sistemlerinin analitik karakterizasyonlari

Analitik
Karakterizasyon

1. PAMAM temelli
biyosensor sistemi

2. Nanokompozit
temelli biyosensor
sistemi

3. Nano-Fe;0,4 temelli
biyosensor sistemi

Kalibrasyon denklemi

y=3,358x + 0,028

y=2,096x + 0,243

y=8,366x + 1,819

(R*=0,996) (R*=0,995) (R*=0,996)
Dogrusal aralik 0,025-0,5 mM 0,05-0,75 mM 0,25-2 mM
Standart sapma 0,3+0,011 mM 0,25 £ 0,005 mM 2 £0,051 mM

Varyasyon Katsayisi

% 3,57 (n:7)

% 2,16 (n:6)

% 2,51 (n:10)
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