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OZET

FERROSEN TUREVINIi TEMEL ALAN ELEKTROKIYASAL
BIiYOSENSOR SISTEMININ HAZIRLANMASIVE UYGULANMASI

YILMAZ, Ovgii

Yiiksek Lisans Tezi, Biyokimya Boliimii
Tez Danigsmani: Dog. Dr. Ali KILINC
Ikinci Danigmani: Prof. Dr. Suna TIMUR
May1s 2012, 69 sayfa

Kitosan-ferrosen (CHIT-Fc¢) hibriti kovalent baglanmayla sentezlenmis ve
immobilize edilmis hibritin elektrokimyasal o6zellikleri dongiisel voltametri
kullanilarak belirlenmistir. Hibrit film i¢in E°' = +0,35 V’ta (Ag/AgCl’ye gore)
tersinir redoks piki tespit edilmistir. CHIT matrisinde bulunan Fc molekiilleri
elektrokimyasal aktivitesini siirdiirebilmis ve matristen akmamistir. Sentezlenen
redoks aktif film daha sonra glukoz oksidazin (GOx) ve Gluconobacter oxydans
hiicrelerinin immobilizasyonu i¢in destek materyal olarak kullanilmistir. GOx ve
G. oxydans hiicreleri glutaraldehit vasitasiyla camimsi karbon elektot (GCE)
yluzeyinde bulunan CHIT-Fc’ye immobilize edilmistir. GOx ve G. oxydans
biyosensoriiniin hazirlanma ve ¢alisma kosullar1 optimize edildikten sonra akisa
enjeksiyonlu analiz (FIA) sistemi ile glukoz icin analitik karakterizasyonlari
yapilmistir. Optimum kosullarda hazirlanan biyosensorler genis lineer araliga
sahiptir. Enzim biyosensoriiniin lineer aralign 2,0-16,0 mM, mikrobiyal
biyosensoriin ise 1,5-25 mM’dir. Ayrica FIA sisteminde Olciilen iki biyosensoriin
de cevap siireleri goreceli olarak kisadir. Biyosensorler iyi tekrarlanabilirlige ve
kararliliga sahiptir. CHIT-Fc’nin enzim ve yasayan hiicreler i¢in biyouyumlu bir

mikro ¢evre ve elektron transferi i¢in iletken bir yol sagladig: belirlenmistir.

Bunlarin disinda, GOx ve G. oxydans biyosensoriiniin FIA sistemi ile
birlestirilmesinin otomasyona uygunluk ve diisikk maliyetle yiliksek islem hacmi
gibi avantajlar1 vardir. CHIT-Fc redoks hibriti daha etkin biyosensor sistemlerinin
tasarlanmas1 amaciyla baska enzimler ve biyomolekiiller i¢in immobilizasyon

matrisi olarak kullanilabilir.

Anahtar sozciikler: Biyosensor, FIA, Ferrosen, Kitosan, Yiizey modifikasyonu
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ABSTRACT

FABRICATION OF AN ELECTROCHEMICAL BIOSENSOR SYSTEM
BASED ON A FERROCENE DERIVATIVE AND ITS APPLICATIONS

YILMAZ, Ovgii

MSc in Biochemistry
Supervisor: Assoc. Dr. Ali KILINC
Co-Supervisor: Prof. Dr. Suna TIMUR

May 2012, 69 pages
Chitosan-ferrocene (CHIT-Fc) hybrid was synthesized through covalent
modification and its electrochemical properties in immobilized form were studied
by using cyclic voltammetry. The hybrid film exhibited a reversible redox peak at
E°' =+0.35 V vs. Ag/AgCl. The Fc in CHIT matrix retained its electrocatalytic
activity and did not diffuse from the matrix. This redox-active hybrid was further
employed as a support for the immobilization of glucose oxidase (GOx) and
whole cells of Gluconobacter oxydans using glutaraldehyde on a glassy carbon
electrode (GCE). The experimental conditions were optimized and the analytical
characteristics of enzyme and microbial biosensors were evaluated using glucose
substrate via flow injection analysis (FIA) system. Under optimized conditions,
the current responses of both enzyme and microbial biosensors exhibited wide
linear ranges for glucose from 2.0 to 16.0 mM and from 1.5 to 25.0 mM,
respectively. Moreover, both biosensors have the advantages of relatively fast
response times, good reproducibility and stability in FI mode. It was demonstrated
that CHIT-Fc provides a biocompatible microenvironment for enzyme and whole

cells and conductive pathway of electron transfer.

Additionally, integration of the enzyme and microbial biosensors into FIA
system has several advantages including capability of automation and high
throughput at low cost. This redox hybrid can be utilized as an immobilizing

matrix for other enzymes and biomolecules in the biosensors systems.

Keywords: Biosensor, FIA, Ferrocene, Chitosan, Surface modification
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1. GIRIS

Bu boliimde biyosensorler ve akisa enjeksiyonlu analiz (FIA) sistemi

hakkinda genel bilgi verilmistir.

1.1.Biyosensorler

Biyosensorler ylizeye immobilize edilmis biyolojik sistemler ve bu
sistemlerden gelen bilgiyi Olciilebilir bir sinyale doniistiiren cihazlardan olusur
(Sekil 1.1). Biyolojik bilesen sayesinde belirli bir analite veya analitlere bagl
olarak segici cevap almir ve bdylece girisim etkisi en aza indirgenir.
Biyosensorlerin  icerdigi biyolojik bilesenler, seg¢ici olarak hedef analitle
reaksiyona girer ve analit konsantrasyonuna bagli olarak elektriksel sinyal

olustururlar.

Déniistiiriicliniin temel gorevi, analit ile biyolojik olarak aktif materyal
arasindaki etkilesim nedeniyle meydana gelen fizikokimyasal degisiklikleri

sinyale doniigtiirmektir.

Eﬂ{i.l&;llﬂ = — Sinyal .
® —> I
Amnalit Biyolojik D omiigtiiriicii . - _

bilesen

I\ &

Katalitik = Affinite
1.Enzimler l.Antikerlar

2 Hiicreler 2 Niikleik asider
3.Dokular 3 Reseptirler

Sekil 1.1. Biyosensor bilesenlerinin sematik gosterimi.

1.1.1. Doniistiiriiciillerine gore biyosensorler

Kullanilan doniistiiriiciiniin  ¢esidine bagli olarak biyosensorler; optik,
kalorimetrik, piezoelektrik ve elektrokimyasal biyosensorler olarak dorde

ayrilirlar (Chaubey and Malhotra, 2002).



Optik biyosensorler

Optik biyosensdrler biyolojik reaksiyon sonucunda olusan liiminesan,
floresan, kolorimetrik veya diger optik sinyallerin Olciilmesi ilkesine dayanir.
Optik algilama yontemleri genellikle birden ¢ok analitin ayn1 anda incelenmesini

gerektiren biyosensorlerde kullanilir (Brogan and Walt, 2005).

Kalorimetrik (Termal) biyosensorler

Kalorimetrik biyosensorler,  analitin ve uygun enzimin arasindaki
ekzotermik reaksiyon sonucunda agiga cikan 1s1 sayesinde analiti saptar. Cogu
biyolojik reaksiyon ekzotermik oldugundan (6rnegin, enzim reaksiyonlari)
kalorimetrik tayin ic¢in tek bir doniistiriici formati kullanilir. Bu tip
biyosensorlerde karsilagilan en biiyiik sorun ortamin sicakliginin degismesidir. Bu
degisikliklerden biyosensoriin etkilenmemesi gerekmektedir (Griffin and Stratis-
Cullum, 2009). Eskiden biiyiik hacimli olan kalorimetrik biyosensorler, silikon
mikrofabrikasyonu teknolojileri ve mikrofluidikler sayesinde hem daha kiigiilmiis,

hem de biyosensorlerin performanslart artmistir (Xie et al., 1992).
Piezoelektrik biyosensorler

Hedef molekiil ile biyolojik tanima elementi arasindaki etkilesimler
nedeniyle meydana gelen kiitle degisimini algilayabilen biyosensorler
piezoelektrik doniistiiriiciiler ile saptanir. Bu tip doniistiiriiciiler, mekanik strese
bagli olarak olusan elektriksel yiikiin tayinini saglarlar. Mekanik degisimlerin
nedeni biyolojik tanima elementinin yiizeye baglanmasidir. Bdylece, piezoelektrik
cihazinda kiitle degisimi meydana gelir. Piezoelektrik biyosensorlerinde ylizeye
baglanma miktar1 etiketleme yapilmaksizin Olgiilebilir (Chaubey and Malhotra,

2002).

Bu ii¢ tip biyosensoriin bazi dezavantajlari vardir. Ornegin, optik
biyosensorler ¢ok hassas olmalarina ragmen bulanik ortamlarda kullanilamazlar.
Termal biyosensorler ¢cok az bir 1s1 degisimine bile duyarli olduklarindan, bu tip
sistemlerden yararlanamazlar. Ayrica, kullanimlari zordur. Bunlarin yaninda,
elektrokimyasal biyosensorler en ¢ok kullanilan biyosensorlerdir. Diger tip
biyosensorlerin kullanimini zorlastiran sorunlara elektrokimyasal biyosensorlerde
rastlanmaz. Bu tip biyosensorler, hizli, kolay kullanilabilir ve diisiik

maliyetlidirler (Chaubey and Malhotra, 2002).



Elektrokimyasal biyosensérler

Elektrokimyasal biyosensorler en sik rastlanan biyosensor cesididir.
Biyoetkilesim esnasinda gergeklesen reaksiyonda, elektrokimyasal olarak
Olciilebilir bir akim (amperometri), Olgiilebilir bir yiik yigin1 veya potansiyel
(potansiyometri) degisimleri veya elektrotlar arasindaki ortamin iletkenliginde
degisimler (kondiiktometri) olusur. Bu degisimler ise elektrokimyasal bir detektor
ile dlgiiliir (Grieshaber et al., 2008). Bu tip biyosensorler bulanik ortamlarda bile

caligirlar, enstriimental olarak hassastirlar ve minyatiirizasyon i¢in uygundurlar.

Tayin edilecek elektrokimyasal 6zellige gore, elektrokimyasal biyosensorler
lic ana gruba ayrlirlar: kondiiktometrik, potansiyometrik ve amperometrik

biyosensorler (Chaubey and Malhotra, 2002).
A. Kondiiktometrik biyosensorler:

Kondiiktometrik biyosensorler, biyokimyasal reaksiyon nedeniyle Ornek
¢Ozeltide veya ortamda olusan elektriksel iletkenlikteki degisimleri tespit eder.
Tayin, yonetimin moduna gore ¢esitli sekillerde siniflandirilabilirler (Skoog et al.,

2007).
B. Potansiyometrik biyosensorler:

Potasiyometrik biyosensorler ihmal edilebilir akim altinda, elektrokimyasal
hiicredeki potansiyelin dl¢lilmesi prensibine dayanir. Denge kosullarinda ¢aligirlar
ve elektrot ylizeyindeki secici baglanma ile olusan yiik y1giini tayin ederler. Cam
pH elektrotu ve K*, Ca*", Na®, CI" gibi iyonlar1 kompleks ortamlarda bile tayin

edebilen 1yon segici elektrotlar 6rnek olarak verilebilir (Skoog et al., 2007).

C. Amperometrik biyosensorler:

Amperometrik biyosensorler, elektrokimyasal reaksiyon sirasinda, tiirlerin
indirgenme veya yiikseltgenmesiyle olusan akim degisikliklerini dlgerler. Olgiim
sirasinda caligma elektrotuna (referans elektrotuna gore) sabit bir potansiyel
uygulanir. Amperometrik tekniklerde, dlgiilen akim 6rnekteki elektroaktif tiirlerin
konsantrasyonuyla dogru orantilidir. Amperometride potansiyel direkt olarak
istenilen degere getirilebilir ve olusan akim Olciiliir veya potansiyel istenilen

degerde sabit kalir. Amperometrik biyosensorler diger tekniklerden daha fazla
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secicilige sahiptirler ¢ilinkii indirgenme veya yiikseltgenme reaksiyonu sirasinda

uygulanan potansiyel, analit tiirlerine 6zgilidiir (Chaubey and Malhotra, 2002).

Amperometrik tayin, basit olma 6zelligine ve diislik belirtme sinirina sahip
oldugu icin genellikle biyokatalitik veya afinite sensorlerinde kullanilir.
Amperometrik tayin sirasinda uygulanan sabit potansiyel ihmal edilir bir ylikleme
akimina (sisteme potansiyel uygulamak i¢in gerekli olan akim) neden olur. Bu
sayede, belirtme sinirin1 olumsuz etkileyen arka plan sinyali de en aza indirgenmis

olur (Ronkainen et al., 2010).
1.1.2. Biyolojik bilesenine gore biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensorler biyolojik bilesenine gdre biyokatalitik

sensorler ve afinite biyosensdrleri olarak ikiye ayrilirlar.

1.1.2.1. Bivokatalitik sensorler

Biyokatalitik sensorler, enzimleri, hiicreleri veya doku dilimlerini igerirler.
Enzim temelli elektrotlara genel bakig

Enzim elektrotlari, calisma elektrotu yiizeyine ince bir tabaka halinde enzim
immobilize edilmis elektrokimyasal problardir (Wang, 1995). Enzim, enzim
elektrotlarinin en 6nemli bilesenidir ¢iinkii sensoriin segiciligi ona baglidir ve
tayin i¢in gerekli olan elektroaktif iirlinlin olusumunu katalizler (Wang, 2001).
Elektroaktif iirlin, uygulanan sabit potansiyele bagli olarak akimin oOl¢iilmesiyle
yani amperometri ile direkt olarak izlenebilir. Cizelge 1.1°de amperometrik
biyosensorlerin hazirlanmasinda biyobilesen olarak kullanilan bazi enzimler
verilmistir. Immobilize edilmis olan enzimin aktivitesi, ¢dzeltinin dzelliklerine ve
elektrot tasarimina baglhidir. Hizli gergeklesen enzim katalizi, biyosensorlerde
genellikle belirgin sinyal artisina neden olur. Enzimlerin raf émrii ve kararlilig
biyosensorlerin  Omriinii belirler. Enzim biyosensorlerinin; kolay ve diisiik
maliyetle hazirlanabilmesi, hizli tayin edebilme, kolay rejenere olma ve tekrar

kullanilabilmesi gibi 6zelliklerinden dolay1 kullanimi gitgide artmaktadir.



Cizelge 1.1. Amperometrik biyosensdrlerin hazirlanmasinda kullanilan bazi enzimler.

Enzim Substrat Referans

Glukoz oksidaz Glukoz (Parra-Alfambra et al., 2011)
Laktat oksidaz Laktat (Romero et al., 2008)
Peroksidaz H,0, (Mathebe et al., 2004)
Kolin oksidaz Kolin (Shi et al., 2006)
Ureaz Ure (Soldatkin et al., 2000)
Alkol oksidaz Etanol, metanol, formaldehid  (Akin et al., 2010)
Alkol dehidrogenaz ~ Alkol (Manso et al., 2008)
Lakkaz Fenolik bilesikler (Odaci et al., 2007)
Glutatiyon rediiktaz ~ Indirgenmis glutatiyon (Timur et al., 2008)
Tirozinaz Fenolik bilesikler (Zhang et al., 2003)

Piranoz oksidaz

Glutaminaz

Piran halkasina sahip sekerler

Glutamin

(Ozdemir et al., 2010)
(Cattaneo and Luong, 2004)

Enzim temelli biyosensdrler lige ayrilir. Birinci nesil biyosensdrler, oksijen,
ikinci nesil biyosensdrler, medyatdr temellidir. Ugiincii nesil biyosensdrlerin diger
adi direkt olarak birlesmis enzim elektrotlaridir. Amperometrik enzim
biyosensorlerinin siiflandirilmast Sekil 1.2°de gosterilmistir. 1950°lili yillarda
enzim elektrodunu ilk kez tasarlayan bilim adamlar1 Clark ve Lyons’tur. Clark ve
Lyons’in bu basarisi, glukoz oksidaz (GOx) ile kaplanmis elektrotlarin glukoz
tayininde yaygin olarak kullanilmasina onciiliik etmistir (Clark and Lyons, 1962).
Bu amperometrik sensorler birinci nesil biyosensorler veya Clark oksijen
elektrotlar1 seklinde adlandirilir. Daha sonra, Updike ve Hicks glukoz tayininde
kullanmak {tizere ilk fonksiyonel biyokatalitik sensorii gelistirmistir (Updike and
Hicks, 1967). Birinci nesil biyosensorler, genellikle bir oksidaz enziminin Pt
elektroduna, yar1 gecirgen bir membran yardimiyla immobilize edilmesiyle
meydana gelir. Bu tip elektrotlarda, Pt katottur ve O, ’nin indirgendigi yerdir. Ag

ise anottur (Chaubey and Malhotra, 2002).
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Sekil 1.2. Amperometrik enzim biyosensoérlerinin siniflandirilmast. 1. nesil (A), 2. nesil (B),
3. nesil (C).
GOx; kolay bulunabilen, ucuz ve kararli yapida bir enzimdir. Aspergillis
niger’den izole edilir ve biyosensor uygulamalarinda ve endiistriyel islemlerde
kullanilan 6nemli bir enzimdir. GOx, B-D-glukoza spesifiktir ve glukoz tayini

asagidaki reaksiyonlarla gergeklesmektedir (Bankar et al., 2009; Wang, 2008):

Glukoz + GOx(FAD) — GOx(FADH;) + Glukonolakton (1)
GOx(FADH;) + O, — GOx(FAD) + H,0, (2)
HzOz —» e + 02 + 2H+ (3)

Denklem (1)’de enzimin prostetik grubu olan FAD indirgenir ve glukoz
glukonolaktona ytiikseltgenir. O, molekiili kofaktordiir ve yiikseltgeyici ajan
olarak gorev alir ve H,O, molekiiliinii tiretir (denklem (2)). Calisma elektrotunda,
H,O;’nin yiikseltgenmesi sirasinda iki elektron direkt olarak elektrota aktarilir
(denklem (3)). Bu sekilde, enzim elektrotunda akim cevab1 meydana gelir. Bu tip
birinci nesil biyosensorler, -0,7 V potansiyel uygulamas: altinda biyokatalitik
reaksiyon sonucu katottaki O, tiikketimini veya +0,65 V potansiyel uygulamasi
altinda H,O;’nin biyokatalitik olarak iiretimini incelerler (Dzyadevych et al.,
2008). Bu nedenle, O;’nin indirgenme hizi, oksijenin yigin ¢ozeltiden difiizyon
hizina yani yigin ¢ozeltideki oksijen konsantrasyonuna baghdir. Eger enzimin
ideal bir sekilde calismasi isteniyorsa, ortamdaki oksijenin yeterli ve sabit
miktarda olmasi gereklidir. Fakat oksijen sulu ortamda yeterince ¢oziiniir degildir
ve ¢Ozlinmiis oksijen miktar1 farkliliklar gosterebilir. Boylece, ortamda analit
varken olusan akim cevaplar1 kisitlanir ve tekrarlanabilir sonuglar elde edilemez

(Ronkainen et al., 2010).

Enzimler ve elektrotlar arasindaki direkt gerceklesen redoks reaksiyonlarina
nadir olarak rastlanir ¢ilinkii ¢ogu protein elektrot yiizeyinde denatiire olmaya

egilimlidir ve direkt elektron transfer reaksiyonlar1 yavag ve tek yonliidiir. Bunun
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disinda, enzimin analiti seg¢ici olarak hedefleyen aktif bdlgesi, enzimin tersiyer
yapisinin igine, proteinin merkezine gOmiilmiistir. Bu nedenle, enzim ile
katalizlenen reaksiyonla olusan elektronlar kolayca ve hizli olarak elektrot
ylizeyine transfer edilemezler. Bagka bir deyisle, enzim ile doniistiiriicli arasindaki
elektriksel iletkenlik kisitlanmis olur. Elektronlarin doniistiiriicliye olan transferi

sirasinda enzimlere yardim gerekmektedir.

Birinci nesil biyosensorlerde karsilagilan bu problemler, medyator adi
verilen yapay elektron tasiyici ajanlarla c¢oziilebilir. Medyatorler, biyolojik
bilesenle beraber redoks reaksiyonlarina katilirlar ve hizli elektron transferini
saglarlar. Diisiik molekiiler agirliga sahip bu redoks ciftleri, enzimin redoks
merkezinden gelen elektronlar1 elektrota tasirlar. Medyatdrler, O, molekiiliiniin
yaptig1 gorevi iistlenirler ve glukoz sensdrlerinde elektron tasiyicisi (denklem (4))
olarak gorev goriirler. Katalitik reaksiyon esnasinda once indirgenmis enzimle
reaksiyona girerler. Medyatdrler diisiik potansiyellerde tekrar yiikseltgenirler ve
calisma elektrotuyla iletisim halindeyken hizli elektron transferi gergeklesir ve

akim olusur (denklem (5)) (Ronkainen et al., 2010).
GOxX(FADH,) + 2MedyatSryiikseltgenmis — GOX(FAD) + 2Medyatdrindirgenmis ~ 2H' (4)
2MedyatOrindirgenmis — 2MedyatOryiikseitgenmis T 2€ ®))

Indirgenmis medyatériin iiretim hizi, amperometrik olarak elektrottaki
yiikseltgenme reaksiyonu ile Olgiiliir (Chaubey and Malhotra, 2002). Bu tip

medyatorlii enzim elektrotlari ikinci nesil biyosensorler olarak adlandirilir.

Medyatorler, deney kosullarinda kararli olmadir ve elektron transferi
esnasinda yan reaksiyonlara katilmamalidir. Medyatoriin redoks potansiyeli, 6rnek
¢Ozeltide bulanan girisimcilerin redoks potansiyelinden daha diisiik olmalidir.
Boylece, askorbat, {irat ve parasetamol gibi girisimciler indirgenemez veya
yiikseltgenemez. Medyatoriin redoks potansiyeli enzimin aktif bolgesi ve elektrot
arasindaki elektron transferi i¢in uygun bir potansiyel saglamalidir. Oksidatif
biyokatalizde, medyatoriin redoks potansiyeli enzimin aktif bolgesinin redoks
potansiyelinden daha pozitif, eger rediiktif biyokataliz s6z konusu ise, daha
negatif bir degere sahip olmalidir. Elektrokimyasal reaksiyonlarda yiiksek hiz

sabitine ve diisiik potansiyele sahip medyatorlerin kullanilmasi gereklidir.
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Ozellikle yiiksek hiz sabitine sahip medyatdr kullanimiyla, elektrot kinetiginden
otiirii olusan biyosensor cevabinin kisitlanmasi engellenmis olur (Chaubey and

Malhotra, 2002; Dzyadevych et al., 2008; Ronkainen et al., 2010).
Ideal bir medyatériin 6zellikleri sdyle siralanabilir:

e Medyator ve enzim arasindaki elektron transferi ¢ok hizli olmalidir

(Chaubey and Malhotra, 2002).

e indirgenmis ve yiikseltgenmis formlar1 kararli yapida olmalidir

(Ronkainen et al., 2010).

e Indirgenmis formdayken O, ile reaksiyona girmemelidir (Dzyadevych et

al., 2008).
¢ Diisiik potansiyelde rejenere olmalidir (Dzyadevych et al., 2008).
e Toksik olmamalidir (Ronkainen et al., 2010).
e pH’tan bagimsiz olmalidir (Ronkainen et al., 2010).
Medyatdr kullaniminin avantajlari ise soyledir:

e Olgiimler oksijen konsantrasyonuna bagl degildir (Chaubey and

Malhotra, 2002).

e Enzim -elektrotunun c¢alisma potansiyeli medyatoriin yiikseltgenme

potansiyeline gore belirlenir (Chaubey and Malhotra, 2002).

e Diisiik yiikseltgenme potansiyeline sahip bir medyator kullanildiginda,

istenmeyen tiirlerin girisimi engellenir (Chaubey and Malhotra, 2002).

e Eger indirgenmis formdaki medyatoriin yiikseltgenmesinde protonlar
mevcut degilse, enzim elektrotu goreceli olarak pH’a kars1 duyarsiz olur

(Chaubey and Malhotra, 2002).

e Sensorde, peroksidaz ve dehidrogenaz gibi oksidorediiktaz enzimleri
biyolojik bilesen olarak kullanilabilir. Boylece, hedef analitlerin sayisi

artmis olur (Ronkainen et al., 2010).
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Medyatorler iki sekilde kullanilabilir. Birincisi, dl¢limiin yapildig: ¢ozeltiye
karistirilabilir. Ikincisi ise, elektrot yiizeyine immobilize edilebilir. Birinci sekilde
kullanim1 daha kolaydir fakat teknolojik degildir. Ayrica, metilen mavisi ve metil
viyole gibi organik renklendiriciler toksiktir, kararli yapida degildir ve pH’a kars1
duyarlidir. Uygun ve teknolojik olan elektrot yiizeyine immobilize edilmis

medyatorlerdir (Dzyadevych et al., 2008).

Organik boyalarda karsilagilan problemlere ¢oziim olarak kararli yapida
olan inorganik redoks medyatorleri kullanilmaktir. Bu tip medyatorlere 6rnek
olarak ferrosen ve tiirevleri, tetrasiyanokinodimetan (TCNQ), tetratiafulvalen
(TTF), iletken tuzlar (6rnegin TTF-TCNQ), kinonlar ve ferri/ferrosiyaniir

verilebilir. Bu medyatorlerden bazilart Sekil 1.3’te goriilmektedir.

(<
S S
Tetrasiyanokinodimetan (TCNQ) Tetratiafulvalen (TTF)
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Tetratiafulvalen —tetrasiyanokinodimetan (TTF-TCNQ) Ferrosen
Sekil 1.3. Bazi1 inorganik redoks medyator 6rnekleri.

Daha once yapilan ¢aligmalarda TCNQ molekiiliiniin etkin bir medyator
oldugu kanitlanmistir (Murthy and Anita, 1994). TCNQ pirolitik grafit elektrotu
lizerine elektrokimyasal olarak immobilize edilmis ve hazirlanan modifiye
elektrotun NADH duyarli oldugu tespit edilmistir (Murthy et al., 1994). TTF ise
amperometrik biyosensorlerde kullanilan baska bir medyatordiir. TTF medyatorii
kullanilarak tasarlanan amperometrik biyosensor L-laktat’1 tayin edilebilmektedir

(Mulchandani et al., 1995). TTF-TCNQ gibi iletken tuzlar da biyosensorlerde
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elektron tasiyici ajan olarak sik¢a kullanilmaktadir. Pt kablosuna tutturulmus ve
icine GOx hapsedilmis olan elektrokimyasal polimerik heteropolipirol film ile
kaplanmis olan TTF-TCNQ oOrnek olarak verilebilir (Li et al., 1999). Bu
biyosensor diisiik ¢alisma potansiyelinde glukoz tayini i¢in tasarlanmistir. Bazi
kinon tiirevleri de biyosensorlerde medyator gorevi gormektedir.  Redoks
polimerinin, NADH’tan karbon pasta elektrotuna elektron transferini saglayarak,
dehidrogenaz kataliz reaksiyonu igin gerekli olan NAD' iiretimine dayanan
amperometrik biyosensor tasarlanmistir (Persson et al., 1993). Ferri/ferrosiyaniir
biyosensorlerde  sikca  kullanilan  inorganik  medyatordiir. ~ GOx’un
elektropolimerizasyon yontemi ile Pt mikroelektrota tutturulup, medyator olarak
ferrosiyaniir kullanilmasiyla amperometrik glukoz tayini gerceklestirilmistir
(Alonso Lomillo et al., 2005). Ferrosenin, enzimle hizli reaksiyona girmesi, O,
ile reaksiyona girmemesi, indirgenmis ve yiikseltgenmis tiirlerinin kararli yapida
olmasi, pH’tan bagimsiz ¢alismasi ve diisilk potansiyelde rejenere olmasi gibi
ozelliklerinden dolay1 ideal bir medyatérde olmasi gereken ¢ogu 6zellige sahiptir
(Yoo and Lee, 2010). Bu nedenle, ferrosen ve tiirevleri kararli ve duyarl
biyosensorlerin  hazirlanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ferrosen
medyator olarak ilk kez 1984’te, glukoz tayini i¢in gelistirilmis amperometrik
enzim biyosensdriinde kullanilmistir (Cass et al., 1984). Daha sonra literatiirde,
ferrosen ve tiirevlerine, enzimlerin aktif bolgesi ve elektrot arasinda hizli elektron
transferini saglayan redoks medyatorleri olarak siklikla rastlanmaktadir (Rahman
et al., 2008; Vorotyntsev and Vasilyeva, 2008). Ferrosen ideal bir medyatérde
olmas1 gereken Ozelliklerin ¢oguna sahip olmasinin yani sira enzimin aktif
bolgesine girebilecek kadar kiigiik ve hareketli oldugu i¢in de kullanilmaktadir.
Fakat ferrosenin elektrot yilizeyine adsorpsiyonu zayiftir ve kii¢iik oldugu igin
y18in ¢ozeltiye kolaylikla karisabilir. Bu problemi ortadan kaldirmak i¢in ferrosen
polimerik matrise kovalent olarak baglanir (Kandimalla et al., 2006). Bu sekilde,
daha etkin bir elektron transfer sistemi olusturulur. Buna 6rnek olarak, ferrosen ile
modifiye edilmig polipirol filmine GOx’un hapsedilmesiyle hazirlanan
amperometrik enzim elektrotu verilebilir (Sekil 1.4a) (Foulds and Lowe, 1988).
Diger bir O6rnek ise NAD-bagli alkol dehidrogenazin, NAD ve ferrosen ile
modifiye edilmis polietileniminine baglanmasiyla hazirlanan alkole duyarl

amperometrik biyosensordiir (Sekil 1.4b) (Zheng et al., 2009).
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Sekil 1.4. Baz ferrosen modifikasyonlar1 (a) I [(Ferrosenil)amidopropil]pirol,
II ([(Ferrosenil)amidopentil]amidopropil)pirol (glukoz tayininde kullanilan oksidan)
(Foulds and Lowe, 1988) (b) Polietilenimin-Ferrosen-NAD’in kimyasal yapis1 (alkol
tayininde kullanilacak kofaktor tiirevi ) (Zheng et al., 2009).

[lk kez Gregg ve Heller tarafindan tanimlanms olan iigiincii nesil
biyosensorlerin 6l¢iim prensibi enzim ve elektrot arasindaki direkt elektron
transferine dayanmaktadir (Gregg and Heller, 1990). Biyosensordeki katalitik
olaylar, sistemin bir biitiin gibi davranmasiyla yani elektron transferi sirasinda
herhangi bir tastyici kullanmadan gerceklesir. Elektrot ylizeyine enzim ve
medyatoriin aynt anda birlikte immobilize edilmesiyle biyolojik bilesen ve
elektrot birlestirilir. Enzim ve medyator, iletken bir polimere yerlestirilir ve direkt
elektriksel temas kurulur. Bu yontemle, polimerik bir materyale baglandigindan
medyatorde herhangi bir akma veya c¢ozeltiye sizma s6z konusu olmaz

(Dzyadevych et al., 2008; Ronkainen et al., 2010).

Enzimlerin elektrot yiizeyine immobilizasyon yontemleri

Enzim elektrotlari, yaygin olarak c¢alisilmaktadir ve enzimlerin
elektrokimyasal doniistiiriicliye baglanmas1 fiziksel veya kimyasal olarak
gergeklesmektedir. Burada hedef, enzimin aktif bolgesini bloke etmeden ve
geometrisini fazla degistirmeden, enzim ve donlstliriicliniin yiizeyi arasinda
baglanti kurmaktir. Eger hazirlanan biyosensor, dayanikli, tekrar kullanilabilir ve
enzimin se¢iciligini devam ettiriyorsa, immobilizasyon yontemi basarili kabul
edilir. Bazen immobilizasyon ydntemleri enzimin konformasyonunu degistirip,
aktivitesini diisiiriiyor olsa bile, ¢ogu yontem basarili sayilmaktadir. Hatta bazi
yontemler enzimin agilmasini en aza indirdigi i¢in kararhiligini arttirmaktadir.
Enzim doniistiiriiciiye baglandiktan sonra, yiiksek Vma’a ve diisik Ky’ye sahip

olmalhdir. Viyax, enzim substrat ile doygun haldeyken olusan reaksiyonun
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maksimum hizidir. Yiizeye immobilize edilmis, yiiksek Vi.x degerindeki enzim
sayesinde elektrokimyasal doniistiiriiciiniin katalizlenen reaksiyona cevabi genis
aralikta olur. Analitin gilivenilir sekildeki tayininde, bu araliktaki sinyaller substrat
konsantrasyonu ile dogru orantilidir. K,, (Michaelis sabiti), reaksiyon hizinin
maksimum degerinin yarisina denk gelen substrat konsantrasyonudur. K, degeri
diisik olan enzimler maksimum katalitik aktivitelerine diisiik substrat
konsantrasyonlarinda  ulasirlar.  Enzimin  aktivitesini ve  biyosensoriin
performansini gelistirmek i¢in immobilize edilmis enzim ortaminin dikkatli bir

sekilde sec¢ilmis olmasi1 gereklidir (Bankar et al., 2009; Ronkainen et al., 2010).

Immobilizasyon yéntemleri iginde en kolay uygulanani, enzim ¢dzeltisinin
fiziksel olarak elektrot yiizeyindeki membranlar arasinda tutuklanmasidir. Bu
sekilde i¢teki membran, elektrot yiizeyini, girisime neden olabilecek maddelerden
ve adsorpsiyona bagli bozulmalardan korur. Distaki membran ise porlarinin
boyutuna veya polimerin kimyasal o6zelliklerine bagli olarak segicilik saglar.
Ayrica, enzim tabakasina olan substrat diflizyonunu ayarlayarak sensor cevabini
dengeler ve biyouyumlu bir dis yiizey olusturur. Fiziksel immobilizasyon
yontemlerinde, herhangi bir kovalent yani kimyasal baglanma s6z konusu
olmadigindan, enzimin dogal yapisi korunur (Muhammad-Tahir and Alocilja,
2003). Kimyasal immobilizasyon yontemleri ise elektrot ile enzimin fonksiyonel
gruplar1 arasindaki kovalent baglanmay1 igerir.  Yaygin olarak kullanilan
immobilizasyon yontemleri arasinda, elektrot yiizeyinde membran kullanilarak;
kapsiilleme ile; jel veya elektropolimerize film igine; karbon pastasina
karistirilarak ve biotin-avidin baglanmas1 gibi spesifik etkilesimler kullanilarak
enzimin hapsedilmesi, adsorpsiyon, capraz baglama ve kovalent baglama
sayilabilir (Sekil 1.5) (Cosnier, 2005). Kovalent baglanma yonteminin kararlilig
yiiksektir. Baglanma, enzimin katalitik aktivitesine etki etmeyen NH,, COOH,
OH ve SH gibi fonksiyonel gruplari ile elektrot yiizeyi arasinda olusur. Baglanma
reaksiyonlar1 diisiik sicaklikta ve fizyolojik pH’ta yapilmalidir. Ayrica, enzim-
substrat ile yapilan baglanmalarda enzimin katalitik 6zellikleri korunmus olur.
Biyomolekiillerin molekiiller arast c¢apraz baglanmas: bifonksiyonel veya
multifonksiyonel reaktiflerle saglanir. Bu reaktiflere 6rnek olarak glutaraldehit,
hekzametilen diizosiyanat ve 1,5-diflor 2,4-dinitrobenzen verilebilir (Ronkainen et

al., 2010; Sharma et al., 2003). Capraz baglama islemi, elektrot yiizeyine
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olabilecegi gibi enzimin katalitik aktivitesinin korunacagi bir immobilizasyon
matrisine de olabilir. Bu nedenle son yillarda dogal polimerler immobilizasyon
matrisi olarak dikkat c¢ekmektedir. Agar, aljinat, kitin ve kitosan gibi
polisakkaritler literatiirde karsilagilan immobilizasyon matrislerinden bazilardir
(Wang et al., 2005). Immobilizasyon yontemleri arasinda en dayaniksiz olani
adsorpsiyondur. Adsorpsiyon yonteminde, biyolojik bileseni doniistiiriiciiye
baglayan kuvvetler ¢ok zayif olan van der Waals kuvvetleridir. Bu kuvvetler
gecici, zayif ve rastgele hidrojen baglarindan olusur. Bu yiizden, yiizeye baglanma
sirasinda enzimin kararli yapisini korumasi ic¢in gerekli olan etkilesimler
engellenebilir ve enzim denature olabilir. Yani, adsorpsiyon yontemi ile
hazirlanan biyosensorlerin dmiirleri daha kisadir. Immobilize edilmis enzim
tabakasinin bir membran veya polimer ile kaplanmasiyla girisim etkisi en aza

indirgenir (Ronkainen et al., 2010).
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Sekil 1.5. Yaygin olarak kullanilan immobilizasyon yontemleri.

Enzim elektrotlarinin optimizasyonu

Hazirlanan birgok enzim elektrotunun sadece bazilar1 ticari asamaya
gelebilmigstir. Bunun nedeni, bazi faktorlerin sensorlerin adaptasyonunu ve siirekli
kullanimin1 engelliyor olmasidir. Giiniimiizde enzim aktivitesinin, ¢ozeltinin pH,
sicaklik, iyonik gili¢ ve tampon igerigi gibi 6zelliklerinden bagimsiz olmasi i¢in
arastirmalar yapilmaktadir. ideal olarak, ¢ozeltinin dzellikleri Srnekten drnege ve
Ol¢iim sirasinda degismemelidir. Enzim elektrotlar1 genis bir lineer araliga sahip

olmalidir. Enzimler yiiksek substrat konsantrasyonlarinda doygunluga ulasir
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clinkii aktif bolgeleri sinirlayict bir faktér olmaya baglar. Boylece, artik sinyaller
analit konsantrasyonu ile dogru orantili degildir. Sensére immobilize edilen
enzim, sensdr uygulamasimna uygun olarak ayarlanabilir. Genellikle enzim
elektrotlari icin 6rnek matris, kan ve diger biyolojik sivilar oldugundan katalitik
biyosensor de biyouyumlu olmalidir. Biyosensoriin tasarimi i¢in 0rnegin en iyi
sekilde nasil test edileceginin ve optimum miktarinin ve sensoriin
tekrarlanabilirliligi, seciciligi, hassasligi, kararliligi ve maliyetinin belirlenmesi
gereklidir. Enzim elektrotlarinin depo kararliligi, sensoriin nasil hazirlandigina,
tasarlandigina ve hangi ortamda saklandigina gore saatlerden aylara kadar degisir

(Ronkainen et al., 2010).

Biyvokatalitik sensor ornekleri

Biyokatalitik sensorlere ornek olarak glukoz, ksantin ve laktat sensorleri

verilmistir.

Glukoz sensérleri: Glukoz tayini bircok alanda énemlidir. Ozellikle viicutta

ciddi ve agir zararlar1 olan diyabetin, tanisinin konulmasi ve kontrol edilmesi i¢in
kandaki glukoz miktarmin 6lgiilmesi gerekir. Glukoz analizi yiyecek ve igecek
endiistrisinde kullanilan biyoteknolojik islemlerde de yapilmaktadir ¢iinkii
glukozun fazlas1 fermantasyonun verimliligini ve {iriin kalitesi diigiirmektedir. Bu
nedenle enzim biyosensdrleri biiyiik 6nem tasimaktadir ¢linkii biyosensorler, yanit
stiresi, kompleks matrislerde bile yiiksek secicilik, hassalik ve maliyet gibi ¢esitli
avantajlara sahiptir. Son yillarda, enzim kullanilarak gelistirilen amperometrik
biyosensor sistemleri, enzimin substratina karsi seciciligi ile elektrokimyasal
tayinin hassasligin1 birlestirebilme o6zelliginden dolay:1 ilerleme kaydetmistir.
Boylece, daha giivenilir 6l¢iim imkani1 sunar. Glukozu ylkseltgeyen enzimler
glukoz dehidrogenaz (GDH) ve GOx’tur. GDH enzimi, glukoz ile reaksiyona
girmesi i¢in NAD" kaynagina ihtiyag¢ duyar ve reaksiyon sonucunda olusan
NADH iiriiniinii indirgemek igin bir redoks medyatorii gereklidir. NAD" kullanimi
gerektirmeyen kinoprotein GDH enzimi ise kararsiz yapisindan dolayi tercih
edilmemektedir. Bir flavoprotein olan GOx (B-D-glukoz: oksijen 1-
oksidorediiktaz, EC 1.1.3.4) B-D-glukozu D-glukono-1,5-laktona yiikseltger. Bu
ylikseltgenme islemi, molekiiler oksijeni (O;) bir elektron tasiyicis1 olarak

kullanip, H,O, tiretimiyle gergeklesir (Bankar et al., 2009; Wang, 2008). GOx,
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klinik ve kisisel glukoz tayini i¢in iiretilen ticari enzim elektrotlarinda ve
fermantasyon islemi sirasinda glukoz miktarin1 goriintiilemek iizere hazirlanan
enzim biyosensorlerinde kullanilmaktadir (Ronkainen et al., 2010; Yuksel et al.,

2011).

Ksantin __sensorleri: Ksantin oksidaz (XO) ksantinin iirik  aside

yiikseltgenmesini katalizler (denklem (6)). XO immobilize edilmis amperometrik
biyosensorleri ksantini yliksek segicilikte asagidaki redoks reaksiyonuna gore

tayin eder:
Ksantin + O, + XO — {rik asit + H,O, + XO (6)

Ksantin, adenozin trifosfat (ATP)’nin yikimi sonrasinda iiretilir. Fizyolojik
ortamda, ksantinin ksantin oksidaz tarafindan yiikseltgenerek {irik aside
doniismesi tipta ilgi ¢ekmektedir (Arslan et al., 2006). Ayrica, XO biyosensorleri
yiyecek endiistrisinde baligin tazeligini test etmek i¢in kullanilmaktadir (Agiii et

al., 2000).

Laktat sensorleri: Laktik asidin tuzu olan laktat bir fermantasyon iiriintidir.

Hiicresel solunum sirasinda glukozun yikimi sonucu olusur. Anaerobik
metabolizmaya neden olan yorucu egzersizler sonucu kandaki konsantrasyonu
yukselir. Laktat biyosensorleri sporcular tarafindan ve tip alaninda
kullanilmaktadir. Laktat biyosensorlerinde, biyolojik bilesen olarak dort gesit
enzim kullanilmaktadir: laktat dehidrogenaz, laktat oksidaz, laktat monooksidaz
ve sitokrom b,. Tiim bu enzimler, amperometrik olarak Slgiilmek {izere, ¢alisma

elektrotunda akim olusumuna neden olur (Ronkainen et al., 2010)

Doku temelli ve mikrobiyal biyosensorler

Bazi biyokatalitik sensorler biyolojik bilesen olarak bitkisel dokular gibi
hiicresel materyalleri igerir. Bu tip biyokatalitik elektrotlar geleneksel enzim
elektrotlar1 gibi c¢alisir. Yani dokulardaki veya hiicrelerdeki enzimler,
elektrokimyasal olarak tayin edilebilir tiirleri liretir veya tiiketir. Doku kesitlerinin
bulundugu biyosensor sistemleri ucuz, kararli, yliksek katalitik aktiviteye sahip
olmalar1 gibi avantajlara sahiptir. Doku kesitlerinin biyosensorlerde ilk
kullanimina 6rnek olarak muz dokusuna sahip elektrotlar verilebilir (Arslan et al.,

2006). Polifenol oksidaz enzimince zengin olan muz dokusu, karbon pastasi ile
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kanistirilarak, hizli cevap veren ve hassas bir dopamin sensorii elde edilir. Bu
amperometrik biyosensor yiiksek biyokatalitik aktiviteye, iyi kararliliga ve

secicilige sahiptir (Ronkainen et al., 2010).

Yasayan organizmalar da elektrotlar gibi elektrokimyasal doniistiiriiciilerle
birlestirilip, mayalanma, yiyecek iiretimi, enerji iiretimi ve ila¢ sentezi gibi bir¢cok
biyoteknolojik islemi gorlintilemek icin kullanilabilir. ~ Bakteriler, elektrot
yiizeyinde bulanan polimerik bir matris iizerine c¢apraz baglayicit vasitasiyla
immobilize edilebilir (Odaci et al., 2009). Bu tip sistemlerde, ortamda hedef analit
varken, mikroorganizmanin solunumundan kaynaklanan, yiizeyde elektroaktif
metabolitlerin (6rnegin, oksijen) azalmasi sayesinde tayin gerceklesir. Bazi
mikroorganzimalarin irettigi elektroaktif metabolitler direkt olarak izlenebilir

(Ronkainen et al., 2010).

Mikrobiyal biyosensorlerin enzim biyosensorlerine gére bazi avantajlari

vardir:

e Daha dayanikhidir ¢iinkii enzimler dogal ortamlarindadir (Su et al.,
2011).

e Daha ucuzdur ¢iinkii enzim izolasyonuna gerek yoktur (Ronkainen et al.,
2010).

e Analit diginda bulunan diger bilesenlerden kaynaklanan inhibisyona

daha az duyarlidir (Ronkainen et al., 2010).

e pH ve sicaklik degisimlerine daha toleranshidir (Ronkainen et al., 2010).

e Birgok reaksiyonu katalizleyebilir ¢linkii bir¢ok enzim ve kofaktor icerir

(Suetal., 2011).

Disaridan kofaktor ilavesi gerekmez (Su et al., 2011).

Enzim biyosensorlerine gore bazi dezavantajlart da vardir:

e Hiicre membran1 difiizyon bariyeri olusturdugundan membrandan

gecemeyen molekiiller icin uygun sensor hazirlanamaz (Su et al., 2011).
e Cevap siiresi daha uzundur (Ronkainen et al., 2010).

e Hedef reaksiyon diger enzimlerce etkilenebileceginden, segicilik daha az

olabilir (Su et al., 2011).



17

Gluconobacter oxydans

Gluconobacter cinsi Acetobacteraceae ailesine aittir. Gluconobacter cinsine
ait birgok tiir, 1980lerde G. oxydans adi verilen tek bir tlire indirilmistir. Zaman
igerisinde, G. oxydans tiirleri, tekrar alt siniflara ayrilmistir veya ayni cinse ait
farkl tiirlerin oldugu 6ne siiriilmiistiir. Fakat son olarak Gluconobacter tiirlerinin
arasindaki fenotip farkliliklarinin belirsiz olmasindan dolay1 tiirlerin tekrar
degerlendirilmesi gerektigi kanisina varilmistir (De Muynck et al., 2007; Odaci,
2010).

Gram negatif olan G. oxydans, elipsoidal ile gubuk arasinda bir sekildedir
(Sekil 1.6). 0,5-0,8 x 0,9-4,2 um boyutunda, tek ve/veya ¢ift halinde, ender olarak
da zincir gibi sirali olarak bulunur. Hareketli veya hareketsiz olabilir. Endospor
olusturmaz. Bu bakteriler kemoorganotropiktir ve oksijenin son elektron alicisi
oldugu solunum metabolizmasina sahip, zorunlu aerobtur (De Muynck et al.,

2007; Odaci, 2010).

G. oxydans tirleri dogada ¢icek ve meyve gibi sekerli ortamlarda bulunur.
Bulastig1 topraktan, enfekte ettigi meyveden, biradan ve saraptan izole edilebilir.
Bu tiirlin insanlar veya hayvanlar iizerinde patojenik bir etkisi yoktur (De Muynck

et al., 2007; Odaci, 2010).

Sekil 1.6. G. oxydans hiicrelerinin SEM goriintiisii (Odaci, 2010).

G. oxydans tiiriiniin metabolizmasi: Gluconobacter en 6nemli yikim
yollardan biri olan pentoz fosfat yolu ile sekerlerin ve poliollerin yikimini
gerceklestirir. Acetobacteraceae ailesinde fosfofruktokinaz eksikliginden dolay1
glikoliz yoktur. Ayrica, trikarboksilik asit dongilisii yarim kaldigi icin

Gluconobacter, asetik asidi CO, ve H,O’ya kadar pargalayamaz. Bunun nedeni
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ise siiksinat dehidrogenaz eksikligidir. Pentoz fosfat yolu disinda Entner-
Doudoroff yolu’nun da enzimlerini kodlayan tiim genler tespit edilmistir fakat
ikinci yolda bazi 6nemli enzimler eksik oldugu i¢in pentoz fosfat yolu en gegerli
yoldur. Pentoz fosfat yolunda substratlar (polioller ve sekerler) ¢ogu zaman once
0zel kinaz enzimleriyle fosforillenir ve sonra dehidrogenazlar ve izomerazlar
kullanilarak parcalanir. Pentoz fosfat yolu disinda, G. oxydans birgok membrana
bagli dehidrogenaz enzimleri igerir ve bu enzimler alkolleri ve sekerleri kismi
olarak okside eder (Sekil 1.7). Uriin olarak olusan aldehitler, ketonlar ve asitler
hiicreden bosaltilir. Bu o6zelliginden dolayr G. oxydans tiirii biyoteknolojik

uygulamalarda sikca kullanilmaktadir (De Muynck et al., 2007).

G. oxydans tirlerinin elektron transport sisteminin bilesenleri hala
tartisilmaktadir. Solunum zinciri ubikinon-10 (Q), iki ¢esit ¢ tipinde sitokrom
(Cyt. ¢), iki cesit o tipinde sitokrom (Cyt. o) icermektedir ve NADH oksidaz
sisteminde de bu sirada kullanilmaktadir (Odaci, 2010).

Glukoz Glukonat Ketoglukonat Diketoglukonat  Frukioz

Ciziiniir
dehidrogenazlar

Sitoplazma

Alkel
Dehidrogenaz

D-Sorhitol
L-Serhoz

Mannitol
Frukioz

Sekil 1.7. Gluconobacter cinsinde seker ve alkolleri okside eden enzim sistemleri [Soru isaretleri
heniiz karakterize edilmeyen dehidrogenazlari gosterir, DH: Dehidrogenaz, UQH2:
ubikinon] (Odaci, 2010).
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Daha 6nce yapilan arastirmalarda, G. oxydans tiiriinden sorumlu enzimlerin,
dehidrogenasyonu iki farkli yoldan gergeklestirdigi ispat edilmistir. Bu iki enzim
sistemi bulunduklari yere, hiicre i¢indeki islevlerine ve substrat spesifikligine gore
degiskenlik gosterir. Ilk grup membrana bagli ve sitokrom sistemleriyle baglantili
dehidrogenazlar1 igerir. Bu enzimler pH 5,5’te maksimum oksidasyon
kapasitesine ve yiiksek substrat spesifikligine sahiptir. lkinci grupta ise
sitoplazmada  ¢oziinlir pH  8,0°’de  maksimum  aktiviteye  sahip
polioldehidrogenazlar bulunmaktadir. Ilk gruptaki enzimler vasitasiyla olusan
triinler fermantasyon ortamina bosaltilir. Fakat ikinci gruptaki enzimlerin
vasitastyla olusan iiriinler metabolik yollarla parcalanir. Ikinci grup da ise en az 6
farkli ¢6ziiniir polioldehidrogneaz bulunur. Bu enzimlerin her biri kendine 6zgii

spesifiklige ve kofaktor olarak NAD(P) ya sahiptir (De Muynck et al., 2007).

Gluconobacter membrana bagli bir¢ok poliol dehidrogenaz igerir. Bu
enzimler, D-glukoz, etanol, ribitol, D-sorbitol, L-sorboz, gliserol, D-arabitol gibi
bir¢ok poliol igeren molekiillerin oksidasyonundan sorumludur. Bu enzimler,
prostetik grup olarak pirolokinolin kinon (PQQ) igerirler (De Muynck et al.,
2007).

G. oxydans tiiriiniin glukoz oksidasyonu: Glukoz iki yolla okside edilir.
Bunlardan ilkinde, glukoz hiicre i¢ine alinir, hiicre i¢inde oksidasyonu gerceklesir
ve pentoz fosfat yoluyla (oksidasyon ile) daha basit molekiillere ayrilir. Glukoz
once sitozolik glukoz dehidrogenaz ile glukonata doniisiir ve pentoz fosfat yoluyla
basit molekiillere parcalanir. Ayrica, sitoplazmada, D-glukonat, 2-keto-D-
glukonat rediiktaz ve 5-keto-D-glukonat rediiktaz ile okside edilebilir. Ikinci yolda
ise periplazmik boslukta membrana bagli dehidrogenazlarla direkt olarak
oksidasyonu gerceklesir. Bu yolda, glukoz ©nce mebrana baghh glukoz
dehidrogenaz ile glukonata, membrana bagli glukonat dehidrogenaz ile 2-keto-D-
glukonata ve son olarak 2-keto-D-glukonat dehidrogenaz ile 2,5-diketo-D-
glukonata okside edilir (Krajewski et al., 2010).

G. oxydans hiicrelerindeki glukonat {iretiminin ¢ogu membrana bagli glukoz
dehidrogenazla yapilmaktadir, ¢iinkii bu enzimin aktivitesi sitozolik glukoz

dehidrogenazdan 30 kat daha fazladir (De Muynck et al., 2007).
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1.1.2.2. Afinite bivosensorleri

Afinite biyosensorleri, antikor, reseptorler veya oligoniikleotitler gibi
biyomolekiillerin, hedef analit ile se¢ici ve saglam bir sekilde baglanmasi temeline
dayanir. Bu baglanma sonucunda Oolgiilebilir elektriksel bir sinyal olusur.
Molekiiler tanima, analitin tutunacagi baglanma bolgesinin tamamlayici
(komplemanter) kisminin boyutuna ve sekline gore tespit edilir. Biyomolekiiliin
ligandina kars1 gosterdigi yiiksek afinite ve segicilik, bu tip sensorleri ¢ok hassas
ve secici yapar. DNA hibritlesmesi ve antikor-antijen olusumu gibi baglanma

islemleri termodinamik nedenlere dayanir (Ronkainen et al., 2010).

Immunosensérler, antikor temelli afinite biyosensorleridir ve analit, antijen
veya haptenin Olgiimleri antikora baglanmalar1 sonucu olur. Elektrokimyasal
dontstiiriicii baglanmaya duyarhdir ve elektriksel cevabi oOlgiilebilen bir sinyale
doniistiirir.  Antijen verildigi konakta {iretimine neden oldugu antikorun
tamamlayic1 bolgelerine yiiksek segicilik ve afinite ile baglanir. Iimmunosensérler
analitik yontemler arasinda ¢ok diisiik belirtme sinirina sahip olmalart ile Uinliidiir.
Kalitatif ve kantitatif uygulamalar1 vardir. Eser miktarda (ppb,ppt) bakteri, viriis,
ilag, hormon ve tarim ilac1 gibi bir¢cok kimyasalin tayininde kullanilir (Ronkainen

etal., 2010).

Afinite biyosensorlerinde biyolojik bilesen olarak niikleik asitler
antikorlardan daha az kullanilmaktadir. DNA veya RNA parc¢alar1 kullanilarak
gerceklesen tanima, sensordeki niikleik asit ile analit dizinin tamamlayic1 baz
ciftlesmesine veya aptamer olarak bilinen niikleik asit yapilarinin olusumu ve bu
yapilarin proteinler gibi ili¢ boyutlu bir yiizeye baglanmasina dayanir. DNA
afinite problari, kanserlerin, viral enfeksiyonlarin ve genetik hastaliklarin

teshisinde kullanilir (Ronkainen et al., 2010).

1.2.Akisa Enjeksiyonlu Analiz (Flow Injection Analysis-FIA)

Akisa yonelik analiz sistemleri, biyokimya alaninda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu sistemler, 6rnek ¢ozeltinin akisi ve uygun bir detektorden
geemesiyle, Olgiilen fiziksel parametrenin devamli izlenmesine olanak saglar.
Boylece, fraksiyon toplama ve O0rnek hazirlama gibi islemlere gerek kalmadan,

otomatize bir sistem elde etmeye ¢alisilir. Ortaya ¢ikis kaynagi, kolon
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kromatografik yontemler olan bu teknik, akis analizine biiyiik katki saglamistir.
Geleneksel yontemlerde insan eliyle ger¢eklesen dl¢iim, diizenli olarak sivi akisini
saglayan bir sisteme devredilmistir. Analit tayini, fazla cam malzeme
kullanilmasi, hacim olgiimlerinin ve seyreltmelerin yapilmasi, 6rnek ¢ozeltinin
sisteme aktarilmas1 gibi operator gerektiren islemlere ihtiyag duymadan,

otomatize sistemlerle, hassas ve kontaminasyon riski olmadan gerceklesir

(Ozdemir, 2010).

197011 yillarda Ruzicka ve Hansen tarafindan tasarlanan FIA sistemi sOyle

tanimlanmistir (Rizicka and Hansen, 1988a):

“Boélinmemis ve akis halindeki uygun bir sivi tasiyici sisteme sivi érnedin enjekte
edilmesine dayanan bir metottur. Enjekte edilmis sivi 6rnedin olusturdugu
absorbans, elektrot potansiyeli ya da herhangi bir fiziksel parametre bir detektérden

gecerek sinyal olusturur.”

Seri analizlerde kullanilmak {izere tasarlanmis bu sistemler, bazi
modifikasyonlardan sonra Ornek c¢ozeltinin pH, iletkenlik gibi 6zelliklerini
belirleme amaciyla da kullanilmaktadir (RGzicka and Hansen, 1986). Sistemin
temel bilesenleri peristaltik pompa, selektor, enjektor ve detektordiir. Gilintimiizde,
pompa, selektdr ve enjektor, calisma kosullarini denetleyecek bir bilgisayar
yazilimi ile desteklenmektedir (Sekil 1.8). Ayrica, FIA sistemi analiz edilecek
ornek sayisi, 6rnek ¢ozeltinin geri kazanimi ve seyreltme gibi parametreler goz
oniinde bulundurularak da modifiye edilebilir. Bunun i¢in sisteme pompa,
karistirici, 1sitici, filtre veya atigin geri doniisiimiinii saglayan kapali sistemler
ilave edilebilir. Teknigin bu tip modifikasyonlara uygun olmasi, esneklik ve ¢ok
yonliiliik gibi 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir ve bu ozellikleri gelecekte
degisik kullanim alanlarinin olabilecegini gostermektedir (Rtzi¢ka and Hansen,

1988b).
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Sekil 1.8. Coklu Ornek Analizine Uygun FIA Sistemi: Selektor tarafindan secilen drnekler tastyict
cozeltiye enjekte edilir ve gerceklesen tepkime sonucu Odlgiilecek fizikokimyasal

parametre detektor ile belirlenir (Ozdemir, 2010).
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2. MATERYAL VE METOT

Bu béliimde, arastirmada kullanilan materyal, cihazlar ve sistemler, metot

ve konuya yonelik ¢caligmalar anlatilmistir.

2.1.Materyal

Kitosan (CHIT, yengec¢ kabugundan, minimum % 85 deasetillenmis) Fluka
(Dorset, Ingiltere) firmasindan temin edilmistir. Sodyum siyano borhidriir
(NaCNBHs;, % 95) ve etanol Merck (Darmstadt, Almanya) firmasindan satin
alimmistir. Ferrosen karbaldehit (Fc-CHO, % 98), glukoz oksidaz (GOx; B-D-
Glukoz: oksijen 1-oksidorediiktaz; Aspergillus niger’den; E.C 1.1.3.4; 50 U/mg),
glutaraldehit ¢dzeltisi (% 25) ve D-glukoz Sigma-Aldrich (Dorset, Ingiltere)
firmasindan temin edilmistir. Gluconobacter oxydans DSM 2343 hiicreleri DSMZ
(German Collection of Microorganisms and Cell Cultures; Braunschweig,
Almanya) firmasindan satin alinmistir. Ticari enzim kiti (Barham and Trinder,
1972) (Katalog no: 1129010) Cromatest (Barcelona, Ispanya) firmasindan satin

almmuigtir. Diger tiim kimyasallar analitik safliktadir.

2.2.Cihazlar ve Sistemler

GCE temizliginde, ultrasonic banyo (Ultrasonic LC 30, Almanya),
mikrobiyal biyosensor deneylerinin hazirlik asamasinda inkiibatér (New
Brunswick Scientific, ABD), otoklav (Hirayama, Japonya), santrifiij (Denley,
Ingiltere) kullanilmigtir. Tampon ve glukoz ¢dzeltilerinin hazirlanmasinda pH-
metre (Hana Instrument, ABD) ve distile su cihazlar (Fistream, England ve Milli-

Q Milipore, ABD) kullanilmistir.

Elektrokimyasal 6l¢timler PalmSens elektrokimyasal 6l¢ctim sistemi (Palm
Instruments, Houten, Hollanda) ile gergeklestirilmistir. Dongiisel voltametri (CV)
deneyleri oda sicakliginda bir elektrokimyasal hiicrede {iiglii elektrot sistemi
kullanilarak yapilmistir. Camimsi karbon elektrot (3,0 mm c¢apinda) (Bioanalytical
Systems, Inc. BAS) calisma elektrotu, Ag/AgCl elektrot (3 M KCI, Metrohm,

Isvicre) referans elektrodu ve platin elektrot (Metrohm, Isvigre) karsit elektrot
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olarak kullanilmistir. Tiim amperometrik Olglimler FIA sistemi kullanilarak
yapilmistir. FIA sistemi, Teflon boru sistemine (0,5 mm i¢ ¢ap) sahip peristaltik
pompadan (FIAtron, Oconomovoc, WI, ABD), 100 pL 6rnek dongiisiine sahip, 8
portlu enjeksiyon valfinden (FIAtron Oconomovoc, WI), diziistii bilgisayara bagl
PalmSens potansiyostattan ve {i¢ elektrotlu akis hiicresinden (ALS, Japonya)
olugmaktadir (Sekil 2.1). Pompa dakikada 0,9 mL tampon ¢ozeltisi tagimaktadir.
Camums: karbon dual elektrot (3.0 mm capinda ve 1.0 mm elektrot aralifina
sahip), Ag/AgCl ve platin tel (CHI 130, CH Instruments, Austin, ABD) sirasiyla
calisma elektrodu, referans ve karsit elektrot olarak kullanilmistir. Kolorimetrik
Olctimler spektrofotometre (Pharmacia LKB Novaspec I[I, LKB Biochrom,
Ingiltere) ile yapilmistir.

Referans E.
Karsit E.
CaligmaE.

Potansiyostat

@ =
Tampon
6 .o | | s
C Srmek hiicresi
® ©) -
@ @ Pompa Atk
Selektor

Sekil 2.1. FIA temelli biyosensor sisteminin sematik gosterimi.

'H NMR (Niikleer Manyetik Resonans) spektrasi Varian AS 400 Mercury
spektrometresi ile kaydedilmistir. Coziicii olarak, DO i¢inde % 2,0 CF;COOD
kullanilmigtir. Kimyasal kaymalar (0) ppm olarak verilmistir. FT-IR-ATR
(Fourier Transform Infrared Spektroskopisi/Tam Yansima Spektroskopisi )
spektrast Perkin-Elmer Spectrum 100 series spektrometresi (Perkin-Elmer, ABD)
ile kaydedilmistir. ICP-MS (Endiiktif Eslesmis plazma-Kiitle Spektroskopisi)
Olctimleri, elemente 6zel Agilent 7500 CE ICP-MS cihaz1 (Agilent Technologies,
ABD) ile ger¢eklestirilmistir.
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2.3.Metot

Tez kapsaminda, kitosan-ferrosen (CHIT-Fc) filminin immobilizasyon

materyali olarak iki ¢esit uygulamasi yapilmstir.

CHIT-Fc'nin yapisal karakterizasyonu 'H NMR, FT-IR-ATR ve ICP-MS
kullanilarak, CHIT-Fc filminin elektrokimyasal karakterizasyonu dongiisel
voltametri ile yapilmistir. GOx ve G. oxydans hiicreleri biyokatalizor olarak
kullanilmis ve glutaraldehit vasitasiyla camimsi karbon elektrot yiizeyine
immobilize edilmistir. FIA sistemi kullanilarak optimizasyon ve glukoz icin

karakterizasyon ¢aligmalar1 gergeklestirilmistir.

2.4.CHIT-Fc Hibritlerinin Sentezi

CHIT-Fc hibritleri, ilk kez Yang et al. tarafindan One siiriilmiis bir
prosediirle (Yang et al., 2007) sentezlenmistir. Oncelikle, CHIT (75,0 mg, 0,39
mmol NH;) 15 mL 0,1 M asetik asitte ¢ozeltisinde ¢oziilmistir. 15 mL
metanolde ¢oziilmiis olan Fc-CHO (39,0 mg, 0,18 mmol), ilk ¢ozeltiye ilave
edilmistir. Karisim oda sicakliginda 1 saat karistirilmis, daha sonra NaCNBHj;
(23,0 mg, 0,36 mmol) karisima eklenmis ve 24 saat boyunca karistirilmistir. % 5,0
NaOH ¢ozeltisi karigima eklendiginde, turuncu renkli bir katinin ¢oktiigii
goriilmiistiir. Turuncu ¢okelti siiziilerek ayrilmis ve sirasiyla, distile su ve
methanol ile yikanmistir. Son olarak, elde edilen {iriin 6nce agik havada 3-4 saat,
sonra vakumda kurutulmustur. Ferrosenillerin polimere baglanma derecesi (DS =

degree of substitution) "H NMR spektroskopisiyle saptanmustir.

CHIT-Fc¢ polimerinde bulunan toplam demir icerigi ICP-MS ile tespit

edilmistir.

CHIT-Fc hibritlerinin sentezi Ege Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya

Boliimii’nde bulunan Katalizér Arastirma Laboratuarlari’nda gergeklestirilmistir.

2.5.Gluconobacter oxydans hiicreleri i¢in kiiltivasyon kosullar:

G. oxydans hiicrelerinin kiiltivasyonu i¢in tek karbon kaynagi olarak glukoz
iceren ortam kullamlmustir (Cizelge 2.1). On kiiltiir ortami hiicreleri depolama ve

saklama amaciyla hazirlanmigtir. Hiicreler 50 mL biiyiime ortami igeren 250
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mL’lik erlenlerde, 175 rpm karistirma hizinda ve 28 °C’de kiiltive edilmistir.
Biiyiime ortamlar1 hazirlanirken ilk olarak 50 ml % 0,5 maya ekstrakti igeren
erlenler otoklavlanmis, daha sonra ortama steril bir sekilde glukoz eklenmistir

(Odaci, 2010).

Cizelge 2.1. G. oxydans hiicreleri i¢in 6n kiiltiir ve biiylime ortami1 kompozisyonlari.

On Kiiltiir ortam Bilyiime ortam
Bilesik % Bilesik %
Glukoz 10

Glukoz 0,5
Maya ekstrakti 1
Kalsiyum karbonat 2

Maya ekstrakti 0,5
Agar 2

2.6.Biyosensorlerin Hazirlanmasi

Bu boéliimde, elektrot temizligi, CHIT-Fc ¢dzeltisinin, enzim ve mikrobiyal

biyosensorlerin hazirlanmasi hakkinda bilgi verilmistir.
2.6.1. Camimsi karbon elektrot (GCE) yiizeyinin temizlenmesi

Elektrot modifikasyonlarindan 6nce, GCE sirasiyla 1,0 ve 0,3 mm alumina
siispansiyonlar1 ile cilanmig ve distile suyla temizlenmistir. Aynaya benzer bir
ylizey elde etmek amaciyla yapilan bu igslemin son basamaginda, GCE, etanol-

distile su karisiminda ultrasonik banyoda 5 dakika bekletilmistir.
2.6.2. CHIT-Fc ¢ozeltisinin hazirlanmasi

% 1,0’lik (w/v) CHIT-Fc ¢ozeltisi %1°lik asetik asit ¢ozeltisi i¢inde
hazirlanmis ve ¢oziilmesi i¢in oda sicakliginda 1 saat karistirtlmistir (Timur et al.,

2008). Biyosensorlerin hazirlanmasinda giinliik CHIT-Fc ¢6zeltisi kullanilmustir.
2.6.3. CHIT-Fc¢/GOx biyosensoriiniin hazirlanmasi

1) 17 uL CHIT-Fc (%1,0 w/v) GCE ylizeyine damlatilmistir.
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2) Daha sonra, sodyum fosfat tamponunda (50 mM, pH 7,5) hazirlanmas,
5,0 uL % 1,0 glutaraldehit ¢ozeltisi damlatilmistir.

3) Sodyum asetat ¢cozeltisinde (50mM, pH 5,5) ¢6ziilmiis, 5,0 uL GOx (=
125 U veya 2,5 mg) glutaraldehit vasitasiyla matrise immobilize

edilmistir.

4) Modifiye elektrot, kurumasi icin oda sicakliginda 90 dakika

bekletilmis ve distile suyla yikanmistir.
2.6.4. CHIT-Fc/G. oxydans biyosensoriin hazirlanmasi

CHIT-Fc/G. oxydans biyosensorii, giinliik inokulasyonlar sonucu elde edilen
canlt G. oxydans hiicrelerinin CHIT-Fc immobilizasyon matrisi araciligiyla GCE
ylizeyine immobilizasyonuyla hazirlanmistir. Logaritmik fazin sonundaki
hiicrelerin optik yogunluklar1 spektrofotometrik olarak ol¢iilmiistiir. G. oxydans
hiicrelerinin optik yogunluklar1 600 nm’de (Gétgens et al., 2007) izlenmistir.
Hazirlanan her mikrobiyal biyosensoriin  ayni sayida hiicre igermesi
biyosensorlerin performans faktorleri agisindan 6nemlidir. Bu nedenle elde edilen
optik yogunluk sonuglarina bagli olarak gerekli seyreltmeler yapilarak
biyosensorler hazirlanmistir. Biyosensorlerin  hazirlanisi sirasinda ilk olarak
hiicreleri iceren 10 ml biiyiime ortami 10 dakika 4500 rpm karistirma hizinda
santrifiijlenmistir. Ust faz atilmis, ¢dken hiicreler % 0,9 NaCl c¢ozeltisinde
seyreltilmis, ayn1 kosullarda tekrar santrifiijlenmistir. Ust faz atilmistir. Elde
edilen hiicreler sodyum fosfat tamponunda (50 mM pH 6,0) ¢oziilmiis ve bu

karisim biyosensor hazirlanmasinda kullanilmistir.
Mikrobiyal biyosensorlerin hazirlanma asamalari soyledir:
1) 17 uL CHIT-Fc (% 1,0 w/v) GCE ylizeyine damlatilmigtir.

2)  Sodyum fosfat tamponunda (50 mM, pH 7,5) hazirlanmis, 5,0 pL %

1,0 glutaraldehit ¢ozeltisi CHIT-Fc matrisinin {izerine damlatilmigtir.

3) 5,0 uL (2,72x10° hiicre) G. oxydans glutaraldehit vasitasiyla matrise

immobilize edilmistir.
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4) Modifiye elektrot, kurumasi i¢in oda sicakliginda 90 dakika
bekletilmistir.

5) Elektrot yiizeyi distile su ile yikanarak calisma sicakligi ve
tamponunda 10 dakika bekletilmistir.

Sekil 2.2°de biyosensorlerin hazirlanma asamalar1 gosterilmistir.

N —
i Biyokatalizor
—>
L+ OMO
Glutaraldehit

.'-.‘-I NH3+
GCE CHIT-Fc

Sekil 2.2. Biyosensorlerin hazirlanma asamalari.

2.7.0l¢iim Prensibi

Redoks aktif CHIT-Fc filminin amperometrik deneylerde hangi
potansiyelde (Ag/AgCl’ye karsi) maksimum aktivite gosterdigini belirlemek
amaciyla 0,5 V ile 0,0 V potansiyel araliginda dongiisel voltametri (CV) 6l¢timleri
yapilmistir. % 1,0 glutaraldehit ¢ozeltisi kullanilarak CHIT-Fc kaplanmig GC
elektrodun elektrokimyasal davranisi incelenmistir. CV Slglimleri sirasinda, ticlii
elektrot sistemi kullanilmistir. Ferrosenin indirgenip, yiikseltgenmesiyle olusan
tersinir sinyaller kaydedilmis, amperometrik 6l¢iimlerde kullanilacak olan formal

potansiyel belirlenmistir.
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2.7.1. CHIT-Fc¢/GOx biyosensoriiniin 6l¢ciim prensibi

CHIT-Fc/GOx biyosensoriiniin kullanimiyla yapilan 6l¢iimlerde, +0,35 V
(Ag/AgCl’ye karsi) potansiyel uygulamasi altinda CHIT-Fc filminde bulanan

ferrosenin yiikseltgenmesiyle olusan akim degerleri temel alinmistir.

Amperometrik Ol¢timlerden Once, tastyici ¢ozelti olan 50 mM pH 5.5
sodyum asetat tamponu 0,9 mL/dakika sabit hizda 650 saniye boyunca sistemden
gecirilmistir. Bunun nedeni, yiizeye siki baglanamamis GOx molekiillerini
uzaklastirip, arka plan akimini diisiirmektir. Arka plan akimi sabit duruma gelince,
100 pL standart glukoz ¢ozeltisi (veya seyreltilmis igecek drnekleri) sabit zaman
araliklartyla akisa hiicresine (Sekil 2.3) enjekte edilmistir. Arka plan akimi ile
enzimatik reaksiyondan dolay1r olusan pik akimi arasindaki fark olgiilmiistiir.
Olusan akim farkliliklar1 substrat konsantrasyonu ile orantilidir ve nA olarak
belirlenmistir. Yapilan deneyler sonucu, glukoz konsantrasyonu ile akim
degerindeki farkliliklar arasindaki iligkiyi gostermek amaciyla grafikler ¢izilmis

ve ¢esitli parametrelerin biyosensor cevabina etkileri belirlenmistir.

Karsitelektrot

Referans elektrot

i

Sekil 2.3. Akis hiicresi.

Akis hiicresine enjekte edilen substrat sayesinde olusan enzimatik

reaksiyonlar asagidaki gibidir (Liang et al., 2009):
Glukoz + GOx(FAD) — Glukonolakton + GOx(FADH,)
GOx(FADH,) + 2CHIT-F¢" = GOx(FAD) + 2CHIT-Fc + 2H"

2CHIT-Fc <+ 2CHIT-Fc¢' + 2¢
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Oncelikle, glukoz, GOx varliginda enzimatik oksidasyona ugrar ve iiriin
olarak glukonolakton olusur. Daha sonra indirgenmis enzim, yiikseltgenmis
redoks polimer (Fe(II)") ile reaksiyona girer. Son olarak, indirgenmis redoks
polimer (Fe(Il)) tekrar yiikseltgenirken, elektronlarin1 ¢alisma elektroduna verir.
Bu son reaksiyon sayesinde akim artisi olur. Yiiksek glukoz konsantrasyonlarinda,

yiiksek amperometrik cevaplar alinir.
2.7.2.CHIT-Fc¢/G. oxydans biyosensoriiniin 6l¢iim prensibi

Mikrobiyal biyosensorle yapilan Ol¢timlerde de, +0,35 V (Ag/AgClye
kars1) potansiyel uygulamasi altinda CHIT-Fc filminde bulanan ferrosenin

yiikseltgenmesiyle olusan akim degerleri temel alinmistir.

CHIT-Fc/G. oxydans biyosensorii ile yapilan caligmalarda, +0,35 V’ta
amperometrik &lgiimler yapilmistir. Olgiimlerden énce, 50 mM pH 6,0 sodyum
fosfat tamponu 0,9 mL/dakika sabit hizda 650 saniye boyunca sistemden
gecirilmigtir. 100 pL standart glukoz cozeltisi sabit zaman araliklariyla akisa
hiicresine enjekte edilmistir. Metabolik aktivite sonucu, substrat enjekte etmeden
once ve ettikten sonraki akim degerleri birbirinden farklidir. Olusan pik akimi
substrat yoklugundaki arka plan akimi arasindaki fark alinmistir. Akim
farkliliklar1 substrat konsantrasyonu ile orantilidir ve nA olarak verilmistir. Akim
farkliliklar1 ve glukoz arasindaki iligki grafiklerle belirtilmis ve cesitli

parametrelerin biyosensor cevabina etkileri belirlenmistir.

Medyatorlii mikrobiyal biyosensor sisteminde substrat varliginda olusan

katalitik reaksiyonlar soyledir:
Glukoz + GDH(PQQ) — Glukonolakton + GDH(PQQH,)
GDH(PQQH,) + 2CHIT-F¢" — GDH(PQQ) + 2CHIT-Fc + 2H"
2CHIT-Fc <« 2CHIT-Fc + 2¢

Olusan ilk reaksiyonda, G. oxydans hiicrelerinin membranina baghh PQQ
molekiiliinii prostetik grup olarak kullanan GDH, glukozu glukonolaktona
yiikseltgerken, kendisi indirgenir. Indirgenmis enzim yiikseltgenmis redoks

polimer (Fe(Il)") ile reaksiyona girer. Son olarak, indirgenmis redoks polimer
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(Fe(Il)) tekrar yiikseltgenirken, elektronlarini ¢alisma elektroduna verir. Bu son

reaksiyon sayesinde akim artis1 olur ve amperometrik 6l¢timler gergeklesir.

2.8.Trinder Metotu ile Glukoz Tayini

Hazirlanan biyosensor sistemleri ile glukoz analizi i¢in 6rnek uygulamasi
yapilmistir. Daha sonra referans yontem olarak Trinder metotu (Barham and
Trinder, 1972) ile de orneklerde glukoz miktar1 belirlenmis ve ¢ikan sonuglar
birbirleriyle karsilastirilmistir. Bu metotta gerceklesen reaksiyonda glukoz, glukoz
oksidaz enzimi tarafindan D-glukonata oksitlenir ve hidrojen peroksit olusur.
Peroksidaz varliginda fenol ve 4-aminoantipirin karistmi hidrojen peroksit
tarafindan oksitlenir. Olusan kirmizi renkli kinon imin glukoz konsantrasyonu ile
orantilidir ve spektrofotometrik olarak izlenerek tayin gerceklestirilir. Glukoz

miktarinin tayini i¢in 500 nm’deki absorbans degerleri gereklidir.

Glukoz tayini i¢in gazli 6rnegin gazi alinmis ve drnekler 50 mM pH 5,5
asetat taponunda 1:20 oraninda seyreltilmistir. Giinliikk hazirlanmis CHIT-Fc/GOx
biyosensorii ile kalibrasyon egrisi ¢izilmis ve Orneklerdeki glukoz miktarini
saptamak icin kullanilmistir. Biyosensorden alinan degerlerle, referans yontemden

alinan degerler birbirleriyle karsilastirilmistir.

2.9.CHIT-Fc’ye Yonelik Calismalar

Bu boliimde, sentezlenen CHIT-Fc hibritinin karakterizasyonuna ve elektrot
yluzeyindeki CHIT-Fc filminin elektrokimyasal karakterizasyonuna ydnelik

calismalar anlatilmistir.
2.9.1. CHIT-Fc¢’nin karakterizasyonu

Ferrosenin kitosana kovalent baglanmasiyla sentezlenen redoks aktif
biyopolimer CHIT-Fc’nin yapisal karakterizasyonu yapilmistir. ICP-MS, FT-IR-
ATR ve 'H NMR CHIT-Fc polimerinin sentezini dogrulamak ve yapisim

belirlemek i¢in kullanilmistir.
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2.9.2. CHIT-Fc filminin elektrokimyasal karakterizasyonu

CHIT-Fc filminin elektrokimyasal aktivitesi incelenmistir.  %1,0
glutaraldehit cozeltisi ile hazirlanan CHIT-Fc elektrodu dongiisel voltametri

yontemiyle 0,5-0,0 V potansiyel araliginda taranmustir.

2.10. CHIT-Fc¢/GOx Biyosensoriine Yonelik Calismalar

Redoks aktif biyopolimer olan CHIT-Fc filminin ilk uygulamasi, {lizerine
GOx immobilize edilerek yapilmistir. Hazirlanan CHIT-Fc/GOx biyosensoriine
iligkin ilk caligma aktivitede etkili Onemli bir parametre olan pH
optimizasyonudur. Daha sonra, enzim ve glutaraldehitin optimum miktari
belirlenmistir. Son olarak, biyosensoriin glukoz i¢in analitik karakterizasyonu ve

ornek uygulamasi gergeklesmistir.
2.10.1. Optimum pH’1n belirlenmesi

CHIT-Fc/GOx biyosensoriiniin optimum pH’mi belirlemek amaciyla 50
mM, pH 4,5; 5,0; 5,5 sodyum asetat ve pH 6,0; 6,5 sodyum fosfat tamponlari
hazirlanmistir. Farkli tamponlar ve 8,0 mM glukoz sisteme enjekte edilerek
biyosensoriin akim degerlerindeki farklanma belirlenmistir. Elde edilen
biyosensor cevaplarindan en yiiksek akim degeri 100 olarak kabul edilerek diger
akim degerleri, en yiikksek akim degeri ile oranlanarak bagil degerler
hesaplanmistir. Bu veriler dogrultusunda pH degisimine bagli % biyosensor

cevabina iliskin grafik ¢izilmistir.
2.10.2. Enzim miktarinin biyosensor cevabina etkisi

Optimum enzim miktarin1 belirlemek amaciyla diger bilesenler sabit
tutularak farkli miktarlarda GOx iceren biyosensorler hazirlanmis ve GOx
miktarimin biyosensor cevabina etkisi belirlenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda 50 U
(1,0 mg), 125 U (2,5 mg) ve 250 U (5 mg) aktiviteye sahip GOx kullanilarak
hazirlanan biyosensdrlerle, degisen glukoz konsantrasyonu ve akim degerleri
arasinda grafik olusturulmustur. En iyi biyosensdr cevabina sahip olan sistem
belirlenmistir. Tagiyic1 ¢ozelti olarak 50 mM pH 5,5 sodyum asetat tamponu

kullanilmig ve 6l¢timler oda sicakliginda, + 0,35 V’ta gergeklestirilmistir.
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2.10.3. Glutaraldehit yiizdesinin biyosensor cevabmna etkisinin

belirlenmesi

GOx enziminin CHIT-Fc matrisine kararli bir sekilde immobilize
edilmesinde capraz baglayici ajan olarak glutaraldehit kullanilmistir. Optimum
glutaraldehit yiizdesini belirlemek amaci ile % 0,5; 1,0; 2,5 ve 5,0 glutaraldehit
iceren dort farkli biyosensor hazirlanmistir. Bu biyosensoérlerle, 8,0 mM glukoz
konsantrasyonunda alman akim cevaplar1t arasinda grafik olusturulmustur.
Tasiyict ¢ozelti olarak 50 mM pH 5,5 sodyum asetat tamponu kullanilmis ve

Olctimler oda sicakliginda, + 0,35 V’ta gergeklestirilmistir.
2.10.4. CHIT-Fc /GOx biyosensoriiniin karakterizasyonu

Enzim biyosensoriiniin analitik karakterizasyonuna yonelik olarak glukoz
icin dogrusal tayin aralifi, tekrarlanabilirlik, operasyonel kararlilik ve depo
kararliligr belirlenmis, tekrar iretilebilirlik incelenmis ve orneklerde glukoz

analizi yapilmstir.

2.10.4.1. Glukoz tayinine yonelik dogrusal tayin araliginin belirlenmesi

Biyosensoriin hazirlama ve ¢alisma kosullarinin optimizasyonu sonrast
karakterizasyonu amaciyla kalibrasyon grafigi cizilerek glukoz i¢in dogrusal tayin
aralig1 belirlenmistir. Tasiyic1 ¢ozelti olarak 50 mM pH 5,5 sodyum asetat
tamponu  kullanilmis ve Olclimler oda sicakliginda, + 0,35 V’ta

gergeklestirilmistir.

2.10.4.2. Tekrarlanabilirlik, operasvonel kararhilik ve depo

Kararhiliginin belirlenmesi

Tekrarlanabilirligin belirlenmesine yonelik olarak optimum kosullarda
hazirlanan biyosensore, 8,0 mM glukoz standardi i¢in 10 kere enjeksiyon
yapilmistir. Daha sonra, ¢izilen kalibrasyon grafiginden yararlanilarak elde edilen
akim degerlerine karsilik gelen glukoz konsantrasyonlari hesaplanmistir. Son

olarak, standart sapma (SS) ve % varvasyon katsayis1 (% VK) hesaplanmustir.

Optimum kosullarda hazirlanan biyosensoriin  operasyonel kararliligin

belirlemek amaciyla 8,0 mM glukoz standardi ile 7,2 saatte 208 enjeksiyon
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yapilmistir. Baglangicta elde edilen biyosensor cevabi % 100 kabul edilerek
tekrarli enjeksiyonlardan sonra biyosensér cevabinda meydana gelen azalmalar

hesaplanmustir.

Optimum kosullarda hazirlanan enzim biyosensoriiniin depo kararliliginin
belirlenmesi amaciyla 2 veya 3 giinde bir 8,0 mM glukoz standardi ile enjeksiyon
yapilmistir. Alinan ilk akim cevabi % 100 alinarak 14 giin sonunda biyosensoriin
aktivitesinin ne kadarinin kayboldugu tespit edilmistir. Biyosensor kullanilmadigi

zamanlarda pH 5,5 sodyum asetat tamponunun iginde + 4 °C’de saklanmustir.

2.10.4.3. Tekrar iiretilebilirligin incelenmesi

Optimum kosullarda farkli gilinlerde hazirlannmig, 3 CHIT-Fc/GOx
biyosensdriiniin, farkli glukoz konsantrasyonlarina karsilik gelen akim degerlerine
gore kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir. Bu 3 farkli kalibrasyon grafiginin dogru

denklemleri birbiriyle karsilastirilmis ve yorumlanmustir.
2.10.5. Orneklerde glukoz analizi

Hazirlanan GOx biyosensoriiniin  6rneklerdeki glukoz analizine yonelik
uygulanabilirligini izlemek amaciyla iki tane igecek Ornegi kullanilmistir. Akis
hiicresine glukoz yerine igecekler 1:20 oraminda (50 mM pH 5,5 asetat
tamponunda) seyreltilerek enjekte edilmis ve giinlik c¢izilmis kalibrasyon
grafiginden icecek orneklerinin glukoz konsantrasyonlari hesaplanmistir. Ayrica
referans yontem olarak Trinder metotu (Barham and Trinder, 1972) ile de
orneklerdeki glukoz konsantrasyonlart belirlenmis ve sonuglar birbirleriyle

karsilastirilmistir.

2.11. CHIT-Fc¢/G. oxydans Biyosensoriine Yonelik Calismalar

Mikrobiyal biyosensor sisteminin hazirlanmasinda bir asetik asit bakterisi
olan G. oxydans hiicreleri kullanilmistir. Canli hiicreler kullanilarak tasarlanmig
mikrobiyal biyosensorde Olgiimler, hiicrelerin yasamsal aktivitelerinden
yararlanarak gerceklesmektedir. Gram negatif bir bakteri olan G. oxydans
kullanilarak hazirlanmis biyosensorlerde ilk olarak optimum pH belirlenmistir.

Daha sonra, hiicre ve glutaraldehit miktar1 gibi hazirlama kosullar1 optimize
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edilmistir. Optimum kosullarda hazirlanan CHIT-Fc/G. oxydans biyosensoriiniin
glukoz icin tayin araligi belirlenmistir. Son olarak, tekrarlanabilirlik ve

operasyonel kararlilik caligsmalar1 yapilmstir.
2.11.1. Optimum pH’nin belirlenmesi

G. oxydans biyosensoriiniin optimum pH’smi1 belirlemek amaciyla 50 mM
pH 5,5 sodyum asetat tamponu ve pH 6,0; 6,5; 7,0 sodyum fosfat tamponlari
kullanilarak akim degerlerindeki farklanmalar incelenmistir. Olusturulan grafikte
en iyi akim cevabinin alindigit pH degeri ile hazirlanan tampon sistemi tim

caligsmalarda tasiyici ¢ozelti olarak kullanilmistir.
2.11.2. Hiicre miktariin biyosensor cevabina etkisi

Hiicre miktar1 optimizasyonu i¢in diger bilesenler sabit tutularak dort farkli
miktarda hiicre igeren (0,68x10°, 1,36x10°, 2,72x10°, 5,45x10° hiicre) mikrobiyal
biyosensorler hazirlanmistir. Biyosensorler hazirlanirken ilk 6nce hiicreler
santrifiijlenmis ve hiicre pastalar1 50 mM pH 6,0 sodyum fosfat tamponunda
¢Oziilmiistiir. Her biyosensor igin sabit hacim olan 5,0 pl hiicre, 5,0 pl % 1,0
glutaraldehit ¢ozeltisi vasitasiyla CHIT-Fc modifiye GC elektrodunun ylizeyine
immobilize edilmisgtir. Hazirlanan biyosensorler farkl glukoz
konsantrasyonlarinda oOl¢lilmiistiir. Elde edilen akim degerleri ve glukoz
konsantrasyonu arasinda grafikler cizilmistir. En yiiksek biyosensor cevabina
karsilik gelen hiicre miktar1 daha sonraki c¢alismalarda kullanilmistir. Tastyici
¢ozelti olarak 50 mM pH 6,0 sodyum fosfat tamponu kullanilmis ve 6l¢iimler oda
sicakliginda, + 0,35 V’ta gergeklestirilmistir.

2.11.3. Glutaraldehit yiizdesinin biyosensor cevabina etkisinin

belirlenmesi

CHIT-Fc/G. oxydans biyosensorii i¢in optimize edilen son parametre
glutaraldehit yiizdesidir. Optimum glutaraldehit ytlizdesini belirlemek amaci ile %
0,5; 1,0; 2,5 ve 5,0 glutaraldehit iceren dort farkli mikrobiyal biyosensor
hazirlanmistir. Bu dort farkli biyosensorle, 10 mM glukoz icin aliman akim

cevaplari arasinda grafik olusturulmustur. Tasiyict ¢ozelti olarak 50 mM pH 6,0
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sodyum fosfat tamponu kullanilmis ve Olgiimler oda sicakliginda, + 0,35 V’ta

gerceklestirilmistir.
2.11.4. CHIT-Fc¢/G. oxydans biyosensoriiniin karakterizasyonu

Mikrobiyal biyosensoriin karakterizasyonu i¢in glukoz tayinine yonelik

dogrusal tayin aralig1, tekrarlanabilirlik ve operasyonel kararlilik belirlenmistir.

2.11.4.1.Glukoz tayinine yonelik dogrusal tayin araliginin belirlenmesi

Optimum c¢alisma ve hazirlama kosullarinda G. oxydans biyosensorleri ile
glukoz tayini gerceklestirilmistir. Farkli konsantrasyonlardaki glukoz c¢ozeltileri
tastyici ¢ozelti ile akis hiicresine enjekte edilerek glukoz konsantrasyonuna bagl
akim degerleri kaydedilmistir. Akim ve glukoz konsantrasyonu arasindaki
kalibrasyon grafigi ¢izilerek, glukoz i¢in dogrusal tayin araligi belirlenmistir.
Tasiyict ¢ozelti olarak 50 mM pH 6,0 sodyum fosfat tamponu kullanilmistir ve
Ol¢iimler oda sicakliginda, + 0,35 V’ta gergeklestirilmistir.

2.11.4.2. Tekrarlanabilirlik ve operasyonel kararhiligin belirlenmesi

Optimum  kosullarda  hazirlanmis G.  oxydans  biyosensoriiniin
tekrarlanabilirligini belirlemek amaciyla, 10 mM glukoz standardi ile 10 kez
enjeksiyon yapilmigtir. Mikrobiyal biyosensor i¢in ¢izilmis kalibrasyon grafigi
kullanilarak, Olgiillen akim degerlerine karsilik gelen konsantrasyonlar

hesaplanmistir. Son olarak, SS ve % VK hesaplanmugtir.

Operasyonel kararliligin  belirlenmesine  yonelik olarak  hazirlanan
biyosensore 10 mM glukoz ile 3 saatte 72 enjeksiyon yapilmistir. Baglangigta elde
edilen biyosensor cevabt % 100 kabul edilerek tekrarli enjeksiyonlardan sonra

biyosensorde meydana gelen aktivite kaybi hesaplanmuistir.
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3. SONUCLAR VE TARTISMA

Arastirmanin sonucunda elde edilen bulgular bu boélimde verilmis ve

tartisilmistr.

3.1.CHIT-Fc’ye iliskin Bulgular

Bir¢ok redoks medyator arasindan, Fc ve tiirevleri ilgi ¢eken oOzelliklere
sahiptir. Bu ozellikleri; goreceli olarak diisiik molekiiler agirliga sahip olmasi,
bir¢cok elektroaktif maddeye karsi hizli cevap vermesi, pH’tan bagimsiz olmasi,
hem yiikseltgenmis hem de indirgenmis halinin kararli olmasi, hizli elektron
transferi yapabilmesi, ortamda bulunan O, ile reaksiyona girmemesi ve diisiik
potansiyelde rejenere olmasi seklinde siralanabilir. Bu sayede kimyasal olarak
modifiye edilmis elektrotlarin gelistirilmesinde en sik kullanilan medyator sinifi
olmustur (Chaubey and Malhotra, 2002; Raoof et al., 2009; Zhilei et al., 2010).
Fakat Fc molekiiliiniin elektrot yiizeyine adsorpsiyonu zayiftir ve y1gin ¢ozeltiye
kolayca karigabilir. Bu yiizden, Fc bir polimere baglanarak y1gin ¢ozeltiye sizma

problemi ¢oziilebilir (Zhilei et al., 2010).

CHIT, diinyada seliillozdan sonra en sik rastlanan polisakkarit olan kitinin
kismi deasetilasyonuyla sentezlenir (Rinaudo, 2006). CHIT, N-asetil-D-
glukozamin birimlerinin B(1 — 4) bi¢iminde baglanmasiyla meydana gelmis,
biyouyumlu bir polimerdir (Pillai et al., 2009). CHIT, D-glukozamin birimlerinin
amino gruplar1 sayesinde, asidik kosullarda katyonik ve ¢Oziinlir bir
polisakkarittir. Ayrica, CHIT ¢ok iyi membran olusturma, iyi biyouyumluluk,
suya kars1 ylksek gecirgenlik, yliksek adezyon kuvveti, toksik olmama, dayanikli
olma ve kimyasal modifikasyona yatkin olma gibi essiz fizikokimyasal 6zelliklere
sahiptir (Honarkar and Barikani, 2009; Pillai et al., 2009). Bu o6zelliklerinden
dolay1r CHIT’e, sensorlerde, biyosensorlerde ve immunosensorlerde sikca
immobilizasyon materyali olarak karsilagilmaktadir (Kuralay et al.,, 2011;
Pauliukaite et al., 2010; Wang et al., 2009). Fakat CHIT in elektriksel iletkenligi
diistiktiir. CHIT ve Fc’nin kovalent baglanmasiyla, hem Fc’nin yigin ¢ozeltiye
sizma hem de CHIT’in diisiik iletkenlik problemi ortadan kalkmis olur
(Kandimalla et al., 2006; Qiu et al., 2009; Zhang and Gorski, 2005).
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Tim elektrokimyasal deneylerde doniistiiriicii olarak kullanilan GCE,
elektrokimyasal ¢aligmalarda siklikla kullanilmaktadir. GC elektrodunun
ozellikleri arasinda diisiik elektriksel direng ve kimyasal ataklara kars1 ¢ok yiiksek
kararlilik sayilabilir (Zhilei et al., 2010). Kullanilan tamponlar dl¢iimlerden 6nce
nitrojen gazindan gecirilmemistir ¢iinkii daha 6nce yapilan caligmalarda tamponda
cOziinmils oksijenin Fc modifiye elektrotlarin elektrokimyasal cevaplarini
etkilemedigi ve nitrojen gecirilmis veya gecirilmemis tamponlarin neredeyse ayni

cevabi verdigi tespit edilmistir (Chen et al., 2003).

Bu kisimda, sentezlenen CHIT-Fc molekiiliiniin yapisal 6zelliklerini
saptamak icin ¢esitli yontemlerle karakterizasyonuna iligskin sonuglar verilmistir.
Daha sonra, film seklinde GC elektroduna kaplanmis olan CHIT-Fc’nin

elektrokimyasal karakterizasyonuyla iligkin veriler sunulmustur.
3.1.1.CHIT-Fc’nin karakterizasyonu

CHIT-Fc biyopolimeri, Yang et al. tarafindan oOnerilen iki basamakli
prosediire gore sentezlenmistir (Yang et al., 2007). Ik basamakta, Fc-CHO nun
aldehit grubu ile CHIT’in amino grubu arasindaki reaksiyonla Schiff bazi olusur.
Ikinci basamakta ise Schiff bazi NaCNBHj3 ile amine indirgenir (Sekil 3.1). CHIT-
Fc'nin yapist 'H MNR, ICP-MS ve FT-IR-ATR analizleri ile belirlenmistir.
Ferrosenillerin DS degeri "H NMR ile ferrosenil protonlariin (0 = 4,22-4,38; 0,99
H), glukozamin (GIcN) ve N-alkillenmis glukozamin H° (6 = 3,09; 0,71 H)
piklerinin alanlar1 biribirine oranlandiginda 0,16 olarak bulunmustur (Sekil 3.2).
Bu deger CHIT polimerindeki 100 NH, grubundan 16 tanesinin ferrosenil gruplari

ile reaksiyona girdigini gostermektedir.

Sekil 3.1. CHIT-Fc tiirevinin sentezi.
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Sekil 3.2. CHIT-Fc'nin "H NMR spektrumu.

CHIT-Fc¢ (DS = 0,16) i¢in '"H NMR (D,0 iginde % 2,0 CF;COOD): d = 1,98
(s, 0,23 H, GIcNAc’nin NHAc), 3,09 (s, 0,71 H, GlcN ve N-alkillenmis GlcN’nin
H?), 3,63-3,81 (m, 3,15 H, FcCH,N, GlcNAc’nin H* ve GIcN, GIcNAc ve N-
alkillenmis GIcN’nin A ), 4,22-4,38 (m, 0,99 H, Fc’nin Cp-H).

ICP-MS olgtimlerine gore CHIT-Fc biyopolimerindeki demirin agirlik
ylizdesi % 6,2 olarak bulunmustur. Yang et al. yapmis oldugu FT-IR-ATR
analizinde, CHIT deki amit bantlarinin, 1654 ve 1596 cm’! civarinda karakteristik
piklerini tespit etmistir (Yang et al., 2007). Arastirmada, CHIT ve CHIT-Fc
polimerleri i¢in bu pikler 1658 ve 1594 cm’de gozlemlenmistir (Sekil 3.3).
Glukozamin birimi ve Fc-CHO arasinda olusan N-alkilasyonu sayesinde, birincil
amine (N-H) ait 1594 cm™*deki pikin siddeti azalmistir. 1679 cm’de bulunan Fc-
CHO’nun karakteristik C=O piki, CHIT-Fc spektrumunda goriilmemistir. Ayrica,
siklopentadienil grubundaki C-H piki de 816 cm™’de diger bir absorpsiyon bandi

olarak tespit edilmistir. Boylece, ferrosenillerin CHIT-Fc’de bulundugu sonucuna

varilmustir.
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Sekil 3.3. CHIT-Fc, CHIT ve Fc-CHO'in FT-IR spektrumu.

3.1.2. CHIT-Fc filminin elektrokimyasal karakterizasyonu

Amperometrik deneylerde belli bir potansiyel uygulamasi altinda akim
degerleri oOlgiilir. Uygulanacak bu potansiyel, redoks aktif molekiilin yani
medyatoriin formal potansiyelidir ve redoks reaksiyonlarinin gerceklesmesi bu
potansiyele baghdir. Bu nedenle daha sonraki deneylerde biyosensorlerin
Ol¢iimlerinde  kullanmak  amaciyla, sentezlenen = CHIT-Fc  hibridinin
elektrokimyasal aktivitesinin arastirilmast i¢in CV ¢alismalar1 yapilmistir.
%1,0’lik CHIT-Fc ve % 1,0’lik glutaraldehit ¢ozeltisiyle hazirlanan CHIT-
Fc/Glutaraldehit modifiye elektrodun, 50 mM pH 5,5 asetat ¢ozeltisinde, 5,0-150
mV s arasinda artan tarama hiziyla, 0,5-0,0 V potansiyel uygulamasi altinda
akim degerleri Olgllmiistiir (Sekil 3.4). Agikca goriilen dongiisel
voltamogramlarda Fc’nin indirgenmesi (katodik) ve ylikseltgenmesine (anodik) ait
iki tane tersinir redoks piki tespit edilmistir. Tarama hiz1 5,0’ten 150 mV s'’e
arttik¢a, pik akimlar1 da artmis fakat katodik ve anodik pik potansiyelleri sabit
kalmistir. Hem anodik hem de katodik pik akimlari, tarama hizinin karekdokiiyle
dogru orantilhidir (Sekil 3.5). Buradan elektrotta gerceklesen reaksiyonlarin
difiizyon kontrollii oldugu kanisina varilmistir. Ayni olay ferrosen igeren
nanokompozit kitosanda da goriilmiistiir (Qiu et al., 2007). Katodik ve anodik pik
potansiyellerinin ortalamas: olan 0,35 V (Ag/AgCl’ye gore) Fc’nin formal
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potansiyelini (E°') vermistir. Bu potansiyel daha sonra yapilacak olan

amperometrik deneylerde uygulama potansiyeli olarak kullanilmistir.

Akim/pgA

‘_

a

o0 o040 0a0 0 oo olo o000

Potansiyel/V

Sekil 3.4. CHIT-Fc/Glutaraldehit modifiye elektrodun sodyum asetat tamponunda (50 mM, pH
5,5) 5, 10, 25, 50, 75, 100, 150 mV s tarama hizlarindaki dongiisel voltamogramlari.
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Sekil 3.5. Akim degerleri ile tarama hizinin karekdkii arasindaki iliskiyi gosteren grafik.
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3.2.CHIT-Fc/GOx Biyosenséoriine iliskin Bulgular

Biyosensorler ve FIA sisteminin birlikte kullaniminin  ¢ok cesitli
uygulamalari vardir (Lanyon et al., 2004; Liu et al., 2011; Piano et al., 2010; Rose
et al., 2001; Yuksel et al., 2011). FIA sisteminde biyosensorler, dlgiimler sirasinda
substrata kisa siireligine maruz kalirken, kesikli sistemlerde substrat ¢ozeltisinin
icerisinde daha uzun siire kalirlar. FIA sistemi kullanilarak analiz siiresi
kisaltilabilir ¢linkii islem hacmi daha yiiksektir. Az miktarda substratla bile 6l¢iim
yapilabilir ve bdylece maliyet ve atik azalir (Baronas et al., 2011). Sistemde
detektorden siirekli sivi akist oldugu igin, dlglimlerden sonra olusan reaksiyon
iirlinleri biyosensor yilizeyinden uzaklastirilir ve kontaminasyon riski ortadan
kalkar (Silva et al., 2005). Bu sayede, biyosensoriin kararliligi uzun siire
korunmus olur. FIA otomasyon i¢in uygun bir sistemdir. Bu nedenle, disaridan
miidahale gerekmeden, sistem, sabit hacimde 6rnegi, devamli akis halinde olan
tasiyict ¢oOzeltiye enjekte edebilir ve sonrasinda detektérde ol¢iim gergeklesir
(Oliveira et al., 2010). FIA sisteminin tiim bu avantajlarindan yararlanmak i¢in
tim amperometrik Ol¢iimlerde bu sistem kullanilmistir. Calismanin  bu
bolimiinde, islevsellestirilmis bir biyopolimer olan CHIT-Fc’nin {izerine GOx
enzimi immobilize edilerek hazirlanan CHIT-Fc/GOx modifiye GC elektroduna
iliskin sonuglar sunulmustur. Oncelikle biyosensérii hazirlama ve calisma
kosullar1 belirlenmistir. Daha sonra, glukoz i¢in analitik karakterizasyon ve son

olarak drnek uygulamasi yapilmistir.
3.2.1.Optimizasyon ¢alismalari

CHIT-Fc/GOx biyosensorii i¢in yapilan optimizasyon ¢aligmalarinda birgok
parametrenin biyosensoriin akim cevabimi nasil etkiledigi arastirilmistir. Bu
cer¢evede, calisma kosullarnin optimizasyonuna yonelik olarak pH’in ve
hazirlama kosullarinin optimizasyonuna yonelik olarak enzim miktarinin ve

glutaraldehit yiizdesinin akim cevabina etkisine iliskin incelemeler yapilmstir.

3.2.1.1. Optimum pH

Tampon c¢ozeltinin pH’1 enzim {iizerinde etkili bir parametredir ¢ilinkii

yapisinda degisikliklere neden olabilir. Bu nedenle pH enzimin maksimum
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aktivitesinin ve katalizor etkinliginin korunmasi agisindan 6nemlidir (Bankar et
al., 2009). Enzimin aktivitesi de biyosensoriin performansim1 direkt olarak
etkiledigi i¢in optimum pH’1 belirlemek gereklidir. CHIT-Fc/GOx
biyosensoriiniin optimum pH’in1 tespit etmek amaciyla, 8,0 mM glukoz substrati
cesitli pHlar’daki tasiyici ¢ozeltilere enjekte edilmistir (Sekil 3.6). Test edilen
tasiyic1 ¢ozeltiler, 50 mM pH 4,5; 5,0; 5,5 sodyum asetat ve pH 6,0; 6,5 sodyum
fosfat tamponlaridir. Gergeklestirilen deneyler sonrasinda pH ve % biyosensor
cevabi arasinda grafik olusturulmustur. Biyosensor cevabr pH 4,5-5,5 arasinda
artis gostermis ve en yiksek cavap pH 5,5’ta alinmustir. pH 5,5’tan sonra
biyosensOr cevabinda diislis gézlemlenmistir. Bu nedenle sonraki deneyler icin
GOx biyosensoriiniin optimum tasiyict ¢ozelti pH’1 5,5 olarak se¢ilmistir. Serbest
GOx enzimin optimum pH’1 da 5,5’tur (Bright and Appleby, 1969; Weibel and
Bright, 1971). Bu nedenle immobilizasyon sonrasinda enzimin yapisinin ve

ylzeyindeki yiik dagiliminin degismedigi sonucuna varilmistir.

100- §/§/§
95-
%04
851

80

% Biyosensor cevabi
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Sekil 3.6. Biyosensor cevabina pH’1n etkisi (50 mM pH 4,5-5,5 sodyum asetat, pH 6,0-6,5 sodyum
fosfat tamponlari, 0,9 mL/dakika, % 1,0 CHIT-Fc, % 1,0 glutaraldehit, 50 U GOx, 8
mM glukoz, + 0,35 V, oda sicakligi, hata ¢ubuklari 3 6l¢iime iliskin standart sapmayi
ifade etmektedir).
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3.2.1.2. Enzim miktariin optimizasyonu

Ikinci nesil amperometrik enzim biyosensorlerinde gerceklesen katalitik
reaksiyonlarin ilk basamaginda enzim ile substrat etkilesir ve daha sonra
indirgenen enzim medyatdr sayesinde tekrar yiikseltgenir. Son olarak elektrotta
medyatdr yiikseltgenerek akim cevabi olusur. Biyosensorlerde meydana gelen bu
katalitik islemlerden yola ¢ikilarak, biyosensdriin performansinin enzim miktarina
bagli oldugu goriilmektedir. Bu yiizden, CHIT-Fc iizerine immobilize edilmis
GOx miktarinin, FTA sistemine ¢esitli konsantrasyonlarda glukoz enjekte edilerek,
biyosensoriin akim cevabina etkisi arastirilmistir (Sekil 3.7). GOx miktart 50
U’dan 125 U’ya arttirilinca, akim cevabinda artis olmustur. Fakat enzim
miktarinin 250 U’ya ¢ikartilmasiyla, akim cevabi azalmigtir. Bunun nedeni
fazladan arttirilmis enzimin CHIT-Fc/GOx kompozitinin iletkenligini azaltmasi
olabilir (Kandimalla et al., 2006; Tripathi et al., 2006). Sonug olarak, 125 U GOx

daha sonraki enzim biyosensorii ¢alismalarinda kullanilmastir.
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Sekil 3.7. Enzim miktarmin biyosensor cevabina etkisi (50 mM pH 5,5 sodyum asetat, 0,9
ml/dakika, % 1,0 CHIT-Fc, % 1,0 glutaraldehit, 4,0-20 mM glukoz, + 0,35 V, oda

sicaklig1, hata gubuklari 3 dlgiime iligkin standart sapmay1 ifade etmektedir).
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3.2.1.3. Glutaraldehit miktarinin optimizasyonu

Biyosensoriin  kararliligimi arttirmak amaciyla, GOx amino gruplarinda
CHIT-Fc’ye glutaraldehit yardimiyla ¢apraz baglanmistir. Glutaraldehit bagka
biyosensorlerin de hazirlanma asamalarinda kullanilan bir ¢apraz baglayicidir.
Buna 6rnek olarak, CHIT filmine horseradish peroksidaz enziminin glutaraldehit
vasitasiyla kovalent immobilizasyonu verilebilir (Garcia et al., 2007). CHIT-
Fc/GOx biyosensorii i¢in yapilan optimizasyon caligmalarinin son basamaginda
glutaraldehit miktar1 optimize edilmistir. Bunun i¢in % 0,5; 1,0; 2,5 ve 5,0
glutaraldehit ¢ozeltisi ile hazirlanmis dort biyosensor, glutaraldehit miktarinin
akim cevabina etkisinin belirlenmesi amaciyla, sisteme 8,0 mM glukoz enjekte
edilerek oOl¢iilmiistiir (Sekil 3.8). En yiiksek cevap % 1,0 glutaraldehit ile
hazirlanmis biyosensor tarafindan alinmigtir. Daha yiiksek miktarlarda
glutaraldehit igeren biyosensorlerde cevap enzim denaturasyonuna bagli olarak
diismiistiir. Daha az glutaraldehit kullanimi, biyosensorde kararli olmayan CHIT-
Fc/GOx filmine neden olmustur. Bu nedenle, % 1,0’lik glutaraldehit optimum

miktar olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.8. Glutaraldehit miktarinin biyosensor cevabina etkisi (S0 mM pH 5,5 sodyum asetat, 0,9
ml/dakika, % 1,0 CHIT-Fc, 125 U GOx, 8 mM glukoz, + 0,35 V, oda sicakligi, hata

cubuklar1 3 dl¢lime iliskin standart sapmayi ifade etmektedir).
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3.2.2. Analitik karakterizasyon

Enzim biyosensoriiniin analitik karakterizasyonunu incelemek amaciyla
glukoz tayinine yonelik dogrusal tayin aralifi, tekrarlanabilirlik, operasyonel
kararlilik ve depo kararliligi, tekrar iretilebilirlik ve 6rnek uygulama deneyleri

sonucunda elde edilen bulgular sunulmus ve tartisilmistir.

3.2.2.1. Glukoz tayinine yonelik dogrusal tayin araliginin belirlenmesi

Optimum hazirlama ve calisma kosullarinin belirlenmesinin ardindan,
CHIT-Fc/GOx biyosensoriiniin  akim cevabi tasiyict ¢ozeltiye ¢esitli glukoz
standartlarinin enjekte edilmesiyle incelenmistir. Biyosensoriin cevap siiresi 22
saniye olarak belirlenmistir. Sekil 3.9°daki kalibrasyon grafiginde goriildiigii gibi
GOx biyosensortil ile glukoz i¢in lineer aralik 2,0-16 mM olarak bulunmustur. Bu
aralik, CHIT modifiye GCE iizerine Fc immobilize edilmis glukoz
biyosensoriiniin (0,8-4,0 mM) (Parra-Alfambra et al., 2011) ve polisiloksan/CHIT
izerine Fc’nin modifiye edilmesiyle hazirlanan glukoz sensoriiniin (1,0-6,0 mM)
(Nagarale et al., 2009) lineer cevap araligindan daha genistir. GOx biyosensorii
icin belirtme siir1 0,565 mM (S/N = 3) olarak bulunmustur fakat bu deger CHIT-
Fc/MWNTs/GOx modifiye elektrot i¢in saptanmus belirtme smirindan (6,5x107
mM) (Liang et al., 2009) daha yiiksektir. Bulunan degerden daha diisiik belirtme

siirlart CHIT-Fc matrisine ¢esitli nanomateryaller hapsedilerek elde edilebilir.
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Sekil 3.9. Glukoz tayinine yonelik kalibrasyon egrisi (50 mM pH 5,5 sodyum asetat, 0,9
ml/dakika, % 1,0 CHIT-Fc, % 1,0 glutaraldehit, 125 U GOx, + 0,35 V, oda sicakligi,

hata ¢ubuklar1 3 6l¢iime iliskin standart sapmay1 ifade etmektedir).
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3.2.2.2. Tekrarlanabilirlik, operasvonel kararhlik ve depo kararlhihgl

Bu boéliimde ilk olarak hazirlanan biyosensoriin tekrarlanabilirligi 8,0 mM
glukoz ¢ozeltisi ile ard arda 10 kez enjeksiyon yapilarak incelenmistir. Glukoz
icin ¢izilen kalibrasyon grafi§inden yararlanilarak, bu oOl¢limlerden elde edilen
akim degerlerine karsilik gelen glukoz konsantrasyonlart hesaplanmistir. Bu
islemler sonucunda CHIT-Fc/GOx biyosensorii i¢in SS: £0,41 mM ve % VK: %

4,28 olarak saptanmustir.

Ikinci olarak biyosensériin operasyonel kararlilig1 7,2 saat boyunca 8,0 mM
glukoz ile tekrarli enjeksiyonlar sonrasinda pik akimlarinin o6lgiilmesiyle
belirlenmistir. 208 enjeksiyon sonunda, biyosensoriin baslangictaki aktivitesine
gore % 13,0’liik bir kayip gozlemlenmistir. FIA sisteminde tekrarli enjeksiyonlar

sonrasinda alian amperometrik cevaplar Sekil 3.10’da goriilmektedir.

Son olarak enzim biyosensdriiniin depo kararliligr 14 giin incelenmistir. 2-3
gilinde bir 8,0 mM glukoz ile enjeksiyon yapilmis ve elde edilen akim cevaplari
Ol¢iilmiistiir. Biyosensorden ilk gilin alinan cevap % 100 olarak edilmis ve 14

giiniin sonunda biyosensoriin, aktivitesinin % 82’sinin korundugu saptanmistir.

Biyosensoriin iyi tekrarlanabilirlik ve kararliliga sahip olmasi CHIT-Fc
biyopolimerinin iyi biyouyumlulugu ve gelistirilmis iletkenliginin sonucudur.
CHIT-Fc sayesinde, enzimin aktivitesini siirdiirmesi i¢in gerekli olan mikro ¢evre
saglanmigtir. Bu sonuglar CHIT-Fc/GOx biyosensoriiniin FIA sisteminde yapilan

glukoz analizi i¢in uygun oldugunu gostermektedir.

0121
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Sekil 3.10. FIA'da tekrarli enjeksiyonlar sonrasinda alinan akim cevaplari (50 mM pH 5,5 sodyum
asetat, 0,9 mL/dakika, % 1,0 CHIT-Fc, % 1,0 glutaraldehit, 125 U GOx, 8§ mM
glukoz, + 0,35 V, oda sicaklig1).
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3.2.2.3. Tekar iiretilebilirlik

Optimum kosullarda farkli zaman dilimlerinde hazirlanan biyosensorlerle
ayn1 performansin saglanip saglanmadigini kontrol etmek amaciyla biyosensoriin
tekrar TUretilebilirligi arastirllmistir. Bunun ic¢in farkli giinlerde optimum
kosullarda hazirlanan 3 tane CHIT-Fc/GOx biyosensorii ile glukoz igin
kalibrasyon grafikleri olusturulmustur (Sekil 3.11). Grafiklerin denklemleri ve
egimleri birbirileriyle karsilastirildiginda yakin degerler elde edildigi goriilmiistiir.

Bunun i¢in tekrar tiretilebilirligin iyi olduguna karar verilmistir.
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Sekil 3.11. Farkli giinlerde hazirlanan CHIT-Fc/GOx biyosensorlerinin kalibrasyon grafikleri (50
mM pH 5,5 sodyum asetat, 0,9 mL/dakika, % 1,0 CHIT-Fc, % 1,0 glutaraldehit, 125 U
GOx, + 0,35 V, oda sicakligi, hata ¢cubuklar1 3 6lciime iligkin standart sapmayi ifade
etmektedir).

3.2.3.0rnek uygulama

Optimum kosullarda hazirlanan CHIT-Fc/GOx biyosensoriiniin ticari
orneklerde glukoz analizine yonelik uygulanabilirligini test etmek amaciyla iki
adet igecek Ornegindeki glukoz miktarlar1 incelenmistir. FIA sistemine glukoz
standartlar1 yerine kola ve visne suyu 1:20 oraninda 50 mM pH 5,5 asetat
tamponunda seyreltilerek enjekte edilmistir. Glukoz i¢in hazirlanmis kalibrasyon
grafiginden yapilan Ol¢limler sonrasinda elde edilen akim degerlerine karsilik

gelen glukoz miktarlar1 hesaplanmistir. Her 6rnek igin ii¢ enjeksiyon yapilmistir.
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Daha sonra ayni O6rneklerde referans yontem olan Trinder metotu (Barham and
Trinder, 1972) ile glukoz miktar1 belirlendikten sonra sonuglar birbirleriyle
karsilastirlmugtir. Iki farkli yontem ile elde edilen sonuglar Cizelge 3.1°de
Ozetlenmistir. Her iki yontemle elde edilen glukoz miktarlar1 birbirlerine yakin
bulunmustur. Geri kazanim oranlar1 % 100’den fazla sapmadig1 icin analizlerin

matris etkisinden bagimsiz oldugu sdylenebilir.

Cizelge 3.1. CHIT-Fc/GOx biyosensorii ve Trinder yontemi kullanilarak yapilan 6rnek uygulama
(50 mM pH 5,5 sodyum asetat, 0,9 mL/dakika, % 1,0 CHIT-Fc, % 1,0 glutaraldehit,
125 U GOx, + 0,35 V, oda sicaklig1, hata ¢gubuklari 3 l¢lime iligkin standart sapmay1
ifade etmektedir).

Glukoz (g/100mL) (Ort. £ SS) % Geri kazanim
Ornek
Spektrofotometrik GOx Biyosensorii
Coca Cola 5,419 + 0,285 5,993 +0,380 110
Visne Suyu 4,361+ 0,148 4,245+ 0,211 97

3.3.CHIT-Fc/G. oxydans Biyosensoriine iliskin Bulgular

G. oxydans hiicrelerinin amperometrik biyosensorlerde biyokatalizor olarak
yaygin bir sekilde kullanilmasinin nedeni, katalitik aktivitenin kolay ulasilabilir
olmasi ve hazirlanmasinin kisa siirmesidir. Gluconobacter spp’yi biyosensor igin
uygun hale getiren bazi1 6zellikleri vardir. Bunlar basit bir kiiltivasyon ortaminda
hizli biiyliyebilmeleri, yliksek enzimatik aktiviteye sahip olmalari, immobilize
edildiklerinde kararli olmalar1 ve PQQ dehidrogenazlari sayesinde digaridan
kofaktor ilavesine gerek duyulmamasidir (Svitel et al., 2006). Biyosensorlerde G.
oxydans’n biyolojik bilesen olarak kullanim iki sekilde olabilir. ilk olarak, G.
oxydans hiicrelerinden izole edilen enzimlerle biyosensdrler hazirlanabilir. ikinci
ve vyaygin olarak, tiim hiicreler kullanilarak mikrobiyal biyosensorler
tasarlanabilir. Etanol (Valach et al., 2009), glukoz (Odaci et al., 2009), ksiloz (Li
et al., 2012), D-sorbitol (Seféovidova et al., 2009), 1,3-propandiol (Katrlik et al.,
2007) tayini i¢in G. oxydans hiicreleri ile biyosensorler hazirlanmistir. Bunlarin
disinda G. oxydans biyoyakit hiicrelerinin tasarlanmasi ve gelistirilmesinde

onemli bir rol oynamaktadir (Tkac et al., 2009).
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CHIT-Fc hibridinin diger bir uygulamas1 da biyokatalizor olarak G. oxydans
hiicreleri  kullanilarak  yapilmistir.  CHIT-Fc/G.oxydans  biyosensorleri
hazirlanirken hiicreler gec logaritmik fazdan alinmistir. Geg¢ logaritmik faza
ulasabilmeleri i¢cin ge¢mesi gereken siire daha onceki caligmalarla 16-20 saat
olarak belirlenmistir (Odaci, 2010). Canli hiicreler, CHIT-Fc matrisine capraz
baglayict olan glutaraldehit vasitasiyla immobilize edilmistir. Bu bdliimde
mikrobiyal biyosensoriin optimizasyonuna ve sonrasinda glukoz igin analitik

karakterizasyonuna yonelik sonug¢lar sunulmustur.
3.3.1.Optimizasyon ¢alismalari

Mikrobiyal biyosensérden en yiiksek akim cevabinin alinabilecegi
hazirlama ve calisma kosullarinin belirlenmesi i¢in 6nce optimum pH tespit
edilmigtir. Daha sonra, hiicre ve glutaraldehit miktarlarinin optimizasyonu

yapilmis ve deneyler sonrasinda elde edilen sonuglar sunulmustur.

3.3.1.1. Optimum pH

G.oxydans biyosensoriiniin optimum pH’mi belirlemek amaciyla, 50 mM
pH 5,5 asetat tamponu ve 50 mM pH 6,0; 6,5; 7,0 fosfat tamponlar1 tastyici
cozeltiler olarak test edilmistir (Sekil 3.12). 10 mM glukoz substratina karsi
olusan akim cevaplar1 karsilastirilmistir. Maksimum pik akimi 50 mM pH 6,0
fosfat tamponunda goézlemlenmistir. Membrana bagli GDH D-glukozun direkt
oksidasyonunu optimum pH 6,0 civarinda gerceklestirmektedir (De Muynck et al.,
2007). Bu nedenle, hiicrelerin maksimum aktivite gostermeleri amaciyla daha

sonraki deneyler igin tastyict ¢ozeltinin pH’1 6,0 olarak secilmistir.
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Sekil 3.12. Biyosensor cevabina pH’m etkisi (S0 mM pH 5,5 sodyum asetat, pH 6,0-7,0 sodyum
fosfat tamponlari, 0,9 mL/dakika, % 1,0 CHIT-Fc, % 1,0 glutaraldehit, 1,36x10° hiicre,
10 mM glukoz, + 0,35 V, oda sicakligi, hata ¢ubuklari 3 6l¢iime iliskin standart

sapmay!1 ifade etmektedir).

3.3.1.2. Hiicre miktarimin optimizasyonu

Mikrobiyal biyosensorlerde sik¢a kullanilan G. oxydans hiicreleri dis
membranlarinda bulunan porin proteinleri sayesinde substratlar ve medyatorler
gibi kii¢ciik molekiillerin hiicre i¢ine difiizyonuna izin verirler (Ikeda and Kano,
2003; Vostiar et al., 2004). Bu sekilde sitoplazmik membranin yiizeyinde bulunan
PQQ-bagli GDH enzimi hizli ve etkin olarak D-glukozu direkt oksidasyona
ugratir (Reshetilov et al., 1998). Medyatorlii G. oxydans biyosensoriinde meydana
gelen katalitik olaylarin ilki budur. Daha sonra ise indirgenen enzim medyator
sayesinde yiikseltgenirken, medyatdriin kendisi indirgenir. En son elektrotta
medyator yiikseltgenir ve pik akimi meydana gelir. Yani, mikrobiyal
biyosensdrden gelen amperometrik cevaplar CHIT-Fc matrisine immobilize
edilmis canli hiicrelere baglidir. Bu nedenle, hiicre miktarinin akim cevabini nasil
etkiledigi FIA sistemine, 2,5-25,0 mM arasindaki konsantrasyonlarda glukoz

cozeltileri enjekte edilerek incelenmistir (Sekil 3.13). Oncelikle, hiicreler
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santrifiijlenmis ve olusan hiicre pastasi fosfat tamponunda ¢oziilmistiir. Dort
farkli miktardaki hiicre (0,68x10°, 1,36x10°, 2,72x10°, 5.45x10°) CHIT-Fc ile
modifiye edilmis GCE iizerine glutaraldehit vasitasiyla immobilize edilmis ve
dort farkli G. oxydans biyosensorii hazirlanmistir. Beklendigi gibi dnce akim
cevabr yiikselmis ve 2,72x10° hiicre igeren biyosensérde maksimum degerine
ulagsmistir. Daha sonra, yiikselen hiicre miktariyla cevapta diisiis gortilmiistiir. Bu
diisiisiin nedeni difiizyon problemine bagh olabilir. 2,72x10° hiicre optimum

hiicre miktar1 olarak belirlenmistir.

50| —®—0,68x10” hiicre
1| —v— 5,45)(109 hiicre

18 1 —e—1,36x10” hiicre %
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Sekil 3.13. Hiicre miktarinin biyosensor cevabina etkisi (50 mM pH 6,0 sodyum fosfat, 0,9
mL/dakika, % 1,0 CHIT-Fc, % 1,0 glutaraldehit, 2,5-25 mM glukoz, + 0,35 V, oda

sicakligy, hata ¢ubuklart 3 6l¢iime iliskin standart sapmayi ifade etmektedir).

3.3.1.3. Glutaraldehit miktarinin optimizasyonu

CHIT-Fc/G.oxydans biyosensorii i¢in optimize edilen son parametre
glutaraldehit miktaridir. Bunun i¢in % 0,5; 1,0; 2,5 ve 5,0 glutaraldehit ¢ozeltisi
ile hazirlanmisg dort biyosensor FIA sistemine 10 mM glukoz enjekte edilerek

Olclilmiistiir. Biyosensorlerden elde edilen akim degerleri Sekil 3.14’te
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gorlilmektedir. En yliksek akim cevabi % 1,0 glutaraldehit ¢ozeltisi kullanilarak
hazirlanmis biyosensorle alinmigtir. Daha sonraki deneylerde % 1,0 glutaraldehit

¢ozeltisi kullanilarak daha kararli biyosensorlerin hazirlanmasi amaglanmastir.

10

Akim/nA
T

Glutaraldehit ytlizdesi

Sekil 3.14. Glutaraldehit miktarinin biyosensor cevabina etkisi (50 mM pH 6,0 sodyum fosfat, 0,9
mL/dakika, % 1,0 CHIT-Fc, 2,72x10° hiicre, 10 mM glukoz, + 0,35 V, oda sicakligi,

hata ¢ubuklar1 3 6l¢iime iliskin standart sapmayi ifade etmektedir).
3.3.2. Analitik karakterizasyon

Bu boliimde, mikrobiyal biyosensoriin, glukoz i¢in dogrusal tayin araligi,

tekrarlanabilirlik ve operasyonel kararlilig1 belirlenmis ve yorumlanmustir.

3.3.2.1. Glukoz tayinine yonelik dogrusal tayin araliginin belirlenmesi

CHIT-Fc¢/G.  oxydans  biyosensoriiniin ~ optimizasyon  caligmalari
tamamlandiktan sonra, sisteme glukoz standartlarinin enjekte edilmesiyle glukoz
tayini gerceklestirilmistir. Biyosensoriin cevap siiresi 70 saniye olarak
bulunmustur. Bu deger kesikli sistemlerde kullanilmak {iizere tasarlanmig
medyatorlii G. oxydans biyosensoriiniin cevap siiresinden (2-3 dakika) daha
kisadir (Tkac et al., 2000). Sekil 3.15°te, farkli konsantrasyonlardaki glukoz
standartlarinin tasiyict ¢ozeltiye enjekte edilmesiyle oOlgiilen akim degerleri

kaydedilerek elde edilen, glukoz konsantrasyonu ile akim arasinda ¢izilen grafik
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verilmistir. Mikrobiyal biyosensorle glukoz i¢in lineer aralik 1,5-25 mM olarak
belirlenmistir. Lineer araligin iist sinir1, osmiyum polimeri ve G.oxydans hiicreleri
ile modifiye edilmis altin elektrotla tespit edilmis olan iist sinirdan (2,0 mM)
(Vostiar et al., 2004) daha yiiksektir. Mikrobiyal biyosensoriin belirtme siniri
0,797 mM (S/N = 3) olarak tespit edilmistir.
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Sekil 3.15. Glukoz tayinine yonelik kalibrasyon egrisi (50 mM pH 6,0 sodyum fosfat, 0,9
ml/dakika, % 1,0 CHIT-Fc, % 1,0 glutaraldehit, 2,72x10° hiicre, + 0,35 V, oda
sicakligi, hata gubuklari 3 6l¢iime iliskin standart sapmayi ifade etmektedir).

3.3.2.2. Tekrarlanabilirlik ve operasyonel kararhhk

Optimum kosullarda hazirlanmis mikrobiyal biyosensoriin tekrarlanabilirligi
10 mM glukoz standardi ile ard arda 10 kez enjeksiyon yapilarak test edilmistir.
Glukoz i¢in ¢izilen kalibrasyon grafigi kullanilarak, olcililen akim degerlerine
karsilik gelen glukoz konsantrasyonlar: hesaplanmistir. Sonug olarak CHIT-Fc/G.
oxydans biyosensorii i¢in SS: 0,66 mM ve % VK: % 4,80 olarak tespit edilmistir.

Buna ek olarak, biyosensoriin operasyonel kararliligi belirlenmistir. 3 saat
boyunca 72 enjeksiyon yapilmis ve olusan pik akimlar1 6l¢iilmiistiir. Buna gore,
biyosensor 72 enjeksiyon sonrasinda baslangictaki aktivitesinin % 15,1’ini
kaybetmistir. Kaydedilen operasyonel kararlilik diger bir medyatorli G. oxydans
biyosensoriinden (3 saat sonunda % 50 kayip) daha yiiksektir (Vostiar et al.,
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2004). Mikrobiyal biyosensor ile FIA sisteminde tekrarli enjeksiyonlar sonrasinda

aliman amperometrik cevaplar Sekil 3.16’da goriilmektedir.

Bu sonuglar redoks medyatoriin polimerik matrise kovalent olarak
baglanmasiyla uygun bir platform olustugunu ve bu platformda yasayan
hiicrelerin aktivitelerini siirdiirebildiklerini gostermistir.  Redoks aktif hibrit
materyal ile hazirlanan biyosensorlerin  FIA sisteminde Olgiilmesiyle iyi

tekrarlanabilirligin ve operasyonel kararliligin elde edildigi gorilmistiir.

4534617 — t/s 5400000

Sekil 3.16. FIA'da tekrarli enjeksiyonlar sonrasinda alinan akim cevaplari (50 mM pH 6,0 sodyum
fosfat, 0,9 mL/dakika, % 1,0 CHIT-Fc, % 1,0 glutaraldehit, 2,72x10° hiicre, 10 mM
glukoz, + 0,35 V, oda sicakligr).
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4. GENEL DEGERLENDIRME

Tez kapsaminda, redoks medyatérii olarak kullanilan Fc molekiiliiniin
CHIT’e kovalent olarak baglanmasi basarili bir sekilde gerceklestirilmistir. GCE
yiizeyindeki CHIT-Fc filmi tersinir redoks sinyalini E°' = 0,35 V’ta (Ag/AgCl’ye
gore) gostermistir. CHIT-Fc hibritinden, iki ¢esit biyokatalizorii immobilize
etmek i¢in islevsellestirilmis bir matris olarak yararlanilmistir. GOx ve
Gluconobacter oxydans hiicreleri biyolojik bilesen olarak kullanilmis ve matrise
glutaraldehit kullanilarak immobilize edilmistir. Hazirlanan CHIT-Fc/GOx ve
CHIT-Fc¢/G. oxydans biyosensorleri FIA sisteminde Olclilmiis ve glukoz
substratina kars1 acik¢a goriilebilen amperometrik cevaplar alinmistir. CHIT-Fc
redoks filmi biyomolekiillerin aktivitelerini siirdiirmeleri i¢in gerekli olan ¢evreyi
saglamakla kalmayip, elektrot ve biyomolekiiller arasindaki elektron transferini
kolaylastirmistir.  Biyosensorlerin ~ hazirlanma ve c¢alisma  kosullariin
optimizasyonu ve analitik karakterizasyonu icin gerekli deneyler yapilmistir. iki
biyosensoriin de genis lineer araliga, iyi kararliliga ve tekrarlanabilirlige sahip
oldugu saplanmistir. Cizelge 4.1°de gelistirilen GOx ve G.oxydans

biyosensorlerinin optimizasyon ve karakterizasyon sonuglar1 verilmistir.

Buna ek olarak enzim ve mikrobiyal biyosensorlerinin otomatiklestirilmis
FIA sistemi ile birlikte kullaniminin tekrarlanabilirlik ve kararliliga katkis1 vardir.

Ayrica, bu sistem sayesinde maliyet ve atik miktar1 diistiktiir.

Belirtme smirlarmi  diisiirmek i¢in  ¢esitli nanomateryaller CHIT-Fc
matrisine hapsedilebilir. Sentezlenen redoks biyopolimer kullanilarak daha etkin
algilama platformlar1 hazirlanabilir ve bdylece yeni biyosensorlerin tasarimi
kolaylasir. Ayrica hazirlanan mikrobiyal biyosensoriin biyoyakit hiicresi olarak

kullanim imkani vardir ve biyoyakit hiicrelerinin gelistirilmesini saglayabilir.
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Cizelge 4.1. Gelistirilen biyosensorlerden elde edilen sonuglarin genel gosterimi.

Parametre Biyosensor tipi
CHIT-F¢/GOx CHIT-Fc¢/G.oxydans
Substrat Glukoz Glukoz
Elektrot GCE GCE
Calisma potansiyeli +0,35V +0,35V
Optimum pH 5,5 6,0
Tampon Sodyum asetat Sodyum fosfat
Enzim miktar (U) 125U -
Hiicre miktar - 2,72x10’
Cevap siiresi 22 saniye 70 saniye
Dogrusal tayin 2,0-16 mM 1,5-25 mM
arahg (y = 0,055 + 1,503x) (y=3,196 + 0,798x)
Tekrarlanabilirlik % VK 4,28 % VK 4,80
Operasyonel 7,2 saat sonunda % 13,0 aktivite 3 saat sonunda % 15,1 aktivite
kararhhk kayb1 kayb1

Depo kararhhg:

14 giin sonunda % 82 aktivite
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