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OZET

Bu cali smada, hipoksantin tayini icin yeni bir amperometri k biyosensor
gelistirildi. Bu amagcla, platin levha tzerinde pirolin p olivinilstlfonatli
ortamda elektropolimerle smesi ile polipirol-polivinil sdlfonat filmi
hazirlandi. Ksantin oksidaz ve Urikaz enzimleri, po lipirol-polivinil
sulfonat film icine tutuklama yontemiyle immobilize edildi. Hazirlanan
enzim elektrodun optimum cali sma sartlari belirlendi. Hipoksantin
tayini, hazirlanan enzim elektrodun ylzeyinde gerce  klesen enzimatik
tepkime sonucu olu san hidrojen peroksitin 0,40 V'da yukseltgenmesine
dayanilarak yapildi. Hipoksantin tayini igin biyose nsorun cali gma arah gi
tayin edildi. Hipoksantin biyosensérinin cevabina p H’nin ve sicakll gin
etkisi ara stinldi. Biyosensorun tekrar kullanilabilirli @i ve raf 6mri tayin

edildi. Biyosensorun gercek numunedeki performansi incelendi.
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ABSTRACT

In this study, new amperometric biosensor for deter mination of
hypoxanthine was developed. For this reason; polypy rrole-
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1. GIRIS

Hipoksantin(CsN4OH,4), (Ma: 136,11); nukleik asit metabolizmasinin ara
drtnlerinden azotlu bir piarin bazidir[1]. Hipoksantin biyolojik materyallerde
adenin nukleotidinin yikiminin ana drtinu olarak biyolojik dokularda birikir. Bir
ballk 6ldigu ya da yakalandigi anda bozulma baglar. Balik kasindaki
nikleotidler balik 6lince yikima baslar ve sonrasinda da devam eder.
Baglangicta balik kasinda adenozin-5-trifosfat (ATP) parcalanir. Sonucta
adenozin-di-fosfat (ADP) olusur, sonra bu drin adenozin-5-mono fosfat
(AMP), inosin-5-monofosfat (IMP), inosin (HxR), hipoksantin (Hx), ksantin (X)
ve urik asite parcalanir. Baliktaki hos tatta inosin mono fosfat énemli bir
faktorken, depolama esnasinda biriken hipoksantin/ksantin ise baliktaki kotl

tatta 6Gnemli bir faktordir.

Ksantin oksidaz enziminin katalizledigi, hipoksantinin oksijenli ortamda
ksantin ve hidrojen perokside donusmesi tepkimesi, ballk kasindaki genel
tepkimede oran belirleyici adim olarak tespit edilmistir. Bu ylzden inosin
ve/veya hipoksantin konsantrasyonu balik tazeligi belirleyicisi olarak
kullanilabilmektedir. Mevcut hipoksantin miktari tayini gida endistrisinde et
tazeligi tespitinde ve insan vicudunda bazi patolojik proseslerde siklikla
kullaniimaktadir. Bu ytzden hipoksantin miktar tayini gida endustrisinde balk

ve diger balik trtnlerinin kalite kontrolu igin 6nem tasimaktadir.

Hipoksantin miktarini 6lcebilmek icin spektrofotometri, kromatografi ve
elektroforez gibi yontemler mevcuttur. Bu metotlarin bazilari analiz dncesi
hazirlik sureci, bazilan karmasik olmasi ve bazilarn da uzun sirmesi
nedeniyle zahmetli metodlardir. Elektrokimyasal biyosensérler, Hipoksantin
miktar tayininin daha basit ve daha hizli yapilmasina olanak saglamak icin

geligtirilmistir[2].

Her ne kadar biyolojik ©Orneklerde bulunan elektrokimyasal aktif

interferanslarin oksidasyonuyla bir akim meydana gelse de; elektrokimyasal



enzim sensoérlerinde, enzimlerin hedef molekulleri spesifik olarak tanimasiyla
reaksiyon oraninda bir akim olugsmasina yol acarlar. Bu ylzden bu tip
biyosensdrler substrat tespitini etkin ve secici bir sekilde yaparlar. Bir ¢ok
elektrokimyasal sensérde enzim, substratin oksidasyonunu katalizleyen bir
oksidazdir. Algilama prosesinde elektron alici, katalitik bdlgeden elektroda
gidip- gelen elektronlari kullanir. Bir ¢cok enzimin dogal elektron akseptori

oldugui icin, elektron alici olarak genellikle oksijen kullanilir[3].

Calismamizda balik tazeligi tespiti i¢in, hipoksantine duyarl, amperometrik
esasli yeni bir biyosensdr hazirlandi. Bu amagla platin levha uzerine
polipirol/polivinilstlfonat (PPy/PVS) kompozit filmi piroliin
elektropolimerlestiriimesiyle hazirlandi. Ksantin oksidaz (KO) ve drikaz (U)
enzimleri hapsetme yontemiyle elektrod yizeyine immobilize edilerek, PPy-
PVS-KO-U enzim elektrodu hazirlandi.

Hipoksantin tayini, hipoksantinin enzimatik tepkimeler sonucu allantoine
yikseltgenmesi sonucu olsan hidrojen peroksit molekdllerinin, +0,4 V’'da
yukseltgenmesi esasina dayanilarak yapildi. Enzim elektrodu icin en iyi
calisma kosullari arastirildi ve performansini etkileyen faktorler arastirildi.
Enzim elektrodun tekrarlanabilirligi ve raf émrl incelendi. Gergcek numune
kargisindaki davranigina bakildi. Bu amagcla balik numuneleri hazirlanarak,
numunedeki hipoksantin miktari tayin edildi. Ballkk numunesinin oda
sicakliginda, +6 °C sicakliktaki buzdolabi ortaminda ve -18 °C ‘de derin
dondurucu ortaminda belirli sirede bekletiimesi sonucu dokudaki hipoksantin

miktari deg@isimleri gozlendi ve kargilastirildi.



Hazirlanan PPy-PVS-KO-U enzim elektrodu (zerinde meydana gelen

tepkime asagida verilmigtir:

. . KOR ‘
Hipoksantin + O, 5 Ksantin + H;0;

Ksantin + 0 KOR Urik asit + H,0,

E—

Urikasit + O, +H,0 _U™3 _ Ajantoin + H,0; + CO;

O O
HN N\> HN 2 Hr\)ﬁ: —0
Ay oty |
H
hypoxanthine xanthine uric acid

Sekil 1.1. Enzimatik tepkimeler sonucu olusan hipoksantin, ksantin ve rik

asitin halkal yapilar

Bu calisma immobilizasyon yontemi ve cift enzimli elektrod sistemi olmasi

bakimindan diger ¢caligmalardan farklidir ve orjinaldir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Enzimler

Enzimler canli organizmalarda kimyasal reaksiyonlari katalize eden ve hicbir
yan urin olusmasina firsat vermeden ytzde 100’lik bir Grin verimi saglayan
biyolojik katalizorlerdir. Katalitik RNA molekillerinin (ribozimler) kiuguk bir
grubu hari¢ olmak tzere, bitin enzimler protein yapisindadir. Proteinlerin en
biyuk ve en c¢ok Ozellesmis grubunu teskil ederler. Canllar olugturan
molekdiller, yani biyomolekiller, kinetik yonden olduk¢ca kararli olup
kendiliginden kolayca reaksiyon vermezler. Bir hicredeki tim kimyasal
olaylar enzimler aracihdiyla gerceklestirilir. Biyomolekullerin kararlihdi su
onemli sonucu saglamaktadir: Hiicre icinde enzim olmayan reaksiyon hemen
hemen vuku bulmaz, kendiliginden meydana gelmez. Bunun anlami,
enzimler protein yapisinda oldugu ve DNA seviyesinde dizenlenip, kontrol
edilmektedir demektir. Buradan, enzimleri sadece katalizor 6zelligi ile
nitelemenin eksik bir tanimlama olacagi anlasiimaktadir. Gergekten bu
molekdller, bir hucreyi digerlerinden farkli kilan 6zelliklere ait bilgilerin
DNA’dan aktarilmasinin en o6nemli araclaridir. Biyokimya tarihinde
arastirmalarin ~ buoydk c¢ogunlugunu enzimler Uzerindeki c¢alismalar

olusturmustur.

Kataliz olayi ile ilgili énemli ilk denemeler 1760-1825 yillar1 arasinda midedeki
enzimatik sindirim Uzerinde yapilmistir. Belirli bir enzim Uzerindeki ilk
calismayl 1835 yilinda isvecli bir kimyager olan S.S. Berzelius
gerceklestirmis, diastazin nigastayi in vivo olarak sulfurik asitten daha yuksek
verimle hidrolizledigini gdstermigstir. 1860 yilinda L. Pasteur fermantasyon
olayinin enzimlerce yurutuldiginid deneylerle isbat etmis, bu ylzden
enzimler icin ferment terimi kullanilmaya baglanmistir. Fakat Pasteur
enzimlerin yalniz canli hicre vyapisi icerisinde gorev yapabildiklerini
zannetmistir. Enzimoloji alaninda stiphesiz en 6nemli gelisme 1926 yilinda,

J.B. Summer’in Ureaz enzimini “Jack Beané” bitkisinden elde edip



kristallendirdikten sonra protein yapisinda bir bilesik oldugunu ortaya
koymasidir. Onceleri siiphe ile karsilanan bir sonug, 1930-1936 yillari
arasinda J. Northrop’'un pepsin, tripsin ve kimotripsin enzimlerini
kristallendirmesi ve protein yapisinda olduklarini kesin olarak ortaya
koymasiyla dogrulanmigtir. Bugin vyaklasik olarak 2000 kadar enzim
tanimlanmis, bircogu saf halde elde edilip kinetikleri incelenmis ve 200’den
fazlasi da kristallendirilmistir. Ancak yapilan genetik calismalar daha tespit

edilmemis bir cok enzim varhgini géstermektedir[4].

Enzimler diger proteinler gibi, yaklasik 12 000’den 1 milyona degisen molekdl
agirhgina sahiptir. Bazi enzimler amino asit kalintilari disinda aktivite icin
kimyasal gruplara gereksinmez. Bazilari is kofaktor olarak adlandirilan Fe*?,
Mg*?, Mn*?, veya Zn*? gibi bir veya daha fazla inorganik iyona veya koenzim
olarak adlandirilan kompleks organik ve metaloorganik molekillere
gereksinir. Enzim proteinine cok siki olarak veya hatta kovalent olarak
baglanan bir koenzim veya metal iyonu bir prostetik grup olarak
adlandinlir[5].

2.2. Ksantin Oksidorediiktaz (KOR) Enzimi ve Ozellik  leri

Ksantin oksidoreduktaz (KOR) molibden igeren bir flavoenzimdir. KOR her
biri 290 kDa molekll kitlesine sahip iki homodimerden olugur. Herbir
homodimer bir Mo kofaktor, iki [2Fe-2S] merkezi ve bir FAD molekilu
icerir[6]. KOR insanlarda DNA, RNA'nin yani sira ATP, GTP ve cAMP gibi
yiksek enerjili fosfatlarin  katabolizmansin  son drUnlerinden olan

hipoksantinin ksantine, ve ksantinin urik asite oksidasyonunu katalizler.
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Sekil 2.1. Purin bazlarinin yikimi

KOR demir merkezli bir metaloflavoprtoeindir ve insanda 2p22
kromozomunda yer alan tekli bir gen tarafindan kodlanmistir[7]. Bilinen tim
KOR enzimleri yaklagik 1330 aminoasit icerir. Yalniz tavuktan alinan KOR
enziminin 1358 aminoasit igcerdigi gorulmagtur. Aminoasit dizilimi, farkh
turlerden elde edilen enzimlere gore farkliliklar gostermektedir[8]. Memeli
kaynakli enzim birbirine donusebilen iki form icerir. Bunlar Ksantin
dehidrojenaz (KDH) ve ksantin oksidorediktazdir. Bu iki form silfit reaktifleri
tarafindan birbirine tersinir olarak déntsebildigi gibi, proteolizler tarafindan da
tersinmez bir sekilde birbirlerine donusebilirler. Kuslardan alinan enzim ise



yalnizca KDH formu bulunur. KDH NAD" indirger, fakat KOR NAD" yerine

molekdler oksijeni kullanir[9].

KOR enzimine enzim komisyonunca verilen kod numarasi E.C. 1.1.3.22'dir.
Bu kodlamada E.C.1. enzim siniflandirmasinda oksidorediktazlar sinifini,
E.C.1.1. oksidoreduktazlar sinifinin CHOH grubunu katalizleyen enzimlerini,
E.C.1.1.3. bu siniftaki enzimlerin elektron alici olarak molekiler oksijeni
kullanan enzimleri, E.C.1.1.3.22 ise bu enzime enzim komisyonu tarafindan

verilen numarayi gostermektedir.

Cizelge 2.1. Mikrobiyal kaynakll KOR enziminin optimum kosullar, K,

ve molekul kttlesi[10]

Optimum pH 7,5-8,0

Optimum pl 4,0

Optimum Sicaklik 65 °C

Molekul Katlesi 160 kDa

Km 76 UM [Hipoksantin], 45 uM [Ksantin]

Ksantin/hipoksantin oksidasyonu molibden merkezinde meydana gelir
ve burada olusan elektronlar kendi goreceli redoks potansiyellerine
gore diger merkezlere ayrilirlar. Substrat oksidasyonu ile indirgenmis
olan enzimin tekrar eski haline donmesi ise Fe-S araciligi ile FAD

merkezinde gerceklesir[8].
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Sekil 2.2. KOR enziminin bir alt Unitesinde bulunan FAD, Fe-S ve
molibdenin birbirlerine gére konumu[9].
Sekil 2.2'de gosterilen Mo-pt, molibdopterinin kisaltmasidir. Mo

kofaktorii Mo ve pterin tarafindan olusturulan organik kompleks bir

yapidir ve molibdopterin olarak bilinir[11].
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Sekil 2.3. KO'In molibden merkezinde meydana gelen ksantin

oksidasyonunun mekanizmasi[12]

Aktif bolgedeki aminoasit Mo-OH grubundaki protonu alir. Ardindan oksijen
substratin C-8 pozisyonuna nukleofilik olarak saldirir. Bu sirada bir hidrojen
atomu Mo=S bolgesine transfer olur. Ve sekilde goéraldaga gibi bir
LMo"O(SH)(OR) turl olusur (L ile temsil edilen molibdopterin kompleksidir).

OR ile metal koordineli trtin tzerinden yeni bir hidroksil grubu olusur. Bu ara
ariin enzimin diger redoks aktif merkezlerine elektron transferi ile parcalanir.
Bu arada Elektron Paramanyetik Rezonans spektroskopisi (EPR) tarafindan
tespit edilebilen gecici bir Mo(V) ara formu olusur. Uriiniin kopmasini takiben
cozucluden bir hidroksil gurubu baglanarak baslangictaki LMO"OS(OH)

durumuna geri doner[13].
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Sekil 2.4. KOR’un yapisinda bulunan kofaktérler
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2.3. Urikaz (U) Enzimi ve Ozellikleri

Urikaz enzimi 120 kDa molekil agirigina sahip 4 alt birimli bir proteindir. Her
bir alt birim 30 kDa molekul agirhigna sahiptir[14]. Urikaz (E.C. 1.7.3.3) urik
asidin 5-hidroksitreata oksidasyonunu katalizler. Bu katalizleme esnasinda
oksijeni de hidrojen peroksite indirger. 5-hidroksitireat yari kararli bir Grandur
ve hem dogal olarak hem de enzimatik olarak allantoine dénusur. Allantoin
urik aside gore daha iyi ¢ozinir ve atilmasi daha kolaydir. Urat oksidaz ya
da diger adiyla urikaz bircok canl organizmada bulunur. Purin bazlarinin

yikiminda ve kanda Urik asidin birikmesini 6nlemede gorev alir.

Cizelge 2.2. Mikrobiyal kaynakli trikaz enziminin optimum kosullari, K,

degeri ve molekul kitlesi

Optimum pH 9,2

Optimum pl 4,64

Optimum Sicaklik 40°C

Molekul Kutlesi 120 kDa

Km 25 uM [urik asit]

insanda Urik asitin birikmesinin avantaji ve dezavantaji vardir. Urik asit
kuvvetli bir antioksidandir ve hicrelerde bulunan serbest radikallerin
donusturulmesine yardimci olur. Fakat yuksek konsantrasyonlarda plazmada

birikir ve 6limcul olabilen hasarlara yol acgabilir[14,15].

Urikazin katalizledigi reaksiyon:

. _ Urikaz _
Urik asit + O, + H,O » Allantoin + CO, + H,0O,

Bu enzim memelilerin birgogunda mevcut olup c¢ogunlukla onlarin

karacigerinde bulunmaktadir. insan ve maymunlarda ise bu enzim yoktur.
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Biyolojik sivilarda drik asitin miktari bazi hastaliklarin teghisinde 6nem
tasimaktadir. Bu hastaliklar: gut hastaligi, bobrek hastaligi, Lesch-Nyhan
sendromu ve organik asidemi gibi hastaliklardir. Ayrica biyolojik sivilardaki
arik asitin artan miktari sonucu olusan hipertriseminin, bébrek hastaliklari,
hipertansiyon ve kalp damar hastahgi (kardiyovaskuler) turt rahatsizliklarla
ilgisi oldugu bazi makalelerde belirtiimektedir. Urikazin insanlarda
olmayisinin avantajli sayilacak bir yonu ise Urik asitin kuvvetli bir antioksidant
olusudur. Bu 6zelligi sayesinde Urik asit, radikalik oksijen tirlerini yok eder ve
basta lipid peroksidasyonu olmak tzere doku hasarlarini 6nlemede 6nemli rol
oynar[16].

2.4. Biyosensorler

Sensdrler, fiziksel olgulari elektrik sinyaline dondsturen cihazlardir. Mekanik
duyu organlari diyebilecegimiz bu cihazlar, calisma sekillerine gore ve
donustartici adi verilen yapilarina goére cesitlere ayrilmaktadir. Termal,

mekanik, kimyasal, akustik, radyoaktif biyosensérler bunlardan bazilaridir.

2.4.1. Biyosensorlerin tarihgesi

Clark ve Lyons (1962) ilk defa biyosensor terimini ifade etmiglerdir. Enzim-
elektrot kompleksini imal eden ikili, bu kompleksi glukoz sensori olarak
kullanmiglardir. Sensor, oksido-rediktaz enzim olan glukoz oksidazin platin
elektroda immobilize olmasindan ibarettir. Platin elektrod enzim tarafindan
uretilen H,O, tarafindan +0,6 V'da polarize olur. iste basitce bu prensibe
gore calisan tarihin ilk biyosenséri 1974 yilinda piyasada Yellow Springs

Instrument (YSI) olarak gortlmustar.

YSI sensorinun geligtiriimesinde ana 6zellik yeni membranlardir. Clark
burada sandvic membran kullanmistir. Enzim nukleopor polikarbonat
membran ve selluloz asetat membran arasina hapsolmustur. Bu membranlar
normalde ortamin potansiyel yapisini etkileyecek olan diger faktorleri elimine

etmekte ve cihazin duyarhligini ve 6zgunluguna artirmaktadir. Mesela,
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Clark’in kullandigi membran H,O,"1 diffize ederken askorbat ve diger

parazitik kimyasallarin gecisini engellemektedir.

2.4.2. Biyosensorin ana govdesini olu  sturan yapilar

Biyosensdrler bir cok sensor gibi reseptor ve donustirict olmak tzere iki
ana yapidan ibarettir. Eger reseptdor biyomolekiler yapida ise buna
biyoreseptor adi verilir. Biyoreseptdrler analiti fark edebilen biyomolekullerdir.
Donusturiculer ise biyoreseptorin analiti fark ettigi esnada Urettigi kimyasal
ya da fiziksel sinyali elektrik sinyaline donustiren yapilardir. Biyosensorler
sayesinde normalde uzun tahliller gerektiren analizler daha kisa strede
yapilabilmektedir[17]. Kisa siUrede sonuca ulastirmasi, yuksek seciciligi,
tekrar kullanilabilirligi ve analiz masraflarinin az olmasi biyosensérlerin en

onemli avantajlarindandir[18].

Biyosensor
o @ enaimler i elektrik
molekiiler | ‘ '
[ 0 damga \ | elektrokimya [
: : ' optik
Girdi lektinler | P Yiikseltici Cikti
reseptorlar  termal
antikorlar - akustic
O O niikleik ' piezolektrik
@) asitlervb. | 'vb.
Analit : v e e & Kullanici Arayiizii
nal Biyoreseptér  Arayiiz Donistiriiciiler
Molekdilleri

Sekil 2.5. Bir biyosensoérin sematik yapisi
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2.4.3 Biyoreseptorler

Biyoreseptor olarak degisik biyomolekiller kullanilabilmektedir. Bu
biyomolekillerden en ¢ok kullanilani enzimlerdir. Enzimler hedef molekdillere
oldukga Ozguldir. Binlerce farkli analit icinden hedef analiti secip reaksiyon
olusturabilen bu biyokatalizorlerin donusturiculere bir sekilde immobilize
edilmesi gerekmektedir.

Matrikse fiziksel hapsetme veya kimyasal baglama yéntemleri analiti taniyan
biyomolekdllerin donustirtciulere immobilizasyonunda kullanilan stratejilerdir.
Kimyasal baglama yonteminde biyomolekul dinustiriciu ytzeyine uygun bir
reaktif tarafindan kovalent olarak baglanir. Cok az sayida biyomolekilin

baglanmasi bile biyosensorin etkili calismasi icin yeterli olabilir.

2.4.4. DOnU sturiculer

Biyoreseptoriin analiti tanidiktan sonra ortamda olusan fiziksel veya kimyasal

degisimi algilayip bunu dl¢ilebilir dijital sinyallere donugturen cihazlardir.

2.4.5. Biyosensor dizayninda dikkat edilmesi gereke  nler

Biyosensor tasarimlarinda 6nce biyosensorin hangi analiti taniyacagi tespit
edilmelidir. Sonrasinda ise agagidaki maddeler dikkate alinarak biyosensoler
dizayn edilmelidir. Bunlar sirasiyla;
)] Analite uygun biyoreseptdriin segimi,
1)) Biyoreseptori dondsturicuye sabitlemede kullanilacak uygun ve
verimli immobilizasyon metodunun segimi,
i) Biyoreseptoriin analiti tanimasiyla olusan kimyasal veya fiziksel
sinyali anlagilabilir sinyal formuna dondgsitirecek olan

donusturcinin secimi ve dizayni, olarak siralanabilir[17].



15

2.4.6. Biyosensorlerde kullanilan biyoaktif yapilar

Biyosensdrlerde kullanilan ve analizlenecek madde ile spesifik bir sekilde
etkilesime giren biyoaktif bilesenler, komplekslik siralamasina gére basitten
karmasiga dogru bir siralama yapildiginda; iyonoforlar, antikorlar, enzimler,
nikleik asitler, lipozomlar, biyomembranlar (6rnegin; membran reseptorleri),
hiicre organelleri, tim hicreler, doku kesitleri ve homojenatlari ve organlar
olarak siniflandirilabilirler. Biyosensdrlerde, biyoaktif bilesenin tayin edilecek
madde ile etkilestiginde olusan sinyalin iletim ve 6lciminde, genel olarak,
elektrokimyasal, optik, kalorimetrik, ve piezoelektrik esasl sistemler kullanilir.

2.4.7. Biyosensorlerde biyoaktif bile  gen immobilizasyon yontemleri

Biyoaktif bilesen ile iletici unsurun birlestiriimesinde oldukca farkl
immobilizasyon yodntemlerinden vyararlanilabilir. Biyoaktif bilesen sensor
olarak da adlandirabilecedimiz temel unsur lzerinde fiziksel olarak, jel icinde
veya polimer matrikste tutuklanabilir, elektrot yuzeyinde biriktirilebilir,
kovalent veya capraz baglanarak immobilize edilebilir.

2.4.8. Enzim immobilizasyon metotlari

Enzimin elektrot ylzeyine yiksek aktivite ile ince tabaka igerisine fiziksel
olarak yerlestiriimesi kovalent ve kovalent olmayan metotlarla gerceklestirilir.
Basitce immobilizasyon, serbest haldeki enzimi elektrot ylzeyinde yari
gecirgen bir membran kullanarak tutmak suretiyle gerceklestirilir. Elde edilen
prob, cogunlukla kotl stabilite gosterir ve fazla miktarda enzime gereksinim

duyar.

immobilize enzimlerin serbest enzimlere Ustiinliikleri sdyle siralanabilir;
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- Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilir (stizme,
santrifijleme vb.) ve drinlerin enzim tarafindan Kkirletiimesi gibi bir
problem yaratmaz.

- Cevre kosullarinda(pH, sicaklik vb.) kargi daha dayaniklidir.

- Bircok kez ve uzun sure kullanilabilir.

- Surekli iglemlere uygulanabilir.

- Serbest enzime kiyasla daha kararlidir.

- Urin olusumu kontrol altinda tutulabilir.

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

- Bazl durumlarda, serbest enzimden daha vyuksek bir aktivite
gOsterebilir.

- Enzimin kendi kendini pargalamasi olasihgi azalir.

- Mekanistik calismalar icin uygundur.

Sekil 2.6’da enzim immobilizasyon yontemleri sematik olarak gosterilmistir.

Enzim lmmobdizasyon
Yontealeri
/_\
Bogiune [ TR e
=T g Ly
Copeaz || = || Tasmoya Jelde Miro (| Lipozom
Bagama | |~ || Bagama Totdama | | Kepstheme | |  Teknip

Fiziksel Adsorpsiyen tvoak Selat Kovalent Biyospestik
Adsorbsivoa ";fm || Bagama Baglama Baglama Baglama

Sekil 2.6. Enzim immobilizasyon yontemleri
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Fiziksel ya da kimyasal olarak immobilize edilen enzimler, daha iyi bir
stabilite gosterir ve diger maddelerle etkilesimi daha azdir. Tercih edilen

immobilizasyon metotlari agagidaki gibidir;

Taslyiclya baglama ydntemleri

Tagslyiclya baglamada bir protein olan enzim molekdlinin yapisindan
yararlanilir. Molekul ylzeyindeki fonksiyonel gruplar, iyonik gruplar ve

hidrofobik bolgeler bu baglamada rol alirlar.

Enzim immobilizasyonunda kullanilacak tasiyicilar reaktif degillerse yardimci
bir reaktif ile aktivite edilmeleri gerekir. immobilizasyon, cok yumusak
kosullarda (oda sicakligi, notral pH vb.) gerceklestiriimelidir. Tagiyici suda
¢cbziinmemeli ancak buyuk Olctide hidrofobik karakterli de olmamali, suda
Islanabilmeli, ayrica mekanik kararli olmahdir. Bu tir tastyicilarin seciminde,
enzim-taglyicl baginin aktivite icin zorunlu gruplar Uzerinden olmamasi
yaninda, tagsiyicinin enzim tarafindan parcalanmamasi, mikroorganizma
uremesine olanak vermemesi, pH ve ¢Ozlculere kargl dayanikli olmasi gibi

Ozellikler tasimasina dikkat edilir.
Kovalent baglama
Enzimlerin reaktif tasiyicilara kovalent baglanmasi genelde sulu ortamda

gerceklestirilir. Reaktif taglyicida ve enzimde bulunup enzimin baglanmasini

saglayan fonksiyonel gruplar asagidaki gibidir;
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Cizelge 2.3. Enzimin baglanmasini saglayan fonksiyonel gruplar

Reaktif Gruplar
Tasivic Enzim
OH NH-
COOH NH>
NH: COOH, NH:
COOH NH;
COOH NH,
CH,COOH CH,CON;
CHO NH>

Enzimin taslyictya kovalent baglanmasinda dikkat edilecek dnemli nokta,
baglanmanin enzim aktivitesi i¢cin zorunlu gruplar Uzerinden olmamasi ve
baglanma sirasindaki sterik engellemeler nedeni ile bu gruplarin rahatsiz
edilmemesidir. Taglyiclya kovalent baglanma enzimin zincirindeki

aminoasitlerin tasidigi fonksiyonel gruplar Gzerinden gerceklesir.

Enzim

Yuzey

Sekil 2.7. Kovalent baglama

Adsorpsiyon

Enzim immobilizasyonunda kullanilan en eski ve en basit yontemdir.
Proteinler ve 0zellikle enzimlerin kati ylizeylerde adsorpsiyonu detaylica
arastinimistir. Adsorpsiyonun asil amaci enzim immobilizasyonu olmayip,
enzim saflastirmakti. Fakat suda c¢6zinmeyen taslyicilarda adsorpsiyon

yonteminin enzim immobilizasyonunda oldukc¢a sik kullanildigini gérmekteyiz.
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Yontem, ylzey aktif suda ¢ozinmeyen bir adsorbanin enzim c¢ozeltisi ile
karigtiriimasi ve enzimin asirisinin iyice yikanarak uzaklastiriimasi temeline
dayanir. Taslyiclya baglanmada etkin olan Van der Walls kuvvetleridir.
Adsorbanlar c¢ok degisik turde olmakla birlikte iyi bir adsorpsiyon

saglayabilmek icin genellikle adsorbanin bir 6n islemden gecirilmesi gerekir.

Enzim immobilizasyonunda en sik kullanilan adsorbanlar; aktif karbon,
gozenekli cam, diatome topragi, CaCOgs, kil, silikajel, bentonit, hidroksiapatit,

nisasta, gluten ve kalsiyum fosfattir.

Bir enzimin suda c¢c6zinmeyen taslyicida adsorpsiyonu pH, ¢6zlcu, iyon
siddeti, enzim-adsorban orani ve sicaklik gibi faktorlere bagimhdir. Bu
faktorlerin arastiriilmasi, adsorpsiyon ve aktivitenin 6nemli Olcide geri
kazanilmasi icin optimal kosullarin saptanmasi ¢ok dnemlidir. Adsorpsiyon
mekanizmasi genellikle c¢ok karigik olup, bircok olasiliktan hangisinin

gercekleseceginin 6énceden saptanmasi guctur.

Prensip olarak, bir proteinin aktif ylzeylerde adsorpsiyonu tersinir bir iglem
olmahdir. Ancak bazi durumlarda (6rnedin; kolenitte adsorplanmis Ulreaz)
tersinir olmayan adsorpsiyon s6z konusu olabilmektedir. Eger aktivite sabit
kaliyor ve immobilize enzim surekli islemlerde kullanilabiliyorsa, bu tur
adsorpsiyon enzim immobilizasyonu igin idealdir. Desorpsiyon, reaksiyon
dranlerinin kirlenmesine ve aktivitede surekli bir degismeye neden olur.
Tersinir adsorpsiyonlar enzim immobilizasyonu icin pek uygun degildir.

Bazi adsorbanlar bir enzimin farkl bigimlerini, aktif veya inaktif bicimlerinden
birini adsorbe ederken, digerini desorbe etmektedir. Eger enzimin aktif sekli
desorbe edilirse bazi durumlarda immobilize enzimin bagil aktivitesi ylzde
100’den boyuk degerler alir, tersi durumda bagil aktivite sifir olur, yani

immobilizasyon Urind hi¢ aktivite gostermemektedir.

Yontemin yararlari; enzimin immobilizasyon isleminin basit olusu, degisik

bicim ve yukteki taslyicillari se¢cme olanadi  vermesi ve bir yandan
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immobilizasyonu gerceklestirirken diger yandan enzim saflastiriimasina
olanak saglamasidir. Yontemin sakincalari; her ne kadar immobilizasyon
islemi kolaysa da optimal kosullarin saptanmasi ¢ok gugctur. Eger enzimle
taslyicl arasinda kuvvetli bir baglanma yoksa, bu durumda desorpsiyon
sonucu enzim serbest halde reaksiyon ortamina gecer ve drlnlerin

kirlenmesine neden olur.

Enzim

Yuzey

Sekil 2.8. Adsorpsiyon

lyonik baglama

Bu ybntem, iyon degistirme yetenegine sahip suda ¢6zinmeyen taslyicilara
enzimin iyonik baglanmasi temeline dayanir. Bazi durumlarda iyonik baglama

yaninda fiziksel adsorpsiyon da etkili olmaktadir.

iyonik baglama cok yumusak kosullarda gerceklestiginden, enzimin
konformasyonunda ve aktif merkezde degisiklige neden olmaz. Ancak; enzim
ile tagiyici arasindaki bag kovalent bag kadar gugli olmadigindan enzim

kacisl s6z konusudur.

* ‘ Enzim
; i ;* ¥ -l-"’
g ,FR{;_;
/
Yuzey

Sekil 2.9. iyonik baglama
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Selat baglama

Bazi transizyon metallerinin selat yapma 0zellikleri sayesinde enzimlerin
organik ve inorganik tasiyicilara baglanmasi mumkindir. Yontem ilk kez

1971 yilinda uygulanmis olup, daha sonra da kullaniimaya devam edilmigtir.

Biyospesifik baglama

Enzimler ile antikorlar ve lektinler arasindaki biyospesifik etkilesimden
yararlanilarak enzim immobilize edilebilir. Lektinler, spesifik karbonhidrat
atiklarini iceren enzimlere kuvvetlice baglanirlar. Ornegin bu yodntemle
immobilize edilen invertaz, sakkarozun kesiksiz inversiyonunda kullaniimistir.
Spesifik monoklonal antikorlari suda ¢Oziunmeyen materyale baglayarak
hazirlanan taslyicillar enzim immobilizasyonunda basarili  bigcimde

kullaniimaktadir.

Capraz baglama yontemleri

Kicuk molekdlld, bi veya multi fonksiyonel reaktiler enzim molekilleri
arasinda kovalent baglar yaparak sonucta suda ¢éziinmeyen komplekslerin
olusmasini saglarlar. Capraz baglanma derecesi ve immobilizasyon, protein
ve reaktif derisimine, pH ya da immobilize edilecek enzime ¢ok bagimlidir.
intermolekiler baglanmalar yaninda, intramolekiiler baglanmalar da stz
konusudur.

Bu yontem ile enzim immobilizasyonu 4 farkh sekilde gerceklesir:

- Enzimin yalniz bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu

- Enzimin ikinci bir protein varliginda bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu

- Enzimin suda c¢Ozinen bir taslyicida adsorpsiyonundan sonra
bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu

- Enzimin bifonksiyonel reaktif tarafindan aktive edilmis polimer tagiyici

ile reaksiyonu
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En cok kullanillan capraz baglama reaktifleri; gluteraldehit, kloroformat ve
karbonildiimidazol, heterosiklik halojenurler, bioksiranlar, divinilsilfonlar, p-

benzokinon, transizyon metal iyonlari ve epiklorhidrinlerdir.

Capraz baglama reaksiyonu ¢cok yumusak kosullarda gerceklesmediginden
bazi durumlarda 6nemli dlciide aktivite kaybi s6z konusudur. Enzimler bu
sekilde birbirlerine baglandiklarinda jelatinimsi bir yapi olustururlar, bu
nedenle mekanik bakimdan cok kararsizlardir. Cok sayida enzimin diger
enzimler icin matriks olarak davranmasindan dolayr bu metot iyi bir
immobilizasyon metodu dedgildir. En ¢ok kullanilan ¢cagraz baglama reaktifi
gluteraldehitdir.

Enzim

Sekil 2.10. Capraz baglama

Kopolimerizasyon yontemleri

Enzimler bir kopolimerizasyon reaksiyonunda monomerlerden biri gibi
davranir ve bdylelikle polimer matrikse baglanmis olur. Yontem, polimer
matrikse tutuklamaya benzemekle birlikte enzim kacisinin énlenmis olmasi

gibi Gstunlugu vardir.

Tutuklama ydntemleri

Prensip olarak tutuklama enzim molekilint belirli bir mekanda durmaya
zorlamaktir. Enzim bulundugu cevreden disariya ¢cikamaz. Bu iglem, polimer

matriks icindeki kafeslerde gerceklestirilebilecegi gibi yari gecirgen
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membranlar icinde mikrokapsulleme ile de gerceklestirilebilir. Bu yontemi
kovalent baglama ve capraz baglama ile immobilizasyondan ayiran en
onemli 6zellik; enzim molekulindn fiziksel veya kimyasal olarak herhangi bir

taslyiclya baglanmamis olmasidir.

Polimer matrikste tutuklama

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

metilenbisakrilamid ile capraz baglanmis poliakrilamiddir.

Yontem, yuksek derece capraz bagli bir polimerin enzim c¢ozeltisi iginde
olusturulmasi temeline dayanir. Polimerlesme sonucu enzim molekulleri
capraz bag aglari arasinda tutuklanmakta ve bdylece ana ¢tzeltiye gegcmeleri

engellenmektedir.

Capraz bag yuzdesi 6yle ayarlanmalidir ki, enzim molekdlleri tutuklanabilsin
ama substratin enzimlere ulagsmasina engel olunmasin. Capraz bag
yluzdesinin asiri olmasi substratin enzim aktif merkezlerine ulagsmasini
engellemekle kalmayip enzimin zincir yapisini da zorlayip aktivite kaybina
veya tamemen inaktif olmasina neden olabilir. Bu nedenle optimal bir capraz
bag yuzdesi saptanmasi 6nemlidir. Bu oran, enzime ve taglyiciya bagli olarak

degisir.

Uygun caph substrat molekulleri polimer kafes icinde tutuklanmis enzim
molekillerine ulasir ve reaksiyon Urinleri de disari c¢ikar. Bu ydntemde
kullanilacak substratin  kicuk molekulli  olmasi gerekir. Bu tip
immobilizasyon, ilk kez 1963 yilinda tripsin, kimotripsin ve diger enzimlerin

immobilizasyonunda kullaniimistir.
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Molekul kutlesi 15000'den fazla olan enzimlerin bu yontemle
immobilizasyonlari oldukg¢a kolaydir. Bu tlr immobilizasyon igleminde en ¢ok
kullanilan tagtyicilar; hidrofilik temele dayali poliakrilamid jeli ve jel olusturan
polisakkaritlerdir. Ayrica silikon lastigi ve silikajel de kullaniimaktadir.
Tutuklama yaninda 6zellikle ydkli polimerlerde fiziksel adsorpsiyonun da
etkin oldugu saptanmistir.

Polimer zincirleri arasindaki ¢capraz baglama degisik bifonksiyonel veya multi-
fonksiyonel reaktiflerle saglanmaktadir. Ornegin, bu yontemle enzim
immobilizasyonunda en ¢ok kullanilan tasiyici olan poliakrilamidin ¢caprasik

baglanmasi N,N’-metilenbisakrilamid ile gerceklestirilir.

Capraz bagli tastyicilarin hazirlanmasinda, monomer ve capraz baglayici
reaktiflerin mol oranlari ¢ok o©nemlidir. Bu durum bir yandan enzim
molekdllerinin tutuklanacagi hicrelerin capina etki ederken, diger yandan

tastyicinin fiziksel 6zelliklerinde 6nemli degismelere de neden olacaktir.

Bu yontemle immobilize edilen enzimin asil 6zelliklerinde bir degisme
beklenmez. Ancak tasiyicinin tipi ve enzimatik reaksiyonlar bélgesel mikro
cevre etkilerinin olusmasina neden olurlar. Ornegin, taslyicinin yukli olmasi
onemli bir etkendir. Tagiyicinin yikli olmasi immobilize enzimin 6zelliklerinde

dogal enzime kiyasla ¢cok dnemli degismelere neden olmaktadir.

Bu yontemin yararlari; ¢ok kolay uygulanmasi, gercek bir fiziksel yontem
olmasli ve ¢ok az miktarlarda enzim kullanilarak gerceklestiriimesidir. Nétral,
suda c¢Ozinmeyen tastyicilarla da immobilizasyon gerceklestiriimekte ve
kimyasal bir baglanma olmadigindan  yukli  tasiyiciya  gerek

duyulmamaktadir.

Yontemin sakincalari ise; immobilizasyon islemi sirasinda inaktivasyonun
deney kosullarina ¢ok siki bagimh olusu ve immobilize enzimin ancak kicuk

molekilli substratlara karsi iyi bir aktivite gostermesidir.
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Enzim Polimer

Sekil 2.11. Polimer matrikste tutuklama
Mikrokapsulleme

Bu yontem enzim molekillerinin yari gecgirgen bir membran iginde
tutuklanmasindan ibarettir. Mikrokapsillerin buydkligld 1-100 um arasinda

degisir.

Enzimler daha ¢ok kimyasal mikrokapsullemede immobilize edilir. Bu yontem
ile enzim immobilizasyonu; strekli ve surekli olmayan yari gecirgen membran

mikrokapstillerde tutuklama olmak tzere iki grupta incelenebilir.

Surekli mikrokapsullerde cerceve membran Kkati, sureksiz mikrokapsullerde
lipozomlar ise bir sivi tabakadir. immobilizasyonda kullanilan cerceve
maddesinin(membran) yari gecirgen olmasi zorunludur. Ayrica bu vyari
gecirgen membranin gézenek caplari; substrat molekillerinin kapsul icine
girisine ve Urin molekdllerinin disari c¢ikigina olanak verecek buyuklukte
olmalidir. Substrat molekulleri ne kadar kigukse bu yontemle immobilize

edilmis enzimin verimliligi o 6lgctide yuksek olacaktir[19].

Membran

Enzim

Sekil 2.12. Mikrokapsilleme
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2.4.9. Elektrokimyasal esasli biyosensorler

-Amperometri esasli biyosensorler: Amperometri genel anlamda belli bir
potansiyeldeki akim siddetinin oOlcimini esas alir. So6zkonusu akim
yogunlugu calisma elektrodunda yukseltgenen ya da indirgenen elektroaktif
tirlerin konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarka tanimlanir. ikinci elektrot
referans elektrot olarak is gorar. Kalibrasyondan sonra , akim
yogunluklarindan ilgili  tdrlerin  konsantrasyonlarinin  belirlenmesinde
yararlanilir. iletici sistem olarak bir amperometrik sensériin kullanilmasi
durumunda potansiyometrik sensorlerden en buyuk fark, trtnlerden sinyal
olusturan turtn elektrot yiizeyinde tuketilmesidir. Oksijen tiketimine iliskin

reaksiyonlar asagida verilmigtir:

Katodik reaksiyon:
O, +2H,0 +2 e — H,O, + 2HO"
H,O, + 26" — 2HO"

Anodik reaksiyon:
Ag + CI'— AgCl + e

Toplam reaksiyon:
4Ag + O, + 2H,0 + 4CI' — 4AgCIl 4HO
Bir biyosensorun biyoaktif tabakasindaki reaksiyonlar olduk¢ga kompleks bir

kinetige sahiptirler.

-Potansiyometri esasl biyosensorler: Potansiyometri bilindigi gibi en genel
anlamda bir calisma ve referans elektrot arasindaki potansiyel farkinin
Olcimunu esas alir. Elektrot potansiyelinin belirlenmesi dogrudan analit
konsantrasyonunu tanimlar. Potansiyometrik biyosensdrlerde kullanilan
temel sensdrler pH ya da tek degerlikli iyonlara duyar cam elektrotlar; anyon
ya da katyonlara duyar iyon secimli elektrotlar ve karbondioksit ya da

amonyag@a yonelik gaz duyar elektrotlardir.
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Bunlarin diginda, vyari iletken esasl, optik esasl, kalorimetri esasl,
piazoelektrik esasli, kuru rektif kimyasi esasl biyosensorler de hazirlanip
kullaniimaktadir[20].

2.5. iletken Polimerler

iletken polimerlerin kimyasal, biyosensor teknolojisi, enerji korunumu ve

depolanmasi, ila¢ ve enzim faliyetlerinde dnemli bir yeri vardir.

2.5.1. iletken polimerlerin tarinsel geli  gimi

ilk olarak elektrokimyasal polimerizasyon metodu 190 yilinda Szarvasy
tarafindan yapildi. Fakat Szarvasy calismasiyla ilgili bir calisma yapilamadi.
Rambold’'un metilmetakrilatin elektrokimyasal polimerizasyonunu 1947'de
tezinde ele almasina kadar polimerizasyon hakkinda onemli bir calisma
yapilamadi. Bu zamandan sonra 1950-1970 arasinda bu alanda bircok
calisma yapildi. Chiang poliasetilenin iletkenligini yukseltgen dopantlarla
artirmay basardi.

Onemli bir calisma ise polipirol (PPy) lzerinde vyapildi. Pirolun ilk
elektrokimyasal polimerizasyonu Bocchi tarafindan 1968 yilinda
gerceklestirildi. Bocchi “siyah piroli” adli maddeyi 8 S/cm elektrik
iletkenliginde elde etti. 1979 yilinda havanin neminden etkilenmeyen
iletkenligi 100 S/cm olan free standing filmler hazirladi. Glunimizde PPy
filmleri oda kosullarinda 1000 S/cm iletkenligine sahip olarak
hazirlanabilmektedir. Polimerlerin mekanik 0Ozelliklerinin gelistiriimesinin bir
diger yolu da kopolimerizasyondur. Stake polimetilmetakrilat Gizerine pirolin
grafitini yayinladi. Metilmetakrilat ve 2-(-pirol) etilmetakrilat komonomerlerini
pirol Gzerine FeCls ylukseltgenini kullanarak grafit kopolimerini sentezlemeyi
basardilar. Mc. Diamid iletken polimerler konusunda dnemli bir ¢calismasiyla

Nobel adull almistir.
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2.5.2. iletken polimerler

Polimerik malzemeleri metallerden ayiran en o©Onemli 0Ozellik yalitkan
olmalaridir. Bu 0zellik polimerik malzemelerin kullaniminda birgok Usttinlukler
saglar. Fakat son yillarda, elektrik akimini iletebilen yeni bir organik polimer
sinifi gelistirildi. Asetilen, pirol, tiyofen gibi cesitli benzen tirevlerinden
sentezlenen ve “organik metaller” olarak da bilinen bu polimer korozyon
Onleyci kaplama olarak, pillerde ve kararliliklarina bagh olarak
mikroelektronikte dnemli bir potansiyele sahiptirler. Bu polimerler arasinda
polipirol ve tirevleri, elektriksel 6zelligi, cevresel kararlligi, kimyasal ve
elektrokimyasal sentezinin kolayligi nedeniyle en yogun sekilde incelenmeye

alinmis grubu olusturmaktadir.

Polipirol ve turevleri genellikle pirolin kimyasal ve elektrokimyasal

oksidasyonu ile hazirlanirlar.

\ Yiikseltgenme
|
H

Pirol

Polipirol

Sekil 2.13. Pirolin Polimerlesmesi

Piroliin kimyasal sentezi yani sira elektrokimyasal sentezi de uzun yillardan
beri bilinen bir yontemdir. Sulu ya da susuz ortmada elektrokimyasal calisma
olasiligi kimyasal olarak sentezlenen polipirolden daha yuksek iletkenlik
gosteren filmler sentezlenebilmesi ve elde edilen polimer filmin yari
iletkenlerin korozyonunu azaltma avantaji elektrokimyasal senteze ilgiyi
artirmistir. Yalniz elde edilen polipirol sert ve kirilgandir ve bu zayif mekanik
Ozellikler onun uygulama alanlarinda kullanim potansiyelini de duagurr.

Polimerlerin iletkenligi Cizelge 2.5'de toplanmistir. Poliasetilen yuksek
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iletkenlige sahip olmasina ragmen hava ve nem icerebilmesinden dolay! ticari

bir iletken polimer degildir. Polipirol ve politiyofen poliasetilene gére hava

ortaminda oldukca stabildir.

Cizelge 2.4. iletken polimerler ve iletkenlikleri

Polimer Yapisi Doplanan Yapilar | Yaklasik Iletker
degerleri
(Siemens/cm)
Poliasetilen 4 \ I, Bry, Li, Na, 10000*
_Y CH 7— - .
n AsF;

Polipirol / BFs, ClOy, 500-7500

1 tosilet”,

\ II\’ n

H

Politiofen { Z Eg \ FeCly ClOy4, BFy [ 1000

\ s /a
Poli(3- R BFs, ClOy, 1000- 10000*
alkiltiofen) / FeCly

\ 87 /n
Polifenilen / AsFs 500
sulfit \ S
Politienil AsFs 2700*
enevinilen
Polifenilen AsFs, Li, K 1000

\ n
Polifuran / // ’\\ \ BF:, ClOy4 100

\ O /n
Polianilin HCl 2001

O
\ /ny
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iletken polimerlerin en 6nemli problemlerinden biri herhangi bir ¢éziiciide
¢coziinebilme problemleridir. Son yillarda bu ¢éztinme problemi de bilinerek
yapisal modifikasyon olmadan polipirolin ¢6zinebilme problemini ¢ézmek
icin sulu demirklorur, ¢ozeltisi, suda ¢ozinebilen polimerizasyon sistemleri
arastinlmistir. Fakat bu sistemlerde, metilsellloz, polivinilalkol, polivinil
pirolidon veya poliakrilamit gibi notral polimerler kullanilarak polipirolin

kolloidal ¢ozeltileri elde edilmigtir.

iletken polimerlerin ¢oziinme zorlugu onlarin  antielektrostatik filmler,
elektronik pencereler, kimyasal sensoarler, sarj edilebilen piller gibi
uygulamalar icin gerekli elektronik ve optik 6zelliklerini veren molekuiler
karakteristikleri olan Tr-elektronik yapilarinin delokalize Tr-elektronik yapi
onlarin yiksek elektronik polimerizasyonuna dolayisiyla zincir igcinde yuksek
-1 etkilesmesine yol acar. Bu da polimerin ¢6zinme yerine agregasyonuna

neden olur.

Polipirolin ¢oéztiinmeme probleminin orjini bilindiginden hemen akla gelen
¢bzim, polimerinin elektronik polarizibilitesini azaltmaktir. Bunu yapisal
modifikasyonla yaparsak polimer ¢ozinebilir ama ayni zamanda tim yararli
optik ve elektronik 6zelliklerini kaybedebilir. Bu ylizden son zamanlarda
Uzerinde caligilan ¢6zum, polimerin bagka bir polimer ile interpolimer

kompleksini olusturmaktadir.

Lineer polimerlerin intermolekiler kompleksleri zit yuklerin etkilesmesi
hidrojen ve hidrofobik baglarin olusumu ya da metal iyonlar yoluyla
etkileserek c¢o6zinen veya c¢ozinmeyen polikompleks olusturmak Uzere

sentez edilebilirler.
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2.5.3. Pirol

Pirol kaynama noktasi 130°C, yogunlugu 0,948 g/mL olan kokulu renksiz bir
sividir. Mineral asitleri ile ¢cabucak polimerlesir. Pirol aromatik bilesiktir ve

deneysel rezonans enerjisi 22-27 kcal/mol'dar.
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Sekil 2.14. Pirol molekilu

Pirol 2 veya 5 pozisyonuna gruplar atak yapabilir. Pirolin heterosiklik azot
grubu zayif bazik 6zelliktedir. Pirol suda az c¢o6zinidr. Fakat organik
cozlculerde cok miktarda c¢ozandr. Pirol alkali iyonlarla c¢6zinmez

polimerizasyonla birlikte asit icinde yavas ¢o6zinur.

2.5.4. Pirolun elektrokimyasal polimerizasyonu

Elektronik iletken polipirol filmlerinin olusumu anodik olarak asetonitrilin
yukseltgenmesiyle ilk olarak Diaz tarafindan yapilmistir. Coztcu, elektrolit,
fonksiyonel gruplar, elektrot potansiyeli, ve diger Ozelliklerin degistiriimesiyle
literatirde oldukca fazla miktarda calisma bilinmektedir. Fakat

polimerizasyon mekanizmasini anlamak uzun sturmustar[21].
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Sekil 2.15. Piroliin polimerizasyonuna ait mekanizma[21]

Elektrokimyasal sentez, basitligi ve yeniden Uretilebilirliginden dolayi, elektrik
iletken polimerlerin sentezi icin hizla genel bir metod olarak kabul gormeye
baglamigtir. Elektrokimyasal sentezin oda sicakliginda gergeklesebilmesi de
onun o6nemli bir avantajidir. Hem potansiyel hem de akim zamanla
degistirilerek  film kalinigi da kontrol edilebilir. iletken polimerlerin
elektrokimyasal polimerizasyonu genellikle su metodlarla yapilir: (1) Akima
karsi (galvanostatik), (2) Potansiyele karsi (potansiyostatik) ya da (3)
potansiyel taramasi. Standart elektrokimyasal teknikte (hicre icerisinde
calisma elektrodu, referans elektrot ve karsit elektrotdan olusan ucli elektrod

sistemi) genellikle en iyi filmler elde edilmektedir. Elektrokimyasal sentez
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homojen bir monomerle yapilabildigi gibi, kopolimerizasyonla da
yapilabilmektedir. Poliazulen, politiyofen, polianilin, polipirol gibi bazi filmler

bu yolla senetezenebilmistir[22].

2.6. Enzim Sensorleri

Kullanildiklar1 reaksiyonda, yapisinda bir degisim olmadan reaksiyon hizini
arttiran maddelere katalizér denir. Enzimlerde bir cesit katalizordar.
Biyosensor teknolojisindeki ilk 6rnekler amperometrik ve potansiyometrik
esasli enzim elektrotlar seklinde ortaya ¢cikmigtir.

Biyosensor  teknolojisinde  kullanilan  biyolojik  materyaller  artan
kompleksliklerine gore siralandiklarinda; iyonoforlar, antikorlar, enzimler,

lipozomlar, biyomembran pargalari (6rn: reseptor ), hiicre organelleri (6rn:
mitokondri ), doku veya tim hicreler ve organlar ( 6rn: gérme ve koklama

organlari ) seklinde siniflandirilabilirler.

Organ ( Orn: koku alma organi) = Doku - Tim Hicre - Hucre
N%
Lipozom & Biyomembran (Orn: reseptor) € Organeli (Orn: mitokondri)
N2

Enzim - Antikor > lyonofor

Sekil 2.16. Biyosensor teknolojisinde kullanilan biyoaktif materyal
siralamasinda enzimlerin yeri

2.6.1. Enzim sensodrlerinin genel ¢cali  sma ilkesi

En genel anlamda bakildiginda bir enzim sensori; iletici, ince bir enzim
tabakasi ve 6lcum kombinasyonundan olusmaktadir. Diger biyosensorlerden
tek fark biyoaktif tabakada biyomolekil olarak enzimler bulunmaktadir.

Enzim sensorlerinin genel sematik gosterimi Sekil 2.12’de gosterilmistir.
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Sekil 2.17. Enzim sensotrlerinin genel sematik gosterimi

Bir enzim elektrodunda enzimi iceren biyoaktif tabaka, enzimin katalizledigi
tepkimeye uygun bir iletim ve 6lgcim sisteminin uzantisi olan bir iletici ile
birlestirilmektedir. iletim sistemi biyoaktif tabakada gerceklesen enzimatik
tepkime sonucu olusan drindn miktarindaki artigi tespit edebilecek sekilde
secilmelidir. Biyoaktif tabakadaki ve biyoaktif tabaka iletici ara yuzeyindeki
derisimlerin hizli bir sekilde dengeye ulasabilmesi icin difizyon engelini en
aza indirmek amaciyla biyoaktif tabaka kalinliginin mimkdn oldugunca ince
olmasi gerekmektedir. Bunun yani sira biyoaktif tabakada sabit bir substrat
derisimi saglayabilmek icin 6lcme ¢ozeltisinin yeterli bir sekilde karistirilmasi
gerekmektedir. iletici sistemin 6lcme sistemine gonderdigi sinyal biyoaktif
tabaka ile iletici ara ylzeyindeki derigsimlerdeki degigiklige baghdir. Ancak s6z
konusu derigimler denge halinde Olgme c¢dzeltisindeki derigimlerle orantili

oldugu icin cogu zaman kalibrasyon grafigi cizilerek sonuca varilir.
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2.6.2. Enzim sensorlerinin siniflandiriimasi
Enzim sensoérlerinin siniflandiriimasi en yaygin sekilde, enzimatik reaksiyon
uyarinca olusan sinyalin dlcim yontemine gbre yapilmaktadir.

Cizelge 2.5’de bu siniflandirma gosteriimektedir.

Cizelge 2.5. Enzim sensdrlerinin siniflandiriimasi

1- Elektrokimyasal Esasli Enzim Sensobrleri;
Amperometrik Enzim Sensorleri;
Birincil nesil,
ikincil nesil,
Ucuinci nesil.
Potansiyometrik Enzim Sensorleri;
Proton duyar,
Amonyak duyar,
Karbondioksit duyar,
Diger iyon duyar.
Yari iletkenleri Esas Alan Enzim Sensorleri;
Enzim Alan Etki Transistorler (ENFET)
2- Optik Enzim Sensorleri;
Absorpsiyon esasli,
Flouresans esasl,
Biyoliminesans esasli.
3- Kalorimetrik Enzim Sensorleri

4- Piezoelektrik Enzim Sensorleri
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2.7. Performans Faktorleri

2.7.1. Secicilik

Biyosensoriun kompleks bir matriks icerisinde tek basina analitik bir dlgiim
cihazi olarak kullanilabilmesini saglar. Seciciligin yeterli olmadidi durumlarda
calisma prosedurine bu eksigi giderecek ek islemler eklenmesi gerekir.
Seciciligin zayif olmasindan kaynaklanan sorunlar biyosensoérin kullanimini

zor hale getirmektedir.

2.7.2. Kullanim émri

Biyolojik cevirici olarak enzim kullanildigi durumlarda enzim aktivitesindeki
azalma kullanim 6mrini kisitlayan en 6énemli faktordir. Enzimin yasam
suresi, biyosensorin kullanim émrl yani sira kalibrasyon sikhgi, stabilite,

tekrarlanabilirlik gibi parametreleri de etkilemektedir.

2.7.3. Kalibrasyon gereksinmesi

ideal bir biyosensoriin hi¢c kalibrasyona gerek duymamas! ya da en az
kalibrasyona gereksinmesi istenir. Ama teorikte planlanan bu 6zellik pratikte
ginimuzde gerceklestiriliememistir.  Biyosensorlerin - kullanim — émudrleri
boyunca sikca ya da belirli araliklarla kalibre edilerek duyarhliklarindan bir

sey kaybedip kaybetmedikleri arastirilir.

2.7.4. Tekrarlanabilirlik

ideal bir biyosensér elektrodunun ayni derisimde ya da ayni dzelliklere sahip
birden fazla 0Ornege daldiriimasiyla yapilan deneylerde ayni sonuglarin
okunmasi gerekir. Tekrarlanabilirlik degeri ne denli iyi olursa o biyosensor

uygulamasi da o denli iyi olur.
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.2.7.5. Kararlilik

Elektrot kararlihginin yiksek oldugu durumlar ideal biyosensdrler igin
gereklidir. Kararhlk, kullanilan enzimin fiziksel dayanikliigindan etkilendigi
gibi; pH, 1s1, nem, ortam O, derigimi, enzimi immobilize etmede kullanilan
polimerin kimyasal ve fiziksel karakteri gibi parametrelerden de

etkilenmektedir.

2.7.6. Yuksek duyarhlik

Hazirlanan elektroda immobilize edilmis olan enzim; sadece belirli maddelere
(substratlara) karsi duyarh olmalidir. Duyarhlik, akim-derigsim egrisinin egimi
ile orantilidir. Egim degeri buyudukce duyarlilikta da artig gozlenir. Kullanilan
enzimin substratlari disinda biyosensdrlerin girisim yapan maddelerden

etkilenmemesi istenir.

2.7.7. Yeterli duzeyde tayin siniri

Tasarlanan biyosensorin ideal tanimina uymasi icin tayin sinirinin belirli bir
derisim degerinin altinda olmasi gerekmektedir. Belirtilen bu tayin siniri
elektrot ytzeyinin buyukligu, enzimin tayin edilecek maddeye karsi olan
afinitesi, immobilize edilen enzim miktar, enzimin immobilizasyonunda

kullanilan polimer tabakasinin kalinligi gibi faktérlerden etkilenir.

2.7.8. Genisg olcum aral gi

Olciim arah@ denen bdlge, biyosensérden alinan akim-derisim egrilerinin
lineer oldugu derigsim araligidir. Tum biyosensor uygulamalarinda calisma
ortaminda belirli bir derisim degerine ulagildiktan sonra akim-derigim
egrilerinde lineerlikten sapma godzlenmeye baglar. Bu durum enzimatik
egrilerin en 6nemli ve de karakteristik 6zelligidir. Lineerlikten sapmanin

nedeni yanit olarak okunan akim degerlerindeki degisimin azalmasindan
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kaynaklanir. Bunun nedeniyse ortamda artan analizlenecek madde miktarinin

fazlasiyla reaksiyona girecek enzim olmamasidir.
2.7.9. Hizl cevap zamani

Amperometrik uygulamalarda analizlenecek bir madde Ornegini calisma
ortamina enjekte etmeden ©Once elektrot yilizeyinde olusan akimin sabit
kalmasi istenir. Akim sabit kaldiktan sonra analizlenecek madde ortama
enjekte edilir ve akimdaki degisim kaydedilir. ikinci bir enjeksiyondan énce
akim degerinin yine sabit kalmasi beklenir. iste ilk enjeksiyondan sonra
akimin tekrar sabit kalmasina kadar gecen zamana ‘cevap zamani’ denir.

Cevap zamaninin kisa ya da hizli olmasi ideal sensorlerin 6zelliklerindendir.
2.7.10. Basitlik ve ucuzluk

Kullanimi, tasarimi basit ve ucuz biyosensorler hazirlamak biyosensor
yapiminda her zaman hedef alinmig bir dustincedir. Biyosensor yapilarinin
basitlestiriimesine en iyi Ornek ikinci kusak biyosensdrlerin yapilarinda
bulunan mediyatorlerin daha gelismis modeller olan dcunci kusak

biyosensdrlerde ortadan kaldiriimasidir[23].
2.8. Kaynak Ara stirmasi

A.T. Lawal ve S.B Adeloji 2010 yilinda hipoksantine duyarli bir biyosensoér
geligtirdiler. Ksantin oksdidaz (KO) ve potasyum ferrosiyanir medyatori de
kullanilarak galvanostatik polipirol (PPy) film hazirlandi. Hazirlanan PPy-KO-
Fe(CN)‘é‘ filminin optimum sartlar incelenmigtir. Film 0,4 M pirol, 6,2 U/mL
KO ve 40 mM potasyum ferrosiyaniir ortaminda 0,5 mA/cm? akimda 200
saniyede hazirlanmistir. Potansiyometrik ve amperometrik 6lcim modlari
incelenmigtir. Amperometrik sensor icin optimum potansiyel Ag/AgCl referans

elektrot ve 0,05 M fosfat tamponunda 800 mV olarak tespit edilmigtir.
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Amperometrik ve potansiyometrik modlar kargilastirildiginda potansiyometrik
sensOr daha hassas, amperometrik sensér ise daha genis bir bir 6lgim
araligina sahip oldugu gorulmustir. PPy-KO filmi balik tazeligi tesipitinde de
basariliydi[2].

S. Gosh arkadaslan tarafindan balik tazeliginin tespiti icin bir biyosensor
sistemi geligtirilmistir. Sistem balik dokusunda ATP’nin yikimi ile olugsan
Hipoksantin (Hx), inozin (INO), ve inozinmonofosfat (IMP) metabolitlerinin
kantitatif tayini esas alinarak gelistirilmigtir. Tazelik derecesi, balik dokusunda
ATP’nin yikimyla olusan drin miktarina bagll olan K; ve H degerinin
indeksine bakilarak belirlenmistir. Ferrosenkarboksilik asit (FCA) medyatori
kullanilarak hazirlanan polipirol filme ksantin oksidaz, nikleosid fosforilaz ve
nikleotidaz enzimleri immobilize edilmistir. Hazirlanan enzim elektrodla Hx,
INO, ve IMP’nin amperometrik olgtimleri etkili bir sekilde yapilmistir. Bu basit,
hizli ve kullanima hazir biyosensor ile bekletilmis Catla Catla tath su balginin
H degeri 6lcuimustir. Sonuglar gosterdi ki bozulma 7 giin sonunda -12 °C'da

bile ¢ok hizli gerceklesmektedir[24].

Lourdes Agui ve calisma grubu, altin nanoparcaciklarin (nAu)
elektrodepozisyonu ile modifiye edilmis karbon pasta elektroda (CPE) ksantin
oksidaz (KO) immobilize ederek yeni bir biyosensor hazirlamiglar ve
performansini incelemiglerdir. Biyosensorin hipoksantine (Hx) cevabini rapor
etmislerdir. Farkli KO biyosensor konfigtrasyonlari, ki bunlar: modifiye
edilmis CPE (zerine KO, camsi karbon elektrot biyosensori ve
elektrodepozite olmus altin disk elektrod, denenmis ve karsilastiriimigtir.
Glutaraldehit (GA) ve BSA kullanilarak enzimin c¢apraz baglanmasiyla
olusturulan KO/nAu-CPE elektrodu en yiksek amperometrik cevabi vermigtir.
Hx olctimleri Ag/AgCl referans elektrodu ile genellikle +0,60 V’'da
gerceklestiriimesine ragmen, GA-BSA-KO/nAu-CPE elektrodu ile 0,00 V'da
calisiimigtir. Bunun sebebi askorbik asit gibi elektroaktif tlrlerin muhtemel
girisimlerini minimuma indirgemektir. +0,6 V ve 0,00 V’'da kalibrasyon egrileri

cizilmistir. Olctim limiti 2,2x10™" mol/L olarak bulundu. Bu deger daha yiiksek
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potansiyellerde calisilan literatlirdeki diger biyosensorlerin 6lgcim limitleri ile
ortismektedir. Biyosensorin tavuk ve balik eti gibi gercek numunelere karsi

da kullanilabilir oldugu gozlenmistir[25].

Meliha Cubukcgu ve arkadaglari altin nano parcgaciklari (Au-nps) camsi karbon
elektroda modifiye ettiler ve bu elektroda ksantin oksidaz (KO) enzimini
immobilize etmiglerdir. Hazirlanan elektrotla ksantin (X) ve hipoksantin (Hx)
Olcimleri yapilmistir. Biyosensdor X ve Hx icin karakterize edilmigtir.
Biyosensoriin dogrusal 6lciim araligi X icin 5,0x107 M — 1,0x10° M ve
denklemi y = 0,44x + 0,712 bulunmustur. Hx icin ise 6lctim arali§i 5,0x10° M
—1,5x10™ M ve denklemi y = 0,014x + 0,575 olarak bulunmustur. Elde edilen
sonuclar X ve Hx icin karsilastiriimistir. Gelistirilen sistem ile konserve tuna

baliginda Hx tayini yapiimistir. Sonuclar umut vericiydi[26].

Rooma Devi ve arkadagslari herhangi bir yakma gerekesinimi duymadan
55 °C sicaklikta basit ve etkili bir metodla c¢inkonitrattan ¢inkooksit
nanopargaciklarini (ZnO-NPs) sentezlemiglerdir. Bu ZnO nanoparcaciklarini
pirolle birlikte platin elektrot ylzeyine elektropolimerzasyon yontemi ile ZnO-
NPs/polipirol kompozit filmini elde etmiglerdir. Ksantin oksidaz (KO) enzimi
bu nanokompozit filme tutuklama yontemi ile hapsedilmistir. ZnO-NPs/Pt
elektrodun enzim immobilizasyonu 0©Oncesinde ve sonrasinda, FTIR,
donusumlu voltametri (CV), X-Ray kirinimi, elektron tarama mikroskobu
(SEM), elektorn gecirgen mikroskop (TEM) ve elektrokimyasal impedans
spektroskopi (EIS) ile ayri ayri karakterize edilmistir. KO/ZnO-NPs/PPy/Pt;
calisma elektrodu, Ag/AgCI referans elektrot ve Pt karsit elektrottan olusan
hiicrede ksantin (X) biyosensori olarak olusturuldu. Biyosensorin optimum
kosullari pH 7,0 ve 35°C olarak gézlenmistir. Dogrusal cevap araligi 0,8 uM-
40 uM ksantin oldugu gorilmustir. KO icin Michaelis-Menten grafigi ¢izilmis
ve Kn:13,51 UM, 1ha:0,071 pA olarak tespit edilmistir. Biyosensor ile balik
etinde Olcimler yapilmigtir. 200 kullanim sonrasi aktivitede %40 azalma

gorulmustdr. Raf omrt ise 100 gun[27].
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Ulkii Anik Kirgoz ve arkadaglari camsi karbon elektroda ksantin oksidaz (KO)
enzimini immobilize ederek yeni bir biyosensdr gelistirmislerdir. Biyosensdrin
amperometrik 6lcimi, KO enziminin katalitik aktivitesi sonucu olusan
hidrojen peroksitin elektrot ylzeyinde yikseltgenmesi sonucu olusan akim
degisimini esas almaktadir. Biyosensor icin optimum kosullar aragtiriimis ve
hipoksantin (Hx) ve ksantin (X) icin kalibrasyon grafikleri cizilmigtir.
Biyosensoriin dogrusal calisma araligi ksantin icin 5,0x107 M — 4,0x10° M
ve hipoksantin igin 2,0x10° M — 8,0x10° M olarak gérilmustir. Biyosensorin
olctim limiti ise ksantin icin 1,0x107 M ve hipoksantin icin 5,3x10° M'dir.
Ayrica enzim miktari, optimizasyon, 6rnek numune uygulamalari ve kesinlik

de calisiimigtir[28].

Yansheng Gao ve arkadaslari multi-wall karbon nanotip (CNTSs) ile modifiye
edilmis camsi karbon elektrot (GC) yuzeyine ksantin oksidaz (KO) enzimini
immobilize ederek amperometrik ksantin (X) biyosenséru hazirlamiglardir.
KO’nin direkt elektron alis-verisi -0,465 V’da basarili olmustur. Heterojen
elektron transfer orani yaklasik olarak 2,0 + 0,3 s olarak bulunmustur.
Ksantin biyosensor sol-jel (SG) ince filme tutuklanmig KO enziminin CNTs-
GC elektrot Gizerine alinmasi ile hazirlanmis ve incelenmistir. KO'nin ksantine
kargl aktivitesi devam etmistir. Biyosensorin amperometrik cevabi 0,2
pM’dan 10pM’a kadar artan ksantin konsantrasyonu ile dogrusal olarak artig
gOstermistir. Olgiim limiti 0,1 uM. Enzim elektrot 90 giin sonunda aktivitesinin
%95'ini korumustur. Biyosensor yuksek secicilik, hizli cevap ve iyi bir raf

omri suresi gostermistir[29].

Tomonori Hoshi ve grubu platin (Pt) disk elektrot Gzerine ksantin oksidaz
enzimini (KO) immobilize ederek ksantine duyarli amperometrik bir
biyosensor gelistirmiglerdir. Ksantin oksidaz enzimi, ksantini rik asite
yiikseltger ve bu Urin platin yiizeyinde indirgenerek girisime neden olur. Urik
asitin platin yizeyde yapmis oldugu girisimi enegellemek icin platin ylzeye,
poli(vinilstlfonat) (PVS) ve poli(allilamidhidroklarid)’den (PAH) olusan

polielektrolit multi katmanh (PEM) bir ylzey olsuturulmustur. Olusturulan
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PEM film platin yizey ve KO baglanmig poli(dimetildialllamonyumklorid)
(PDDA) kompozit film ile modifiye edilmistir. Bu sekilde 3-300 puM ksantin
konsantrasyon araligini basarili bir sekilde 6lcebilen amperometrik bir
biyosensor hazirlanmistir. Cikis akimi film ylzeyindeki KO/PDDA katmaninin
sayisina bagli olarak degimistir. PAH/PVS film drik asit girisimini
engellemekte oldukga etkili oldugu gorulmustur[30].

Jianhong Pei ve Xiao Yuan Li ksantin oksidaz enzimini CuPtClg/camsi karbon
elektrot Gizerine immobilize ederek bir biyosensor hazirlamiglardir. Hazirlanan
enzim elektrodun ksantin ve hipoksantine kargi hizli ve duyarl cevap verdigi
gorulmustir. Gozlenen kararh akim, enzim elektrot ylzeyinde meydana
gelen reaksiyon suresince olusan hidrojen peroksitin yikseltgenmesinden
kaynaklanmaktadir. Enzim calismasi Uzerine pH, sicaklik ve uygulanan
potansiyelin etkisi tartisiimigtir. Ksantin ve hipoksantin dl¢cimu igin
karakterize edilen enzim elektrodun dlciim araligi: ksantin icin, 6x107 M —
2x10™ M ve hipoksantin icin, 5x107 M - 2x10™* M olarak tespit edildi. Olcim
limiti: 1x107'M. Sivi kormatografide hipoksantin-ksantin karisiminin ayrimi
yapiimig ve hazirlanan enzim elektrot kimyasal dedektdor olarak
kullaniimistir[31].

V. Venugopal balik tretimi ve kalite kontroli i¢in kullanilan biyosensorleri
arastirmis ve bu konuda bir makale hazirlamigtir. Balik eti Uretimi yalnizca
yiyecek bakimindan degil, uluslar arasi ticaret ve ihracat geliri bakimindan da
Ulkeler icin 6nemlidir. Balik ve balik Grinleri dayaniksizdir ve balik ttrlerinin,
cevresel kosullarinin ve beslenme sekillerininin farkli olmasindan dolayi,
kalite kontroli de cok genis bir gesitlilige sahiptir. Ayrica bu drunler, bazi
mikrobiyal ve diger yasamsal tehlikeler icin tasiyici olarak da fonksiyon
gosterebilirler. Bu ytizden kalite kontroll balik Gretim ve ticaretinde buyuk bir
oneme hazidir. Mevcut kalite kontrol teknikleri kullanigsiz ve zaman alicidir.
Deniz urdnleri incelenmesinde biyosensor uygulamalari ¢ok hizli ve guvenilir
sonuclar vermektedir. Bu makalede deniz drtnleri endustrisinde biyosensér

uygulamalarinin faliyet alani tartisiimistir[32].
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Jianjun Niu ve Jim Yang Lee balik tazeligini tespit edebilmek amaciyla
hipoksantine duyarl grafit-seramik amperometrik bir biyosensor hazirlamislar
ve Uretmislerdir. Uretim prosesi sol-gel teknikleri kullanilarak bir silika grafit
matrikse ksantin oksidaz enziminin immobilizasyonu ve enzimle modifiye
edilmis matriksin basit bir mekanik cila ile kolaylikla yenilenebilmesine imkan
saglayan ytzeye sahip bir disk elektrota donustirtlip cam bir tipe montaj
ile yapilmaktadir. Michaelis-Menten degerleri, medyatérsiiz olarak hidrojen
peroksitin indirgenmesine dayali sistem, medyatérsiz direkt sistem ve benzil
violojen medyatorlu sistem icgin ayri ayri hesaplanmigtir. Sonuglar sirasi ile
0,45 , 0,64 , 0,35 mM olarak bulunmustur. Sensér 1x10° M — 1x10° M
derisim araliklarinda diizgin ve dogrusal bir akim artisi gostermistir. pH=7,6
0,05M fosfat tamponu ortaminda her U¢ sistem icin Olgim sinir sirasiyla;
1,3x10° M , 5,6x10° M ve 3,8x107 M olarak tespit edilmistir. Enzim
immobilize edilmis bolgenin  kullaniimasi ve bu vyilzeyin Kkolayca
yenilenebilmesi, sensorin kullanimini  kolaylastirmis  ve raf omrinu
uzatmistir. Cesitli sartlarda bekletiimig balik numuneleri ile yapimig

denemelerden elde edilen sonuglar memnuniyet verici[33].

M.A. Carsol ve arkadaslari karbon esasl baskilanmis elektrot ile Urik asite
duyarli yeni bir biyosensor hazirlamiglardir. Ksantin oksidaz (KO) enzimini
hem elektrot yizeyine hem de CPG aminopropilsilanh bir reaktore direkt
olarak immobilize edilmistir. Reaktoriin sensérun tekrar kullanilabilirligini ve
raf omrinu  artirdi§r  gozlenmistir. Hipoksantin  (Hx), inozin (HxR) ve
inozinmonofosfat (IMP) 6lgiimleri icin optimum kosullar belirlenmistir. IMP, Hx
ve HxR icin kalibrasyon grafikleri gizilmis ve her ¢ molekdl igin 50 pL’lik
enjeksiyonlarda 1-50 uM arasinda dogrusal bir artis goézlenmigtir. Bir 6lgiim
30 sn igerisinde tamamlanmigtir. 20 uM Hx derigsimlerinde tekrarlanabilirlik

OlcUimustur[34].

Shengshui Hu ve calisma grubu sodyummontmorilonnit-metilviyolin ile

modifiye edilmis karbon pasta elektrot ile hipoksantine duyarli yeni bir
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biyosensor gelistirmislerdir. Elektrod yilizeyine elektropolimerizasyonla
polianilin filmi olusturulup ksantin oksidaz enzimi (KO) bu film dzerine
immobilize edilmistir. Hipoksantin dlcimi icin KO enziminin katalitik aktivitesi
sonucu harcanan oksijen esas alinmigtir. Oksijenin elektrokatalitik
indirgenmesi ve sensoOrin cevabl donusumlu  voltametri teknigi ile
incelenmigtir. Sensér 1 uM — 0,4 mM arasinda dogrusal akim artig1 gostermis
ve minimum o6lcim limiti 0,8 pM olarak tespit edilmistir. Hazirlanan
biyosensor ile balik etinde hipoksantin miktari calisilmig ve girisimlerin

elimine edilmesi i¢in ¢calismalar yapiimigtir[35].

Servet Cete Urik asit tayini icin amperometrik esasli yeni bir biyosensor
gelistirmigtir. Bu amacla asetonitril ortaminda pirolin
elektropolimerlegsmesiyle platin/polipirol-ferrosenyum elektrot hazirlanmistir.
Bu elektrot kullanilarak serbest Urikaz enziminin aktivitesine pH’nin
sicakhgin, tampon derigiminin ve enzim miktarinin etkisi incelenmistir. Daha
sonra, Urikaz enzimi hazirlanan platin/polipirol-ferrosen elektrot Uzerine
immobilize edilmistir. Urik asit tayini, enzim elektrodun yiizeyindeki enzimatik
reaksiyon sonucu olusan hidrojen peroksidin +0,70 V’da yukseltgenmesine
dayanarak yapilmistir. Urik asit biyosensoriinin cevabina pH’nin, tampon
derigiminin, sicakligin ve ylzeye immobilize edilen enzim miktarinin etkisi
incelenmistir. Biyosensoriin rik asit icin dogrusal calisma araligi 1,0.10° —
5.10° M tesbit edilmigtir. Serbest ve Immobilize enzimin Km, Vimaks degerleri
hesaplanmigtir. Biyosensoriun tekrar kullanilabilirligi ve raf omri tayin
edilmistir. Hazirlanan biyosensorle kan ve idrar gibi biyolojik sivilarda Urik asit
tayini yapilmigtir. Biyolojik ortamlarda olabilecek girisimlerin biyosensoér

cevabi Uzerine etkileri incelenmistir[16].

Arslan F. ve arkadaglari ksantin 6lcimd icin yeni bir biyosensoér
hazirlamiglardir. Platin ylzeyine asetonitrii ortaminda ferrosen (elektron
medyatori olarak) ve tetrabuUtilamonyumtetrafloroborat bulunan hicrede
piroliin elektrokimyasal polimerlesmesi ile bir elektrot hazirlanmigtir. Film 0,0

-0,9 V arasinda 50 m/sn tarama hizinda doénusimliu voltametri ile
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olusturulmustur. Ksantin oksidaz enzimi (KO), glutaraldehit (GA) ve sigir
serum albimin (BSA) kullanilarak elektropolimerizasyon sonrasinda c¢apraz
baglama yontemi ile immobilize edilmistir. Biyosensérin +0,7 V'da ksantine
kargl cevabi olculmistir. Amperometrik cevap ksantinin enzimatik reaksiyonu
sonucu olugan hidrojen

peroksitin elektrokimyasal 6lgimiine gore yapilmigtir. Farkh kosullar altinda
biyosensoriin performansi incelenmistir. Biyosensor icin calisma araligi
1,0x10° M — 4,0x10™ M olarak tespit edilmistir. Raf 6mrii 45 guin[36].

Xiao-Hua Li ve grubu hipoksantine (Hx) duyarli elektrokimyasal bir
biyosensor hazirlamiglar ve performansini incelemiglerdir. Bu calismada
demir-3mezo-tetrafenilporfirin -~ (FeTPP) nanoparcaciklari (NPs) esas
alinmistir. FeTPPNPs filmi ¢aplarn 25-45 nm olacak sekilde ¢ozelti karigim
teknikleri kullanilarak hazirlanmis ve medyat6r olarak kullaniimigtir. Ksantin
oksidaz (KO)/FeTPPNPs/camsi karbon (GC) elektrot hipoksantine karsi
oldukca iyi amperometrik sinyal vermistir. immobilize KO enziminin katalitik
aktivitesi sonucu, hipoksantinin yikimi suresince ¢6zinmus oksijenin
harcanmasina bagh olarak, biyosensdér 1,0 pM - 0,34 pM arasi Hx
derigimlerini  6lcebilmektedir. Biyosensoriin ~ gercek  numunelerde
kullanhabilirligi, mikrodiyalizle stzilen fare beyin sivisindaki Hx olctlerek

kanitlanmistir[37].

Nezaket Dolmaci ve calisma grubu balikta ksantin ve hipoksantin tayini icin
yeni bir amperometrik biyosensér gelistirmistir. Ksantin oksidaz, pirol ve
polivinilsiilfonat ile birlikte platin elektrot ylzeyine immobolize edilmigtir.
Ksantin ve hipoksantin tayini, enzim ylizeyindeki enzimatik reaksiyon sonucu
olusan drik asidin +0,30V'da yukseltgenmesine dayanilarak yapilmistir.
Ksantin ve hipoksantin biyosensérinin cevabina pH'nin, sicakhgin ve
substrat derigiminin etkisi incelenmigtir. Enzim elektrodun hipoksantin icin
dogrusal calisma araligi 1,0x107M -1,0x107° M, tayin siniri 1,0x10” M olarak
tespit edilmistir. immobolize edilen ksantin oksidazin Km gézlenen ve Vmax

gozlenen degerleri sirasiyla 0,0154 mM ve 1,202 pA/dakika olarak
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bulunmustur. Enzim elektrodun en iyi calisma pH'si 7,75 ve sicakligin 25 °C
olarak belirlenmigtir. 30 gin sonundaki amperometrik cevabin baslangic
degerinin %49'u oldugu goérulmistur. Balik numunelerinde, balik eti tazeligini

yitirdikge hipoksantin miktarinin arttig1 gosterilmistir[38].

Reynaldo Villalonga ve arkadaslari, ksantin oksidaz enzimini B-siklodekstrin-
karboksimetilselliloz ile modifiye ederek, o©nceden 1l1-adamantanil ile
kapladiklari altin elektrot ylzeyine immobilize etmislerdir. Elektrot,
amperometrik bir biyosensor olacak sekilde tasarlanmigtir. Elektrot ile 700
mV’da 300 pM’'dan 10,4 mM’a artan konsantrasyonlarda dogrusal bir cevap
akimi gozlenmistir. Elektrot yaklasik 14 s'de 8,2 mA/cm? duyarlilikta %95
denge akimina ulagsmistir. Elektrot pH=7,0 50 mM fosfat tamponunda 4 °C’'da

3 hafta sonrasinda aktivitesinin % 93'Unu korumustur[39].

Fatma Arslan urik asit tayini icin amperometrik esasli yeni bir biyosensoér
hazrilamistir. Platin elektrot yizeyine polianilin-polipirol (pani-ppy) film
olusturulmus ve Urikaz enzimi glutaraldehit kullanilarak film ylzeyine ¢apraz
baglama ile immobilize edilmistir. Urik asit 6lcimi enzimatik reaksiyon
sonucu olusan hidrojen peroksitin 0,4 V’'da 6lcimune dayanilarak yapiimistir.
Biyosensor icin dogrusal calisma araligi 2,5x10° M — 8,5x10°M olarak
Olcilmus ve cevap suresinin yaklagik 70 s oldugu gozlenmistir. Biyosensor
icin optimum parametreler pH=9,0 ve sicaklik 55 °C olarak bulunmustur.

Enzim elektrodu icin tekrarlanabilirlik ve raf 6mri de calisiimistir[40].

Cheng Qiong ve arkadaslari ksantin oksidaz iceren cift yluzeyli bir elektrot
hazirlamiglar ve balik tazeliginin tespitini rapor etmislerdir. Modifiye edilen
elektrot ylzeyine iki adet membran yapilmistir; biri enzim immobilize edilmis
fibroin esasli membran, digeri; proteinler gibi yiksek molekul kitlesine sahip
bilesiklerden kaynaklanabilecek girisimleri engelleyen selliloz asetat
membran. Biyosensor, enzimatik reaksiyon sonucu olugan hidrojen peroksitin
Olcimuni esas almaktadir. Sensor yuksek hassasiyet ve balik numunelerine

kargl yuksek tekrarlanabilirlik gdstermistir. Sensorin tespit edebildigi
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minimum hipoksantin miktari, 1x10” M. Selilloz asetat membranin enzimi
muhafaza etmesinden dolayi, enzim elektrot 6 haftalik bir raf 6mru ve gercek
numunelere karsi 400 olcimluk bir tekrarlanabilirlik gdstermistir. Sonuclar
oldukca iyi ve biyosenstr bazi nehir balik tdrlerinin tazeliginin teghisi icin

ticari 6neme haiz[41].
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3. DENEYSEL KISIM

3.1. Cihazlar ve Malzemeler

3.1.1. Elektrokimyasal analiz cihazi

Amperometrik o6lcme islemlerinde BAS Epsilon-EC-Ver 1.40.67 NT
elektrokimyasal analiz cihazi kullanildi.

3.1.2. Hicre ve elektrotlar

Amperometrik dlgme islemlerinde Sekil 3.1' de verilen Gg¢ elektrotlu dlgme
sistemi kullanildi. Referans elektrot olarak BAS RE-5B no’lu Ag/AgCl, karsit
elektrot olarak MW-1032 no’lu platin tel ve calisma elektrodu olarak 0,5 cm?
ylizey alanh ve polipirol-polivinilsiilfonat ile kaplanmig platin levha elektrotlar
kullanildi.

Sekil 3.1. Kaplama ve olgimde kullanilan hiicre sistemi
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3.1.3. pH metre

Tampon c¢ozeltilerinin pH’larinin  6lcilmesinde ORION Model 720A pH-

iyonmetre cihazi kullanildi.

3.1.4. Su banyosu

Isitma, sogutma ve sabit sicaklik calismalarinin gerektigi durumlarda Grant

W14 marka termostatl dolagimli su banyosu kullanildi.

3.1.5. Mikro pipet

5 puL — 100 pL ve 100 pL - 1000uL ¢ozelti ilaveleriicin Brand marka + 0,05 pL
hassasiyeti olan mikro pipetler kullanildr.

3.1.6. Argon gazi

COzeltide ¢Ozunmuis halde bulunan oksijeni uzaklastirmak icin Kargaz

firmasindan temin edilen yiksek safliktaki ( % 99,99 ) argon gazi kullanildi.

3.1.7. Saf su

Cozeltinin hazirlanmasinda kullanilan saf su; GFL marka saf su cihazindan

saglandi.

3.2. Kullanilan Reaktifler ve Ozellikleri

Calismada kullanilan kimyasal maddelerin adlari, saflik dereceleri ve temin

edildikleri firmalar Cizelge 3.1’de verilmistir.



Cizelge 3.1. Calhismada kullanilan kimyasal maddelerin adlari, saflik

dereceleri ve temin edildikleri firmalar
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Kimyasal Madde

Saflik Derecesi

Temin Edildigi Firma

Pirol %98 8=0967 Aldrich
Polivinilstlfonat (PVS) %25 6=1,18 Aldrich
Hipoksantin %99 Sigma
Lityumperklorat (LICIO4) %98 Aldrich
Sodyumperklorat (NaClOs) | %98 Sigma-Aldrich
Monosodyumhidrojenfosfat | %99 Carlo Erba
(NaH;POq)

Disodyumhidrojenfosfat %99 Merck
(Na;HPO4.12H,0)

Sodyumhidroksit (NaOH) %99 Carlo Erba
Hidroklorik Asit %36.,5 BDH
Hidrojenperoksit (H,0,) %35 8=1,13kg/L Merck
Trikloroasetik Asit (TCA) %99 Carlo Erba

3.2.1. Kullanilan ¢ozeltiler

Hidrojen peroksit: % 35’lik 6=1,13 kg/L olan hidrojen peroksitten belirli bir

miktar alinarak derisimi 0,1 M olacak sekilde 25 mL stok ¢Ozelti hazirlandi.

25'er mL 1,0x102 M ve 1,0x10° M

seyreltilerek hazirlandi.

hidrojen peroksit ¢ozeltileri de suyla

Fosfat tamponu: Monosodyum hidrojen fosfat ve disodyum hidrojen fosfat

belli miktarlarda tartilarak saf suda ¢6zuldi, hazirlanan ¢ézeltinin pH s1 1,0 M
NaOH ve 1,0 M HCl ile 7,5'a ayarlandi ve ¢6zeltideki analitik derigsimi 0,1 M

olacak sekilde seyreltildi. Farkh pH ve derisimlerdeki tampon c¢ozeltileri

hazirlamak icin ayni yol izlendi. Tampon c¢o6zelti buzdolabinda +4 T'de

saklandi.
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Enzim ¢o6zeltisi: Toplam aktivitesi 100 Unite olan ksantin oksidaz enzimi alindi
ve saf suda ¢ozuldikten sonra hacmi 6l¢ult balonda 20 mL’ye tamamlandi (5
unite/mL). Cozelti, her birinde 2 mL enzim ¢o6zeltisi ihtiva edecek sekilde 10
adet deney tupune alindi. Deney sirasinda kullanilacak olan enzim coézeltisi
buzdolabinda bekletildi. Uzun sure kullaniimayan enzim c¢ozeltileri derin
dondurucuda saklandi.

Toplam aktivitesi 100 Unite olan Urikaz enzimi alindi ve saf suda ¢ozuldikten
sonra hacmi, Olcult balonda 10 mL’ye tamamlandi (10 tnite/mL). Cozelti, her
biri 1 mL enzim ¢ozeltisi intiva edecek sekilde 10 adet deney tuptne alindi.
Kullanilacak olan enzim c¢o6zeltisi buzdolabinda saklanirken, digerleri derin

dondurucuda bekletildi.

Hipoksantin ¢dzeltisi: Belirli bir miktar tartilan hipoksantin, bir miktar 0,1 M
NaOH'da ¢o6zuldi. Daha sonra pH’si 8,2 olan 0,1 M fosfat tamponuyla 25
mL’ye tamamlandi. Bu sekilde 25%er mL 1x10° M ve 1x10% M'lik stok
¢Ozeltiler hazirlandi. Farkli pH’larda stok c¢oOzeltiler hazirlamak igin, 0,1 M
fosfat tamponu seyreltik HCL ve NaOH kullanilarak istenilen pH’ya getirildi ve
cOzelti hazirlamak icin kullanildi. Cozeltiler oda sicakliginda karanhk ortamda

muhafaza edildi. Bir haftayl dolduran stok cézeltiler tekrar hazirlandi.

Sodyum perklorat: Katl sodyum perklorattan belirli bir miktar tartihp saf suda
¢cozlldu. Ardindan hacmi saf su ile 250 mL’'ye tamamlanarak 1 M 250 mL

NaClO, ¢ozeltisi hazirlandi.

Lityum perklorat: Kati lityum perklorattan belirli bir miktar tartihp saf suda
¢cozlldu. Ardindan hacmi saf su ile 250 mL’'ye tamamlanarak 1 M 250 mL

LiClO4 ¢Ozeltisi hazirlandi.

Sodyum hidroksit ¢ozeltisi: Kati sodyum hidroksitten belli bir miktar alinip saf

suda c¢o6zilerek 0,1 M 100 mL ¢ozeltisi hazirlandi.
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Hidroklorik asit ¢ozeltisi: Derisik HCI" den belli bir miktar alinip uygun sekilde
seyreltilerek 0,1 M 100 mL HCI ¢dzeltisi hazirlandi.

TCA Cozeltisi: Kati TCA’'dan 10 g alinip bir miktar saf suda ¢ozuldikten
sonra hacmi 6l¢ult balonda 100 mL'ye tamamlanarak % 10’luk TCA co6zeltisi
elde edildi.

3.3. Platin Yizeye Polipirol-polivinilstilfonat Kapl anmasi

Elektrot ylzeyinin temizlenmesi: Kaplama igleminden 6nce platin levhanin
ylizeyi mekanik, kimyasal ve elektrokimyasal olarak temizlendi. ilk olarak
platin elektrod ylUzeyi sifir numara zimpara ile parlatildi, daha sonra aleve
tutuldu. 5 dakika sure ile aseton, etil alkol, derisik HCI ve derisik nitrik asit
icerisinde bekletildi. Tekrar saf su ile yikandi, kurutuldu ve ylzeydeki su

uzaklastirildi. Her kaplama igleminden 6nce ylzey bu sekilde temizlendi[41].

Temizlenmis Pt levha elektrodunun ytzeyi polipirol-polivinilsilfonat film ile
kaplandi. Polipirol, elektrot yilizeyine pirolin elektropolimerlesmesi ile
biriktirildi. Elektropolimerlesmede Ucli elektrot sistemi kullanildi. Calisma
elektrodu olarak platin levha (0,5 cm?), karsit elektrot olarak platin tel ve
referans elektrot olarak da Ag/AgCl elektrot kullanildi. Polipirol-
polivinilsiilffonat film elde etmek amaciyla, pirolin hicre ici derigsimi 0,1 M
olacak sekilde 71 pL pirol, 2,5 mL polivinilstlfonat (%25), 7,43 mL saf su
eklenmesiyle toplam 10 mL’lik bir ¢c6zelti hazirlandi. Bu ¢dzeltiye temizlenmis
platin elektrot daldirildi ve 10 dakika argon gazi gecirilerek ¢ozeltideki oksijen
uzaklastirildi. Elektropolimerizasyon islemi dénusumli voltametri teknigi ile
-1,0V — +2,0V potansiyelleri arasinda 50 mV/s tarama hizinda 6 dénisimde
yapildi[44]. Kaplama isleminden sonra elektrot yiizeyi saf su ile yikanarak
yluzeye baglanmayan monomerlerden ve kirliliklerden arindilrildi[2]. Boylece
platin/polipirol-polivinilstlfonat (Pt/PPy-PVS) elektrot hazirlandi. Calismalarda

kullaniimak tzere tampon ¢ozelti icerisinde bekletildi.
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3.4. Platin/Polipirol-Polivinilstlfonat Elektrodun Hidrojen Peroksite

Duyarlili ginin Belirlenmesi

Bolum 3.3'de belirtildigi gibi hazirlanan Pt/Polipirol-Polivinilstilfonat elektrot,
Ag/AgCI referans elektrodu ve platin tel; 9 mL 0,1 M fosfat tamponu, 1 mL
1 M LiCIO4 ¢Ozeltisinin icine daldinidi. 400 mV sabit potansiyelde dengeye
getirildi ve denge akimi kaydedildi. Denge akimina ulasan elektrot ile hiicre
ici 5 uM ile 500 uM arasinda degisen hidrojen peroksit konsantrasyonlarinda
ilaveler yapildi. Her ilave sonunda hiicre icerisi 300 s Kkaristirilip,
karigtirmanin bitiminden itibaren 200 s sonrasindaki akim 6l¢tldid. Okunan
akimlar ile denge akimi arasindaki farklar alinarak her bir derisim icin Ai

degerleri hesaplandi ve kaydedilerek grafige gecirildi (Sekil 4.2.)

3.5. Platin/Polipirol-Polivinilsilfonat Elektrodunu n Serbest Enzimin

Bulundu gu Co6zeltide Hipoksantine Duyarlil  ginin Belirlenmesi

Hazirlanan calisma elektrodu 8,875 mL tampon c¢ozeltisi 1 mL Lityum
perklorat (LiClIO4) bulunan c¢ozeltiye daldirilarak +0,4 V sabit potansiyelde
dengeye getirildi. Ardindan 100 pL Ksantin Oksidaz (KO) ve 50 pL Urikaz (U)
enzim cozeltilerinden ilave edilerek, enzimli ortamda dengeye gelmesi
beklendi ve denge akimi kaydedildi. Ardindan 1 pM — 7,5 pM arasi artan
derigsimlerde hipoksantin ilaveleri yapildi. Her ilave sonrasinda reaksiyonun
tamamlanabilmesi icin 900 saniye karistiriimistir. Karigtirmanin bitiminden
itibaren 200 saniye sonrasindaki difizyon akimi okundu. Elde edilen Ai

degerleri grafige gecirildi(Sekil 4.3.).
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3.6. Platin/Polipirol-polivinilstilfonat Elektrodunu n, Serbest Enzimli
Ortamda iki Enzimin Birbirlerine Kar g1 Oranlarinin Cevap Akimlarina

Etkisinin incelenmesi

Hazirlanan Pt/Polipirol-polivinilstlfonat elektrodunun vyiizeyi saf su ile
yikandiktan sonra icerisinde tampon ¢ozelti ve destek elektrolitin bulundugu
hiicreye daldirilarak +400 mV'da dengeye getirildi. Dengeye gelen sisteme
hiicre ici Gniteleri sirasiyla; KO ve U enzimlerinin hiicre ici Uniteleri birbirlerine
esit, KO enzim miktart U enzim miktarinin iki kati, U enzim miktari KO enzim
miktarinin iki kati ve U enzim miktari KO enzim miktarinin doért kati olacak
sekilde enzim ilaveleri yapilarak ayri ayri dengeye getirildi. Her dért ortam
icin de 2,5 uM — 1 mM arasinda artan derisimlerde hipoksantin ilaveleri
yapildi. ilaveler sonrasi 900 s karistirilip, karistirmanin ardindan 200 s
sonundaki diftizyon akimi okundu. Elde edilen Ai degerleri grafige gecirildi
(Sekil 4.4.).

3.7. Platin/Polipirol-Polivinil Sdlfonat Elektro  dunun, Serbest Enzimli
Ortamda Potansiyel De gisimine Kar i Cevap Akimlarindaki

Degisimin incelenmesi

Pt/PPy-PVS elektrot, Ag/AgCI referans elektrot ve platin tel pH’sI 7,5 olan
fosfat tamponu, 1 M lityumperklorat, 100 uL KO, 50 uL U enzimleri bulunan
hicreye daldirildi. +0,3 mV sabit potansiyel uygulanarak dengeye getirildi ve
denge akimi kaydedildi. Daha sonra artan derisimlerde hipoksantin ilaveleri
yapildi. Her ilavede ¢oOzelti 900 saniye karistirildi, karistirmanin ardindan 200
saniye sonrasindaki difizyon akimi okundu. Okunan akimlar ile denge akimi
arasindaki farklar alinarak her bir derigsim icin Ai degerleri hesaplandi. Ayni
slemler sirasiyla +0,4 mV, +0,5 mV, + 0,6 mV, +0,7 mV potansiyelleri icin
uygulandi. Hipoksantin derisimlerine karsi Ai degerleri ortak bir grafikte
toplandi(Sekil 4.5.)
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3.8. Platin/Polipirol-Polivinilsiilfonat Film Uzerin e Ksantin Oksidaz ve

Urikaz Enzimlerinin Capraz Ba glama Yontemiile immobilizasyonu

Hazirlanan Pt/PPy-PVS elektrodunun yiizeyi saf su ile yikandiktan sonra,
7,5 puL Glutaraldehit (GA), 1 mg BSA, 100 pL KO ve 50 pL U enzimlerini
ihtiva eden c¢oOzeltiden elektrodun her iki ylzeyine de esit miktarda ilave
edilerek kuruyana kadar bekletildi[24]. Kuruyan Pt/PPy-PVS/GA-KO-U enzim
elektrodu saf su ile yikanip tampon co6zeltide bir sire bekledildikten sonra,
tampon ¢oOzeltisi ve destek elektrolit ihtiva eden hiicre igerisine daldirilip 400
mV’da dengeye getirildi. Denge akimi kaydedildi. Ardindan 1 pM — 10 uM
arasinda artan konsantrasyonlarda hipoksantin ilaveleri yapildi. Her ilave
sonunda 900 s karistirihp 200 s sonundaki diftizyon akimi okundu. Okunan
akimlar denge akimindan cikarilarak elde edilen Ai de@erleri kaydedilerek

grafige gecirildi (Sekil 4.6.).

3.9. Enzim  immobilizasyonu Sirasinda Kullanilan  Glu taraldehit
Miktarinin  Platin/Polipirol-Polivinil Sulfonat/GA-KO-U Enzim

Elektrodun Cevabi Uzerine Etkisi

Literatir arastirmalarinda capraz baglayici reaktif olarak kullanilan
Glutaraldehitin bazi enzimlerin katalitik merkezlerine baglanarak onlari inhibe
ettigi gorulmustir. Bu bilgiye dayanilarak immobilizasyon islemi sirasinda
kullanilan glutaraldehit miktari artirilarak cevap akimlari karsilastiriimigtir. Bu
amagcla bolum 3.8’de anlatildigi gibi hazirlanan enzim BSA ve glutaraldehit
icieren c¢Ozeltideki glutaraldehit miktari iki katina cikarilmig ve ayni iglemler
tekrar edilmistir. Elde edilen sonuclar bolim 3.8’deki sonuclarla birlikte grafik

edilerek karsilastiriimasi yapilmistir (Sekil 4.6)
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3.10. KO ve U Enzimlerini Tutuklama Yontemi ile immobilize Ederek
Pt/Polipirol-Polivinil Stlfonat-KO-U Enzim Elektrodunun
Hazirlanmasi ve Bu Elektrodun H ipoksantine Duyarlil ginin

incelenmesi

Platin elektrot yakma ve asitte bekletme iglemlerinden sonra zimparalanip saf
su ile temizlendi. Ardindan hiicre icerisine 2,21 uL saf su 31,5 uL pirol, 1,25
mL polivinilstlfonat, 1 mL KO, 0,5 mL drikaz enzimi ilave edilerek 5 mL’lik bir
hicre hazirlandi. Hicreden 10 dk. Argon gazi gecirilerek oksijen
uzaklastirildi. Daha sonra donusumli voltametri teknigi kullanilarak -1,0V —
+2,0 V arasinda 50 mV/s tarama hzinda 6 dongude CV taramasi yapildi.
Kaplanan elektrot saf suyla yikandi ve tampon c¢ozelti icerisinde bir sire
bekletildi. Tampon ¢ozelti ve destek elektrolit ihtiva eden hilcre sisteminde
dengeye getirildi. 1 pM - 10 pM arasinda artan hipoksantin
konsantrasyonlarinda olcimler alindi. Elde edilen akimlar 3.8 ve 3.9'da elde

edilen degerlerle birlikte grafige gecirilerek karsilastirildi (Sekil 4.6).

3.11. Platin/Polipirol-Polivinilstlfonat/Ksantin O ksidaz-Urikaz Enzim

Elektrodunun Optimum Ko sullarinin Belirlenmesi

Enzim elektrodunun en iyi calisma kosullarinin belirlenmesi icin pH’nin etkisi,
sicakhgin etkisi, substrat derigsiminin etkisi, enzim elektrodunun tekrar

kullanilabilirligi ve raf émrinun belirlenmesi calisildi.

3.11.1. pH’nin etkisi

Her enzim belirli bir pH ortaminda maksimum performans goéstermektedir.
Hazirladigimiz enzim elektrotta c¢ift enzim bulundugundan bu cift enzimli
elektrot sisteminin optimum pH’sl, her bir enzimin kendisine ait optimum
pH’dan farkh olacagi beklenmektedir. Sistemin optimum pH’sinin belirlenmesi

icin, farkli pH ortamlarinda denemeler yapilmistir. Bu amacla Bolim 3.10°'da
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anlatildigr gibi hazirlanan enzim elektrodun 6-10 arasi degisen pH’larda
hipoksantine karsi duyarlligi incelendi ve kargilastirldi. Bu iglem igin pH’si 6,
7, 8, 9 ve 10 olan 0,1 M fosfat tamponlari hazirlandi. Her bir pH ortami icin
mevcut pH kosullarinda ayri ayri hipoksantin ¢ozeltileri hazirlandi. Her bir pH
ortaminda 6lgtim alinirken enzim elektrodun, o pH ortamina uyum saglamasi
icin 6lcuim yapilacak pH ortaminda bir sure bekletildi ve her bir pH ortami igin
denge akimina gelmesi bekletildi. Olgciim islemi igin hipoksantin ilavesi, hiicre
ici derisimi 0,1 mM olacak sekilde yapildi. Hipoksantin ilvesinden sonra hiicre
ortami 900 s karistirildi ve 200 s sonundaki diftizyon akimi okundu. Okunan
akimlar denge akimindan cikarilarak her bir pH prtami igin Ai degerleri

hesaplandi ve grafige gecirildi (Sekil 4.7).

3.11.2. Sicakli gin etkisi

Hazirlanan ve dengeye getirilen biyosensoriin amperometrik cevap akimi
uzerine, sicakhgin etkisini incelemek amaciyla 20 °C, 30 °C, 40 °C, 50 °C ve
60 °C sicakliktaki ortamlarda biyosensoriin amperometrik cevabi olculdd.
Hucre icine pH’'si 8,2 olan 0,1 M 9 mL tampon ¢o6zeltisi ve 1 mL 1 M sodyum
perklorat ¢ozeltisi konuldu ve enzim elektrot hiicreye daldinidi. Grant W14
marka termostatli dolasimli su banyosu kullanilarak, hiicre icindeki ¢ozeltinin
sicakligi 20 °C olacak sekilde ayarlandi. 400 mV sabit potansiyelde dengeye
getirildi ve denge akimi kaydedildi. Her bir sicaklik ortaminda hicre ici
derisimi 0,1 mM olacak sekilde hipoksantin ilavesi yapildi. ilave sonrasinda
900 s karistirilip, 200 s sonundaki diftizyon akimi okundu. Ayni iglemler diger
sicaklik degerlerinde de yapilarak okunan akimlar kaydedildi Okunan
akimlardan elde edilen Ai degerleri grafik edildi (Sekil 4.8).

3.11.3. Substrat deri giminin etkisi
Bolum 3.10’daki gibi hazirlanan enzim elektrot; icerisinde, pH’si 8,2 olan 0,1

M 9 mL fosfat tamponu ve 1 mL 1 M sodyum perklorat bulunan ¢ozeltiye

daldinidi. 400 mV sabit potansiyelde dengeye getirilerek denge akimi
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kaydedildi. Daha sonra 1pM — 0,75 mM derigsim araliginda hipoksantin
ilaveleri yapildi. Her ilavede c¢o6zelti 900 saniye karistirilip, 200 saniye
sonundaki difizyon akimi okundu ve denge akimi ile arasindaki farklar
alinarak her bir hipoksantin derigimi icin Ai degerleri belirlendi. Hipoksantin
derigimlerine karsi Ai grafigi cizildi (Michaelis-Menten egrisi)(Sekil 4.9).
Cizilen bu grafikten yararlanilarak biyosensoriin ¢calisma araligi ve tayin siniri
belirlendi. Ayrica elde edilen verilerden Lineweaver-burk grafigi cizildi ve bu
grafikten yararlanarak ksantin oksidaz ve urikaz enziminin bulundugu cift
enzimli  sistemin  Kygszieneny V€  Imaksgszieneny degerleri[42,43]  belirlendi
(Sekil 4.10).

3.11.4. Enzim elektrodunun tekrar kullanilabilirli  ginin belirlenmesi

Bolum 3.10'da anlatilan sekilde hazirlanan enzim elektrodun optimum
kosullar altinda tekrar kullanilabilirligini 6lcmek amaciyla, ardi ardina sabit
hipoksantin derigsiminde olcimler alindi. Bu amagla; hazirlanan enzim
elektrod optimum olarak belirlenen pH’daki tampon c¢ozeltisi ve destek
elektrolitin bulundugu hucre igerisine alinarak dengeye getirildi ve 0,1 mM
hipoksantin ilave edildi. Hiicre ortami 900 s karistirihdi ve 200 s sonundaki
diftizyon akimi okundu. Hemen ardindan ayni sekilde hazirlanan hcre ile
tekrar Olcim alindi. Bu islem 20 defa tekrar edilerek okunan Ai akimlari
graifige gecirildi (Sekil 4.12)

3.11.5. Enzim elektrodunun raf 6mrinun belirlenmesi

Hazirlazirlanan biyosensorin raf omrinin tespit edilebilmesi icin 33 gun
boyunca ¢ gunluk periyotlarda olcimler alinmis ve biyosensorin ilk gin
verdigi cevap ile son gin verdigi cevap kiyaslanmigtir. Bu amacla tampon
cOzelti ve destek elektrolit iceren hicre sistemine daldirilan enzim elektrot
400 mV potansiyelde dengeye getiridi ve denge akimi kaydedildi. Ardindan
hicre ici derisimi 0,1 mM olacak sekilde hipoksantin ilave edildi ve 900 s

karigitirlip 200 s sonundaki difiizyona akimi okundu. Olgim iglemi
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tamamlanan enzim elektrot, bir sonraki 6lcim iglemine kadar tampon ¢o6zelti
icerisinde +6 °C’a ayarlanmis buzdolabinda bekletildi. Ayni iglemler her
Olcim icin tekrarlandi. Elde edilen Ai deg@erleri grafige gecirildi (Sekil 4.13)

3.12. Biyosensor Gergek Numuneler Uzerindeki Perfor ~ mansinin

incelenmesi

3.12.1. Numune Hazirlanmasi

Alinan balik numunesinin 6lcime hazir hale getirilmesi icin, balik kas
dokusundan 5 g érnek alinip parcalayici yardimi ile parcalandi. Uzerine bir
miktar saf su eklenerek bir sure karistirilarak bekletildi. Bekletilen karisim su
trompu yardimi ile mavi band sitizge¢ kagidindan suzildi ve saf su ile 100
mL’ye tamamlandi. Bu iglem bir kez yapildi. Diger islemler igin protein
coktirmesi yapildi. Bu amagla, parcalanan balik numunesi Gzerine bir miktar
su ilavesi yapildiktan sonra %10'luk TCA c¢ozeltisinden 5 — 10 damla
(c6kmenin tamamlanidigl gozle gorulinceye kadar) ilave edildi. Daha sonra
su trompu yardimi ile mavi bant sizge¢ kagidindan gegcirildi. Stzuntd

alinarak 100 mL’ye saf su ile tamamlanarak 6lciim icin hazir hale getirildi.

3.12.2. Balik numunesi ile 6lcim alinmasi

Hazirlanan biyosensor ile gercek numunelere karsi calismalar yapilmis ve
performansi incelenmigtir. Bu amacla canl olarak elde edilen alabalik ttrt
balik ile denemeler yapildi. Baligin dliminden hemen sonra balik numunesi
bolim 3.11.1'de anlatihdigi sekilde dlciime hazirlandi. Enzim elektrot tampon
cOzelti ve destek elektrolit bulunan htcre sistemine daldirihip +400 mV’da
dengeye getirilerek 6lcim iglemine hazir hale getirildi. Hazirlanan balik
numunesinden 1 mL alinarak htcre icerisine ilave edilip 900 s karistirildi ve
200 s sonundaki diflizyona akimi okundu. Ardindan standart ilave yontemiyle
bir kalibrasyon grafigi hazirlandi. Bu amacla tampon ¢ozelti destek eletkrolit

ve ballk numunesinin  bulundugu, 6lcim alinmis hicre sistemi
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degistiriimeden, 10 pM — 50 pM arasinda artan konsantrasyonlarda
hipoksantin ilaveleri yapilarak akim degerleri okundu. Elde edilen Ai degerleri
hipoksantin derisimine karsi grafik edildi (Sekil 4.14). Olgiimi alinan balik

numunelerindeki hipoksantin miktari, bu grafige bakilarak tespit edildi.

Olumi heniiz gerceklesen balik esit parcalara bolindi. Pargalarin bir kismi
-18 °C’a ayarlanmig derin dondurucuda, bir kismi +6 °C’a ayarli
buzdolabinda ve bir kismi da oda sicakliginda bekletilerek ¢ gunluk
araliklarla dlgumler alindi. Alinan dlgimler sonunda elde edilen akimlar, ilk
gunkid balik numunesinden alinan 6lgiim sonucu referans alinarak, her Ug¢

ortamdaki numune icin karsilastirma yapilmak tzere grafik edildi (Sekil 4.18).



61

4. SONUCLAR VE TARTISMA

Hipoksantin tayini yapabilmek amaciyla, ksantin oksidaz enziminin katalitik
aktivitesi ile hipoksantinin oksidasyonu sirasinda olusan hidrojen peroksitin
OlcimuU esas alindi. Fakat enzimatik reaksiyon dizisi sonucu olugan Urik asit,
hidrojen peroksitle birlikte ylkseltgenerek girisim yapmaktadir. Bu ¢alismada,
cift enzim kullanilarak, drik asitin girisimini engellemek amaci ile, ksantin
oksidaz enzimi ile birlikte Grikaz enzimi de kullanilarak olusan urik asitin
ortamdan uzaklastiriimasi amaclanmigtir. Ayrica hipoksantinin trik asite
oksidasyonu sonunda olugsan iki hidrojen perkoksite ilave olarak, urikaz
enziminin katalitik aktivitesi ile Urik asitin allantoine oksidasyonu sonucu
hidrojen peroksit olusacaktir ve bu da okunan sinyali guclendirici etki

yapacakitir.

ik olarak platin levha elektrot enzimsiz olarak kaplandi ve elektrot yiizeyine
hazirlanan filmin duyarhligini test edebilmek amaciyla, artan hidrojen peroksit
derigimlerinde dlgumler alindi. Ardindan hazirlanan film elektrodun,
hipoksantinin  oksidasyonu sonucu olusan hidrojen peroksite karsi
duyarlihgini tespit edebilmek icin serbest enzimli ortamda 6lcimler alindi.
Daha sonra her iki enzimin birbirlerine gore en dogru oranini tespit etmek
amaci ile serbest enzim ortaminda her iki enzimin birbirlerine gore oranlari
degistirilerek en iyi oran belirlendi. Elektrodun en iyi ¢alisma potansiyeli
belirlendi. Calisma potansiyeli olarak +400 mV, enzim orani da “her iki enzim
birlerine gore esit miktarda” olarak tespit edildi ve calismalara bu yonde
devam edildi. Enzimler elekrot yiizeyine tutuklama yontemi ile immobilize
edildi. Hazirlanan enzim elektrodun calisma kosullarinin tespit edilebilmesi
icin degisen sicaklik ve pH kosullari altinda o6lcimler alinarak enzim
elektrodun optimum calisma kosularina bakildi. Enzim elektrodun tekrar
kullanilabilirligi incelendi ve raf 6mri tayin edildi. Son olarak da gercek

numuneler tGzerindeki analtik performansi test edildi.
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Pt/PPy-PVS/KO-U enzim elektrot ile hipoksantin miktari tespit ediliriken
elektrot ylizeyinde ve hicre sistemi icerisinde meydana gelen olaylar
Sekil 4.1'de gosterilmektedir.

Hipoksantin

0, KO;

2

Ksantin

” / H20; KOy
2e°
2e"
0, KO;
\ ) Urik asit
Urikaz
Pt PUPPy-PVS 2 ' <
Urikaz; Allantoin

02

Sekil 4.1. Elektrot ylzeyi ve hiicre sistemi igerisinde elektron aktarimlarinin

ve indirgenen-yikseltgenen tirlerin temsili sekli

Ksantin oksidaz ve Urikaz enzimlerinin immobilize edildigi elektrot ytizeyinde

gerceklesen reaksiyon dizisi agagida gosterildigi gibidir;

Hipoksantin + KO, ——»  Ksantin + KO;

KO;+ O, _— KOy + H>,0O»

Ksantin + KOy ——  Urik asit + KO;
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KO; + O, 5 KOy +H0O,

Urik asit + Uy —— Allantoin + U

U+ O, > Uy + H,0O5

3H,0; —— 30, +6H" +6¢e

Enzimatik reaksiyonlar sonucu olusan hidrojen peroksit molekulleri elektrot
ylzeyinde yukseltgenir. Bu ylUkseltgenme esnasinda sabit potansiyel altinda
anodik bir akim olusur. Olusan anodik akim buyudkligu hipoksantin derisimi

ile orantil olarak degisir.

Pt/PPy-PVS film elektrot Uzerine ksantin oksidaz ve Urikaz enzimleri
hapsetme yontemi ile immobilize edildi. Hazirlanan enzim elektrodun
biyokimyasal 6zellikleri ve analitik performansi incelendi. Sonuglara iligkin

degerlendirmeler yapilarak yorumlandi.

4.1. Hazirlanan Pt/PPy-PVS Film Elektrodunun Duyarl 1liginin Test

Edilmesi

Bolum 3.3'de anlatildigi gibi hazirlanan film elektrodun duyarhliginin tespit
edilebilmesi icin artan hidrojen peroksit derisimlerine karsi cevap
akimlarindaki degisimlere bakildi. Teorik olarak artan hidrojen peroksit
derigimi ile orantih anodik akim cevaplari beklenmektedir. Deneysel sonuglar
da bu yonde olmustur. 5 uM — 500 uM arasinda artan hidrojen peroksit
derigsimlerinde dogrusal bir akim artisi gozlendi. Sonuclar grafige gecirildi
(Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Hazirlanan film elektrodun artan hidrojen peroksit derigimine karsi

cevap akimlari

4.2. Pt/PPy-PVS film Elektrodun Serbest Enzimli Ort amda Hipoksantine

Duyarlili ginin incelenmesi

Hidrojen peroksit artisina, dogrusal cevap veren film elektrodun serbest
enzimli ortamda hipoksantine duyarhligina bakildi. Ortama hipoksantin
ilaveleri ile bolim sekil 4.1'deki reaksiyonlar hicre sisteminde c¢ozeltide
gerceklesmis, olusan hidrojen peroksit, c¢oOzeltiden platin elektroda
diftizlenerek platin ylizeyde ylUkseltgenmistir. Bu sirada olusan anodik akim

kaydedilerek grafige gecirildi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Pt/PPy-PVS film elektrodun serbest enzimli ortamda hipoksantine
cevabi

Grafikte de goruldagia gibi hipoksantin derisiminin artisina paralel olarak
akimlarda da bir artis go6zlenmistir. Bu sonug, hipoksantinin enzimatik
reaksiyonlar sonucu olsturdugu Uriinlerin elektrokimyasal olarak tesipit

edilebileceginin bir géstergesidir.

4.3. Platin/Polipirol-Polivinil Stlfonat Elektro  dunun, Serbest Enzimli
Ortamda, Iki Enzimin Birbirlerine Kar sI Oranlarinin  Cevap

Akimlarina Etkisinin  incelenmesi

Hipoksantinin allantoine kadar olan reaksiyonu, bir seri reaksiyondur. Yani
birbirine baglh ¢ adimh bir reaksiyon dizisidir (Sekil 2.1). Bu reaksiyon
dizisinin ilk iki basamagini ksantin oksidaz enzimi katalizlerken, son
basamagini ise Urikaz enzimi katalizlemektedir. Bu yluzden bu iki enzimin

birlikte kullanilacag! analitik 6lcim ortaminda, enzimlerin birbirlerine gore
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oranlari 6nemli bir parametredir. Clnku trikaz enziminin kullanim amaci; utrik
asitin girisimini engllemek maksadiyla, oksidasyonunun saglanarak ortamdan
uzaklastiriimasidir. Bu yizden enzim oranlari ortamda Urik asit kalmayacak
sekilde ayarlanmalidir. Bu amacla serbest enzimli ortamda enzimlerin orani
bolum 3.6’da anlatildigr gibi yapildi ve sonuglar ortak bir grafikte gdsterildi
(Sekil 4.4).

0,16 -

0,12 - @ Esit miktar R%=0,9945
= B KO ikikat R2=0,9897
2
<

U iki kat R*=0,937

U 4 kat R?=0,9915

0,04

O T T T 1
0 3 6 9 12

[Hx] (uM)

Sekil 4.4. Serbest enzimli ortamda, ksantin oksidaz ve Urikaz enzimlerinin

birbirlerine gore oranlarinin hipoksantine duyarliigina etkisi

Grafikte en yiksek ve en dogrusal akimlari enzimlerin birbirlerine gére esit
oranlarda alindigi durum verdiginden bu oranlarda enzim alinarak
calismalara devam edildi. Ksantin oksidaz enziminin iki reaksiyonu
katalizlediginden dolayi, bir reaksiyon dzisinin ayni anda tamamlanabilmesi
icin iki ksantin oksidaz enzimine karsilik bir Urikaz enzimi gerekecektir. Bu
sebeple bu enzimlerin esit miktarda alinmasi durumunda urikaz enzimi
ortamda ksantin oksidaz enziminin iki kati kadarmis gibi bir durum ortaya
cikacaktir. Bu da ortamda Urik asit birikimini engelleyecektir. Urikaz enziminin
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iki kat ve dort kat alindigi durumlara bakildiginda, akimlarin duistugu
gozlenmektedir. Bu yuzden calismalara, her iki enzim birlerine gore esit

miktarda olacak sekilde ayarlanarak devam edildi.

4.4. Platin/Polipirol-Polivinil Sulfonat Elektro  dunun, Serbest Enzimli
Ortamda Potansiyel De gisimine Kar g1 Cevap Akimlarindaki

Degisimin incelenmesi

Enzimatik reaksiyonlar sonucu olusan hidrojen peroksitin +300 V - +700 mV
arasinda yukseltgendigi bilinmektedir. En iyi c¢alisma potansiyelinin
bulunabilmesi icin serbest enzimli ortamda belirtilen potansiyel araliginda
degisen degerlerde 6lcuimler alinarak en iyi calisma potansiyeli belirlendi. Bu
amagcla bolum 3.7°de anlatildigi gibi dlgtimler alinarak okunan akim degerleri
tek bir grafikte toplandi (Sekil 4.5).

0,5 -

0,4 -

03 - €300mV R2=0,9755
?4::: W400mV R2=0,9998
E 500 mV R?=0,9469

0,2 - 600 mV R?=0,9904

700 mv R*=0,9553

" %

O T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

[Hipoksantin] (LM)

Sekil 4.5. Pt/PPy-PVS film elektrodun serbest enzimli ortamda farkh

potansiyellerdeki akim degerleri
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Grafige bakildiginda en yiksek akimlarin +700 mV’da alindig1 gérilmektedir.
Fakat muhtemel girisimleri en aza indirmek icin mimkin olan en dusuk
potansiyelin secilmesi analitik secicilik acisindan daha olumlu sonuclar
vereceginden, +300 mV ile +400 mV potansiyel degerleri daha uygun
gorulmustar. Bu iki potansiyel degeri karsilastirildiginda +400 mV, hem akim
degeri olarak daha yiiksek olmasi, hem de R? yani dogrusallik degerinin
daha yuksek olmasi sebebiyle tercih edildi ve ¢alismalara +400 mV’luk sabit

potansiyel altinda devam edildi.

4.5. Platin/Polipirol-Polivinil Stlfonat Film Uze  rine Ksantin Oksidaz ve
Urikaz Enzimlerinin Capraz Ba @lama ve Tutuklama Yontemi ile

immobilize Edilerek Sonuclarin De  gerlendiriimesi

Ksantin oksidaz ve Urikaz enziminin immobilizasyonu ilk olarak capraz
baglama yontemi ile denendi. Bu amacla BSA ve glutaraldehit kullanilarak
Bolim 3.8'de anlatildigi sekilde Pt/PPy-PVS/KO-U enzim elektrodu
hazirlandi ve bu elektrot ile 6lgimler alindi. Ardindan capraz baglamada
kullanilan glutaraldehit miktariin akim Gzerine etkisini incelemek icin
glutaraldehit miktari iki katina c¢ikarilarak yeni bir enzim elektrot hazirlandi ve
Olcim alindi. Daha sonra enzim immobilizasyonu Bolim 3.10'da anlatildigi
gibi tutuklama yontemi ile yapildi. Bu islemlerin hepsinde, ksantin oksidaz ve
drikaz enzimlerinin Uniteleri esit olacak sekilde ayarlanarak immobilizasyon

yapildi. Her ¢ durum icin alinan dl¢iimler tek bir grafikte toplandi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Enzim immobilizasyon seklinin akimlar tzerine etkisi

Grafikte goruldugu gibi tutuklama ile immobilizasyon yapildiginda daha
yuksek ve daha dogrusal akimlar elde edildi. Capraz baglama ile
immobilizasyon yapildiginda akimlar diasmustir. Glutaraldehit miktarinin
degistiriimesi de herhangi farkllik gosterrmemis ve hemen hemen ayni akim
degerleri elde edilmistir. Elde edilen akimlarin tutuklama yonteminde elde
edilen akimlardan daha digsik olmasinin sebebi; ¢capraz baglama esnasinda
glutaraldehitin bazi enzimlerin aktif merkezine baglanarak, enzimi inhibe
etmesidir. Tutuklama esnasinda enzim baglanmasi olmadigindan enzim aktif
merkezi serbest, elektrot ylizeyine de daha yakin olacaktir. Bu sebeple enzim
immobilizasyonu tutuklama yontemi ile yapildi ve caligmalara bu yonde

devam edildi.
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4.6. Pt/PPy-PVS/KO-U Enzim Elektrodu Uzerin e pHnin Etkisinin
incelenmesi ve Enzim Eletkrot icin Optimum pH De gerinin

Belirlenmesi

Cift enzimli elektrot sistem i¢in optimum calisma pH’sini belirlemek amaci ile
Bolum 3.11.1'deki iglemler yapilarak sonuglar grafige gecirilmigstir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Pt/PPy-PVS/KO-U enzim elektrot sisteminin farkh pH

ortamlarindaki cevap akimlari

Olguimler pH: 6, 7, 8, 9 ve 10 ortamlarinda alinmistir. En yuksek akimlar pH:8
ortaminda elde edilmigtir. Fakat cift enzimli elektrot sisteminde calistigimiz
icin grafigin tepe noktasina karsilik gelen pH'nin optimum pH olarak alinmasi
daha uygun olacaktir. Cunkt her iki enzimin optimum pH’lari birbirlerinden
farkhdir (Cizelge 2.1 ve Cizelge 2.2). Tepe noktasinin x eksenini kestigi nokta

8,2'dir. Calismalara pH:8,2 ile devam edildi.
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4.7. P/PPyPVS/KO-U Enzim Elektrodun De gisen Sicaklik Ortamlarinda
Cevap Akimlarinin Olgllmesi ve Optim um Sicaklik De gerinin

Belirlenmesi

Hazirlanan enzim elektrot sistemi i¢cin en iyi calisma araliginin
belirlenebilmesi icin Bolim 3.11.2'de anlatildigi sekilde o6lciimler alindi ve

sonuclar grafige gecirildi (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Pt/PPy-PVS/KO-U enzim elektrodun sicaklik degisimine kargi
duyarlihgi

En yiksek akim degerleri 30 °C'da elde edilmistir. Grafigin tepe noktasinin x
eksenini kestigi nokta da 30 °C oldugundan, optimum sicaklik degeri olarak

30 °C kabul edildi.
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4.8. Pt/PPy-PVS/KO-U Enzim Elektrodunun Ar tan Hipoksantin
Derigimine Kar g1 Davrani si

Enzimler artan substrat konsantrasyonlarinda strekli olarak ayni sekilde
davranmazlar. Baglangicta ilave edilen substrat aninda trtine donugur. Fakat
belli bir substrat derisimine gelindiginde, artik enzimin aktif merkezi substrata
doygun hale gelir ve olusan Uriin miktari artan substrat konsantrasyonuna
ragmen sabit kalir. Hazirlanan biyosensér sisteminde reaksiyonu
gerceklestiren ana etken enzim oldugu icin, biyosensorin genel
davraniginda, enzimlerin davraniglarinin en blyuk rol oynayacagi
bilinmektedir. Artan substrat konsantrasyonlarinda da biyosensériin cevabi
enzimlerin karakteristikleri ile benzer olacaktir. Yani artan substrat derisimine
kargl baglangicta artan bir akim sergileyecek sonrasinda da enzim aktif
merkezi substrata doygun hale geleceginden akim degerleri sabitlenecektir.
Bu boélimde enzim elektrot sisteminin artan hipoksantin derisimine kargi
davranigi incelendi. Bu amacla Bélim 3.11.3'de anlatilan islemler yapilarak

elde edilen akimlar grafige gecirildi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Pt/PPy-PVS/KO-U enim elektrodunun artan hipoksantin derigsimine
karg! davranisi



73

Grafikte de goruldugu Gzere, enzim elektrot sistemi beklendigi gibi Michaelis-
Menten grafigine benzer bir tutum sergilemistir. Artan hipoksantin
derigimlerine karsi baglangicta dogrusal bir artis géstermis, ardindan enzim
aktif merkezinin substrata doydugu anda, artan hipoksantin derigimine
kargilik cevap akimi sabitlenmistir. Ancak bu grafige bakarak sistemin
karakteristigini tespit etmek zordur, cunki grafik dogrusal degildir.
Dogrusalligi saglamak icin Michaelis-Menten denklemi ters cevrilip gerekli
duzenlemeler yapilarak Lineweaver-Burk denklemi elde edildi. Bu
denklemdeki dogrusalligi saglayan degerler grafige gegirilerek Lineweaver-
Burk grafigi cizildi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Enzim elektrot sisteminin Lineweaver-Burk grafigi
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Bu grafikten yararlanilarak cift enzimli elektrot sistemi i¢in Kwszy degeri 3,7
KM olarak tespit edilmistir. Enzim elektrot sistemi i¢in Inaks(gszy degeri ise 0,19
HA/dk olarak bulunmustur. Enzim elektrodun tespit edebildigi minimum
hipoksantin derisimi 2,5 pM, maksimum hipoksantin derisimi ise 10 mM
olarak goOzlenmektedir. Sonu¢ olarak hazirlanan enzim elektrodun calisma
arahgr 1 pM — 10mM hipoksantin derigimleri arasindadir.

4.9. Pt/PPy-PVS/KOU Enzim Elektrodu icin Kalibrasyon Grafi §i Cizilmesi

Enzim Elektrodun Olcim arahdinin tespitinden sonra, icerigi bilinmeyen
numunede hipoksantin miktarinin yapilabilmesi i¢in kalibrasyon grafigi cizildi.
Bu islem icin Sekil 4.9 grafigindeki dogrusal olan noktalar baz alinarak
2,5 pM ile 10 pM ve 25 uM ile 0,1 mM arasinda artan konsantrasyonlarda
hipoksantin ilaveleri ile doért noktall disik ve ylksek konsantrasyonda

dogrusal iki kalibrasyon grafigi elde edildi(Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Pt/PPy-PVS/KO-U enzim elektrodun (a) dusuk derisimlerde
kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.11.(Devam) (b) Pt/PPy-PVS/KO-U enzim elektrodunun ylksek
derigilerde kalibrasyon grafigi

4.10. Pt/PPy-PVS/KO-U Enzim Elektrodunun Tekrar Kul lunilabilirli ginin

incelenmesi

Enzim elektrodunun tekrar kullanilabilirliginin tespit edilebilmesi igin Bolum
3.11.4’de anlatilan iglemler uygulanilarak elde edilen akimlar grafige gecirildi
(Sekil 4.12). Birinci 6lcimde alinan akim degeri ile yirminci dlcimde alinan
akim degeri karsilastirilip enzim elektrodun art arda yirmi kullanim sonundaki

performans kaybi incelenip, bagil standart sapmasi hesaplandi.
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Sekil 4.12. Pt/PPy-PVS/KO-U enzim elektrodunun tekrar kullanilabilirligi

Olguimler ahlnirken, her bir o6lcimde kosullarin ayni olmasina 6zen
gosterilmistir. Sonu¢ olarak enzim elektrodun 20 Olcim sonrasinda
performasinin %74,5'ini korudugu gozlenmigtir. Bagil standart sapma 0,1 mM

hipoksantin derigimi icin %9,78 olarak bulunmustur.

4.11. Enzim Elektrodun Raf Omriiniin Tayin Edilmesi

Hazirlanan enzim elektrodun raf omrindn belirlenmesi amaciyla BolUm
3.11.5'de anlatilan iglemler uygulanarak elde edilen degerler grafige
gecirilmigtir (Sekil 4.13). Periyodik araliklarla alhinan 33 gunlik calhsma
sonunda; birinci gun alinan akim degeri ile 33. gun alinan akim degeri
kargilastirilip enzim elektrodun performans kaybi ve sonuglarin bagil standart

sapmasi hesaplandi.
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Sekil 4.13. Enzim elektrodun raf 6mri

33 gundn sonunda enzim elektrodun performansinda % 44°lik bir azalma

meydana gelmistir. Bagil standart sapma degeri %19,7.

4.12. Biyosensériin Gercek Numunelere Kar g1 Davrani sinin incelenmesi

Biyosensorin gercek numunelere karsi performansinin incelenmesi igin
Alabalik balik tard tercih edildi. Balik canli iken alinip, 6liminden hemen
sonra hipoksantin miktarina, hazirlanan biyosensoér ile bakildi. Ardindan
baliktaki hipoksantin artiglarini izlemek ve bu artigslan hazirlanan
biyosensoriun tespit edip edemeyecegini gozlemleyebilmek icin, balik
numunesi cesitli ortamlarda bekletildikten sonra olcimler alindi. Bu amacla

Bolum 3.12.1 ve Bolum 3.12.2°deki iglemler sirasiyla yapildi.
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4.12.1. Balik 6lumu gergekle stigi anda alinan 6lgiim

Balik 6lumi gerceklestigi anda numune Bolum 3.12.1'de anlatildigi sekilde
hazirlanarak 6lcim alindi. Burada protein c¢oktirme ile c¢oktirmeme
arasindaki akim degerlerindeki degisimi gozlemleyebilmek igin ilk numune
hazirlamada protein ¢Oktirmesi yapilmadi. Ayni numune proteini
cOkturilerek de hazirlandi ve ikisinin akimlari karsilastirildi. Ardindan
standart ekleme metoduyla Kkalibrasyon grafigi cizildi. Bu grafigin
denkleminde, okunan akim degeri yerine yazilarak x ekseninde karsilik gelen
deger numunedeki hipoksantin miktari olarak okundu (Sekil 4.14).

0,3 ~ y =3,3078x + 0,0331
R?=0,9933

Ai (UA)

-0,02 -0,01 0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08
[Hipoksantin] (mM)

Sekil 4.14. Balik 6lumi gerceklestigi anda proteini ¢okturulerek hazirlanmig
numune icin standart ekleme metodu ile hazirlanmis kalibrasyon

grafigi

Numune icin okunan akim degeri grafikteki yerine yazildiginda elde edilen
deger: 0,010°dur. Gerekli seyreltme faktorleri yapildiginda numunedeki
hipoksantin miktari 2,0 mM olarak bulundu. Proteini ¢okurilmemis numune
icin yapilan dlcimlerde daha yuksek bir akim degeri elde edildi. Bu akima

karsilik gelen hipoksantin derigimi ise 2,65 mM oldugu gozlendi. Bu deger
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bize numunede bulunan proteinlerin girisim etkisi yapabilecegini gostermigtir.
Bu yuzden bundan sonraki gercek numune calismalarinda protein

cokturalmesi yapildi.

4.12.2. Derin dondurucuda bekletiimi  $ balik numunesinde hipoksantin

artiglarinin gézlenmesi

ilk olcimi alinan balik numunesi parcalara ayrilarak bir kismi -18 °C’a
ayarlanmig derin dondurucuda bekletilip 3 gunluk peryotlarda o6lcumler
alinarak hipoksantin artisi hazirlanan biyosensdrle gozlemlenmek istenmisgtir.
Bu amacla Bolum 3.12.1'de anlatildigi sekilde numune hazirlandi ve Bolim
3.12.2'de anlatildigi sekilde olcumler alindi. Olgiim sonuglari kalibrasyon
grafiginden okundu. Okunan degerler bekletilen giin sayisina karsi grafik
edildi (Sekil 4.15).

3,5 -

2,5 -
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0,5 -

Sekil 4.15. Derin dondurucuda bekletilen numune icin peryodik araliklarla
alinan hipoksantin dl¢cim sonugclarinin, bekletilen giin sayisina

kargi grafigi
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Garfige bakildiginda derin dondurucuda bekletilen balik numunesinde
hipoksantin miktarinin ilk giine gore biraz yukseldigi fakat bu yiukselmenin

derin dondurucuda ilerleyen zamanlarda sabitlendigi goérilmektedir.

4.12.3. Buzdolabinda bekletiimi s balik numunesinde hipoksantin

artiglarinin gézlenmesi

ilk 6lciimii alinan balik numunesi parcalara ayrildi, parcalarin bir kismi da +6
°C’a ayarlanmig buzdolabinda bekletildi. Ug giinliik peryotlarla élgiimler alindi
ve alinan olcumlerden elde edilen sonuglar gin sayisina karsi grafige
gecirildi (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Buzdolabinda bekletilen numune icin peryodik aralklarla
alinan hipoksantin 6lgim sonuglarinin, bekletilen giin sayisina

karsi grafigi
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Dolapta bekletilen balik numunesinde hipoksantin artigi ilk gine gore
yukselmistir. Dolapta bekletilmesi, balik numunesinde hipoksantin artisini her

ne kadar yavaglatsa da durdurucu etki gosterememistir.

4.12.4. Oda sicakl ginda bekletilmi s balik numunesinde hipoksantin

artiglarinin gézlenmesi

ik 6lcimu alinan balik numunesi parcalara ayrilmis, parcalarin bir kismi da
oda sicakhginda bekletildi. Ug gunliik peryotlarla dlgiimler alindi ve alinan
Olcimlerden elde edilen sonuglar giun sayisina kargi grafige gecirildi
(Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Oda sicakliginda bekletilen numune icin peryodik araliklarla
alinan hipoksantin 6lgim sonuglarinin, bekletilen giin sayisina
kargi grafigi
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4.12.5. Derin dondurucuda, buzdolabinda ve oda sica  kliginda bekletilen
balik numuneleri i¢in alinan hipoksanti  n 6lgiim sonuglarinin
karsilastiriimasi
Derin dondurucuda, buzdolabinda ve oda sicakhidinda bekletilen balik

numuneleri igin alinan sonuclarin tamami tek bir grafikte toplandi
(Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. Her ¢ durum igin alinan sonuglarin karsilastiriimasi

Grafige bakildiginda balikk numunesinde hipoksantin artiginin en yiksek
oldugu durum balik numunesinin oda sicakliginda bekletildigi durumdur.
Balik, derin dondurucuda bekletildiginde hipoksantin artisi ¢ok dusuk
seviyelerdedir.
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4.13. Sonug

Hazirlanan hipoksantin duyarli biyosensoériun;

Dogrusal ¢caligma arhgi: 2,5 yM — 10 pM ve 25 uM — 0,1 mM arasidir.

Olguim limiti 2,5 uM’dir

Cevap siresi 200 sn’dir.

20 6l¢cim sonunda performanisinin %74,5’ini korumustur.

33 gunun sonunda performansinin % 44’Unu kaybetmigtir.

Ksantin oksidaz ve irikaz enzimleri immobilize edilerek hazirlanan
Pt/PPy-PVS/KO-U enzim elektrot sistemi icin Kygsz) degeri 3,7 uM ve
Imaks(gsz) degeri ise 0,19 pA/dk olarak bulunmustur.

Enzim elektrot sistemi igin optimum pH degeri 8,2 olarak bulunmustur.
Optimum sicaklik degeri 30 °C olarak tespit edildi.

Gergcek numunelere kargi davranigi incelenmis ve balik
numunelerindeki hipoksantin miktari tespit edilmistir. Bekletilen balik

numunesindeki hipoksantin artigi da dogrusal bir sekilde gozlenmistir.

Hazirlanan biyosensorin literatirdeki diger calismalarla kiyaslandiginda

avantajlari ve dezavantajlari bulunmaktadir:

A.T. Lawal ve S.B. Adeloju tarafindan balik dokusunda hipoksantin tayini icin

PPy-XOD-Fe(CN)g~ biyosensoru hazirlanmistir[2]. Hazirlanan biyosensorde;
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- Hipoksantin tayini enzimatik reaksiyon sonucu olusan hidrojen
peroksitin  +800 mV’da yukseltgenmesi esasina dayanilarak
yapilmistir. Bu potansiyel degerinde urik asitin girisimini engellemek
amaclyla nafion kullanilmigtir. Calismamizda daha dusuk bir
potansiyel degeri (+400 mV) kullanilmigtir ve urik asitin girigimini
engellemek icin olusan urik asiti uzaklastirmak amaciyla trikaz enzimi
kullaniimistir.

- Minimum 6lgiim sinirt 6,0 uM’dir. Calismamizda bu deger 2,5 pM’dr.

- 0-50 ve 50-130 pM olmak uzere iki ayri dogrusal calisma araligi
vardir. Calismamizda 2,5 - 10 uM ve 25 uyM — 0,1 mM olmak tzere iki
dogrusal calisma araligi bulunmaktadir.

- 60 saat sonunda performansinda %77’lik bir dusis gozlenmistir.
Calismamizda bu deger 33 giin sonunda %44'dir.

- Her iki biyosensérde de gercek numunelerdeki hipoksantin artislar

gozlemlenebilmistir.

N. Dolmaci ve calisma grubu balikta hipoksantin tayini igin yeni bir
amperometrik biyosensor gelistirmistir[38]. Hazirlanan biyosensorde;

- Hipoksantin tayini medyatér kullanarak oksijensiz ortamda
yapiimistir. Calismamizda ise oksijenli ortamda calisildigindan
daha pratik kullanisli bir sistemdir.

- Enzim elektrodun dogrusal calisma araligi 0,1uM — 1 mM olarak
saptanmigtir. Calismamizda ise 1 uM — 10 pM ve 25 pM — 0,1 mM
olmak uzere iki ayri dogrusal ¢alisma arahgi bulunmaktadir.

- 30 gun sonunda cevap akimlarinda % 51’lik bir diisis gozlenmistir.
Calismamizda 33 gin sonunda akimlarda % 44’luk bir azalma

gozlenmistir.

Hua, S., Xua, C., Luob, J, Luoc, J, Cuid, D. Balik tazeligi tespiti icin
hipoksantine  duyarli amperometrik esasli  yeni bir  biyosensor

gelistirmiglerdir[3]. Hazirlanan biyosensdrde;



85

- Dogrusal calisma araligi 1uM - 0,4 mM olarak g6zlemlenmistir.
Calismamizda ise 1 uM — 10 pM ve 25 pM — 0,1 mM olmak Uzere iki
ayri dogrusal calisma araligi bulunmaktadir.

- Tespit edebildigi minimum hipoksantin miktari 0,8 pMdir.
Calismamizda bu sinir 2,5 pM’dir.

- 5 hafta sonunda performansinda %60’lik bir disis goOzlenmistir.

Calismamizda 33 gun sonunda %44’lik bir azalma gézlenmistir.
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