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OZET

TEZIN BASLIGI: Laccase Enzimini Temel Alan

Amperometrik Fenol Biyosensoriiniin Gelistirilmesi

YAZAR ADI: Meral TOPCU SULAK

Bu ¢alisma kapsaminda poli (GMA-co-MTM) kopolimerleri, AIBN baslaticisi
varliginda farkli kimyasal kompozisyonlarda, beslemedeki farkli GMA/MTM
monomer oranlariin  degistirilmesiyle radikal polimerizasyon yontemi ile
hazirlanmistir. Poli(GMA-co-MTM) kopolimerleri FT-IR, 1H-NMR ve 13C-NMR

spektroskopik teknikleri ile karakterize edilmistir.

[lk asamada horseradish peroksidaz (HRP) ve lakkaz enzimi kullamlarak
elektrpolimerizasyon yontemi ile iki farkli enzim elektrodu hazirlanmistir.
Hazirlanan bu iki elektrotla fenol dl¢liimii yapilarak sonuglar kiyaslanmistir. Daha
sonra hazirlanan (MTM-co-GMA) kopolimeri kullanilarak glassy karbon elektrot
modifiye edilmistir. Lakkaz (TvLac) enzimi kopolimer ile modifiye edilen elektrot

izerine fiziksel yontemle tutuklanmustir.

Calismanin ikinci asamasinda {i¢ farkli (MTM-co-GMA) kopolimeri
hazirlanmistir ve elektrodun kaplanmasinda bu kopolimerlerin metilen klortirdeki
¢oOzeltisi kullanilmistir. Calisma elektrodunun kopolimerle kaplanmasinda kopolimer
¢ozeltisinin elektrot yiizeyine damlatilip ¢6ziiclislinlin acik havada buharlagtirilmasi
ile yapilmigtir. Daha sonra (MTM-co-GMA) kopolimeri ile modifiye edilmis elektrot
elektrokimyasal hiicreye alinarak belli bir potansiyelde aktive edilmistir. Aktive
edilmis elektrot belirli konsantrasyona sahip enzim (TvLac) ¢ozeltisinde bekletilerek
enzimin fiziksel olarak tutuklanmasi saglanmigtir. (MTMz7o-c0-GMAg3) kopolimeri
kullanilarak hazirlanan enzim elektrodu ile potansiyel, ph, enzim miktar1 gibi
optimum ¢alisma sartlar1 tespit edilmistir. Optimum caligma sartlar1 tespit edildikten

sonra elektrot 10 farkli fenolik tiirin (fenol, katekol, hidrokinon, 2-kloro fenol, 3-
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kloro fenol, 4- kloro fenol, 2-4 diklorofenol, 4 metoksi fenol, 2-6 dimetoksi fenol)
tayini i¢in kullanilmistir. Her bir fenolik tiir i¢cin akim zaman egrileri, kalibrasyon

egrisi ¢ikarilmustir.

Yine ayni optimum kosullar kullanilarak diger iki kopolimer [(MTMsg-coO-
GMA4) ve (MTMgs-co-GMA;5)] ile yeni enzim elektrotlari hazirlanmis ve bu
elektrotlarda da 10 farkli fenolik tiir i¢in substrat olarak kullanilmistir. Elde edilen
sonuglara gore enzim elektrodu hazirlamak i¢in en uygun kopolimer %56 MTM- %

44 GMA kopolimeridir.

Calismanin tgiincti agsamasinda (MTMsg-C0-GMA,4) kopolimeri kullanilarak
hazirlanan elektrodun akim cevabi {izerine karbon nanotiip parcaciklarinin (CNT)
etkisi arastirilmistir. Elde edilen sonuglardan elektrot yapisinda bulunan CNT

parcaciklarinin akim cevabini ve hassasiyeti oldukga fazla artirdig1 gozlenmistir.

Fenolik tiirlerin tayini i¢cin GC/(MTM-co-GMA),/TvLac ve GC/(MTM-co-
GMA),/CNT/TvLac enzim elektrodu ilk kez bu ¢alismada gelistirilmistir. Gelistirilen
biyosensor ile gergek atiksu, aritma ¢amuru ve deniz suyunda Ol¢iim yapilmustir.
Biyosensorle elde edilen fenol tayini sonuglar1 standart metotla elde edilen sonuglarla
kiyaslanmistir. Gelistirdigimiz biyosensorlerle elde edilen fenol tayin sonuglarinin
fotometrik (STM 5530-D yontemi) yontemle elde edilen fenol sonuglari ile uyum
igerinde oldugu goriilmiistiir. Hazirladigimiz kopolimer ile modifiye edildikten sonra
lakkaz enzimi tutuklanmis elektrotla, fenol ve fenol tiirevlerinin tayininin basit bir

sekilde yapmak miimkiindiir.



il

SUMMARY

TITLE OF THE THESIS: Development of an Amperometric

Phenol Biosensor Based on Laccase Enzyme

AUTHOR: Meral TOPCU SULAK

In this thesis, poly (GMA-co-MTM) copolymers were prepared by free radical
polymerization in dimethyl formaldehyde (DMF) solution at 60 °C using a, o’-
Azobisisobutyronitrile (AIBN) as an initiatior. The copolymers, poly(GMA-co-
MTM), were characterized by FT-IR, 1H-NMR and 13C-NMR spectroscopic
techniques. Glassy carbon electrode was modified using the prepared poly (GMA-
€0-MTM) copolymers. Laccase enzyme (TvLac) was immobilized on the copolymer

modified GC electrode with the physical techniques.

At the first step two different enzyme electrode was prepared by using
horseradish peroxidase (HRP) and laccase (TvLac) enzyme according to the
electropolymerization methhod. Using these two enzyme electrodes, several phenol

analysis were carried out and the results of the analysis were compared.

Secondly, three different (MTM-co-GMA) copolymers were prepared and
electrodes were coated by using these copolymers solution in methylene chloride.
The coating process of working electrode with copolymers was performed by
“casting method”. And then, the modified working electrode with the (MTM-co-
GMA) copolymer was activated in the electrochemical cell under the preselected
potential. Activated working electrode was treated in various enzyme concentrations
(TvLac) for an hour and the enzyme was immobilized on the electrode surface. The
optimum working conditions such as potential, pH, enzyme concentration were
optimized the modified electrode. After that, the working electrodes were used to
detect the ten different phenol derivatives (3-chlorophenol, 2-chlorophenol, 2-6

dimethoxyphenol, catechol, 4 methoxyphenol, 4-chlorophenol, phenol, hydroquinone,
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2-4 dichlorophenol, p-benzoquinone). Current-time response, calibration curve and
were obtained for ten different phenolic derivatives. Using the same working
conditions, the new enzyme electrodes were prepared with the other two copolymers
[(MTMsg-c0-GMA,,) and (MTMgs-co-GMA5)] and used for ten different phenolic

derivatives as a substrate.

In the third step of this study, the effect of carbon nano tube (CNT) on the
current response of enzyme electrode with prepared (MTMsg-c0-GMAy4) copolymer
was investigated. As results of this study, CNT was enhanced highly the current

response and sensitivity of the electrode very much.

Two novel enzyme electrode [GC/(MTM-co-GMA),/TvLac and GC/(MTM-
c0-GMA),/CNT/TvLac] were developed in this study. It is possible to detect the
phenol and phenol derivatives with the development biosensor easily. The phenol
detection in the real sample (waste water, sludge and sea water) were obtained with

the development biosensor.

Phenol concentrations obtained by biosensor were compared with
concentrations obtained by using standard method (STN 5530-D). The results show

that the development biosensor well matched the standard method results.
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1. GIRIS

Cevre miihendisliginin en 6nemli ¢alisma alanlar1 su, hava, toprak ve kati
atiklarla ilgili konulardir. Hayatin temeli olan ¢evre insanoglunun vazgegcemeyecegi
bir degerdir. Ciinkii siirdiiriilebilir kalkinma ancak siirdiiriilebilir ¢evre ile
miimkiindiir. Cevrenin korunmasi1 ve gelistirilmesi konusunda c¢abalarin hedefi,
insanlarin daha saglikli ve giivenli bir ¢evrede yasamasim saglamaktir. Ulkemizde
gecmisten giiniimiize ekolojik dengenin bozulmasina sebep olan faktorlerin basinda
kirlilik, agir1 kullanim, sanayilesme ve sehirlesme gelmektedir. Genisleyen ekonomi,
sanayi, enerji, tarim ve turizmle birlikte kirlilikte artmaktadir. Kirlilik tiirlerinin

baslicalar1 hava, su, toprak ve giiriiltii kirliligi olarak sayilabilir.

Giinlimiizde ¢evre konularimi biitliniiyle ele alabilmek i¢in, yeni teknolojiler,
araclar ve hizmetler gelistirerek ve biyosfer, ekosistemler ve insan etkisi hakkindaki
bilgi birikimini artirarak, dogal cevrenin ve kaynaklarinin siirdiiriilebilir yonetimi
biiyilk 6nem tagimaktadir. Deniz, su ve hava kirliligi izleme, 6l¢gme degerlendirme
sistemleri siirdiirilebilir bir c¢evre acisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Cevresel
izleme numune alma, gozlem ve analiz yontemi ile bilgi toplanmasi,
degerlendirilmesi ve raporlanmasi olarak tanimlanabilir. Kiiresel 1sinma, ozon
tabakasinin incelmesi, hayvan ve bitki tiir ¢esitliliginin azalmasi, hava, su ve toprak
kirliliginin  yayginlasmasinin  olumsuz sonuglarinin  gézlemlenmesi c¢evresel

izlemenin ne kadar 6nemli oldugu gercegini gozler 6niine sermektedir.

Bu sebeple iklim, ekoloji, toprak ve sudaki degisikliklerin ongoriilmesi; ve
saglikla ilgili tehlikeleri de igeren ¢evresel baski ve risklerin izlenmesi, dnlenmesi,
azaltilmas1 ve dogal veya insan yapimi ¢evrenin siirdiiriilebilirligi i¢in gelistirilen
ara¢ ve teknolojiler iizerinde durulmasi gerekir. Buda ancak cevresel izleme ile
miimkiindiir. Cevresel izleme numune alma, gozlem ve analiz yontemi ile bilgi
toplanmasi, degerlendirilmesi ve raporlanmasidir. Genel anlamda g¢evresel izleme

pek cok amaca yonelik yararlar saglamaktadir:

1. Politikalarin ve eylemlerin uzun vadede istenmeyen etkiler dogurmamasi i¢in

sonuglarinin degerlendirilmesinde kullanilir.



2. Cevre iizerindeki baski ve bozulmalarin tersine ¢evrilmesi amaciyla uygulanan
stratejiler ve eylemler i¢in bir degerlendirme arasitir.

3. Insan saghigini akut kirlenme tehlikelerine ve dogal afetlere karsi korumak igin
uyari sistemlerinin bir pargasi olarak gorev yapar.

4. Emisyon standartlarina, ¢evresel kalite standartlarina ve diger ¢evresel mevzuata
uyumun kontrol edilmesinde yararlanilir.

5. Cevresel Etki Degerlendirmesi siireglerinin bir pargasi olarak kullanilabilir.

Modern yasam ve teknolojideki gelismeler cevresel sorunlari beraberinde
getirmistir. Bu sorunlar; atik su, canli atiklar1 ve giibreler, endiistriel atiklar,
elektronik atiklar ve piller, niikleer atiklar, tibbi atiklar, fenoller ve pestisidlerdir. Bu
atiklardan en 6nemlisi ise fenol ve fenoliin tiirevleridir. Fenol ve tiirevleri bilinen en
toksik ve tehlikeli organik kirleticilerdendir. Fenol ve tiirevleri toksik ozellikleri
nedeniyle atiksularda bu bilesiklerin miktarlarina smirlandirmalar getirilmistir.
Fenollii atik sularin olusmasina yol agan bir¢ok endiistriyel faaliyet arasinda,

- Yag rafinerileri,

- Kimyasal tesisler,

- Patlayic iireticileri,

- Regine iiretimi

- Kok firmlar
onemli yer tutmaktadir. Endiistriyel atik sularda sik¢a fenol ve fenol tiirevlerine
rastlanmaktadir.  Ozellikle  kémiir  isletmelerinin =~ komiir  destilasyonu,
petrokimyasallar petrol aritim ve organik sentezlerin atik sular1 bol miktarda fenol
kirliligi igerir. Fenol iceren atiksularin diger kaynaklar1 arasinda kagit hamuru ve
kagit agartma tesisleri, recine, pestisid endiistrileri, orlon {iiretimi, kagit {iretim
tesislerinde kostik havali temizleyiciler, azot isleme, tekstil fabrikalari, fiberglas
tiretimi, dokiimhaneler ve kullamilmis kaucuklarin geri kazanildigr tesisler
gosterilebilir. Demir ¢elik fabrikalari, kok ve havagazi {iretim tesislerinde kullanilan

karbonizasyon prosesi sirasinda suya dnemli miktarda fenol karigmaktadir.

Fenoller protoplazmik zehir olduklarindan tiim canli hiicre tiirlerine zarar
verirler. Fenollerin 6ldiiriicii dozlar1 deri tarafindan adsorplanabilir. Fenol varligi
suda tat ve koku olarak anlasilabilir (0.01-0.1 mg/L). Fenol igeren sularin igilmesi

siddetli bobrek bozukluklarina, agir sarsintilara ve hatta 6liimlere neden olabilir. Klor



iceren fenollerin zehirleyici etkisi ise izomere bagli olarak degisim gosterir. Tiirk
icme suyu standartlarinda suda bulunabilecek fenol miktarinin max degeri 0,002
mg/L olarak verilmistir. Klorlu fenollerin ¢ogu deride ve gozde oldukca yipratici
ozellige sahiptir ve yine zehirleyici miktarlar deriden adsorplanabilir. Fenol ve fenol
tiirevleri dogada ve insan viicudunda ¢ok uzun siire kalabilir ve bircok hastaligin
riskini arttirabilirler. Bu baglamda toprak, su ve havada fenollerin tespiti ve
izlenmesi biiylik 6nem tasimaktadir. Fenolik bilesiklerin canli tiirler i¢in ne kadar
zararli olduklar1 gayet iyi bilinmektedir. Fenoller dogal membran yapisina kolaylikla
niifuz ederek genotoksik, mutajenik ve hepatoksik etkiler gostermekte, respirasyon
ve fotosentezin kataliz mekanizmasii olumsuz yonde etkilemektedir. Tiim bu
nedenlerle fenollerin ¢evre agisindan bulunduklar1 ortamda miktarlarinin ve yerine
gore tliriiniin belirlenmesi biiyiik 6nem tagimaktadir. Fenollerin kantitatif analizi i¢in
yiiksek performans sivi kromotografi (HPLC), elektrokimyasal kapiler elektroforez
(CE), spektrofotometrik, kagit elektroforezi, ince tabaka kromotografisi, gaz
kromotografisi (GC) (ECD, FID ile), gaz kromotografisi kiitle spektrometri metodu
(MS), UV ol¢iimlii ince tabaka kromotografisi ve mikrodalga indiiklenmis plazma
emisyon spektroskopi (MIP-ES) gibi birgok teknik kullanilmaktadir. Fenol
Olctimiinde kullanilan bu yontemler olduk¢a pahali ve zaman alicidir. Bunun yan
sira baz1 yontemlerde Onderistirme ve ekstraksiyon gibi asamalar1 igermektedir.
Ayrica bu yontemler kirleticilerin yerinde izlenmesi i¢in yetersiz kalmaktadir. Bu
sebeplerden dolay1 ¢ogunlukla fenollerin tespiti ve izlenmesi igin elektrokimyasal
biyosensorler kullanilmaktadir. Diger metotlarla kiyaslandigi zaman elektrokimyasal
biyosensorler daha ucuz olmalari, kolay hazirlanmalari, yerinde izlemeler igin
kullanilabilmeleri, iyi secicilik ve kararlilik gostermeleri bakimindan oldukca
tistiindiir. Bunun yani sira;

- Duyarli, segici, uzun 6miirlii ve ekonomik 6zelliklere sahip,

- Coklu-sensor dizilerinin tasarim ve iiretimine uygun,

- Bilgisayar kontrollii 6l¢iim sistemleri ile birlikte in-vivo, in-vitro, in-situ, in-
time, on-site kullanima izin veren,

- Hareketli ortamlarda (FIA, HPLC, CE gibi) kullanilan, ¢ok diisiik tespit
hacmine sahip flow-through akis hiicrelerinin gelistirilmesi ve hazirlanmasina imkan
tantyan,

-Farkli 6rnek numunelerinde (biyolojik sivilarda, ¢evre sularinda, toprakta ve

havada, klinik vakalarda) 6l¢cmeye elverisli gibi birgok avantaja sahiptirler.



Genel anlamda biyosensorler, kimya, biyokimya, biyoloji, miihendislik gibi
pek cok bilim alanmin bilgi birikiminden yararlanilarak, kimyasal ve biyolojik
molekiillerin veya sistemlerin secicilik 6zellikleri ile modern elektronik tekniklerin
islem yeteneginin birlestirilmesiyle gelistirilen analitik/biyoanalitik aygitlar olarak
tanimlanabilir. Giinlimiizdeki bilimsel ve teknik ilerlemeler, elektrokimyasal
biyosensor teknolojisinde dnemli gelismelere yol acarak bu sensorlerin bir¢cok alanda
yaygin olarak kullanilmasina neden olmustur. Amonyak, laktat, glikoz, DNA, {ire ve
kreatinin gibi biyosensorler ¢evre ve biyolojik orneklerde rutin olarak kullanilan

sensOrlere ornek olarak verilebilir.

Bu c¢alismanin amaci en 6nemli ¢evresel kirleticilerden biri olan fenollerin
tayini i¢in bir biyosensor gelistirmektir. Caligmada oncelikle elektropolimerizasyon
yontemi ile horse radish peroksidaz (HRP) ve lakkaz (TvLac) enzimi kullanilarak iki
farkli enzim elektrot hazirlanmustir. Iki farkli enzimle hazirlanan enzim elektrodu ile
fenol Ol¢limii yapilarak sonuglar kiyaslanmigtir. Daha sonra poli (GMA-co-MTM)
kopolimerleri, AIBN baslaticis1 varliginda farkli kimyasal kompozisyonlarda,
beslemedeki farkli GMA/MTM monomer oranlarinin degistirilmesiyle radikal
polimerizasyon yontemi ile elde edilmistir. Hazirlanan (MTM-co-GMA) kopolimeri
kullanilarak glassy karbon elektrot modifiye edilmistir. Modifiye edilen elektroda
lakkaz (TvLac) enzimi fiziksel yontemle tutuklanmistir. Kopolimer ile modifiye
edildikten sonra laccase enzimi tutuklanmis elektrotla fenol ve fenol tlirevlerinin
tayininin basit ve giivenilir bir sekilde gergeklestirilmesi i¢in elektrokimyasal fenol

biyosensorii gelistirilmistir.

Ik asamada horseradish peroksidaz (HRP) ve lakkaz enzimi (TvLac)
kullanilarak elektrpolimerizasyon yontemi ile iki farkli enzim elektrodu
hazirlanmistir. Hazirlanan bu iki elektrotla fenol Ol¢iimii yapilarak sonuglar
kiyaslanmistir. Daha sonra ti¢ farkli (MTM-co-GMA) kopolimeri hazirlanmistir ve
elektrodun kaplanmasinda bu kopolimerlerin metilen kloriirdeki  ¢Ozeltisi
kullanilmigtir. Calisma elektrodunun kopolimerle kaplanmasi ¢ozeltinin elektrot
ylizeyine damlatilip ¢dziiciisiiniin acik havada buharlastirilmasi ile yapilmistir. Daha
sonra (MTM-co-GMA) kopolimeri ile modifiye edilmis elektrot elektrokimyasal
hiicreye alinarak belli bir potansiyelde aktive edilmistir. Aktive edilmis elektrot belli

konsantrasyona sahip enzim (TvLac) ¢ozeltisinde bekletilerek enzimin fiziksel olarak



tutuklanmasi saglanmistir. Hazirlanan biyosensore potansiyel, ortam pH, (MTM-co-
GMA4) konsantrsayonu, enzim miktar1 gibi cesitli deneysel parametrelerin etkileri
aragtirilarak optimum kosullar saptanmistir. Optimum parametreler elde edildikten
sonra hazirlanan kopolimerlerden en iyi akim cevabinin elde edildigi kopolimer
secilmistir. Secilen kopolimerle birlikte karbon nanotlip parcaciklar1 kullanilarak
yeni bir biyosensor hazirlanmis ve bu biyosensoriin akim cevabi {izerine karbon
nanotlip parcaciklarinin etkisi arastirilmistir. Fenolik tiirlerin tayini i¢in (MTM-co-
GMA) kopolimerini esas alan enzim elektrodu ilk kez bu caligmada gelistirilmistir.
Hazirlanan elektrotlarin aktivitesine belirlenen optimum kosullarda bir ay siireyle
bakilmis ve elektrotlarin bu silire i¢inde aktivitesini korudugu gozlenmistir.
Gelistirilen biyosensor ile gercek atiksu, aritma ¢amuru ve deniz suyu numunelerinde
Olciim yapilmistir. Biyosensorle elde edilen fenol tayini sonuglari standart metotla

elde edilen sonuclarla kiyaslanmistir.



2.  GENEL BILGILER

Tiim canlilar yagadiklar1 ortamdaki degisimleri derhal algilayip yasamlarini
siirdiirebilmek i¢in degisimlere uymaya calisirlar. Iste bu algilama mekanizmasi
biyosensdrlerin kullanimi igin temel olusturmustur. Ornegin bazi kdpeklerin koku
almalar1 insanlardan 100.000 kat daha duyarlidir. Yilan baliklar tonlarca su igerisine
ilave edilen birka¢ damla yabanci maddeyi derhal algilarlar. Kelebekler eslerinin
yaydig1 birka¢ molekiilii bile hissederler. Algler ise zehirli maddelere karsi ¢ok
duyarhdirlar. Canlilara bu uyarilar1 algilamay1 miimkiin kilan biyolojik maddelerin

analiz sistemleri ile birlestirilmesi biyosensorleri dogurmustur.
2.1. Biyosensorler

Biyosensorler canlilardaki c¢esitli maddelerin algilanmasini miimkiin kilan
biyolojik maddelerin birlestirilmesini esas alir. ilk biyosensor fikri dogadaki
canlilarin izlenip, gdézlenmesinden sonra ortaya atilmistir. Ornegin yilan baliklarmin
su i¢ine atilan ¢ok az miktarda zehri bile algilayabilmeleri buna ¢ok giizel bir

Ornektir.

Biyosensorlerin tarihi 1950 li yillarin ortalarinda L.C. Clark’in Cincinnati
Hastanesi’nde (Ohio, ABD ) ameliyat sirasinda kanin O, miktarini bir elektrot ile
izlemesiyle baglar. 1962 yilinda Clark ve Lyons glukozoksidaz (GOD) enzimini O,
elektrodu ile kombine ederek kanin glukoz diizeyini 6l¢gmeyi basarmislardir. Boylece
yeni bir analitik sistem olusmustur. Bu sistem bir yandan biyolojik sistemin yiiksek
seciciligini (enzim) diger taraftan ise fiziksel sistemin (elektrot) tayin duyarliligini
birlestirmis ve genis bir uygulama alan1 bulmustur. Klasik elektrokimya ile sadece
anyon ve katyonlar1 belirleyen sensorler hazirlanabilirken sisteme biyomateryalin de

katilmasi ile diger bircok maddenin tayini miimkiindiir.

Clark ve Lyons’un gelistirdigi ilk biyosensdrde membran diyalizator, reaksiyon
bolgesi ve ceviriciden olugsmaktadir. Ikinci jenerasyon biyosensorlerde O, yerine
elektronlar1 enzimin redoks merkezinden elektrodun yiizeyine tasiyabilen bir redoks

mediyatdrii kullanilmustir.  Ugiincii jenerasyon biyosensdrlerde enzimin redoks



merkezi ile elektrot yiizeyi arasinda direkt elektriksel iletisim saglanmis ve redoks

mediyatorlerine gereksinim kalmamustir.

Bir biyosensor, diger adiyla biyospesifik elektrot, biyoajanlar1 immobilize
halde kullanan, ¢esitli gaz, iyon ve biyolojik maddelerin teshisi, kantitatif tayini ve
orjinal sistemlerde izlenmesi saglayan probdur. Biyosensor teknolojisinin iiriinleri
giiniimiizde ¢ok degisik alanlarda ¢ok sayida maddenin tayin ve izlenmesinde yaygin

olarak kullanilir hale gelmistir.

Bir biyosensor algilayici ile biitiinlesmis veya tamamen birlestirilmis hassas
biyolojik element iceren bir alettir. Biyosensoriin gorevi biyolojik bir olayin
elektriksel sinyale dontstiiriilmesidir. Biyosensorler esas olarak ii¢ temel bilesenden
ibarettir.

- Birinci kisim biyolojik olarak duyarli materyal yani biyokatalizor tabakasi.

- Ikinci kisim biyolojik bilesenlerle temas edecek sekilde olan algilayicidir.
Bu kisim biyoajanin incelenen maddeyle etkilesmesi sonucu olusan fizikokimyasal
sinyalleri elektronik sinyallere dontstiiriir.

- Biyosensoriin {icilincii kismi ise dogrudan biyokatalizor tabakasina bagli
elektronik aygittir. Bu kisimda biyokatalizor ile tayin edilecek maddenin temasi
sonucu ortaya ¢ikan biyokimyasal sinyal uygun bir mekanizmayla kantitatif olarak
elektrik sinyaline doniistiiriilir. Sekil 2.1°de biyosensoriin  sematik gosterilimi

verilmistir.



ELEKTRONIK AYGIT

ALGILAYICI

BiYOKATALIZOR
TABAKASI

Sekil 2.1. Bir biyosensdriin sematik gdsterimi.

2.1.1. Biyosensorlerde Kullanilan Biyolojik Materyaller

Bir biyosensoriin bilesenlerinden en 6nemlisi, tayin edilecek maddeye kars1 son
derece secimli fakat tersinir bir sekilde etkilesime giren, duyarli biyolojik
materyaldir. Genel olarak biyoajanlar, biyoafinite ajanlari ve biyokatalitik ajanlar
olarak iki alt gruba ayrilirlar. Biyoafinite ajanlari1 olan antikorlar, hormon almaglari,
DNA, lektin gibi biyolojik molekiiller antijelerin, hormonlarin, DNA parg¢aciklarinin
ve glikoproteinlerin molekiiler tanimlanmasinda kullanmilir. Kompleks olusumu
sonucunda, tabaka kalinligi, kirinim indisi, 151k emilmesi ve elektriksel yiik gibi
fizikokimyasal parametrelerin degisimine neden olurlar. Biyokatalitik ajanlarsa,
analit tizerinde molekiiler degisime neden olmakta ve bu doniisiim sonucu ortamda

azalan ya da artan madde miktar1 takip edilerek sonuca gidilmektedir.

Biyosensorlerde biyokatalizér olarak enzim ve enzim sistemleri, dokular
(hayvansal, bitkisel), bakteriler, mayalar, antikorlar, antijenler, organeller, biyolojik
membran bilesenleri kullanilabilir. Biyokatalizér se¢imi ve duyarliligi probun
Ozellikleri yoniinden en Onemli noktalardan birisidir. Biyokatalizor kullanan

sensorlerin digerlerine goére Onemli avantajlari, secimli ve duyarli olmalaridir.



Biyomolekiilleri tanimay1 kapsayan biyosensor miikemmel diizeyde segicilige
sahiptir. Fakat sicaklik, pH, iyonik kuvvet gibi asir1 u¢ olan durumlarda sorun
yasanabilir. Biyosensorlede biyomateryal olarak en yaygin kullanilanlar enzimler ve
antikorlardir (Turner ve ark., 1992, Mulchandani ve Rogers, 1998, Tran, 1993).
Enzim — substrat ve antikor — antigen arasindaki etkilesimin ilk adimi analitlerin

protein molekiillerine baglanmasidir.

2.1.1.1. Enzimler

Biyokatalizorden en yaygin olarak kullanilan1 enzimlerdir. Enzimler canli
sistemlerdeki 6nemli biyolojik reaksiyonlar katalizleyen protein yapisindaki makro
molekiillerdir. Enzimler katalizledikleri reaksiyonlar igin ¢ok duyarhdirlar. 10 M ve

daha diisiik konsantrasyonlarda bile katalizor gorevi yapabilirler.

2.1.1.2. Bakteri ve Hiicreler

Saf enzim yerine hiicrelerin ¢esitli inert destek maddeleri {izerine toplanarak
saklanabildikleri ortaya ¢iktiktan sonra gesitli hiicreler biyosensorlerde kullanilmaya

baslanmistir.

Bu uygulamanin avantajlari;

1) Saf halde kararsiz olan enzimlerin hiicrede kararli olmalar1 ve hiicre ile hazirlanan
biyosensorlerin daha uzun émiirlii olmasi.

2) Enzimatik reaksiyonlar i¢in gerekli olan biitiin kofaktdr ve kimyasal maddeler
hiicrede bulundugundan, ¢ogu pahali olan ve zor bulunan bu maddelerin ayrica
kullanilmalarina gerek yoktur.

3) Canli hiicrelerle hazirlanan biyosensorlerin saf enzimlerle hazirlananlara gore

daha ucuza mal olmasi

Dezavantajlart;

1) Sterilizasyon gerektirmeleri

2) Kullanilan hiicrede istenilen enzimin disinda diger enzimlerinde bulunmasi
nedeniyle se¢imlilik azalmasi

3) Mekanik calisma giicliikleri
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2.1.1.3. Dokular

Biyokatalizor olarak doku kesitleri de kullanilabilir. Dokularda mekanik
dayaniklilik daha iyi oldugundan bu bir avantaj olarak goriilebilir. Geligmis
organizmalarda metabolizma iyi bilindiginden amaca uygun sec¢im sansi vardir.
Cesitli gazlarin hayvansal organizmadaki difiizyon siireleri sabittir. Bu tip

biyokatalizorler reaksiyonu belirli bir verim ve stokiyometri ile yiiriitiirler.

Enzimler, antikorlar, hiicreler vb gibi ¢ok fazla biyolojik molekiiller ¢ozelti
fazinda ¢ok kisa bir dmre sahiptirler. Bu ylizden uygun bir matrikse sahip olmak

zorundadirlar.
2.1.2. Algilayici (Transducer)

Algilayict reseptorlerin biyolojik reaksiyonunu sonucu olusan biyokimyasal
sinyali elektonik sinyale cevirir. Olgiilen elektriksel sinyal analit derisimiyle
orantilidir. Elektronik bir alet olan algilayici tarafindan sinyal ayrintili bir sekilde
okunur, goriintiilenir ve saklanir. ilgili tiirlerin biyokimyasal etkilesiminin dogasina
gbre uygun bir algilayict sistem secilmelidir. Fiziksel algilayicilar elektrokimyasal,
spektroskopik, termal, piezoelektronik ve yiizey akustik dalga teknolojisi olarak

cesitlendirilebilir.

2.1.3. Biyolojik Materyallerin Algilayici Uzerine

Immobilizasyonu (Tutuklanmasi)

Biyosensor sisteminde en yaygin kullanilan biyokatalizorler enzimlerdir.
Serbest enzim reaksiyon ortamindan istenilen anda uzaklastirilamadigindan
uygulamalarda reaksiyonu kontrol etmek oldukga giictiir. Ortama inhibitor katilmasi
diisiiniilebilir. Fakat bu da reaksiyon liriinleri i¢in yeni bir kirlilik unsuru olacaktir.
Uriinlerin aritilmasi ek bir maliyet doguracaktir. Ayrica enzimi reaksiyon ortaminda
aktivitesini yitirmeden ¢ikarmak olanaksiz oldugundan enzimin tekrar kullanilmasi

s0z konusu degildir. Bu yiizden enzimler spesifik fakat pahali katalizorlerdir.
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Tim bu problemleri ortadan kaldirmak i¢in enzimler immobilize edilmektedir.

Immobilize enzimlerin serbest enzime iistiinliikleri;

¢ Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilir.
¢ Cevre kosullarina kars1 daha dayaniklidir.

e Bir¢ok kez ve uzun siire kullanilabilir.

o Siirekli islemlere uygulanabilir.

¢ Dogal enzime kiyasla daha kararlidir.

¢ Birbirini izleyen ¢ok adimli reaksiyonlar i¢in uygundur.
¢ Enzimin kendini par¢alama olasilig1 azalir.

e Mekanistik ¢arpigsmalar i¢in uygundur.

e Bazi durumlarda serbest enzimden daha fazla aktivite gosterebilir.

Immobilizasyon enzimin aktivite kaybetmeden elektrot yiizeyine tutturulmasi
islemine denir. Iyi bir enzim elektrodunun yapilabilmesi i¢in en énemli adim enzim
immobilizasyonudur. Biyosensor c¢alismalarinda enzim immobilizasyonu ig¢in
genellikle dort yaygin metot kullanilir. Bunlar:

e Tasiyiciya baglama
e C(Capraz Baglama

e Kovalent Baglama

2.1.3.1. Tasiyiciya Baglama

En eski immobilizasyon yontemidir. Tasiyiciya baglama kimyasal kovalent,
iyonik veya adsorptif bicimde yapilabilir. Enzime gore tasiyici se¢imi ¢ok dnemlidir.
Tastyic1 se¢iminde partikiil bliyiikliigii, toplam ytizey, hidrofilik gruplarin hidrofobik
gruplara orani, tasityicinin  kimyasal bilesimi  Onemlidir. Bu tip enzim
immobilizosyonunda kullanilan tasiyicilar dogal veya sentetik olabilir. En cok
kullanilan sentetik tasiyicilar polistren, poliakrilamit ve polimetakrilattir. Dogal

tastyicilar ise seliiloz, nisasta, aktif karbon ve camdir.
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Tasiciya baglama yontemi ile enzim immobilizasyonu ii¢ alt grupta incelenir.

a) Kovalent Baglama

Enzimlerin reaktif tasiyicilara kovalent baglanmasi sulu ortamda
gerceklestirilir.  Enzimin tasiyiciya kovalent baglanmasinda 6nemli nokta,
baglanmanin enzim aktivitesi i¢in zorunlu gruplar iizerinden olmamasi ve baglama
sirasinda sterik engellemeler nedeniyle bu gruplarin rahatsiz edilmemesidir. Enzim
immobilizasyonunda kullanilacak tastyicilar reaktif degillerse yardimei bir reaktif ile
aktive edilmeleri gerekir. Immobilizasyon cok yumusak kosullarda gergeklestiril-
melidir. Tasiyic1 suda ¢oziinmemeli, biiyiik 6l¢lide hidrofobik karakterli olmali, suda

1slanabilmeli ayrica mekanik kararli olmalidir.

b) Iyonik Baglama

Bu yontem iyon degistirme yetenegine sahip suda c¢oziinmeyen tasiyicilara
enzimin iyonik baglanmasi temeline dayamr. Iyonik baglama ¢ok yumusak
kosullarda gergeklestirildiginden enzimin konformasyonunda ve aktif merkezinde
degisiklige neden olmaz. Ancak enzim ile tasiyici arasindaki kovalent bag kadar

giiclii olmadigindan enzim kacist s6z konusudur.

¢) Adsorpsiyon

Enzim immobilizasyonunda kullanilan en basit yontemdir. Adsorbsiyonun asil
amacit Onceleri enzimi saflagtirmakti. Yontem, yiizey aktif suda ¢oziinmeyen bir
adsorbanin enzim ¢ozeltisi ile karistirllmast ve enzimin asirisinin iyice yikanarak
uzaklagtirilmasi temeline dayanir. Enzimin tasiyiciya baglanmasinda etkin olan
Wander walls kuvvetleridir. Iyi bir adsorpsiyon saglayabilmek icin genellikle
adsorbanin bir 6n islemden gecirilmesi gerekir. En ¢ok kullanilan adsorbanlar aktif
karbon, gozenekli cam, CaCOs, kiil, kolladyum, silikajel, nisasta ve kalsiyum
fosfattir.
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2.1.3.2. Capraz Baglama

Kiigiik molekiilli bi veya multi fonksiyonel reaktifler enzim molekiilleri
arasinda baglar yaparak sonucgta suda c¢oOziinmeyen komplekslerin olusmasini
saglarlar. Capraz baglama derecesi protein ve reaktif konsantrasyonuna, pH ve
immobilize edilecek enzime ¢ok bagimlidir. Bu yontem ile enzim immabilizazyonu

dort farkl sekilde gergeklestirilir.

- Enzimin yalniz bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu.

- Enzimin ikinci bir protein varliginda bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu

- Enzimin suda ¢6ziinen bir tasiyicida adsorbsiyonundan sonra bifonksiyonel
reaktif ile reaksiyonu

-Enzimin bifonksiyonel reaktif tarafindan aktive edilmis polimer tasiyiciyla

reaksiyonu

En ¢ok kullanilan ¢apraz baglama reaktifleri, glutaraldehit, izosiyanat tiirevleri,
bisdiazobenzidin, N-N-polimetilen bisiyodasedanit, 2-5- diflora -2,4-dinitro benzen
ve N,N-etilenbismaleimittir. Capraz bagli enzimler mekanik bakimdan ¢ok
kararsizdir. Yalniz immunolojik testlerde kullanilmislardir. Ayrica ¢apraz baglamada

onemli derecede aktivite kayb1 s6z konusudur.

2.1.3.3. Tutuklama

Prensip olarak tutuklama enzim molekiiliinii belirli bir mekanda durmaya
zorlamaktadir. Enzim bulundugu cevreden disartya g¢ikamaz. Bu islem polimer
matriks i¢indeki kafeslerde gergeklestirilebildigi gibi yar1 gecirgen membranlar

icinde mikrokapsiilleme ile de ger¢eklestirilebilir.
Bu yontemi diger immobilizasyon yoOntemlerinden ayiran en onemli 6zellik
enzim molekiliiniin fiziksel veya kimyasal olarak herhangi bir tasiyiciya

baglanmamis olmasidir.

a) Polimer Kafeste Tutuklama
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Polimerizasyon ve capraz baglamanin olustu§u ortamda enzim bulundugu
takdirde enzim capraz baglama sonucu olusan odaciklarda (kafes) tutuklanmaktadir.
Bu amagla en ¢ok kullanilan polimer N,N’-metilenbisakrilamid ile ¢apraz baglanmis
poliakrilamiddir. Yontem, yiiksek derecede ¢apraz bagli bir polimerin enzim ¢ozeltisi
icinde olusturulmasi temeline dayanir. Polimerlesme sonucu enzim molekiilleri
capraz bag aglar1 arasinda tutuklanmakta ve bdylece ana ¢ozeltiye gegmeleri

engellenmektedir.

Yontemin yararlari; ¢cok kolay uygulanmasi, gergek bir fiziksel yontem olusu
ve ¢ok az miktar enzimle gerceklestirilmesi, nétral, suda ¢éziinmeyen tasiyicilarla da

immobilizasyonunun gerceklestirilebilmesi, yiiklii tasiyiciya gerek duyulmamasidir.

Yontemin sakincalart ise, immobilizasyon islemi sirasinda aktivitasyonun
deney kosullarina c¢ok siki bagli olmasi ve immobilize enzimin ancak kii¢iik

molekiillii substratlara karsi iyi bir aktivite gostermesidir.
b) Mikrokapsiilleme

Bu yontem enzim molekiillerinin yar1 gecirgen bir membran iginde
tutuklanmasindan ibarettir. Mikrokapsiillerin biiyiikligii 50-100 pm arasinda
degismektedir. Enzimler daha c¢ok kimyasal mikrokapsiilleme ile immobilize
edilmektedirler. Bu yontem ile enzim immobilizasyonu, siirekli ve siirekli olmayan
yar1 gecirgen membran mikrokapsiille tutuklamak iizere iki grupta incelenebilir.
Siirekli mikrokapsiillerde ¢ergeve membran kati, siireksiz mikrokapsiillerde ise sivi
bir tabakadir. Immobilizasyonda kullanilan cergeve maddesinin yar1 gegirgen olmasi

zorunludur.

2.2. Biyosensorlerin Calisma Mekanizmasi

Biyosensorlerin ¢alismasi sirasinda ilk Once substratin ¢ozelti igerisinden
biyosensor ylizeyine taginmasi gergeklesir. Subsratin taginmasi difiizyon, karistirma
vb. gibi ¢esitli sekillerde olabilir. Subsrat biyokatalizoriin aktif bolgesine difiizlenir.

Biyokatalizor polimerik goézenekli membrana (seliilozik diyaliz membrani gibi)
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emdirilmis veya algilayict ile polimerik membran (selofan, seliiloz asetat/nitrat,
polivinil alkol, poliiiretan vb) arasina sandvi¢ edilmis veya polimerik bir jel i¢inde
hapsedilmis olabilir. Bu hapsetme islemi i¢in poliakrilamid, jelatin, kalojen, agaroz
vb gibi dogal veya sentetik polimerler kullanilabilir. Biyokatalizor ve substrat
arasinda reaksiyon meydana gelir. Bu etkilesme sonucu gaz molekiilleri (O,, CO,,
NHs;, vb) salinabilir veya kullanilabilir, se¢imli iyonlar olusabilir. (H, NH4, diger
tek degerlikli anyon ve katyonlar), 1s1 ortaya ¢ikar veya kaybolur, optik yogunluk
degisebilir, elektron salinabilir veya kullanilabilir. Biyokatalizér ve substrat
reaksiyonu sonucu olusan iirlin algilayic1 yiizeyine taginir. Algilayict yiizeyinde
yukarida bahsedilen degisimler algilanip elektriksel devrelerle Olgiilebilecek bir

boyuta déniistiiriiliir. Olgiilen elektriksel sinyal analit derisimiyle orantilidir.

2.3. Biyosensor Cesitleri

2.3.1. Elektrokimyasal Biyosensorler

Potansiyometrik Biyosensorler

Potansiyometrik ol¢iimler, yar1 gegirgen membranla ayrilmus iki farkli elektrot
arasindaki Onemli bir akim akisinin olmadig1 potansiyel Ol¢limiini igerir.
Potansiyometrik biyosensdrler, en eski ve yaygin olarak kullanilan biyosensorlerdir.
GOD’un immobilizasyonu ile polipirol (PPY) elektrot olusumu i¢in amperometrik
yontemin tstiinde belirli avantajlara sahip oldugu kanitlanmistir (Trajanowicz ve
Krawczyk, 1995). iletken polimerli potansiyometrik biyosensorler hassas pH’a
duyarl polimerler kullanilarak da meydana getirilebilir. NH;3 polimer polipirol (PPY)
arayiizeyinde enzimlerin biyolojik gorevini hafifletmek ve canli hiicrelerin elektrot
ylizeyinde elektrot potansiyelinin ayarlanmasi gibi gorevleri yerine getirir.
Cogunlukla yaygin olan potansiyometrik aletler pH elektrotlaridir. Fakat F~, I' CN’,
Na", K*, NH,;" veya NH;, CO, gibi gazlar1 iceren segici elektrotlar da kullanilabilir.
Referans elektrot ve calisma elektrodu arasindaki potansiyel degisimi, Nerst

esitliginde tarif edilen gaz fligasitesi veya iyon aktivitesiyle logaritmik olarak degisir.
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Kandaki laktat ol¢iimii gibi dogal numunelerin analizleri i¢in enzimlerin
kullanil-masina izin veren, iletken polimerlein kullanildigr biyosensérler de
gelistirilmistir. Polimer tabakasinda iyi bir tayin olusturma avantaji elde edilebilir.
Ayrica polimer tabakasi anyonu ile potansiyometrik iire biyosensdriiniin dizayni igin
kullanilmistir. Bu ¢alismada sodyum ve potasyumun girisim yaptig1 belirlenmistir
(Pandey ve Mishra, 1988). Kreatin elektrot, kreatinaz, keratinaz ve sarkosin
oksidazin polipirol (PPY) matrikste immobilizasyonu ile yapilmaktadir (Yamato vd.,
1995). Elektron indirgemesinin  yapildigi polimer tabakasindaki enzim
immobilizasyonunu ilgilendiren giicliikler veya mekanizmadaki engeller ve
biyosensor iizerindeki dinamik etkiler kapsamli bir sekilde tartisiimis ve giintimiizde
halen ayn1 enzimlerin immobilizasyonunu anlatmak i¢in farkli polimer matrikslerin

karsilastirilmasinda kesin sonuglar alinamamustir.

Kondiiktometrik Biyosensorler

Kondiiktometrik biyosensorlerde iki metal elektrot arasindaki biyolojik
komponentin degisken iletkenligi lgiiliir. Ureaz gibi birgok enzim reaksiyonlari ve
bircok biyolojik membran reseptorleri, mikro elektrotlarin kullanildigi iyon
kondiiktometrik veya impedimetrik aletlerle izlenebilir. Ciinkii 6l¢iimdeki hassaslik
ornek c¢ozeltisindeki iletkenlikle paralel olarak degisir. Contractor (1994) tarafindan
hazirlanan biyosensorler, glukoz, lipaz ve hemoglobin/pepsin hakkinda fikir edinmek
icin, polimer matriksin ¢evresindeki degisken pH veya redoks potansiyeli gibi

degisken elektronik iletkenligin izlenmesine olanak saglar (Contractor, 1994).

Ramanathan (1995) glukoz biyosensordeki gibi polianilin filmlerinin dl¢timii
tizerinde ¢alismalar yapmistir. Ayni zamanda polipirol (PPY) glukoz biyosensoriiniin
dielektrik spektroskopik ol¢iimleri iizerinde arastirmalar yapmustir. Iletkenlik
polimerleri temel alan kondiiktometrik biyosensdrler penisilin ve ayni zamanda
glukoz, iire, lipitler ve hemoglobin igin gelistirilmistir. Mikroelektronik aletler, altin
film elektrotlar iizerindeki polipirol (PPY) tabakanin i¢cinde immobilize edilen
tireazin kullanildig1 kapasitans, iletkenlik 6l¢iimleri milimolar oraninda hassaslikla
hazirlanmaktadir. Akis enjeksiyon sistemi polipirol filmler iizerinde penisilaz
immobilizasyonu ve 6l¢iim sirasinda degisen pH yiiziinden meydana gelen degisken

iletkenlikle gelismistir (Ramanathan, 1995).
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2.3.2. Optik Biyosensorler

Optik biyosensorler iletici sistem olarak optik lifler tizerine uygun bir yontemle
uygun bir biyomolekiiliin immobilize edilmesiyle hazirlanan 6l¢tim aygitlaridir.
Etkilesim sonucu meydana gelen kimyasal ya da fizikokimyasal bir degisimin
Ol¢timiinii esas alirlar. Sinyal, 151k yansimasi, sa¢ilimi ya da yayimi sonucu meydana
gelir. Optik biyosensoriin sematik gosterimi Sekil 2.2°de verilmistir. Ornegin optik
lifin iizerine enzim immobilizasyonu ile hazirlanan optik esasli enzim sensorleri
temelde absorbsiyon, fluoresans, biyoliiminesans gibi temel ilkeler g¢ercevesinde
islev goriirler. Bu tip biyosensorlerde 1s1ik dalgalar1 fiber optik kablo yardimiyla
uygun bir dedektore iletilir. Bu biyosensorler O,, pH, CO; teshisi igin
kullanilmaktadir.  Gerard (1999) polianilin  elektrot {izerinde piriivat
konsantrasyonunu optik olarak 6lgmiistiir. Bu elektrotlar 15 giinliik bir dayaniklilik
stiresine ve 90 saniye cevap siiresine sahiptir. Singhal (2003) Langmuir-Blodgett
(LB) teknigiyle poliheksiltiyofen iizerinde glukoz oksidaz immobilize etmis ve UV-

visible spektroskopi kullanarak optik glukoz sensorii yapmistir.

Fiber Optik Prob

Tespit Molekiilii

L

" Analit

Sekil 2.2. Optik biyosensdriin sematik gdsterimi.
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2.3.3. Kalorimetrik Biyosensorler

Kalorimetri esasli enzim sensorleri, termal enzim sensorleri, enzim
termistorleri yada entalpimetrik enzim sensorleri gibi degisik isimlerle tanimlanirlar.
Temel bir prensiple bu tip biyosensdrler tiim biyokimyasal reaksiyonlardaki entalpi
degisimini icerirler. Genel olarak enzimatik reaksiyonlarin ekzotermik dogasindan
yararlanilir. Enzimatik reaksiyon sonucu meydana gelen sicaklik degisimi ile substrat
konsantrasyonu arasindaki dogrusal iliskiden sonuca ulasilir. Masbach ve Danielson
enzim termistorleri gelistirmislerdir. Termistorle, enzim reaksiyonundaki sicaklik
degisimi Ol¢llmiistiir. Substratlar, enzimler ve antijenler hakkinda termistor

biyosensorler kullanilarak tahmin yapilabilir (Mosbach ve Danielson, 1981).
2.3.4. Piezoelektrik Biyosensorler

Piezoelektrik sensorler karakteristik rezonans frekansindaki farklanmayi
belirleyerek bir piezoelektrik kristal yiizeyinde toplanan 6rnegin kiitlesinin 6l¢iilmesi
esasina gore ¢alisan gravimetrik aygitlardir. Bu tip biyosensorler elektiriksel dipole
sahip dogal anizatropile kristellerden meydana gelir. Bir piezoelektrik sensoriin
lizerinde enzim immobilizasyonuyla gergeklestirilen piezoelektrik  enzim
sensorlerinde, enzim molekiillerine substratlarin baglanmasindan dolayr meydana
gelen kiitle degisimlerinin, piezoelektrik kuartz diskin vibrasyonunda sebep olduklari
farklanmadan yararlanilarak madde miktarina ulasilir. Bu tip biyosensdrler
amonyum, hidrojen, metan, CO, nitroz oksit ve diger organa fosfor bilesikleri

Ol¢timiinde kullanilmaktadir.
2.4. Biyosensoriin Sahip Olmasi Gereken Ozellikler

2.4.1.Seg¢icilik

Ideal bir biyosensorde en énemli parametrelerden birisi segicilik dzelligidir.

Eger yeterli segicilik mevcut degilse bu eksigi giderecek uzun ek islemler gerekir.
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2.4.2. Kullaniom Omrii

Biyosensoriin - kullanim Omriinii  kisitlayan en Onemli faktor biyolojik
ceviricinin aktivitesindeki azalmadir. Bu durum ayrica, biyosensoriin kalibrasyon

aralid, stabilite, tekrarlanabilirlik gibi diger parametrelerini de etkilemektedir.

2.4.3. Kalibrasyon Gereksinimi

Ideal bir biyosensoriin hi¢ kalibrasyona gerek duymamas: ya da en az
kalibrasyona gereksinmesi istenir. Fakat bu 6zellik, teorikte planladig1 gibi, pratikte
gergeklestirilememistir. Kullanim Omiirleri boyunca biyosensorler, siklikla kalibre

edilmelidirler.

2.4.4. Tekrarlanabilirlik

Ideal bir biyosensor igin, elektrodun aymi kosullar altinda arka arkaya yapilan
Olciimlerde hemen hemen ayni sonuglarin okunmasi istenir. Pratikte pek miimkiin
olmayan bu durum g6z Oniline alinarak yapilan caligmalarda tekrarlanabilirlik
parametresi mutlaka incelenmelidir. Tekrarlanabilirlik ne kadar 1iyi olursa

biyosensoriin uygulamalarinin da o denli iyi oldugundan soz edilebilir.

2.4.5. Stabilite

Elektrot stabilitesinin (kararliliginin) yiiksek olmasi ideal biyosensorler igin
gereklidir. Stabilite, kullanilan biyolojik materyalin fiziksel dayanikliligina baghdir.

Ayrica; pH, 1s1, nem, ortam, O, derisimi gibi parametrelerden de etkilenmektedir.

2.4.6. Yiiksek Duyarhhk

Biyosensore immobilize edilmis biyolojik materyalin yalniz belirli maddelere

kars1 duyarli olmasi ideal biyosensdrlerin 6zelliklerindendir.
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2.4.7. Yeterli Diizeyde Tayin Sinir1

Tasarlanan bir biyosensoriin tayin sinirinin belirli bir derigsim degerinin altinda
olmas1 gerekmektedir. Belirtilen bu sinir, elektrot yiizeyinin biiyiikliigii, biyolojik
materyalin tayin edilecek maddeye afinitesi, immobilize edilen madde miktar1 gibi

faktorlerden etkilenir.

2.4.8. Calisma Arahg

Biyosensor uygulamalarinda c¢alisma araligi olarak adlandirilan bolge

biyosensorlerden alinan akim - derisim egrilerinin lineer oldugu derisim araligidir.

2.4.9. Hizl Cevap Siiresi

Bir biyosensor elektrodunun cevap siiresi elde edilen akim-zaman egrilerinden
anlagilabilir. Ornegin elde edilen egride basamaklarm sekli yayvan ve genisse cevap

zamani uzun (yavas), tersi s0z konusu ise cevap zamani hizlidir.

2.4.10. Hizh Geriye Donme Zamani

Geriye donme zamani Ornegin amperometrik calismalarda ilk Ornekten ne
kadar siire sonra ikinci 6rnegin Olciilebilecegini belirler. Yani ilk 6rnegin ilavesinden
sonra sabit akim degerleri kisa silirede gozlenebiliyorsa ikinci 6rnek de ayni siire

sonra ilave edilebilecektir.

2.4.11. Basitlik ve Ucuzluk

Tasarimi basit ve ucuz, kullanimi rahat biyosensorler ideal biyosensorlerdir. Bu
nedenle ilk biyosensorlerdeki karmasik ve de pahali olan yapilar daha sonra

basitlestirilmig ve miimkiin oldugunca da maliyeti diistiriilmiistiir.
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2.4.12. Kiigiiltiilebilirlik

Elektrotlarinin ~ boyutlarinin  kiigiiltiilmesi  biyosensoér tasariminda ve

kullanilabilirlik agisinan énemlidir.

2.5. Amperometrik Biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensorler i¢inde en yaygin kullanilan biyosensor tipidir.
Amperometrik biyosensorlerde dlgiim yapilacak tiirin belli bir poatnasiyel altinda
ylkseltgenmesi ve indirgenmesi saglanir. Biyokimyasal reaksiyon sonucu olusan

akim analit konsantrasyonu ile dogru orantlhildir.

2.5.1. Amperometrik Biyosensorlerin Hazirlanmasi

Biyosensor teknolojisindeki gelismeler biyosensor yapiminda c¢ok farkli
yaklagimlarin ortaya ¢ikmasina sebep olmustur (Connolly ve ark., 1995, Vadgama ve
Crumpl, 1992, Griffiths ve ark., 1993, Wring ve Hart, 1992). Elektrot yiizeyinin
molekiiler yapisinin kontrolii biyosensor yapiminda biiyilk O6nem tagimaktadir.
Amperometrik biyosensor calismalarinda yiizey modifikasyonu i¢in ¢ok ¢esitli

yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemlerin listesi Sekil 2.3’de verilmistir.
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Biyosensdrler

Coklu Tabaka
Monotabaka

3

Adsorbsiyon ¢

Kovalent
Baglama Buhar Fazda
Biriktirme
Déndsimll Geri
Déniigiimsiiz
. . Polimerler
Siyanurik 5 p0n Silanizasyen
Klorit Fonksonilasyonu r/,-T\I
Elektrokimyasal Yiizeye Kovalent

Polimerizasyon pamlatma Capraz Baglama

iletken Redoks
Polimerler Polimerleri

Sekil 2.3. Amperometrik biyosensor yapiminda kullanilan yontemler.

2.5.2. Amperometrik Biyosensorlerin Calisma Prensibi

Amperometrik biyosensorler biyolojik bir materyal ve elektrokimyasal bir
algilayicidan olusur. Biyolojik materyal analit ile birleserek onun taninmasina olanak
saglar. Algilayici ise biyolojik materyal ile analit arasinda belli bir potansiyel altinda
reaksiyon sonucu sinyali 0lgcer. Amperometrik biyosensoriin ¢alisma prensibi Sekil

2.4’ de verilmistir.
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Kangm (7O O)
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{ O

] Je——— Analiz edilecek analit

immobilize edilmis
biyvolajik ajan

|~ Algilayici

w .
. Analitin taminmasi ve

akim olugumu

Sekil 2.4. Amperometrik biyosensoriin ¢alisma prensibi.

Amperometrik biyosensorler gerekli olan i¢ temel 6ge sunlardir:
- Substrat ile etkilesimi sonucunda uygun bir elektrot ylizeyinde
yiikseltgenebilecek veya indirgenebilecek bir tiir olusturan enzim
- Enzimin aktivitesini yitirmeden elektrot yiizeyinde immobilize olmasini
saglayacak immobilizasyon metodu
- Yiikseltgenme veya indirgenme sirasinda olusacak akimin oOlciilmesi ve

potansiyelin kontroliinii saglayacak bir elektronik system

2.6. lletken Polimerler Kullanilarak Hazirlanan

Biyosensorler

Iletken polimerlerle modifiye edilmis elektrot kavraminin geg¢misine

bakildiginda, bu terimin ilk olarak 1970 lerin sonlarinda kullanilmaya baslandigi
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goriiliir. Kimyasal olarak modifiye edilmis elektrotlar {izerine en 6nemli gelisme
1984 yilinda Murray (Muray, 1984) tarafindan yapilan elektrotlarin hazirlanmasi,

karakterizasyonu ve uygulanmalari ile ilgili ¢calismada gozlenmistir.

2.6.1. Polimerler

Polimer, kiiclik, tekrarlanabilir birimlerin olusturdugu uzun-zincirli
molekiillere denir. Tekrarlanan birimler, “mer” olarak adlandirilir. Senteze baslarken
kullanilan kiicik molekiill agirlikli  birimlere ise “monomer” adi verilir.
Polimerizasyon sirasindada, monomerler doygun hale gelerek (zincir
polimerizasyonu) veya kii¢iik molekiillerin yapidan ayrilmasiyla (H,O veya HCI)
degiflir ve “mer” halinde zincire katilirlar. Polimerlerin 6zellikleri, yap1 taslar1 olan
monomerlerden biiyiik farklilik gosterir. Tekrarlanan birimlerden (monomerlerden)
olusan biiylik molekiillerin bir araya gelmesiyle polimerik maddeler olusur.
Monomerlerden polimerik maddelerin elde edilmesini saglayan reaksiyonlara da
polimerlesme reaksiyonlar1 denir. Gegen ylizyilin basindan beri hayatimiza girmeye
baslayan yapay polimerler, cesitli amaglar icin yaygin bicimde kullanilmaktadir.
“Polimerler yalitkan malzemelerdir” fikri 70°1i yillarda son bulmaya basladi; zira
daha oOnce sentezlenmis olan fakat iletkenlik vasfindan bahsedilmeyen bazi
polimerlerin, sartlara bagli olarak, elektrik akimini iletebildigi goézlenmistir.
Sonrasinda, iletken polimerlere artan ilgiyle beraber, hakkinda yapilan ¢alisma sayisi
artmis, saglanan gelisme neticesinde “organik metaller” adi altinda ¢alisma sahasi

dogmustur.

2.6.2. lletken Polimerler

Iletken polimerler yapilarinda 7 baglar1 bulundururlar. Yapilarindaki bu bagdan
dolay1 oldukca iyi iletkenlik, diisiik iyonizasyon potansiyeli ve yiiksek elektron
seciciligi gibi olagan dis1 6zellkilere sahiptirler. Bu baglar polimer zinciri boyunca
tekli veya ikili olarak degisiklik gosterir. iletken polimerlere yiiksek iletkenlik
Ozelliklerinden dolayr “sentetik metal” de denilmektedir. Birgok arastirmaci

tarafindan iletken polimerler analitik kimyada ve biyosensorlerde kullanmislardir
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(Trojanowicz ve Krawczyk, 1995, Situmorang ve ark., 1998, Schuhmann, 1995,
Wring ve Hart, 1992, Guiseppi-Elie ve ark., 1997).

Iletken polimerler denince akla gelen ilk hususlardan biri kuskusuz doping
olayidir. Sentezlenen polimer, doping yardimiyla daha biiyiik bir iletkenlige ulasir.

Bu iletkenlik, metallerin gosterdigi iletkenlige yakindir.

Iletken polimerler polikonjuge, poliaromatik ve poliheterosiklik molekiillerden
olusan ve doping edilmis hallerinde yiiksek elektriksel iletkenlige sahip olan
polimerlerdir. Yiik tasmmiminin farkli olmastyla redoks polimerlerinden ayrilirlar.
Yar iletken fiziginde “doping” terimi, kiigiik miktarlardaki dopant tiirlerinin tasiyici
madde igerisinde bir yer isgal ettiginden (yani doping halinde), dopant tiirleri
icermedigi hale gore daha fazla iletken oldugu islevini ifade eder. Konjuge
polimerlerdeki (polipirol gibi) doping islevi ise aslinda polimerin kismen
ylkseltgenmesiyle (nadiren indirgenmesiyle) meydana gelen bir yilik degisimi

reaksiyonudur. Cizelge 2.1°de bazi iletken polimerler ve 6zellikleri verilmistir.



Cizelge 2.1. Bazi iletken polimerler ve 6zellikleri
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Dopant Iletkenlik
Polimer Yapr L
madde Q'em™
Politiyofen -ﬂ_ BF,, ClO; 1000
L S in
R
Poli(3-alkiltiyofen) / \§ ' BF,, ClOs 1000-10000
\S In
Poli(pirol) Ny I BE,, ClOs 500-7500
H
Poli(asetilen) - BB 10000
oli(asetilen
I Na, ASF5
Poli(fenilenvinilen) “@ﬂ\l AsFs 10000
L n
Poli(fenilen) ——©+ AsFs, Li 1000
L n
Poli(furan) w BF,, ClO4 100
O n
H
Poli(anilin) ‘P@’ N+ HCI 200

2.6.3. Iletken Polimerlerin Biyosensérlerde Kullanimi

Cevresel izleme tekniklerinde istenilen sonuca, en az islemle, en kisa zamanda

ve istenen hassasiyette ulasmak amaclanir. Bu ¢ergevede, polimerik maddeyi analiz

basamagma uygulamak amaciyla pek c¢ok c¢alisma yapilmis ve halen de

yapilmaktadir. Iletken polimeler giines hiicreleri (Audebert ve Bidan, 1985), diisiik

agirlikli bateriler, elektrokromik aletler, molekiiler elektonik aletler ve sensorler gibi

birgok alanda kullamlmaktadir. Iletken polimerlerin en yaygi kullanildg: alanlardan

bir taneside de amperometrik biyosensorlerdir. Amperometrik biyosensorlerde

polimerin tutuculuk ve iletkenlik 6zelligi 6n plana ¢ikmaktadir. Polimerin igine
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hapsedilen biyomateryal, elektrot yiizeyine ilave Ozellikler kazandirmakta ya da
kullanim amacina gore olumsuz olan etkileri azaltmaktadir. Literatiirde farkli iletken
polimer kullanilarak fenol tayini i¢in bir¢ok amperometrik biyosensor gelistirlmistir.

fletken polimerler arasinda tiyofen gruplu polimer ve oligomerlerinin elektriksel
ozellikleri ve ¢evresel kararliliklarindan dolay1 bir¢ok uygulama alanlar1 oldugundan
(Clain ve ark., 1996, Galzi ve Zerbi, 1996, Kossmehl, 1986) bunlara daha fazla ilgi
duyulmaktadir. Pirol, tiyofen, azulen ve anilin gibi polimer film kaplamasi veren
aromatik bilesiklerin kopolimerleri, modifiye elektrotlarin eldesi i¢in uygun bir
yoldur. Sekil 2.5’de biyosensor ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilan bazi iletken

polimerlerin yapis1 goriilmektedir.

1=

Jr,.f' I f,-" \_' ||_ \'-. ,-"'/ 3 \% u AT, _ ™
OO =),
POLY AMILIME

Fr a—}

/Q @_, B {i} S

POLYPYRREOLE

AP W AT Ny A
[ > LIS

POLYFHERYLEME

FAEY I : 7,

POLY THIOPHEME

Sekil 2.5. Biyosensor c¢aligmalarinda yaygin olarak kullanilan bazi iletken

polimerlerin yapist.

Amperometrik biyosensorlerde, biyosensoriin cevabini etkileyen en Onemli
unsur katalitik molekiil (oksidaz veya dehidrogenaz) ile elektrot yiizeyi arasindaki

elektron transferidir. Bu yiizden elektrot yiizeylerinde ¢ogunlukla iletken polimer
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veya mediyator kullanilir. Bu sebeple biyosensor calismalarinda enzimin farkl
sekilllerde immobilizasyonu i¢in bir¢ok iletken polimer kullanilmaktadir (Bartlett ve
Whitaker, 1987, Umana ve Waller, 1986, Fortier ve Belanger, 1991, Hammerle ve
ark., 1992). Ayrica iletken polimerler enzim tutuklama acgisindan uygun
matrikslerdir. Hazirlanan enzimin cevap hizinin, secigiliginin artmasini saglar
(Heller, 1990). Tiim bu avantajalrindan dolay1 iletken polimerleri esas alan birgok
biyosensor gelistirilmistir (Cosnier, 1999, Lewis ve ark., 1999, Kranz ve ark., 1998,
Santhanam, 1998, Trojanowicz ve ark., 1997, Adeloju ve Wallace, 1996,
Trojanowicz ve Krawczyk, 1995, Alva ve Phadke, 1994, Contractor ve ark., 1994,
Bartlett ve Birkin, 1993, Deshpande ve Amalnerkar, 1993, Boyle ve ark., 1989,
Bidan ve ark., 1988). iletken polimerlerin biyosensérlerde kullanilmasinimn bir diger
avantaji ise elektrokimyasal sentez yoluyla dogrudan elektrot yiizeyinde
biriktirilebilmesidir. Polimerin elektrot yilizeyinde birikmesi sirasinda enzim de bu
yap1 i¢inde hapsedilebilir (Gambhir ve ark., 2001a). Farkli substratlarin tayini igin

gelistirilen biyosensorlerde kullanilan iletken polimerler Cizelge 2.2°de verilmistir.

Cizelge 2.2. Biyosensorlerde kullanilan iletken polimerler

Substrat Enzim Polimer Olciim yontemi

(Tayin edilecek tiir)

Glukoz Glukoz oksidaz Polipirol
Polianilin Amperometri

Poliindol
Atrazin Tyrosinaz Polipirol Amperometri
Kolestrol Kolestrol oksidaz Polipirol Amperometri
Lipit Lipaz Polianilin Amperometri

Laktat Laktat oksidaz Polifenilen daimin

Polivinil siilfonat/ Amperometri

Polipirol
Fenol Tyrosinaz Polipirol Amperometri

Urik asit Ureaz Polianilin Amperometri
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2.7. Karbon Nano Tiiplerin Biyosensorlerde Kullanimi

Nano teknolojilerle iiretilen malzemelerden en Onemlisi de karbon nano
tiiplerdir. Karbon nanotiiplerin bilimsel olarak 1985°te 60 ya da daha fazla karbon
atomunun birlestirilmesiyle olusan futbol topu seklindeki molekiillerin kesfiyle
baslamistir. Bu toplarin diger atom veya molekiillerle yaptig1 bilesiklere “fulleren”
denir. Bu kesiften sonra bir¢ok labaratuar sicak karbon buharimi yogunlastirarak
futbol topu seklindeki molekiilleri elde etmeye calismis; bu elde etme isleminden
kiigiik degisiklerle ¢esitli sekil ve boyutlarda kiireye benzer yapilar elde edilmistir.
Ik tiip seklindeki molekiilleri 1991°de elektron mikroskobu uzmani: Sumia lijima
fullerenlerin ark-buharlagsmasi sentezi sirasinda katodda biriken malzemeyi arastirma
sirasinda bulunmustur. Kisa bir siire sonra Thomas Ebbeson ve Pulickel Ajayan
cesitli ark-buharlagsmasi kosullar1 altinda biiyiik miktarlarda nanotiip iiretilebilecegini
gostermistir. Nanotiipler, kristal grafitlerden olusan hegzagonal oOrgilideki karbon
atomlarinin olusturdugu silindirik yapilardir. Karbon nano tiipler ¢elikten 100 kat
giiclii, 6 kat daha hafiftir. Hali hazirda elektronik goriintiileme ve algilayici cihaz
tiretiminde, hafif ingaat malzemesi yapiminda kullanilmaktalar. Tek duvarh
(SWCNT) ve ¢ok duvarli (MWCNT) oalbilirler. Tek duvarli bir karbon nanotiip, tek
bir grafit tabakasinin her iki kenarinda fulleren ucglar1 ile kendi etrafinda
dondiiriilmiis halidir. Tek duvarli olanlar genelikle 0,4 - 20 nm ¢apinda; 100 nm — 10
pum uzunlugundadir. Cok duvarli olanlar ise 4 -30 nm capinda, en ¢ok 1 pm
uzunlugundadir. Bir kursun kalemin yaris1 kadar genislige sahip bir karbon nanotiip
40,000 kilogramdan fazla yiik tasiyabilir. Karbon nano tiipler oldukca yiiksek erime

sicakligina sahiptirler. Sekil 2.6’ da karbon nano tiip yapilar1 goriilmektedir.
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Sekil 2.6. Karbon nano tiip yapilari.

Son yillarda karbon nano tiiplerin en 6nemli kullanim alanlarindan biride
biyosensorlerdir. Farkli 6zelikte bir¢ok enzim elektrodunun hazirlanmasinda karbon

nano tiiler ¢cok farkli sekillerde kullanilmaktadir.

Karbon nanotiip-chitosan kompositleri iyi iletkenlikleri, yiiksek kararliliklart
sebebiyle biosensor uygulamalarinda olduk¢a uygun matrikslerdir. Biyosensor
uygulamalar1 i¢in gerekli enzim bagska higbir baglayict ajan kullanmadan basit bir
sekilde bu komposite iginde tutuklanabilir. Ayrica bu komposite pH 6.3 {izerinde
kolayca ¢ozlinmeyen formuna doniisebilir. Bu 6zelligine dayanilarak laccase enzimi
kolayca bu komposite icerinde tutuklanarak yeni bir amperometrik biyosensor
hazirlanmistir. Ph 6 komposit igerisinde tutuklanan laccase enzimi ¢ozinmiis
formundan daha iyi katalitik aktivite géstermistir. Hazirlanan biyosensoriin en biiyiik
avantajt ABTS, katekol, ve O, bir¢ok farkli substratin dl¢iimiine izin vermesidir.
Ayrica bu substratlar i¢in oldukca yiiksek hassasiyet ve segicilik, uzun siireli
kararlilik ve oldukca kolay hazirlama prosediiriine sahiptir. Sistemin bir bagka
avantaji ise bu biyoyakit hiicresi yapimina uygulabiliyor olmasidir. Sistemde diger
enzimler ve biyomolekiiller kullanilarak yeni biyosensodrler, biyoyakit hiicreleri ve

diger biyo elektrokimyasal aletler gelistirilebilir (Liu ve ark., 2006).
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Xiang ve c¢alisma grubu dopamin tayini i¢in glassy karbon elektot {izerine
capraz baglama ile lakkaz enzimini ve ¢ok tabakali karbon nano tiipiinii esas alan
elektrokimyasal bir biyosensor hazirlamislardir. Karbon nano tiipiin biyosensore
sagladig1 Ustiin Ozelikler sayesinde dopamin olduk¢a segici bir sekilde tayin

edilmistir (Xiang ve ark., 2007).

Bir baska calismada hidrofobik karbon nano tiip ve iyonik sivilar (CNTs-IL)
kullanarak oldukca kararli hidrofobik filmle modifiye edilmis grafit elektrot yiizeyi
hazirlamislardir. Lakkaz enzimi CNTs-IL jel ile modifiye edilmis elektrot {izerine
immobilize edilmistir. Gelistirilen biyosensor oldukg¢a yiiksek termal kararhilik
gostermis ve yapida kullanilan karbon nano tiip sayesinde elektrokimyasal katalitik
yetenek artmistir. Bunun disinda gelistirilen nanokomposit olduk¢a hizl

elektrokimyasal cevap siiresine sahiptir (Liu ve ark., 2007).

Zheng ve calisma arkadaslar1 karbon nano tiip ile modifiye edilmis glassy
karbon elektrot ve lakkaz arasindaki dogrudan elektron transferini dontigiimlii
voltametri yontemini kullanarak 0,1 M fosfat ortamninda ¢alismiglardir. Calismalar
sonucu elde edilen formal potansiyel (+530 mV) lakkaz enziminde bulunan T1 bakir
merkezinin potansiyeline olduk¢a yakindir. Lakkaz katalizli oksijen indirgenmesinin
muhtemel uygulamasi askorbat/O, biyoyakit hiicreleri yapilarak 6rneklendirilmistir

(Zheng ve ark., 2008).

Diger bir baska calismada ise Penicillium simplicissimum’dan elde edilen
lakkaz enziminin aktivite tayini i¢in elektrokimyasal bir sensor gelistirilmistir.
Gelistirilen sensor glassy karbon elektrotun karbon nano tiip ile modifiye edilmesini
esas almistir. Sensorde kullanilan karbon nano tiip elektokimyasal sinyali ve
hassaslig1 ve seciciligi yaygin spektrometrik metotlara gore oldukca fazla artirmistir.
Gelistirilen sensor, lakkaz aktivitesi ve biyokiitle arasindaki iliskiye gore Penicillium

simplicissimum un hizli bir sekilde tayini i¢in kullanilabilir (Liu ve ark. 2008).
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2.8. Lakkaz Enziminin Ozellikleri Ve Kullanim

Alanlan

Lakkaz (EC 1.10.3.2) ¢oklu bakir proteinlerine sahip mavi oksidaz enzimleri
simifina girmektedir. Lakkaz enzimi bircok aromatik bilesigi oksijenin suya
indirgenmesi sonucunda ylikseltgeyebilir. Bu enzim olduk¢a genis substrat
spesifikligne sahiptir. Lakkaz enziminin yapisinda bulunan bakir merkezleri bu
bakirlarin spektroskopik 6zelliklerine {i¢ gruba ayrilmaktadir. Bunlar T1, T2 ve T3
olarak isimlendirilmistir. T1, mavi bakir 605 nm de absorbsiyon bandi verir ve
elektron paramagnatik resonans (EPR) yontemi ile dlgiilebilir. T2, UV-Vis bolgede
absorbsiyon bandi yoktur ve elektron paramagnatik resonans (EPR) yontemi ile
Olctilebilir. T3 ise biniikleer bakir merkezine sahip olup 330 nm de absorbsiyon bandi
verir ve EPR ile Ol¢lilemez (Solomon et al., 1996). Bu bakir merkezleri aym
zamanda enzimin aktif merkezleridir ve ylizeye yakin yerlerde bulunur. Lakkaz
enziminde elde edildigi kaynaga gore molekiiler agirlik 50-140 kDa arasinda
degisiklik gostermektedir. Farkli kaynaklardan elde edilen lakkaz enzimi i¢in temel
biyokimyasal 6zellikler Cizelge 2.3’de verilmistir. Lakkaz enziminin sinirh sayida
tiiriintin dortlii yapis1 aydinlatilmistic (Coprinus cinereus, Melanocarpus albomyces,

Pycnoporus cinnabarinus, and Trametes versicolor).

Cizelge 2.3. Farkli kaynaklardan elde edilen lakkaz enzimi i¢in temel biyokimyasal

Ozellikler
Lakkaz MW, | Aktivite, I pH Karib (:rlfl “lid .
(kDa) (units ) P (optimum) gerig
(%)
Trametes ochracea 60 370 4.6 49 10
Trametes hirsuta 69 350 4.05 4.5 12
Cerrena maxima 57 340 3.50 4.5 13
Coriolisimus fulvocinerea 54 350 3.50 5.2 32
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Lakkazlar genellikle bir tane T1, bir tane T2 ve iki tane T 3 olamak iizere dort
tane bakir iyonu igerirler. Bakir molekiilleri genellikle histidin, sistein kalintilari ile
koordine bag yaparlar. T2 ve T3 bakir merkezleri oksijenin suya indirgenmesi
sirasinda triniikleer bakir kiimesi olustururlar. T1 bakir merkezi indirgenen
substratlarin yiikseltgenmesi reaksiyonunu igerir. Bu sirada olusan elektronlar tekrar
T2 ve T3 bakir merkezlerine transfer edilir (Call and Miicke, 1997). Lakkaz
enziminin kristal yapis1 Sekil 2.7°de ve enzimde bulunan bakir merkezleri Sekil 2.8’

de verilmstir.

Sekil 2.7. Lakkaz enziminin kristal yapisi (Trametes Versicolor).
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Sekil 2.8. Lakkaz enziminde bulunan bakir merkezleri.

Lakkazlar olduk¢a genis substrat seciciligine sahiptir. Lakkazlar i¢in Km
degerleri onlarin organik substratlarina nazaran oldukca genistir. Bu aralik 1-10 mM
arasinda degisir. Bu sonug¢ yiikseltgenmenin aktif merkezin diginda meydana
geldiginin isaretidir (Blingy and Douce, 1983, Xu et al., 1996, Peisach and Levine
1965).

Lakkaz enziminde basit organic substratlarin oksidasyonu “ping-pong” tipi
mekanizma ile ger¢eklesmektedir. Substrat mononukleer merkezin yakininda okside
olur ve elektronlar triniikleer merkeze transfer edilir (Andreasson and Reinhammar,
1979, Reinhammar, 1981, McGuirl and Dooley, 1999, Wong and Yu, 1999).
Elektron transferi sirasinda molekiiler oksijen suya indirgenir. Giinlimiizde ne
electron transfer mekanizmasi ne de oksijenin suya indirgenme mekanizmasi tam
olarak c¢oOziilmemistir. Buna ragmen bilim adamlarn tarafindan c¢esitli muhtemel
mekanizmalar acgiklamistir. Sekil 2.9°da lakkaz enziminin muhtemel katalitik

dongiisiiniin mekanizmasina 6rnek verilmistir.
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Sekil 2.9. Lakkaz enziminin muhtemel katalitik dongiisiiniin kimyasal mekanizmasi.

Lakkaz enzimi oldukca fazla uygulama alan1 olan bir enzimdir. Organik sentez
(Huang ve ark., 1995, Fritz-Langhals ve Kunath, 1998, Setti ve ark., 1999, Uchida ve
ark., 2001, Uyama ve Kobayashi, 2002, Akta ve Tanyolag, 2003), renk giderimi
(Reyes ve ark., 1999, Abadulla ve ark., 2000, Campos ve ark., 2001, Claus ve ark.,
2002, Arias ve ark., 2003, Hou ve ark., 2004, Palmieri ve ark., 2005, Rodrigues
Couto ve ark., 2006), ksenobiotiklerin yikimi (Bohmer ve ark., 1988, Picard ve ark.,
1999, Lante ve ark., 2000, Cho ve ark., 2002, Kulys ve ark., 2003, Zavarzina ve ark.,
2004), atiksu arittimi (Calvo ve ark., 1998, D’ Annibale ve ark., 2000, Tsiouplus ve
ark., 2002, Xiao ve ark., 2003, Durante ve ark., 2004), kagit hamurunda (Jacop ve
1999, Tamminen ve ark., 2003), yiyecek endiistrisi (Huang ve ark., 1995,
1996, Kuuva ve ark., 2003, Georis ve ark., 2003) gibi bir¢ok

ark.,
Mathiasen ve ark.,
alanda kullanilmaktadir. Lakkaz enzimi bu alanlarin disinda biyosensorlerde de
biyolojik ajan olarak oldukca fazla kullanilmaktadir (Gardiol ve ark., 1996, Lisdat ve
1997, Leech ve Daigle, 1998, Bauer ve ark., 1999, Palmore ve Kim, 1999,
Kuznetsov ve ark., 2001, Freire ve ark., 2002, Haghighi ve ark., 2003, Gomes ve
ark., 2004, Roy ve ark., 2005).

ark.,
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Lakkaz enzimi oksidorediiktaz bir enzim olarak 6zellikle fenoller gibi aromatik
bilesiklerin oksidasyonunu molekiiler oksijeni suya indirgerek katalizler (Karam ve

Nicell, 1997, Gianfreda ve Bollag, 1997, Thurston, 1994).
2.8.1. Fenol Biyosensorlerine Ornekler

Amperometrik biyosensorlerde analizi yapilacak reaktantin yiikseltgenme veya
indirgenmesi sonucu olusan ve genellikle sabit potansiyeldeki akim o6l¢iiliir.
Amperometrik biyosensdr sabit voltaj altinda calisan elektrokimyasal hiicreden
ibarettir. Bu biyosensor sisteminde olusan akim miktar1 molekiillerin elektrot
yilizeyine difiizyon hizina dolayisiyla ¢ozelti i¢indeki konsantrasyonuna baglidir.
Amperometrik biyosensorlerin isleyisine etki eden en onemli faktor, molekiillerin
indirgenme veya ylikseltgenmesi sirasindaki, cogunlukla iletken polimer veya araci

iceren elektrot ylizeyi arasindaki elektron transferidir.

Kubota ve c¢alisma grubu klasik metotlar1 kullanarak (adsorbsiyon,
glutaraldehit, karbodiimit, glutaraldehit/karbodiimit) lakkaz enzimini karbon fiber
elektrot {izerine immonilize etmislerdir. En yiiksek biyosensér cevabi
glutaraldehit/karbodiimit ile yapilmis immobilizasyonda elde edilmistir. Bu metotta
glutaraldehit miktarinin biyosensor hassasligi iizerine etkisi incelenmis ve en iyi
sonu¢ 10 % (w/v) glutaraldehitte elde edilmistir. Gelistirilen biyosensor igin
optimum pH 5.0 ve ¢aligma potansiyeli -100 mV tur. Ayrica biyosensor iki ay
stireyle kararli kalabilmektedir (Kubota ve ark., 2001).

Kulys ve ¢alisma grubu recombinant fungal laccase Polyporus pinsitus (rPpL)
ve Myceliophthora thermophila kullanarak grafit ve printed grafit elektrodu temel
alan biyosensor gelistirmislerdir. Enzim bovin serum albiimini ve glutaraldehit
kullanilarak ph 5,5 ve 0,1 V immobilize edilmistir. Grafit elektrot temel alan
biyosensor i¢in pyrokateckhol substrat olarak kullanilmistir. hazirlanan biyosensor
icin hassaslik 3.8 mA/M olarak bulunmustur. Hassaslik Polyporus pinsitus (rPpL)
miktar1 arttig1 zaman 4 A/M kadar artmaktadir. Biyosensor i¢in hassaslik 9 giin siire
zarfinda ¢ok az degisiklik gostermekte fakat slire ¢ok artift zaman diismektedir.

Gelistirilen biyosensér ayni zamanda 1-naphthol, o-phenylenediamine, guaiacol,
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oanizidine, benzidine i¢inde uygulama yapilmistir. Elde edilen sonuglar recombinant
laccases enziminin fenol ve tlirevleri i¢in biyosensér uygulamalarinda

kullanilabilecegini gostermistir (Kullys ve Vidziunaite., 2003).

Haghighi ve ¢alisma grubu spektrografik grafit elektrot iizerine Trametes
versicolor tiirlinden elde edilen laccase enzimi adsorbsiyon yontemi ile
tutuklamiglardir. Laccase modifiye edilmis grafit elektrot fenolik bilesiklerin tespiti
amaciyla siirekli akis hiicresinde calisma elektrodu olarak kullanilmistir. bu amagla
katekoliin biyoelektrokimyasal Olgiimii i¢in deneysel sartlar optimize edilmistir.
Gelistirilen biyosensor i¢in optimum sartlar 0,1 M pH 5 sitrat tamponunda akis hizi
0,51 mL/dakika ve -50 mV olarak bulunmustur. Bulunan optimum kosullarda
Coriolus hirsutus tiirlinden elde edilen laccase kullailarak yeni bir elektrot
hazirlanmistir. Hazirlanan bu elektrotla elde dilen sonuglar fenolik tiirler
Phanerochaete chrysosporium tiiriinden elde edilen cellobiose dehydrogenase (CDH)
ve horseradish peroxidase (HRP)enzimi kullanilarak hazirlanan biyosensor sonuglari
ile karsilastirilmistir. Bunun yaninda Trametes versicolor tiirlinden elde edilen
laccase enzimi ile hazirlanan biyosensor, Coriolus hirsutus dan elde edilen laccase ile

hazirlanan biyosensore gore daha iyi sonuglar vermistir (Haghighi ve ark., 2003).

Gupta ve calisma grubu Rhus vernicifera ve Coriolus hirsutus gibi iki farkli
kaynaktan elde ettikleri laccase enzimini kullanarak katekol i¢in yeni bir biyosensor
gelistirmiglerdir. Laccase enzimi glutaraldehit kullanilarak tiyol monotabakasi
olusturulmus altin yilizeyde immobilize edilmistir. Farkli tiyol monotabakalari
aragtirtlmis bunlardan cystamine kullanildigi zaman elektrodun kararlilik, hassaslik
ve tekrarlanabilirliginin daha iyi oldugu gorilmiistiir. Lakkaz enziminin elektrot
ylizeyine kovalent bagla baglanmasi ile elde edilen enzim elektrodu katekol icin 1-
400 pM arasinda dogrusal calisma araligina sahiptir. Hazirlanan elektrot
buzdolabinda -20 °C saklandigi zaman aktivite kaybetmeden 1 ay oldukga iyi
kararlilik gostermistir (Gupta ve ark., 2003).

Bir bagka calismada ¢esitli kaynaklardan elde edilen laccase enzimi (Rhus
vernicifera, Agaricus bisporus, Trametes versicolor) ile biyosensorler hazirlanmistir.
Rigidoporus  lignosus  kaynakli  laccase = enziminin  2,2’-azinobis-(3-

ethylbenzothiazoline- 6-sulfonic asit) (ABTS) ve syringaldazine en iyi akim cevabini
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verdigi goriilmiistiir. 2,2’-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline- 6-sulfonic asit) (ABTS)
ve syringaldazine zeytinyagi atiksularinda bulunan tipik fenol tiirevleridir.
Rigidoporus lignosus kaynakli laccase enzimi 3-merkapto proponik asit ile
monotabaka olusturulmus altin yiizeye karbo diimit kullanilarak tutuklanmigtir. Ayni
enzim glassy karbon elektrotla siirekli sistemde kullamlmustir. Kullanilan 140 ng/cm?
tutuklanmis enzim miktarina ragmen hazirlanan biyosensor 1,4-hidrokinon
substratina kars1 3 nA/uM hassaslik gostermistir. Hazirlanan biyosensoriin yar1 dmrii
35 giindiir. Gelistirilen bu biyosensor ile Avrupa Birligi limitleri i¢in 6ngoriilen
mikromolar araliginda fenol Olgmek miimkiindiir. Ayrica bu biyosensorle yag
atiksularimi birka¢ dakika sodyum bor hidriir ile inkiibe etmek gibi kiigiik bir 6n
islem uygulanarak yag atiksularindaki diisiik konsantrasyondaki fenolik bilesikler

basaril bir sekilde Ol¢iilebilir (Vianello ve ark., 2004).

Quan ve c¢alisma grubu DenilLitee den elde edilen lakkaz enzimini silan
modifiye edilmis Pt elektrot yiizeyine tutuklayarak yeni bir enzim elektrodu
gelistirmislerdir. 2,2-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline- 6-sulfonik asit), diammonium
tuzu (ABTS), p-fenilen diamin (PPD) ve p-aminofenol (PAP) model susbtrat olarak
secilmistir. Olgiim esas1 substratin enzimatik oksidasyonu temeline dayanmaktadir.
ABST, PPD ve PAP i¢in hassashilar sirastyla 75, 330 ve 385 nA/ puM olarak
hesaplanmistir. Dogrusal calisma araliklart ise 0.12-22 puM arasinda bulunmustur.
Tespit sinir1 ise (S/N 3) PPD i¢in 45 nM PAP i¢in ise 40 nM olarak bulunmustur.
Hazirlanan elektrot i¢in kararlilik 2 haftadir. Bu siire zarfinda elektrot basalangic

aktivitesinin % 80 korumustur (Quan ve ark., 2004).

Bir baska ¢alismada Laccase Coriolus Versicolor immobilize edilmis polieter
siilfone membrani esas alan biyosensor gelistirilmistir. Gelistirilen biyosensor caffeic
asit, gallic asit, catechin, rutin, trans-resveratrol, quercetin and malvidin gibi bir¢ok
fenol tiirevinin tespiti i¢in kullanilmistir. % 12 etanol iceren ph 4,5 olan asetat
tamponunda gelistirilen amperometrik 6l¢tiimler katekhin icin +100 mV, kafeik asit
icin -50 mV’da gergeklestirilmistir. Ph 3,5 ve +100 mV biyosensor her iki substrat
icin de hassastir. Biyosensor esit miktarda Kafeik asit ve catechin igeren ¢ozelti
ilavesi ile 1.10°° M tespit siur1, 2.0 - 14.0 x 10 ° M arasinda dogrusal galisma araligi,
(0.0566 mA/M) hassaslik ve (R.S.D. < 10%) tekrarlanabilirlige sahiptir. Aymn

optimum kosullarda diger polifenol tiirevleri icinde biyosensor test edilmis fakat
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biyosensor cevap vermemistir.  Gelistirilen  biyosensoriin - kirmizi  sarap
numunelerinde denenmesi i¢in numunede bulunan polifenollerin oncelikle kat1 faz
ekstraksiyonu ile zenginlestirilmesi gerekmektedir. Standart ekleme metodu
kullanilarak kirmizi sarapta bulunan polifenoller i¢in yapilan uygulamada oldukca
fazla girisim yapabilecek tiir bulunmaktadir. Biyosensor sarap ekstraktlarinda 100

mV kullanildig1 zaman indirgenme akimi -0,3340,03 nA ol¢iilmiistir (Gomesa ve

ark., 2004).

Osmium redoks polimeri ve laccase enzimininin glassy karbon elektrot {izerine
immobilizasyonuna dayanan enzim elektrodu ile dopamine, epinephrine ve
norepinephrine nanomolar diizeyde dl¢iilmiistiir. Hazirlanan elektrotla dopamin 4 nM
kadar diisiik bir seviyede tespit edilmistir. Gelistirilen biyosensor ile -0,2 V
calisildigindan giiriilti ve girisim etkisi azalmistir. Ayrica bu biyosensor
katekolaminlere kars1 askorbik asit varliginda bile miikemmel bir segicilik
gostermistir. Fakat gelistirlen biyosensorle dopamine, epinephrine ve norepinephrine
icin akim cevabi farkliliklar1 tespit etmek miimkiin olmamistir. Lakkaz enzimini
temel alan elektrokimyasal yontemlerle gelecekte katekolamin tespiti ve izlemesi

miimkiin olabilir (Ferry ve Leech, 2005).

Grafit elektrot iizerine Cerrena unicolor tiirlinden elde edilen laccase enzimi
modifiye edilerek hazirlanan biyosensor 30 farkli yapidaki fenolik tiiriin tespiti i¢in
kullanilmistir. Hazirlanan biyosensoriin substrat yapilarina gore verdigi farkli akim
cevaplari igin siniflandirma yapilmigtir. Ornegin 2,6-dimethoxyphenol, coniferyl
alcohol, caffeic asit, DOPAC ve hydroquinone gibi substratlara nanomolar seviyede
Olctim yapilirken, ferulic asit, syringic asit, dopamine, 3,4-dihydroxybenzoic asit ve
noradrenaline mikromolar seviyede oOlgiilmiistiir. Fenol ve 4-hydroxybenzaldehyde
ise milimolar konasntasyonda Ol¢iim yapilmistir. Aym1 zamanda orto ve para
konumundaki fenoller igin hassashik -H, -CH;, -OH, -OCH; ve -NH'; gibi gruplarin
varligi ile artmigtir. Lakkaz elektrodu i¢in hassaslik ayn1 zamanda para konumundaki
fenoller icin ilave —OH grubu ilavesi ile artis gostermistir. Secilen fenolik tiirler i¢in
elde edilen sonuclar siirekli akig hiicresinde elde edilen sonuclarla kiyaslanmigtir

(Wilkolazkaa ve ark., 2005).
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Mena ve calisma grubu N-succinimidyl-3-thiopropionate (NSTP) modifiye
edilmis altin elektrot iizerine lakkaz enzimini tutuklayarak bir biyosensor
gelistirmislerdir. N-succinimidyl ile olusturulan monotabakanin hazirlanmasi iki
farkli yontemle yapilmistir. Birincisinde aktivasyon 3-mercaptopropionic asit (MPA)
mn 1-(3-dimethylaminopropyl)- 3-ethylcarbodiimide (EDC) ve N-
hydroxysulfosuccinimide ile reaksiyonu ile gergeklestirilmistir. ikinci yontemde ise
dithiobisuccinimidyl  propionate  (DTSP)  kullanilmigtir.  N-succinimidyl-3-
thiopropionate ile modifiye edilmis elektrotlar donilisiimlii  voltametri ve
elektrokimyasal impedans spektroskopi yontemi kullanilarak karakterize edilmistir.
Biyosensoriin hazirlanmasinda enzimin modifiye ylizeye glutaraldehit kullanilarak
kovalent bag ile baglanmasi saglanmistir. Calismalarda kafeik asit model substrat
olarak kullanilmistir. En 1iyi analitik performans ikinci yOntemde yapilan
modifikasyon isleminde elde edilmistir. Enzim miktar1, pH, potansiyel vb. gibi cesitli
deneysel parametrelerin amperometrik 6lgiim tlizerine etkileri incelenmistir. Sekiz
farkli fenolik tiir icin kalibrasyon egrileri ¢ikarilmistir. Tespit sinir1 caffeic asit,
catechol ve 3,4-dihydroxyphenylacetic asit (DOPAC) i¢in sirasiyla 0.07 mM, 0.05
mM ve 0.09 mM olarak bulunmustur ( Mena ve ark., 2005).

Capraz bagli enzim kristalleri (CLEC) c¢okyonlii biyokatalist 6zellikleri
yaninda ayn1 zamanda biyosensor uygulamalarinda da kullanilmaktadir. Trametes
versicolor tlirlinden elde edilen laccase cyclodextrin kullanilarak kristalize edilip,
capraz baglanmis ve liyofilize edilmistir. CLEC laccase enziminin 2-amino phenol,
guaiacol, catechol, pyrogallol, catechin and ABTS (fenolik olmayan) tiirlere kars1
oldukca aktif oldugu goriilmiistiir. CLEC laccase enzimi 30% polyvinylpropylidone
(PVP) gel icerisine gomiilerek sensor olusturulmustur. Hazirlanan biyosensorle
fenoller 50-1000 uM seviyesinde Olgtlilebilmistir. Diisiik molekiil agirligina sahip 2-
amino phenol, catechol and pyrogallol gibi fenolik tiirler olduk¢a kisa cevap siiresine
sahip oldugu goriilmiistiir. Buna karsin catechin ve ABTS gibi biiylik molekiil
agirligma sahip bilesilerdeki cevap siiresi digerlerine nazaran daha uzun oldugu
goriilmiistiir. Biyosensor Ol¢limleri i¢in optimum pH katekol substrat olarak
kullanildiginda 5,5-6 olarak bulunmustur. Biyosensor 3 aydan daha fazla siire

oldukea iyi aktivite gostermistir (Jegan Roya ve ark., 2005).
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Bir diger ¢alismada laccase enzimin temel alan ii¢ farkli grafit biyosensoriiniin
fenolik tiirlerle kirlenmis endiistriyel sulardaki davranisi ¢alisgilmistir. Calismada
katekol model substrat olarak kullanilmistir. Trametes versicolor tiiriine sahip lakkaz
enziminin elektrot iizerine immobilizasyonu ii¢ farkli sekilde yapilmistir. Birinci
tipte adsorbsiyon ile tutuklama kullanilirken diger iki tipte enzim ylizeyde
olusturulan karboksil gruplar1 sayesinde kovalent bag ile baglanmistir. Kovalent bag
ile yiizeye enzim tutuklamada sirasiyla hexamethylenediamine ve glutaraldehyde
baglayici ajan olarak kullanilmistir. Her bir biyosensor i¢in dogrusal ¢alisma araligi
hassaslik ve kararlik arastirilmistir. Hazirlanan biyosensorler iginde tutuklama
yonteminde carbodiimide ile muamele ettikten sonra hexamethylenediamine ile
muamale edilip daha sonra GA ¢ozeltisinde bekletildikten sonra enzim tutuklanan
elektrodun en iyi elektrokimyasal cevabi verdigi goriilmiistiir (Portaccio ve ark.,

2006).

Vienallo ve calisgma grubu Rigidoporus lignosus kaynakli laccase enzimini
kullanarak bir biosensor yapmislardir. Lakkaz enzimi karbodimit kullanilrak
hidrofobik ylizeye tutuklanmis olarak kullanilmistir. Hazirlanan biosensor fenol ve
tiirevlerine nanomolar seviyelerde cevap vermistir. Hazirlanan biyosensdr igin
hassaslik 100 nA/uM olarak bulunmustur. Hazirlanan biyosensor ile zeytinyagi
atiksularinda bulunan fenolik bilesikler herhangi bir 6n islem yapilmaksizin

Olciilebilir (Vianello ve ark., 2006).

Tiyol modifiye edilmis altin elektrot ile ¢iplak altin elektrot arasindaki elektron
transferi farkli kaynaklardan elde edilen laccase enzimi kullanilarak arastirilmistir.
Trametes hirsuta, Trametes ochracea ve Cerrena tiiriinden elde edilen laccase enzimi
aktivitesi  aerobik ve anerobik  sartlarda  doniisimlii  voltametri  ve
spektroelektrokimya yontemi kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Oksijen aminotiyo fenol ile
modifiye edilmis altin elektrot iizerine T. hirsuta lakkaz immobilize edilmis
elektrotta +0,625 mV indirgenmeye baslamistir. Lakkaz immobilize edilmis altin
elektrotta oksijenin indirgenmesi sonucu olusan iirlinlerden birinin hidrojen peroksit

oldugu goriilmiistiir (Pita ve ark., 2006).

Bryjak ve c¢alisma grubu biitil akrilat ve etilen glikol dimetakrilat kopolimeri

tizerine kovalent bag ile lakkaz enzimini (Cerrena unicolor) immobilize etmislerdir.
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Hazirlanan kopolimer : —-NH,, —OH, ve —COOH gibi ii¢ farkl tiir gruba sahiptir. Bu
tic farkli grubu aktive etmek icin ii¢ farkli prosediir uygulanmistir. Aktivasyon ig¢in
strastyla glutaraldehit, divilsiilfone ve karbodimit kullanilmistir. Yapilan aktivasyon
sonucunda lakkaz enziminin glutaraldehitle baglanmasi sonucu hazirlanmasi
sonucunda olduke¢a yiiksek aktivite ve kararlilik elde edilmistir. Ayni1 zamanda
glutaraldehitle baglama prosediiriine pH, iyonik kuvvet, protein konsantrasyonu gibi

parametrelerin etkisi incelenmistir (Bryjak ve ark., 2007).

Mausty ve ¢aligsma grubu ¢oziinmiis oksijen tespiti i¢in yeni bir amperometrik
sistem gelistirmiglerdir. Gelistirilen sistem enzim inhibitorleri olarak bilinen anyonik
toksik bilesiklerin tespiti i¢in uygulanmistir. Hazirlanan biyosensor laccase enzimi
(Trametes versicolor) ve [Zn—Cr—ABTS] nin glassy karbon elektrot iizerine birlikte
immobilizasyonu temeline dayanmaktadir. Elektrokimyasal basamak oksijenin 0,2 V
ta ve 2,2 -azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic asit) (ABTS) mediator olarak
kullanildig1 ortamda elektrokatalik olarak indirgenmesi ile ilgilidir. Bu tip cihazlar
6x10"° ve 4x10°M arasinda ¢oziinmiis oksijen i¢in hassas ve hizli cevap
saglamaktadir. Bunun yani sira azide (5.5 nM), fluoride (6.9 nM) ve cyanide (6.2
nM) gibi oldukga diisiik tespit sinirina sahiptirler (Mousty ve ark., 2007).

Zhang ve calisma grubu (Fe;04—SiO,) nanopartikiilleri ile ylizeyi modifiye
ederek ve modifiye yilizeyde laccase enzimini kullanarak kompost ektraktlarinda
bulunan hidrokinon konsantrasyonunu tespit etmek i¢in bir hidrokinon biyosensorii
gelistirmislerdir. Laccase enzimi magnetik nanopartikiiller iizerine glutaraldehit
kullanilarak immobilize edilmistir. Enzim immobilize edilmis bu bio-nanopartikiil
¢ozeltisi karbon paste elektrot yiizeyine damlatip kurutularak hidrokinon dl¢iimii i¢in
kullanima hazir hale getirilmistir. Hazirlanan elektrotla hidrokinon igin lineer
calisma araligi 1x1077 M ile 1.375x10™* M arasinda olup tespit siir1 1.5x10™° M
olarak bulunmustur. Hidrokinon ilavesi ile 6lgiilen akim 60 saniyede kararli hal
degerine ulasmaktadir. Kompost ekstraktlarda bulunan hidrokinon o6lgiimii igin
gelistirilen biyosensorle alinan sonuglar HPLC sonuglari ile yaklasik aynidir (Zhang

ve ark., 2007).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Deneysel Ekipmanlar

3.1.1. Kullanilan Elektrotlar

Elektrokimyasal deneylerde calisma elektrodu olarak 2 mm c¢apinda glassy
carbont disk elektrot (2 mm), karsilagtirma elektrodu olarak Ag/AgCl (3M NaCl)
elektrot ve karsit elektrot olarak Pt ¢ubuk elektrot kullanildi. Glassy karbon elektrot
her elektrokimyasal ¢alismadan 6nce 0.3 ve 0.05 mm aliimina tozu diizgiin bir ylizey
tizerinde parlatildi. Bu elektrot daha sonra sirastyla destile su ve calisilacak ¢oziicii

ile yikanip kurutulduktan sonra kullanildu.

3.1.2. Kullanilan Aletler

Calismalarda potansiyostat olarak bilgisayar kontrolli CHI 842 B
Electrochemical Analyzer kullanilmistir. Oksijen Tiipii Habas (% 99,99 saflikta)

temin edilmistir.

3.1.3. Elektrokimyasal Hiicre

Elektrokimyasal ¢alismalar bes girisli cam hiicrede yapilmistir. Bes girisin ti¢
tanesine; glassy karbon c¢alisma elektrodu, Pt karsit elektrodu ve karsilagtirma
elektrodu yerlestirildi. Diger iki giristen birine gaz giris borusu, digerine ise gaz ¢ikis

muslugu takildu.
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Sekil 3.1. Elektrokimyasal ¢alismalarin yapildig1 hiicre.

3.2. Kullanilan Deneysel Teknikler

3.2.1. Enzim Cozeltilerinin (TvLac ve HRP) Hazirlanmasi

Gerekli miktardaki lakkaz enzimi (E.C. 1.1.302, Sigma from Trametes
versicolor) ve horse radish peroksidaz (HRP) (E.C. 1.11.18.1), 1.00 mL saf su
¢Ozeltisinde ¢oOziilmistir. Enzim ¢oOzeltisi her calismadan Once taze olarak

hazirlanmustir.

3.2.2. Fenol ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Fenol ve diger fenolik tiirlerin (Merck) ¢o6zeltisi konsantrasyonu 0,5 mM
olacak sekilde saf su ile hazirlanmis ve kullanilmadigi zamanlarda buzdolabinda
saklanmistir. Caligsmalarda kullanilan fenol tiirevleri ve kimyasal yapilar1 Cizelge

1’de verilmistir.



Cizelge 3.1. Kullanilan fenol tiirevleri ve kimyasal yapilari
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Kimyasalin adi Molekiil agirhgi Kimyasal yapi
Fenol 94,11 —
o
Katekol 110,11 :@
Benzokinon 108,1 o
ST
2-6 dimetoksifenol 154,17
OH
2-Kloro fenol 128.6 PZD
3- Kloro fenol 128,56 G/Q
H
4- Kloro fenol 128,55 {(@/ﬂ
H
Hidrokinon 110,1
oo
2-4 Dikloro fenol 163 ' =
T e
4 Metoksi fenol 124,139



http://en.wikipedia.org/wiki/Image:1%2C4-Benzochinon.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/2/2b/Hydroquinone.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/Image:1%2C4-Benzochinon.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/2/2b/Hydroquinone.svg
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3.2.3. Karbon nanotiip c¢ozeltisinin hazirlanmasi

Coziinebilir karbon nano tiip asit yiikseltgenme metodu ile yapilmistir (Liu et
al., 1998). Oncelikle 14 mg mult1 valled karbon nano tiip 9:1 oraninda H,SO4/H,0,
(30 %) igeren 5 mL ¢ozelti i¢ine katilmistir. Bu karisim karbon nanotiipiin
yiikseltgenmesi i¢in 30 dakika karistirilmigtir. Reaksiyon tamamlandiktan sonra
karisima 15 mL (9:1) oraninda H,SO4/H,0; (30 %) igeren ¢ozelti katilmistir. Bu
karisim ultrasonik banyoya yerlestirilerek 5 dakika sonikasyon islemine tabii
tutulmustur. Olusan CNT karisimi 1litre saf su ile seyreltilmis ve 0.45 mikronluk
selilloz membran kullanilarak siiziilmiistiir. Daha sonra elde edilen filtrat 10 mM
NaOH ¢ozeltisi kullanilarak yikanmistir. Yikanan filtrat pH 7 oluncaya kadar saf su
ile yikanmistir. Sonugta homojen bir CNT ¢ozeltisi elde etmek i¢in ¢ozelti 2 dakika

sonikasyon yapilmistir (Zhao et al., 2002).

3.2.4. Poly(GMA-co-MTM) sentezi

3-Metiltiyenil Metakrilat'in Sentezi:3-Tiyofen metanol (5,7 g, 50 mmol), 7,3 g
kuru trietilamin ve az miktarda CuCl 35 mL kuru dietileter’de ¢oziildii. Karisima 35
mL kuru dietileter’de c¢oziilmiis distile metakriloil kloriir (5,35 g, 51 mmol)
damlatma hunisi ile 0 °C *de yavasea ilave edildi. Karisim 2 saat boyunca karistirildi.
Trietilamonyum klortiir silika jel kolonda filtre edildi. Coziicii buharlagtirildiktan
sonra karigim diklorometan ve 2 M NaOH’mn 1:1 karisiminda gece boyunca
karistirildi. Organik tabaka damitma hunisinde ayirildi, suyla iki kez yikandi ve
CaCly’de kurutuldu. Coziicii buharlastirildiktan sonra iirlin vakum distilasyonuyla
elde edildi (Yilmaz ve ark., 2004, Yilmaz ve ark., 2005). Yan grubunda tiyofen
iceren 3-thienylmethylmethacrylate (MTM) monomeri yukarida anlatildigi gibi
sentezlenmistir. Belirli miktardaki 3-thienylmethylmethacrylate (MTM), glycidyl
methacrylate (GMA), dimetilformaldehit (DMF) ve a,0’-azobisisobutyronitrile
(AIBN) (toplam monomer kiitlesinin %1 olacak sekilde) pyrex tiip icine
konulmugtur. Tiipteki bu karisimdan 10 dakika argon gaz1 gegirilerek
oksijensizlestirilmistir. Sikica kapatilan tiip 60 °C lik yag banyosuna konulmustur.
Reaksiyon tamamlandiktan sonra kopolimer metanol i¢inde ¢okelmesi saglanmis ve

daha sonra siiziilmiistiir. Birka¢ kez diklormetanda ¢6zme ve metil alkolde ¢oktiirme
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islemleri tekrarlanmistir. Elde edilen ¢okelek siiziilerek ayrilmis ve vakum etiiviinde
24  saat  kurutulmustur.  Sentez  swrasinda  kopolimer  i¢indeki = 3-
thienylmethylmethacrylate (MTM) oranlar1 ve glycidyl methacrylate (GMA) oranlari
farkli alinarak {i¢ farkli kopolimer hazirlanmistir. Bunlar sirasiyla 30% MTM-70%
GMA, 44% MTM-56% GMA, 85% MTM-15% GMA scklindedir. Sentez sirasinda
kopolimer i¢indeki 3-thienylmethylmethacrylate (MTM) oranlar1 ve glycidyl
methacrylate (GMA) oranlarn farkli alinarak {i¢ farkli kopolimer hazirlanmistir.
Bunlar sirastyla 30% MTM-70%GMA, 44% MTM-56%GMA, 85% MTM-
15%GMA seklindedir. Caligmalarimiz sirasinda kolaylik olmasi agisindan;

30% 3-thienylmethylmethacrylate ve 70% glycidyl methacrylate iceren

kopolimer (GMA-co-MTM),

44% 3-thienylmethylmethacrylate ve 56% glycidyl methacrylate iceren

kopolimer (GMA-co-MTM),

85% 3-thienylmethylmethacrylate ve 15% glycidyl methacrylate iceren

kopolimer (GMA-co-MTM); olarak tanimlanmistir.

Elde edilen kopolimerin kimyasal yapisi Sekil 3.2°de verilmistir.

\X + \K AIBN
e —
o o 0 N0 DMF,60°C
o | o [ )
S

S
GMA MTM P(GMA-co-MTM)

Sekil 3.2. (GMA-co-MTM) kopolimerinin sentezi

3.3. Biyosensorlerin Hazirlanmasi

Amperometrik fenol biyosensoriiniin gelistirilmesi i¢in elektrotlar dncelikle iki
farkli enzim (TvLac ve HRP) kullanilarak elektropolimerizasyon yontemi ile

hazirlanmistir.



48

Oncelikle glassy karbon elektrot (GC) 0.3 and 0.05um lik aliinina tozu ile
parlatilarak saf su ile yikanmistir. Calisma elektrodunun hazirlanmasinda asagidaki
prosediir takip edilmistir. GC elektrot, 0.01 M pirol, 3.5 mg/mL sodyum dodesil
siilfat (SDS) ve 0.3 mg/mL horse radish peroksidaz (HRP) iceren SmL of 100 mM
pH 4.5 asetat tamponu i¢ine alinarak 0-1.0 V potansiyel arasinda elektrokimyasal
olarak enzim yiizeye immobilize edilmistir (GC/PPy-HRP). Daha sonra GC/PPy-
HRP c¢alisma elektrodu tampon ¢ozelti yikanarak 4 'C buzdolabinda saklanr.

Yine elektropolimerizasyon yontemi kullanilarak lakkaz enzimi elektrot ylizeyine

immobilize edilerek GC/PPy-TvLaC enzim elektrodu hazirlanmistir.

Horse radish peroksidaz ve lakkaz enzimi ile elektropolimerizasyon yontemi
kullanilarak yapilan tutuklamadan sonra, bu c¢aligma kapsaminda sentezlenmis olan
tiyofen esash iletken polimerler ve lakkaz enzimi kullanilarak dort farkli elektrot
daha hazirlanmistir. Asagida bu iletken polimerle hazirlanmis olan lakkaz enzimini

temel alan enzim elektrotlarinin hazirlanma prosediirleri detayli olarak anlatilmistir.

3.3.1.Glassy karbon elektrodu / poli (glisin metakrilat-co-3-
thienylmethylmethacrylate) / Lakkaz enzimi (GC / (GMA-co-MTM),
/ TvLac) Elektrodunun Hazirlanmasi (A Elektrodu)

Oncelikle glassy karbon (GC) elektrot iizerine konsantrasyonu belirli olan
poli(glisin metakrilat-co-3-thienylmethylmethacrylate) (GMA-co-MTM),
cozeltisinden 10 pL damlatilarak elektrot yiizeyine yayilir ve agik havada kurutulur.
Olusan GC/(GMA-co-MTM),; elektrodu 5 mL pH 5 olan sitrat tamponunda 1.0 V
potansiyel altinda 3 dakika aktive edilmistir. Daha sonra bu elektrot enzim (TvLac)
¢Ozeltisine alinarak enzimin yiizeye fiziksel yolla immobilize olmasi saglanmustir.
Calismalarimiz boyunca bu elektrot GC/(GMA-co-MTM),/TvLac  seklinde

tanimlanmis ve kisaca A elektrodu olarak bahsedilmistir.
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3.3.2 Glassy karbon elektrodu / poli (glisin metakrilat-co-3-
thienylmethylmethacrylate) / Lakkaz enzimi (GC / (GMA-co-MTM),
/ TvLac) Elektrodunun Hazirlanmasi (B Elektrodu)

Glassy karbon (GC) elektrot iizerine konsantrasyonu belirli olan kopolimer
(GMA-co-MTM); ¢dzeltisinden 10 pL damlatilarak elektrot yiizeyine yayilir ve agik
havada kurutulur. Olusan GC/(GMA-co-MTM), elektrodu 5 mL pH 7 olan fosfat
tamponunda 1.0 V potansiyel altinda 3 dakika aktive edilmistir. Daha sonra bu
elektrot enzim (TvLac) ¢bzeltisinde 2 saat bekletilerek enzimin ylizeye fiziksel yolla
immobilize olmasi saglanmistir. Calismalarimiz boyunca bu elektrot GC/(GMA-co-

MTM),/TvLac seklinde tanimlanmis ve kisaca B elektrodu olarak bahsedilmistir.

3.3.3. Glassy karbon elektrodu / poli (glisin metakrilat-co-3-
thienylmethylmethacrylate) / Lakkaz enzimi (GC / (GMA-co-MTM);
/ TvLac) Elektrodunun Hazirlanmasi (C Elektrodu)

Glassy karbon (GC) elektrot {izerine konsantrasyonu belirli olan kopolimer
(GMA-co-MTM); ¢dzeltisinden 10 pL damlatilarak elektrot yiizeyine yayilir ve agik
havada kurutulur. Olusan GC/(GMA-co-MTM); elektrodu 5 mL pH 7 olan fosfat
tamponunda 1.0 V potansiyel altinda 3 dakika aktive edilmistir. Daha sonra bu
elektrot 2 mg/ mL enzim (TvLac) ¢ozeltisinde iki saat bekletilerek enzimin yiizeye
fiziksel yolla immobilize olmasi saglanmistir. Caligmalarimiz boyunca bu elektrot
GC/(GMA-co-MTM),/TvLac seklinde tanimlanmis ve kisaca C elektrodu olarak
bahsedilmistir.

3.3.4. Glassy karbon elektrodu / poli (glisin metakrilat-co-3-
thienylmethylmethacrylate) / Karbon Nanotiip / Lakkaz enzimi
(GC/AGMA-co-MTM),/CNT/TvLac) Elektrodunun Hazirlanmasi1 (D
Elektrodu)

Karbon nanotlip (CNT), suda ¢oziinmeyen bir yapiya sahiptir. CNT igeren

elektropolimerizasyon ortamlarinda CNT mutlaka suda ¢6ziinebilir halde olmalidir.
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CNT’nin suda c¢oziinebilmesi icin literatiirde farkli oksidasyon basamaklari
kullanilmaktadir. CNT, Zhao ve arkadaslar1 (2002) tarafindan gelistirilmis asit
oksidatif metodu ile modifiye edilerek bolim 3.2.3’de anlatildig1 gibi suda

¢Oziinebilir bir yaprya doniistiiriilmiistiir.

Glassy karbon (GC) elektrot iizerine konsantrasyonu belirli olan kopolimer
(GMA-co-MTM); ¢dzeltisinden 10 pL damlatilarak elektrot yiizeyine yayilir ve agik
havada kurutulur. Olusan GC/(GMA-co-MTM), elektrodu iizerine pL karbon nanotiip
¢ozeltisinden damlatilarak agik havada kurumaya birakilir. Daha sonra GC/(GMA-
co-MTM), /CNT 5 mL pH 7 olan fosfat tamponunda 1.0 V potansiyel altinda 3
dakika aktive edilmistir. Hazirlanan bu elektrot 2 mg/ mL enzim (TvLac) ¢ozeltisine
alimarak 2 saat bekletilerek enzimin yiizeye fiziksel yolla immobilize olmasi
saglanmigtir. Calismalarimiz boyunca bu elektrot GC/(GMA-co-MTM),/CNT/TvLac

seklinde tanimlanmus ve kisaca D elektrodu olarak bahsedilmistir.

3.4. Elektrot Aktivitesinin Belirlenmesi

Deneylerde calisma elektrodu olarak daha once hazirlanan enzim elektrotlari
kullanilmistir. Karsit elektrot olarak Pt levha, karsilastirma elektrodu olarak ise

Ag/AgClI elektrot kullanilmistir.

Hiicreye 5.0 mL tampon konularak ¢ozeltiye sabit akis hizinda oksijen
gonderilip, boylece ¢ozeltinin oksijence doygunluk derisimine ulasmasi beklenmistir.

Calisma voltaj1 ayarlanarak elektrot amperometrik olarak isleme alinmistir.

Elektrodu kararli hale ulastirmak i¢in substrat icermeyen ¢ozeltide kararli hal
akim degerine ulasincaya kadar sabit gerilimde elektroliz yapilmistir. Kararli hal
akim degerine ulasildigi zaman Ol¢lim ortamina bilinen derisimlerdeki substrat
(fenol) c¢ozeltisinden belli hacimde eklenerek, bu derisime karsilik gelen kararli hal
akim degeri (enzim elektrot aktivitesi) 6l¢iilmiistiir. Daha sonra fenol ¢ozeltisi ilavesi
ile Ol¢glim ortamindaki fenol derisimi artirilmis ve yeni kararli hal akim degerinin
eldesi icin beklenmistir. Deneyler sirasinda manyetik karistirict  kullanilarak

karistirma islemi yapilmis ve sonra difiizyon akimi dl¢lilmiistiir. Enzim elektrodunun
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aktivitesine potansiyel, enzim derisimi, pH ve sicaklik gibi deneysel parametrelerin
etkisi incelenmistir. Enzim elektrodun tekrar kullanimindan kaynaklanabilecek
hatalarin Oniine gecebilmek i¢in deneysel parametrelerin her degistirilisinde yeni
enzim elektrodu hazirlanarak, enzim elektrodunun en uygun calisma kosullari

belirlenmistir.

3.5. Atiksu Numunelerinde Fenol Tayini

3.5.1. Standart Metot 5530-D Yontemi Kullanilarak Fenol

Tayini Yapilmasi
On islem

Oncelikle gercek atiksu numunesi girisim yapabilecek tiirlerin uzaklastiriimasi
i¢in bir 6n isleme tabii tutulur. On islem asagida anlatildig1 gibi yapilmustir. Tiim
coOzeltiler fenolsiiz ve klorsiiz distile su ile hazirlanir. Sodyum hidroksit, NaOH, 2,5
N: 41,7 mL 6 N NaOH, 100 mL su ile seyreltilir veya 10 g. NaOH peletler 100 mL
suda ¢ozdiiriiliir. Distilasyon i¢in Graham yogunlastirict (Corning No. 3360) - 1L
borosilikat cam distilasyon aparatlari, pH metre kullanilir. Fenol tayini ise su sekilde
gerceklestirilir. Beher igerisine 500 mL numune alinir. Fosforik asit (H;PO4 ) (1+9)
cozeltisi ile pH metrede pH degeri yaklasik olarak 4’e ayarlanir. Numune distilasyon
balonuna alinir ve gerekli baglantilar yapilir. Distilat 500 ml dereceli erlende
toplanir. 450 ml distilat toplandiktan sonra distilasyon balonuna 50 ml sicak saf su
ilave edilir ve 500 ml distilat toplanincaya kadar isleme devam edilir. Eger numune
distilasyondan sonra bulanik kalirsa ikinci bir distilasyon yapilir. ikinci distilasyon
bulanik oldugunda aritma: 500 ml orijinal numune asagidaki sekilde eksrakte edilir.
Numuneye 4 damla metil oranj indikatorii damlatilir ve 1 N H,SOy ile asidik yapilir.
Ayirma hunisine aktarilir ve 150 g NaCl eklenir. 11k porsiyonda 40 ml kloroform
(CHCI3) eklenerek calkalanir. 4 kez daha 25 ml lik porsiyonlarda ¢alkalama yapilir.
Kloroform fazi ikinci bir aywrma hunisine almir. Ikinci ayrrma hunisine ilk
porsiyonda 4 ml diger 2 porsiyonda 3 ml 2.5 N NaOH eklenerek ¢alkalama yapilir.

Bu ii¢ islem bir beherde toplanir ve su banyosunda kloroform uguncaya kadar 1sitilir.
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Soguduktan sonra 500 ml’ye saf suyla seyreltilir. a ve b maddelerindeki gibi

distilasyon islemi yapilir.

Fenol Tayini (Fotometrik Metot.)

Distile olabilen fenolik bilesikler renkli antipirin boya olusumu i¢in potasyum
ferrisiyanid varliginda, pH 7,9 £ 0,1 de 4 - aminoantipirin ile reaksiyona girer. Bu
boya sulu ¢ozeltide saklanir ve absorbans 500 nm’ de Olgiiliir. Gerekli ¢ozeltiler
asagidaki gibidir.

Stok Fenol Cozeltisi: kaynatilmis ve sogutulmus distile suda 100 mg fenol
¢Ozdiiriiliir ve 100 mL’ ye seyreltilir.

Ara Fenol Cozeltisi: 100 mL icin kaynatilmig ve sogutulmus distile suda 1 mL stok
fenol ¢ozeltisi seyreltilir. 1 mL=10.0 pg fenol. Giinliik hazirlanir.

Standart Fenol Cozeltisi: 500 mL i¢in kaynatilmis ve sogutulmus distile suda 50 mL
ara fenol cozeltisi seyreltilir. 1 mL=1.0 pg fenol. Kullanimin 2 saati igerisinde
hazirlanir.

Bromate - Bromid ¢ézeltisi: 2,784 g. susuz KBrOj; suda ¢oziiliir, 10 g. KBr kristali
ilave edilir, ¢oziiliir ve 100 mL’ ye seyreltilir.

Hidroklorik Asit, HCI, konst.

Standart Tiyosiilfat Titrant1, 0,025M: 6,205 g. Na,S,03.5H20 distile suda ¢oziiliir.
1,5 mL 6N NaOH ilave edilir, 1000 mL’ ye seyreltilir. Bir iyodat ¢ozeltisiyle
standardize edilir.

Nisasta Cozeltisi: Hem sulu ¢ozelti hem de ¢oziinen nisasta toz karisim kullanilir.
Sulu ¢o6zelti hazirlamak i¢in 2 g. laboratuar 6l¢ekli ¢oziiniir nisasta ve koruyucu
olarak 0,2 g. salisilik asit, 100 mL sicak distile suda ¢ozdiirtiliir.

Amonyum Hidroksit, NH4OH, 0,5N: 35 mL konsantre NH4OH 1L’ ye suyla
seyreltilir.

Fosfat Stok Cozeltisi: 104,5 g. K;HPO4 ve 72,3 g. KH,PO4 suda ¢ozdiiriiliir ve 117
ye seyreltilir. pH 6,8 olarak ayarlanmalidir.

4 — Aminoantipirin Cozeltisi: 2 g. 4 — Aminoantipirin suda ¢oziiliir ve 100 mL’ ye
seyreltilir. Glinliik hazirlanir.

Potasyum Ferrisiyanid Cozeltisi: 8 g. K;Fe(CN)g suda ¢oziiliir ve 100 mL’ ye
seyreltilir. Gerekli olursa filtreden gegirilir. Kahverengi cam siselerde saklanir ve

haftalik olarak hazirlanir.
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Kloroform, CHCl;
Sodyum Siilfat, susuz Na,SOs, graniil
Potasyum Iyodat, K1, kristal

Yukarida belirtilen temizleme prosediiriine goére hazirlanmis numuneler
kullanilmas1 gerekmektedir. 100 mL distile olmus veya 0,5 mg fenolden daha fazla
fenol icermeyen bir oranda numune 250 mL’ lik behere alinip, 100 mL’ ye seyreltilir.
Sahit olarak 100 mL distile su ve seri olarak 01, 0,2, 0,3, 0,4 ve 0,5 mg fenol icerikli
100 mL fenol standardi hazirlanir. Aritilan numune, sahit ve standartlara sirasiyla 2,5
mL 0,5N NH4OH ¢ozeltisi ilave edilir ve hemen fosfat stokuyla pH 7,9 £ 0,1° e
ayarlanir. 1 mL 4 — aminoantipirin ¢ozeltisi ilave edilir, iyice karistirilir. 1 mL
KsFe(CN)g ¢ozeltisi ilave edilir ve iyice karigtirilir. 15 dakika sonra hiicrelere
transfer edilir. Numunenin absorbansi 500 nm’ de sahide kars1 okunur. Kalibrasyon

egrisi kullanilarak fenol miktar1 hesaplanir.
A
mgfenol | L = 3 x 1000

A: Numunede mg / 100 ml fenol miktari, kalibrasyon egrisinden.

B: mL olarak orijinal numune.

3.5.2. Amperometrik Fenol Biyosensorii Kullanilarak Fenol

Tayini Yapilmasi

Gergek atiksu numunelerinde hazirladigimiz enzim elektrot ile fenol dl¢iimii
yapilmistir. Bu Olglimiin yapilmasi sirasinda ¢alismamiz genelinde tespit edilen
optimum kosullar kullanilarak enzim elektrodunun ilk 6nce kararli hal akim degerine
ulagmast saglanmistir. Kararli hal akim degerine ulasildigi zaman 6l¢im ortamina
bilinmeyen derisimlerdeki fenol numunelerinden belli hacimde eklenerek, bu
derisime karsilik gelen kararli hal akim degeri (enzim elektrot aktivitesi)
Olciilmiistiir. Daha sonra derisimi bilinen fenol c¢oOzeltisi ilavesi ile, Ol¢liim
ortamindaki fenol derisimi artirilmis ve yeni kararli hal akim degerinin eldesi i¢in
beklenmistir. Olgiilen akim degerleri fenol derisimine kars1 grafige almmustir.
Standart ekleme yontemiyle (Harris, 1991; Bories and bories, 1995)., 6lglim
sirasindaki miktarlar dikkate alinarak atiksu numunesi icindeki fenol miktari

Olcllmiistiir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Calismanin ilk asamasinda elektropolimerizasyon yontemi kullanilarak horseradish
peroksidaz ve lakkaz enzimi kullanilarak iki farkli enzim elektrodu hazirlanmistir
(GC/PPy-HRP ve GC/PPy-TvLac). Hazirlanan her iki enzim elektrodu i¢in enzimin
glassy karbon elektrot yiizeyine tutuklanmasi i¢in doniisiimlii voltametri yontemi ile
0-1.0 V arasinda ve 100 mV/s tarama hizinda ¢alismalar yapilmistir. Daha sonra her
bir elektrot fenol 6l¢iimii icin kullanilmistir. GC/PPy-HRP ve GC/PPy-TvLac enzim

elektrotlar i¢in elde edilen sonuglar Cizelge 4.1 de verilmistir.

Cizelge 4.1 GC/PPy-HRP ve GC/PPy-TvLac enzim elektrotlar1 ile elde edilen

analitik parametreler
Hazirlanan Hassashk | R Dogrusal % RDS
Elektrot Cahisma
Arahg
GC/PPy-TvLac 34.56 0.991 0.2-1.40 1.85
Fenol
GC/PPy-HRP 25.93 0.997 0.5-10 2.13

Hazirlanan her iki enzim elektrodu i¢in sonuglar incelendiginde lakkaz enzimini
temel alan elektrotla yapilan fenol Olgiimiinde hassasligin daha iyi ve dogrusal
calisma araligmin da daha diisiik konsantrasyonlarda oldugu goriilmektedir.
Elektropolimerizasyon yontemi kullanilarak iki farkli enzimle hazirlanan g¢alisma
elektrotlar1 sadece bundan sonraki c¢aligmalarda yol gosterici olmasi bakimindan ve
enzim se¢imi konusunda fikir vermesi agisindan yapilmistir. Bu sebeple bundan

sonraki ¢alismalarda hazirlanan enzim elektrotlarinda lakkaz enzimi tercih edilmistir.
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4.1. poli (GlisinMetakrilat-co-3-
Thienylmethylmethacrylate) (MTM-co-GMA)

Kopolimerinin Karekterizasyonu

Poli (GMA-co-MTM) kopolimerleri, AIBN baslaticis1 varliginda farkl
kimyasal kompozisyonlarda, beslemedeki farkli GMA/MTM monomer oranlarinin
degistirilmesiyle radikal polimerizasyon yontemi ile elde edilmistir. Kopolimerlerin
yapist 1H, 13C NMR ve FT-IR spektroskopisi ile karakterize edildi. Sekil 4.1°de
Poli(GMA3-co-MTM7p) kopolimerinin 1H NMR spektrumu goriilmektedir (Y1lmaz
ve ark., 2004, Yilmaz ve ark., 2005, Giinaydin, 2008). Hazirlanan kopolimer MTM
yapisindaki tiyofen gruplart sebebiyle iletken 6zellige sahiptir. Kopolimerin
iletkenlik 0Ozelliginin yant sira GMA iginde bulunan epoksi yapisndan dolay1
enzimlerin baglanmasi i¢in olduk¢a uygun bir yap1 olusturmaktadir (Giinaydin ve

Yilmaz, 2007).
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Sekil 4.1. Poli(GMA 3p-co-MTM7y) kopolimerinin 1H NMR spektrumu
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4.2. Hazirlanan Elektrotlarin Karekterizasyonu

Poli(GMA3p-co-MTM7y) ile kaplanmis glassy karbon elektrot [ (GC/(GMA ;-
co-MTM7)) | ve kopolimer ile kaplandiktan sonra enzim (TvLac) tutuklanmis
elektodun [ (GC/(GMAjsp-co-MTM7p)/TvLac ] taramali elektron mikroskop
goriintiileri (SEM) gortintiileri Sekil 4.2. ve Sekil 4.3. *de verilmistir. Goriintiilerden
de goriildiigii gibi elektrot ylizeyinde kaplanan kopolimer olduk¢a homojen ve
gozenekli bir yapiya sahiptir. Kopolimerin gozenekli ve homojen yapisi enzim

immobilizasyonu i¢in uygun bir yap1 olusturmaktadir.

i

’Q Acc ¥ SpofBadn et VBE—— 2ym
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Sekil 4.2. GC/(MTM7p-co-GMA ) elektrodunun taramali elektron mikroskop (SEM)

goruntiisu



MTM-co-GMA) TvuLac
g = M o

Sekil 4.3. GC/(MTM7p-co-GMA3y)/TvLac elektrodunun taramali elektron mikroskop
(SEM) goriintiisii

4.3. Lakkaz Enzimini Temel Alan Fenol

Biyosensoriiniin Gelistirilmesi

Bu calismada poly (MTM-co-GMA) kopolimerini temel alan yeni fenol enzim
elektrotlar1 gelistirilmistir. Enzim elektrotlarinin hazirlanmasit dort farkli sekilde

gerceklestirilmistir.

Bunlardan birincisi GC elektrot yiizeyinde olusturulan poly (MTM-co-GMA)
filmine Tvlac enziminin tutuklanmasiyla hazirlanan ve GC/(MTM-co-GMA)/TvLac
enzim elektrodu (A enzim elektrodu) olarak tanimlanan elektrottur. Bu enzim
elektrodunun aktivitesine enzim elektrodunun hazirlanmasi sirasinda kullanilan poly
(MTM-co-GMA) derigimi, enzim derisimi, ¢aligma pH’1 gibi deneysel parametrelerin
etkileri aragtirilarak elektrodun maksimum aktivite gosterdigi kosullar belirlenmistir.
Bu elektrotla elde edilen optimum kosullar diger elektrotlarla ( B, C ve D

elektrotlari) yapilan ¢alismalarda da kullanilmstir.

D elektrodu hazirlanmasinda, A enzim elektrodu i¢in bulunan optimum

kosullar kullanilarak yiizeyde karbon nano tiip biriktirmesinin etkisi arastirilmistir.
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Bu amagla D enzim eclektrodunun aktivitesine, elektrodun hazirlanmasi sirasinda
kullanilan c¢ozeltideki CNT derisiminin etkisi arastirillmistir. Ayrica her enzim

elektrot i¢in substrat derigimi etkisi aragtirilmigtir.

Hazirlanan enzim elektrodunda meydana gelen reaksiyonlarin gsematik

gosterimi Sekil 4.4’de verilmistir.

2e z
‘\ Laccase 2H,0
- {oxid)
N/
l T
o / /
Y
N Laccase O, + 4H*
(WTh-co -GIA) {red)
T

Sekil 4.4. Hazirlanan enzim elektrodunda meydana gelen reaksiyonlarin sematik

gosterimi

4.3.1. GC/(GMA-co-MTM) /TvLac (A elektrodu) Enzim Elektrot

Aktivitesine Deneysel Parametrelerin Etkisinin incelenmesi

GC elektrot iizerine kaplanmis (GMA-co-MTM); yapisina TvLac enziminin
tutuklanmasiyla hazirlanan GC/(GMA-co-MTM),;/TvLac (A elektrodu) enzim
elektrodunun aktivitesine c¢esitli deneysel parametrelerin etkisi arastirilmistir. Bu
caligsmalar sabit bir calisma voltajinda farkli fenol derisimleri i¢in elde edilen kararl
hal akimlarinin Olg¢lilmesi ile gerceklestirilmistir. Zamana karst akim degisimi

izlenerek cevap egrileri elde edilmistir.

Bu boliimdeki deneyler hazirlanan enzim elektrodunun aktivitesine g¢esitli

deneysel parametrelerin etkilerini arastirmak amaciyla yapilmigtir. Substrat derisimi,
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ortam pH’1, enzim derisimi, potansiyel ve sicaklik enzim elektrot aktivitesi lizerinde
etkili olabilecek ortam sartlar1 olarak belirlenmis ve bu faktorlerin etkileri
incelenmistir. Ayrica optimum kosullarda hazirlanan farkli enzim elektrotlarinin (B,

C ve D elektrotlart) 10 farkli fenolik tiire verdigi cevaplar arastirilmistir.

4.3.1.1. poly(GMA-co-MTM)Miktarinin Etkisi

Fenol biyosensorii yapiminin ilk agsamasini glassy karbon elektrodun hazirlanan
kopolimerle modifiye edilmesi olusturmaktadir. Hazirlanan biyosensore kaplama
kalinligimin  etkisi  olduk¢a 6nemlidir. GC/(GMA-co-MTM),/TvLac  enzim
elektrodunun akim cevabini etkileyen parametrelerden birisi de kullanilan (GMA-co-
MTM); kopolimerinin derisimidir. Bu ¢alismada 2,00 mg TvLac/mL enzim
cozeltisinde 2 saat bekletme siiresi sabit tutulmustur. Poli (MTM-co-GMA),
derisiminin etkisini belirleyebilmek i¢in ¢alisma sirasinda kullanilan Poli (MTM-co-
GMA); miktar1 1,00 mg/mL ile 5,0 mg/mL poly (MTM-co-GMA); derisimleri
arasinda degistirilmistir. Calismalarda 0,2 M pH 5,0 sitrat tamponu kullanilmistir.
Fenol ilavesinden sonra gozlenen maksimum akim degerleri poly (MTM-co-GMA),
derisimine kars1 grafige gecirilmistir. Sekil 4.5°de goriildiigii gibi kullanilan poli
(MTM-co-GMA); derisiminin artmasiyla gozlenen akim degeri artmakta ve 3,0
mg/mL poli (MTM-co-GMA),; derisiminde en yiiksek degerini almaktadir. 3,0 mg/mL
poli (MTM-co-GMA),; derisiminden sonra ise akim azalmaktadir. Bundan sonraki
yapilan ¢aligsmalarda (B,C,D elektrotlar1) maksimum cevabin elde edildigi bir deger

olan 3,0 mg (MTM-co-GMA),; /mL konsantrasyonu kullanilmistir.
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Sekil 4.5. GC/(GMA-co-MTM),/TvLac enzim elektrot aktivitesinin poli (MTM-co-
GMA),; derigimi ile degisimi (-100 mV, 0,2 M ph 5.0 sitrat tampon, 2 mg/mL
TvLac, 2 uM fenol, 23°C).

4.3.1.2. Uygulanan Potansiyelin Etkisi

GC/(GMA-co-MTM);/TvLac enzim elektrodunun hazirlanmasinda akim
cevabin etkileyen faktorlerden biri uygulanan potansiyeldir. Bu ¢alismada, 3 mg/mL
poly (MTM-co-GMA); ve 2 mg TvLac/mL enzim ¢ozeltisinde 2 saat bekletme siiresi
sabit tutulmustur. Elektroda uygulanan potansiyelin elektrot cevabina etkisini
belirleyebilmek amaciyla ¢alisma voltaji, -100 mV ile — 500 mV araliginda
degistirilmistir. Hazirlanan enzim elektrodunun aktivitesine, uygulanan gerilimin
etkisini incelemek amaciyla 0,20 M pH 5.0 sitrat tamponu kullanilmistir. 2 pL fenol
ilavesinden sonra elde edilen sonuglar kullanilarak uygulanan gerilime kars1

maksimum akim degerleri grafige gecirilmistir. Sekil 4.6’da gorildiigii gibi en
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yuksek akim -200 mV potansiyel degerinde Olclilmiistiir. Bundan sonra yapilan

caligmalarda -200 mV gerilim degeri kullanilmistir.

100
80 t
g 60 T ././-/\.
g A
v 1
= 40
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0 — ' : — . : —
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Sekil 4.6. Uygulanan potansiyelin GC/(GMA-co-MTM),/TvLac elektrot akim
cevabina etkisi (3 mg (GMA-co-MTM);/mL, 0,2 M ph 5.0 sitrat tampon, 2 mg/mL
TvLac, 2 uM fenol, 23°C).

4.3.1.3. Ortam pH’1min EtKkisi

Enzimler pH degisimine kars1 cok duyarhdirlar. Genellikle ¢ok fazla asidik ve
bazik ortamda etkisizdirler. Bazi1 hallerde enzimler en yiiksek etkinligi belirli bir pH
derecesinde gosterirler. Bu pH derecesine "Optimum pH" denir. Ortam pH’s1
enzimatik reaksiyonlarin pek cogunda hizi etkileyen 6nemli bir faktoérdiir. Bunun
nedeni, enzimlerin protein yapisinda olmalaridir. pH'a bagl olarak protein molekiilii
iizerinde ¢esitli elektrik yiiklenmeleri ve buna bagli olarak dis yiiz sekli (iiglinciil
yap1) meydana gelmekte ve substratla-enzim uyusmasini saglamaktadir. Enzimlerin
optimum pH’lar1 2-10 arasinda degismektedir. Optimum pH’s1 tek bir degerde olan
veya ¢ok dar bir aralikta degisen enzimlerle ¢alisilirken, enzim ortamina uygun bir
tamponun eklenmesi zorunlu hale gelmektedir. Enzimlerin optimum pH’s1 ¢esitli

kosullara bagli olarak degisiklik gosterebilmektedir.
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GC/(GMA-co-MTM),;/TvLac enzim elektrodunun aktivitesine ortam pH’inin etkisini
arastirmak amaciyla pH 3.5-6.5 arasinda degisen 0,20 M sitrat tampon ¢dzeltisinde 2
uM fenol ilavesinden sonra elde edilen maksimum akim degerleri Ol¢iilmiistiir. 2.00
mg TvLac/mL enzim ¢ozeltisinde 2 saat bekletme siiresi sabit tutulmustur. Farkli pH
degerlerinde fenol ilavesinden sonra Ol¢iilen maksimum akim egrileri Sekil 4.7°de
goriilmektedir. Enzim elektrodunun maksimum aktivite gosterdigi pH degeri 4.5

olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.7. Ortam pH nin GC/(GMA-co-MTM),;/TvLac elektrot akim cevabina etkisi (3
mg (GMA-co-MTM);/mL, 0,2 M sitrat tampon, 2 mg/mL TvLac, 2 uM fenol, 23°C).

4.3.1.4. Lakkaz (TvLac) Derisiminin Etkisi

Hazirladigimiz GC/(GMA-co-MTM),;/TvLac enzim elektrodunun akim degerini
etkileyen parametrelerden biri de tutuklanan lakkaz enziminin miktaridir. Tutuklanan
lakkaz enzim miktar1 ise tutuklama islemi sirasinda kullanilan ¢ozeltide bulunan
¢Oziinmils enzim miktarina baglidir. Hazirlanan enzim elektrodunun aktivitesine
lakkaz enzim derigiminin etkisini incelemek amaciyla tutuklama islemi sirasinda
kullanilan ¢6zeltideki enzim miktar1 1.0 mg/mL ile 5.0 mg/mL lakkaz enzim

derisimleri arasinda degistirilmistir. Enzimde bekletme siiresi 2 saat olarak sabit
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tutulmustur. Kullanilan her bir enzim derisiminde elektrot aktivitesi incelenmistir. Bu
calismalar sirasinda 0,20 M pH 4.5 olan sitrat tamponu kullanilmistir. 2.00 mg
TvLac/mL enzim c¢ozeltisinde 2 saat bekletme siiresi sabit tutulmustur. Elde edilen
sonuclar kullanilarak, enzim derisimine karst 2 uM fenol ilavesinden sonraki
maksimum akim degerleri grafige gecirilmistir. Sekil 4.8’den goriildiigii gibi
tutuklama islemi sirasinda kullanilan enzim derisiminin artmasiyla gdzlenen akim
degeri artmakta ve belli bir enzim derisiminden sonra ise akim degerleri dnemli
miktarda degismemektedir. Diisiik enzim derisiminde daha diisiik akim degerlerinin
elde edilmesi kopolimere daha az miktarda enzim tutuklanmasi nedeniyledir. Belli
bir enzim derisiminden sonra ise kopolimer yapi igerisinde maksimum miktarda
enzim tutuklanmakta ve ¢ozeltideki enzim miktarinin artirilmasiyla polimer yapida
tutuklanan enzim miktar1 degismemektedir. Bundan sonraki ¢alismalarda 3.0 mg

TvLac/mL enzim ¢ozeltisi kullanilmistir.
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Sekil 4.8. Enzim konsantrasyonunun GC/(GMA-co-MTM);/TvLac elektrot akim
cevabina etkisi (3 mg (GMA-co-MTM),;/mL, 0,2 M pH 4.5 sitrat tampon, 2 uM fenol,
23°C).
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4.3.2. Hazirlanan Enzim Elektrotlarinin Aktivitesine Substrat

Konsantrasyonunun Etkisi

Hazirlanan enzim elektrotlarinin aktivitesine substrat konsantrasonun etkisi
arastirilirken GC/(GMA-co-MTM);/TvLac (A elektrodu) ile yapilan optimizasyon
calismalarinin sonuglar1 kullanilmistir. Hazirlanan her bir enzim elektroduna 10
farkli substratin etkisi incelenmistir. Hazirlanan enzim elektrotlarinda fenol, katekol,
hidrokinon, 2-kloro fenol, 3- kloro fenol, 4- kloro fenol, 2-4 diklorofenol, 4 metoksi
fenol, 2-6 dimetoksi fenol substrat olarak kullanilmistir. Enzim elektrotlarinin fenolik
tiirlere kars1 cevabinin incelenmesinde -200 mV (Ag/AgCI) potansiyelde, 0.2 M pH

4.5 sitrat tamponu kullanilmustir.

4.3.2.1. GCAGMA-co-MTM)/TvLac (A elektrodu) Enzim Elektrot

Aktivitesine Fenolik Tiirlerin Etkisinin incelenmesi

Hazirlanan enzim elektrodu ile yapilan Olclimlerin tutarli bir sekilde
yapilabilmesinin ilk kosulu ¢alisma ortamindaki substrat derisimi ile orantili akim
degerlerinin elde edilmesidir. Bu kosulun saglandig1 substrat derisim aralig1 enzim
elektrodunun dogrusal ¢alisma aralig1 olarak tanimlanir ve bu aralifin genis olmasi
istenir. A enzim elektrodunun maksimum aktivitesinin ve dogrusal ¢aligma araliginin
saptanmasi i¢in Olgiilen akim degerlerine substrat derisimi etkisi incelenmistir. Daha
Once saptanan optimum kosullarda hazirlanan A enzim elektrodunun 0,20 M pH 4.5
sitrat tamponunda ve 23°C sicaklikta farkli fenol derisimlerinde verdigi akim
degerleri saptanmistir. Olciilen akim degerlerinin fenol derisimi ile degisimi Sekil

4.9°da verilmistir.
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Sekil 4.9. GC/(GMA-co-MTM),;/TvLac (A elektrodu) enzim elektrot aktivitesinin
fenol konsantrasyonu ile degisimini gosteren akim zaman egrisi.
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Sekil 4.10 (a). A enzim elektrot aktivitesinin fenol konsantrasyonu ile degisimi (0,2
M sitrat tamponu, pH 4.5, 3,0 mg (GMA-co-MTM),/mL, 3.0 mg TvLac/mL enzim,

23°C).
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Sekil 4.10 (b). A enzim elektrot aktivitesinin fenol konsantrasyonu ile degisimini

veren dogrusal ¢aligma araligi.
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Sekil 4.10. a/b den goriildiigii gibi gelistirilen enzim elektrodu 2.096 uM’a
kadar fenol derisimi ile orantili akim degerleri vermektedir. Bu nedenle hazirlanan A
enzim elektrodunun pratik kullanim aralig1 2.096 pM’a kadar fenol derisimi olarak
belirlenmistir. Diger taraftan fenol derisimine karsilik elektrot cevabi yaklagik 2.22
uM civarinda sabit degere ulagsmakta ve daha yiiksek derisimlerde akim degerinde
bir artts olmamaktadir. Bu durum hazirlanan elektrot i¢in Ol¢iim ortamindaki
kosullarda 2.22 pM fenol derisiminde, polimer film icerisindeki enzimin substrata
kars1 doygunluga ulagtigin1 gdstermektedir. Dolayisiyla bu kosullarda 2.22 uM ve
daha yiiksek fenol derisimin de elektrot aktivitesinde difiizyon kisitlamasinin 6nemi

olmayacaktir.
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Sekil 4.11 (a). A enzim elektrot aktivitesinin katekol konsantrasyonu ile degisimi
(0,2 M sitrat tamponu, pH 4.5, 3,0 mg (GMA-co-MTM),;/mL, 3.0 mg TvLac/mL
enzim, 23°C).
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Sekil 4.11 (b). A enzim elektrot aktivitesinin katekol konsantrasyonu ile degisimini
veren dogrusal ¢alisma aralig1.
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Sekil 4.12 (a). A enzim elektrot aktivitesinin hidrokinon konsantrasyonu ile degisimi
(0,2 M sitrat tamponu, pH 4.5, 3,0 mg (GMA-co-MTM),;/mL, 3.0 mg TvLac/mL
enzim, 23°C).
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Sekil 4.12 (b). A enzim elektrot aktivitesinin hidrokinon konsantrasyonu ile
degisimini veren dogrusal ¢alisma aralig.
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Sekil 4.13 (a). A enzim elektrot aktivitesinin p-benzokinon konsantrasyonu ile
degisimi (0,2 M sitrat tamponu, pH 4.5, 3,0 mg (GMA-co-MTM),/mL, 3.0 mg
TvLac/mL enzim, 23°C).
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Sekil 4.13 (b). A enzim elektrot aktivitesinin p-benzokinon konsantrasyonu ile
degisimini veren dogrusal ¢alisma aralig.
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Sekil 4.14 (a). A enzim elektrot aktivitesinin 2-kloro fenol konsantrasyonu ile
degisimi (0,2 M sitrat tamponu, pH 4.5, 3,0 mg (GMA-co-MTM),/mL, 3.0 mg
TvLac/mL enzim, 23°C).
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Sekil 4.14 (b). A enzim elektrot aktivitesinin 2-kloro fenol konsantrasyonu ile
degisimini veren dogrusal ¢alisma aralig.
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Sekil 4.15 (a). A enzim elektrot aktivitesinin 3-kloro fenol konsantrasyonu ile
degisimi (0,2 M sitrat tamponu, pH 4.5, 3,0 mg (GMA-co-MTM),/mL, 3.0 mg
TvLac/mL enzim, 23°C).
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Sekil 4.15 (b). A enzim elektrot aktivitesinin 3-kloro fenol konsantrasyonu ile
degisimini veren dogrusal ¢alisma aralig.
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Sekil 4.16 (a). A enzim elektrot aktivitesinin 4-kloro fenol konsantrasyonu ile
degisimi (0,2 M sitrat tamponu, pH 4.5, 3,0 mg (GMA-co-MTM);/mL, 3.0 mg
TvLac/mL enzim, 23°C).
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Sekil 4.16 (b). A enzim elektrot aktivitesinin 4-kloro fenol konsantrasyonu ile
degisimini veren dogrusal ¢alisma araligi.
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Sekil 4.17 (a) A enzim elektrot aktivitesinin 2-4 dikloro fenol konsantrasyonu ile
degisimi (0,2 M sitrat tamponu, pH 4.5, 3,0 mg (GMA-co-MTM),/mL, 3.0 mg
TvLac/mL enzim, 23°C).
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Sekil 4.17 (b). A enzim elektrot aktivitesinin 2-4 dikloro fenol konsantrasyonu ile
degisimini veren dogrusal ¢aligsma araligi.
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Sekil 4.18 (a). A enzim elektrot aktivitesinin 4 metoksi fenol konsantrasyonu ile
degisimi (0,2 M sitrat tamponu, pH 4.5, 3,0 mg (GMA-co-MTM),/mL, 3.0 mg
TvLac/mL enzim, 23°C).
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Sekil 4.18 (b). A enzim elektrot aktivitesinin 4 metoksi fenol konsantrasyonu ile
degisimini veren dogrusal ¢alisma araligi
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Sekil 4.19 (a). A enzim elektrot aktivitesinin 2-6 dimetoksi fenol konsantrasyonu ile
degisimi (0,2 M sitrat tamponu, pH 4.5, 3,0 mg (GMA-co-MTM),/mL, 3.0 mg
TvLac/mL enzim, 23°C).
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Sekil 4.19 (b). A enzim elektrot aktivitesinin 2-6 dimetoksi fenol konsantrasyonu ile
degisimini veren dogrusal ¢aligsma araligi.
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Hazirlanan GC/(GMA-co-MTM);/TvLac enzim elektroduna farkli fenolik
substratlarin etkisi asagidaki Cizelge 4.1’de Ozetlenmistir. A enzim elektrodunun
fenolik tiirlere kars1 hassaslig1 2,4-dikloro fenol > 3 kloro fenol > 2,6-dimetoksi fenol
> fenol > katekol> 4-metoksi fenol> 4-kloro fenol> benzokinon >2-kloro fenol >
hidrokinon sirasinda azalmaktadir. Fenolik tiirler i¢inde en iyi hassasiyet 2-4 dikloro
fenol en diistik hassasiyet ise hidrokinon igin gozlenmistir. Hassasiyet farklar1 fenolik

tiirlerin yapisinda bulunan gruplarin konumundan kaynaklanmaktadir.

Cizelge 4.2. GC/(GMA-co-MTM),/TvLac (A elektrodu) enzim elektrodu ile elde

edilen analitik parametreler

Calisma arahg R? Hassashk S::g:i:;t

(nM) (uM/nA) (%)
el 0.2-2.09 0.9984 40.69 IS
Katekol 0.2-2.46 0.9967 37.71 I
. 1.68

Benzokinon 0.5-6.19 0.9938 21.37
Hidrokinon 0.2-2.79 0.9898 15.40 72
1.07

2-Kloro fenol 0.5-7.75 0.9825 15.99
1.14

3 Kloro fenol 0.1-1.34 0.9909 72.11
1.68

4 Kloro fenol 0.2-2.57 0.9845 34.87
. 1.99

2.4-Dikloro fenol 0.04-0.55 0.9955 141.62
. 5.07

4 Metoksi fenol 0.1-1.75 0.9898 36.15
LD 0.1-1.73 0.9909 64.60 2L

fenol
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4.3.2.2. GC/AGMA-co-MTM)yTvLac (B elektrodu) Enzim Elektrot

Aktivitesine Fenolik Tiirlerin Etkisinin incelenmesi

B enzim elektrodunun (GC/(GMA-co-MTM),/TvLac) maksimum aktivitesinin
ve dogrusal calisma araligimin saptanmasi i¢in Olcililen akim degerlerine substrat
derisimi etkisi incelenmistir. Daha 6nce A enzim elektrodu ile saptanan optimum
kosullarda (0,20 M pH 4.5 sitrat tamponunda ve 23°C sicaklikta) B elektrodunun
farkli fenol derigimlerinde verdigi akim degerleri saptanmistir. B elektrodunda da
fenol, katekol, hidrokinon, 2-kloro fenol, 3- kloro fenol, 4- kloro fenol, 2-4
diklorofenol, 4 metoksi fenol, 2-6 dimetoksi fenol gibi c¢esitli fenolik tiirlerin
konsantrasyonunun etkisi arastirilmistir. Olgiilen akim degerlerinin fenol derigimi ile
degisimi Sekil 4.20°de verilmistir. Asagida her bir fenolik tiir i¢in Olciilen akim

degerlerinin fenolik tiirlerin konsantrasyonu ile degisimi verilmistir.

2.8
3.0{--
3.2{--

3_4{..

6]

Current / 1e-7A

8] :_

4-2-""I""I""I""I""\""\""I""
4000 4500 5000 5500 6000 6500 7000 7500 8000

Time / sec

Sekil 4.20. GC/(GMA-co-MTM)»/TvLac (B elektrodu) enzim elektrot aktivitesinin
fenol konsantrasyonu ile degisimini gdsteren akim zaman egrisi.
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Sekil 4.21 (a). B enzim elektrot aktivitesinin fenol konsantrasyonu ile degisimi (0,2
M sitrat tamponu, pH 4.5, 3,0 mg (GMA-co-MTM),/mL, 3.0 mg TvLac/mL enzim,
23°C).
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C Fenol /HM

Sekil 4.21 (b). GC/(GMA-co-MTM),/TvLac (B elektrodu) enzim elektrot aktivitesinin
fenol konsantrasyonu ile degisimini gosteren akim zaman egrisi
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Sekil 4.22 (a). B enzim elektrot aktivitesinin katekol konsantrasyonu ile degisimi
(0,2 M sitrat tamponu, pH 4.5, 3,0 mg (GMA-co-MTM),/mL, 3.0 mg TvLac/mL
enzim, 23°C).
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Sekil 4.22 (b). B enzim elektrot aktivitesinin katekol konsantrasyonu ile degisimini
veren dogrusal ¢aligma araligi.
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Sekil 4.23 (a). B enzim elektrot aktivitesinin p-benzokinon konsantrasyonu ile
degisimi (0,2 M sitrat tamponu, pH 4.5, 3,0 mg (GMA-co-MTM),/mL, 3.0 mg
TvLac/mL enzim, 23°C).
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Sekil 4.23 (b). B enzim elektrot aktivitesinin p-benzokinon konsantrasyonu ile
degisimini veren dogrusal ¢alisma aralig.
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Sekil 4.24 (a). B enzim elektrot aktivitesinin hidrokinon konsantrasyonu ile degisimi
(0,2 M sitrat tamponu, pH 4.5, 3,0 mg (GMA-co-MTM),/mL, 3.0 mg TvLac/mL
enzim, 23°C).
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Sekil 4.24 (b). B enzim elektrot aktivitesinin hidrokinon konsantrasyonu ile
degisimini veren dogrusal ¢alisma aralig.
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Sekil 4.25 (a). B enzim elektrot aktivitesinin 2-kloro fenol konsantrasyonu ile
degisimi (0,2 M sitrat tamponu, pH 4.5, 3,0 mg (GMA-co-MTM),/mL, 3.0 mg
TvLac/mL enzim, 23°C).
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Sekil 4.25 (b). B enzim elektrot aktivitesinin 2-kloro fenol konsantrasyonu ile
degisimini veren dogrusal ¢alisma araligi.
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Sekil 4.26 (a). B enzim elektrot aktivitesinin 3-kloro fenol konsantrasyonu ile
degisimi (0,2 M sitrat tamponu, pH 4.5, 3,0 mg (GMA-co-MTM),/mL, 3.0 mg
TvLac/mL enzim, 23°C).
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Sekil 4.26 (b). B enzim elektrot aktivitesinin 3-kloro fenol konsantrasyonu ile
degisimini veren dogrusal ¢alisma araligi.
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Sekil 4.27 (a). B enzim elektrot aktivitesinin 4-kloro fenol konsantrasyonu ile
degisimi (0,2 M sitrat tamponu, pH 4.5, 3,0 mg (GMA-co-MTM),/mL, 3.0 mg
TvLac/mL enzim, 23°C).
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Sekil 4.27 (b). B enzim elektrot aktivitesinin 4-kloro fenol konsantrasyonu ile
degisimini veren dogrusal ¢aligsma araligi.
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Sekil 4.28 (a). B enzim elektrot aktivitesinin 2-4 dikloro fenol konsantrasyonu ile
degisimi (0,2 M sitrat tamponu, pH 4.5, 3,0 mg (GMA-co-MTM),/mL, 3.0 mg
TvLac/mL enzim, 23°C).
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Sekil 4.28 (b). B enzim elektrot aktivitesinin 2-4 dikloro fenol fenol konsantrasyonu
ile degisimini veren dogrusal caligsma araligi
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Sekil 4.29 (a). B enzim elektrot aktivitesinin 4-metoksi fenol konsantrasyonu ile
degisimi (0,2 M sitrat tamponu, pH 4.5, 3,0 mg (GMA-co-MTM),/mL, 3.0 mg
TvLac/mL enzim, 23°C).
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Sekil 4.29 (b). B enzim elektrot aktivitesinin 4-metoksi fenol konsantrasyonu ile
degisimini veren dogrusal ¢aligsma araligi.
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Sekil 4.30 (a). B enzim elektrot aktivitesinin 2-6 dimetoksi fenol konsantrasyonu ile
degisimi (0,2 M sitrat tamponu, pH 4.5, 3,0 mg (GMA-co-MTM),/mL, 3.0 mg
TvLac/mL enzim, 23°C).
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Sekil 4.30 (b). B enzim elektrot aktivitesinin 2-6 dimetoksi fenol konsantrasyonu ile
degisimini veren dogrusal ¢aligsma araligi.
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Hazirlanan GC/(GMA-co-MTM),/TvLac enzim elektroduna farkli fenolik
substratlarin  etkisi asagidaki Cizelge 4.2°de Ozetlenmistir. GC/(GMA-co-
MTM)/TvLac (B elektrodu) enzim elektrodunun fenolik tiirlere karsi hassasligi 3
kloro fenol > 2-kloro fenol > 2,4-dikloro > 2,6-dimetoksi fenol > katekol > 4-
metoksi fenol > 4-kloro fenol > fenol> hidrokinon > benzokinon sirasinda
azalmaktadir. Hazirlanan B elektrodunun klor igeren fenol tiirevlerine karsi oldukca
hassas oldugu goriilmiistiir. Fenolik tiirler icinde en iyi hassasiyet 3 kloro fenol en

diisiik hassasiyet ise benzokinon i¢in gozlenmistir.

Cizelge 4.3. GC/(GMA-co-MTM),/TvLac (B elektrodu) enzim elektrodu ile elde
edilen analitik parametreler

Calisma Arahg R? Hassashk S;?llll)(lil?;t
(uM) (uM/nA) (%)
Fenol 0.1-2.83 0.994 26.72 Vs
Katekol 0.1-2.22 0.99 43.04 1.45
p-Benzokinon 0.2-11.15 0.994 3.93 1.66
Hidrokinon 0.2-7.03 0.995 10.54 3.81
2-Kloro fenol 0.2-1.96 0.984 111.89 112
3 Kloro fenol 0.1-1.88 0.983 128.68 1.65
4 Kloro fenol 0.1-4.98 0.991 30.32 1.32
2-4 Dikloro fenol 0.04-1.29 0.979 62.86 2.10
4 Metoksi fenol 0.2-2.46 0.985 31.23 3.88

2-6 Dimetoksi fenol 0.2-2.22 0.988 60.03 2.42
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4.3.2.3. GC/AGMA-co-MTM)3/TvLac (C elektrodu) Enzim Elektrot Aktivitesine

Fenolik Tiirlerin Etkisinin incelenmesi

C enzim elektrodunun (GC/(GMA-co-MTM)s/TvLac) maksimum
aktivitesinin ve dogrusal ¢alisma araliginin saptanmasi i¢in Olgiilen akim degerlerine
substrat derisimi etkisi incelenmistir. Daha 6nce A enzim elektrodu ile saptanan
optimum kosullarda (0,20 M pH 4.5 sitrat tamponunda ve 23°C sicaklikta) C
elektrodunun farkli fenol derigimlerinde verdigi akim degerleri saptanmistir. Sekil
4.31’de GC/(GMA-co-MTM)s/TvLac (C elektrodu) enzim elektrot aktivitesinin fenol
konsantrasyonu ile degisimini gosteren akim zaman egrisi verilmistir. C
elektrodunda da fenol, katekol, hidrokinon, 2-kloro fenol, 3- kloro fenol, 4- kloro
fenol, 2-4 diklorofenol, 4 metoksi fenol, 2-6 dimetoksi fenol gibi ¢esitli fenolik
tiirlerin konsantrasyonunun etkisi aragtirllmigtir. Asagida her bir fenolik tiir igin

Olctilen akim degerlerinin fenolik tiirlerin konsantrasyonu ile degisimi verilmistir.
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Sekil 4.31. GC/(GMA-co-MTM);/TvLac (C elektrodu) enzim elektrot aktivitesinin
fenol konsantrasyonu ile degisimini gosteren akim zaman egrisi.
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Sekil 4.32 (a). C enzim elektrot aktivitesinin fenol konsantrasyonu ile degisimi

(0,2 M sitrat tamponu, pH 4.5, 3,0 mg (GMA-co-MTM);/mL, 3.0 mg TvLac/mL
enzim, 23°C).
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Sekil 4.32 (b). C enzim elektrot aktivitesinin fenol konsantrasyonu ile degisimini
veren dogrusal ¢aligma araligi.
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Sekil 4.33 (a). C enzim elektrot aktivitesinin katekol konsantrasyonu ile degisimi

(0,2 M sitrat tamponu, pH 4.5, 3,0 mg (GMA-co-MTM);/mL, 3.0 mg TvLac/mL
enzim, 23°C).
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Sekil 4.33 (b). C enzim elektrot aktivitesinin katekol konsantrasyonu ile degisimini
veren dogrusal ¢alisma aralig1.
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Sekil 4.34 (a). C enzim elektrot aktivitesinin p-benzokinon konsantrasyonu ile

degisimi (0,2 M sitrat tamponu, pH 4.5, 3,0 mg (GMA-co-MTM);/mL, 3.0 mg
TvLac/mL enzim, 23°C).
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Sekil 4.34 (b). C enzim elektrot aktivitesinin p-benzokinon konsantrasyonu ile
degisimini veren dogrusal ¢aligsma araligi.
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Sekil 4.35 (a). C enzim elektrot aktivitesinin 2-kloro fenol konsantrasyonu ile

degisimi (0,2 M sitrat tamponu, pH 4.5, 3,0 mg (GMA-co-MTM);/mL, 3.0 mg
TvLac/mL enzim, 23°C).
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Sekil 4.35 (b). C enzim elektrot aktivitesinin 2-kloro fenol konsantrasyonu ile
degisimini veren dogrusal ¢alisma araligi.
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Sekil 4.36 (a). C enzim elektrot aktivitesinin 3-kloro fenol konsantrasyonu ile

degisimi (0,2 M sitrat tamponu, pH 4.5, 3,0 mg (GMA-co-MTM);/mL, 3.0 mg
TvLac/mL enzim, 23°C).
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Sekil 4.36 (b). C enzim elektrot aktivitesinin 3-kloro fenol konsantrasyonu ile
degisimini veren dogrusal ¢alisma aralig.
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Sekil 4.37 (a). C enzim elektrot aktivitesinin 4-kloro fenol konsantrasyonu ile
degisimi (0,2 M sitrat tamponu, pH 4.5, 3,0 mg (GMA-co-MTM);/mL, 3.0 mg
TvLac/mL enzim, 23°C).
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Sekil 4.37 (b). C enzim elektrot aktivitesinin 4-kloro fenol konsantrasyonu ile
degisimini veren dogrusal ¢alisma araligi.
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Sekil 4.38 (a). C enzim elektrot aktivitesinin 2-4 dikloro fenol konsantrasyonu ile

degisimi (0,2 M sitrat tamponu, pH 4.5, 3,0 mg (GMA-co-MTM);/mL, 3.0 mg
TvLac/mL enzim, 23°C).
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Sekil 4.38 (b). C enzim elektrot aktivitesinin 2-4 dikloro fenol konsantrasyonu ile
degisimini veren dogrusal ¢alisma aralig.
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Sekil 4.39 (a). C enzim elektrot aktivitesinin 4 metoksi fenol konsantrasyonu ile

degisimi (0,2 M sitrat tamponu, pH 4.5, 3,0 mg (GMA-co-MTM);/mL, 3.0 mg
TvLac/mL enzim, 23°C).
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Sekil 4.39 (b). C enzim elektrot aktivitesinin 4 metoksi fenol konsantrasyonu ile
degisimini veren dogrusal ¢aligsma araligi.
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Sekil 4.40 (a). C enzim elektrot aktivitesinin 2—4 dimetoksi fenol konsantrasyonu ile

degisimi (0,2 M sitrat tamponu, pH 4.5, 3,0 mg (GMA-co-MTM);/mL, 3.0 mg
TvLac/mL enzim, 23°C).
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Sekil 4.40 (b). C enzim elektrot aktivitesinin 2-4 dimetoksi fenol konsantrasyonu ile
degisimini veren dogrusal ¢alisma araligi.
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Hazirlanan GC/(GMA-co-MTM)s;/TvLac enzim elektroduna farkli fenolik
substratlarin  etkisi asagidaki Cizelge 4.3’de Ozetlenmistir. GC/(GMA-co-
MTM);/TvLac (C elektrodu) enzim elektrodunun fenolik tiirlere karsi hassasligi 4-
metoksi fenol > 3 kloro fenol > katekol > 2-kloro fenol > 4 kloro fenol > 2,4-dikloro
> 2,6-dimetoksi fenol > fenol > benzokinon sirasinda azalmaktadir. Hazirlanan C
elektrodunun klor ve metoksi iceren fenol tiirevlerine karsi olduk¢a hassas oldugu
goriilmiistiir. Fenolik tiirler i¢cinde en 1iyi hassasiyet 4 metoksi fenol en diisiik

hassasiyet ise benzokinon i¢in goézlenmistir.

Cizelge 4.4. GC/(GMA-co-MTM)s;/TvLac (C elektrodu) enzim elektrodu ile elde

edilen analitik parametreler

Calisma arahgi R? Hassashk S:::ﬂ?:t
(uM) (uM/nA) (%)
Fenol 0.2-1.96 0.977 36.79 2.32
Katekol 0.1-2.34 0.984 62.26 1.53
Benzokinon 0.39-7.89 0.984 17.24 2.12
2-kloro fenol 0.19-1.60 0.974 59.79 1.78
3 kloro fenol 0.1-1.60 0.982 71.12 1.53
4 kloro fenol 0.4-3.66 0.984 58.26 1.46
2,4-dikloro fenol 0.15-1.13 0.973 57.31 1.15
4 metoksi fenol 0.2-1.69 0.975 124.22 3.04

2,6-dimetoksi fenol 0.2-2.57 0.991 52.57 3.11
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4.3.2.4. GC/(GMA-co-MTM),/CNT/TvLac (D elektrodu) Enzim Elektrot

Aktivitesine Fenolik Tiirlerin Etkisinin incelenmesi

GC/(GMA-co-MTM),/CNT/TvLac (D  elektrodu) enzim elektrodunun
hazirlanmasinda (GMA-co-MTM); kopolimeri kullanilmistir. Oncelikle GC elektrot
bu kopolimerle kaplanmis (GC//(GMA-co-MTM),) daha sonra bu yiizeyde karbon
nano tiip (CNT) biriktirilmistir. Hazirlanan D elektrodu ile yapilan ¢alismalarda, A
elektrodu (GC/(GMA-co-MTM),//TvLac) ile elde edilen optimum kosullar
kullanilmigtir. D enzim elektrodunda da fenol, katekol, hidrokinon, 2-kloro fenol, 3-
kloro fenol, 4- kloro fenol, 2-4 diklorofenol, 4 metoksi fenol, 2-6 dimetoksi fenol gibi
cesitli fenolik tiirlerin konsantrasyonunun etkisi arastirilmistir. Sekil 4.41°de
GC/(GMA-co-MTM),/CNT/TvLac (D elektrodu) enzim elektrot aktivitesinin fenol
konsantrasyonu ile degisimini gosteren akim zaman egrisi verilmistir. Asagida her
bir fenolik tiir i¢in Glgiilen akim degerlerinin fenolik tiirlerin konsantrasyonu ile

degisimi verilmistir.

Current / 1e-5A

1-35:""I""i""l""I""I""I""i""l""_
3000 3500 4000 4500 5000 5500 6000 6500 7000 7500

Time / sec

Sekil 4.41. GC/(GMA-co-MTM),/CNT/TvLac (D elektrodu) enzim elektrot
aktivitesinin fenol konsantrasyonu ile degisimini gosteren akim zaman egrisi.
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Sekil 4.42 (a). D enzim elektrot aktivitesinin fenol konsantrasyonu ile degisimi
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(0,2 M sitrat tamponu, pH 4.5, 3,0 mg (GMA-co-MTM),/mL, 3.0 mg TvLac/mL

enzim, 23°C).
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Sekil 4.42 (b). D enzim elektrot aktivitesinin fenol konsantrasyonu ile degisimini

veren dogrusal ¢alisma araligi
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Sekil 4.43 (a). D enzim elektrot aktivitesinin katekol konsantrasyonu ile degisimi
(0,2 M sitrat tamponu, pH 4.5, 3,0 mg (GMA-co-MTM),/mL, 3.0 mg TvLac/mL
enzim, 23°C).
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Sekil 4.43 (b). D enzim elektrot aktivitesinin katekol konsantrasyonu ile degisimini
veren dogrusal ¢alisma aralig1.
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Sekil 4.44 (a). D enzim elektrot aktivitesinin p-benzokinon konsantrasyonu ile
degisimi (0,2 M sitrat tamponu, pH 4.5, 3,0 mg (GMA-co-MTM),/mL, 3.0 mg

TvLac/mL enzim, 23°C).
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Sekil 4.44 (b). D enzim elektrot aktivitesinin p-benzokinon konsantrasyonu ile

degisimini veren dogrusal ¢aligsma araligi.
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Sekil 4.45 (a). D enzim elektrot aktivitesinin hidrokinon konsantrasyonu ile degisimi

(0,2 M sitrat tamponu, pH 4.5, 3,0 mg (GMA-co-MTM),/mL, 3.0 mg TvLac/mL
enzim, 23°C).
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Sekil 4.45 (b). D enzim elektrot aktivitesinin hidrokinon konsantrasyonu ile
degisimini veren dogrusal ¢alisma araligi
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Sekil 4.46 (a). D enzim elektrot aktivitesinin 2 kloro fenol konsantrasyonu ile
degisimi (0,2 M sitrat tamponu, pH 4.5, 3,0 mg (GMA-co-MTM),/mL, 3.0 mg

TvLac/mL enzim, 23°C).
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Sekil 4.46 (b). D enzim elektrot aktivitesinin 2 kloro fenol konsantrasyonu ile

degisimini veren dogrusal ¢alisma aralig.
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Sekil 4.47 (a). D enzim elektrot aktivitesinin 3 kloro fenol konsantrasyonu ile

degisimi (0,2 M sitrat tamponu, pH 4.5, 3,0 mg (GMA-co-MTM),/mL, 3.0 mg
TvLac/mL enzim, 23°C).
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Sekil 4.47 (b). D enzim elektrot aktivitesinin 3 kloro fenol konsantrasyonu ile
degisimini veren dogrusal ¢alisma araligi.
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Sekil 4.48 (a). D enzim elektrot aktivitesinin 4 kloro fenol konsantrasyonu ile

degisimi (0,2 M sitrat tamponu, pH 4.5, 3,0 mg (GMA-co-MTM),/mL, 3.0 mg
TvLac/mL enzim, 23°C).
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Sekil 4.48 (b). D enzim elektrot aktivitesinin 4 kloro fenol konsantrasyonu ile
degisimini veren dogrusal ¢aligma araligi.
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Sekil 4.49 (a). D enzim elektrot aktivitesinin 2-4 dikloro fenol konsantrasyonu ile
degisimi (0,2 M sitrat tamponu, pH 4.5, 3,0 mg (GMA-co-MTM),/mL, 3.0 mg
TvLac/mL enzim, 23°C).
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Sekil 4.49 (b). D enzim elektrot aktivitesinin 2-4 dikloro fenol konsantrasyonu ile
degisimini veren dogrusal ¢alisma araligi.
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Sekil 4.50 (a). D enzim elektrot aktivitesinin 4 metoksi fenol konsantrasyonu ile

degisimi (0,2 M sitrat tamponu, pH 4.5, 3,0 mg (GMA-co-MTM),/mL, 3.0 mg
TvLac/mL enzim, 23°C).
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Sekil 4.50 (b). D enzim elektrot aktivitesinin 4 metoksi fenol konsantrasyonu ile
degisimini veren dogrusal ¢alisma aralig.
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Sekil 4.51 (a). D enzim elektrot aktivitesinin 2-6 dimetoksi fenol konsantrasyonu ile

degisimi (0,2 M sitrat tamponu, pH 4.5, 3,0 mg (GMA-co-MTM),/mL, 3.0 mg
TvLac/mL enzim, 23°C).
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Sekil 4.51 (b). D enzim elektrot aktivitesinin 2-6 dimetoksi fenol konsantrasyonu ile
degisimini veren dogrusal ¢aligsma araligi.
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Hazirlanan GC/(GMA-co-MTM),/CNT/TvLac enzim elektroduna farkli
fenolik substratlarin etkisi asagidaki Cizelge 4.4’de ozetlenmistir. GC/(GMA-co-
MTM)3;/CNT/TvLac (D elektrodu) enzim elektrodunun fenolik tiirlere karsi hassasligt
4-metoksi fenol > 3 kloro fenol > hidrokinon > 2-kloro fenol > 2,6-dimetoksi fenol >
katekol > 2,4-dikloro > 4 kloro fenol > fenol > benzokinon sirasinda azalmaktadir.
Hazirlanan D elektrodunun metoksi i¢eren fenol tiirevlerine karsi olduk¢a hassas
oldugu goriilmiistiir. Fenolik tiirler icinde en iyi hassasiyet 4 metoksi fenol en diisiik
hassasiyet ise benzokinon igin gozlenmistir. Bunun disinda elektrot yapisinda
kaplanan karbon nano tiipiin elektrot aktivitesini ¢ok Onemli oranda artirdigi
goriilmiistiir. Tim fenolik tiirler i¢in D enzim elektrodu ile elde edilen hassasiyet

oldukca yiiksektir.

Cizelge 4.5. GC/(GMA-co-MTM),/CNT/TvLac (D elektrodu) enzim elektrodu ile elde

edilen analitik parametreler

Calisma araligi R 2 Hassaslik Standart sapma
(M) (MM/nA) (%)
Fenol 0.2-2.79 0.989 1407.2 1.76
Katekol 0.2-2.34 0.992 3692.8 1.23
Benzokinon 0.2-14.15 0.981 688.27 1.42
Hidrokinon 0.2-3.28 0.992 5552.6 3.34
2-Kloro Fenol 0.2-2.68 0.993 4067.5 1.06
3 Kloro Fenol 0.1-1.30 0.971 6648.3 1.50
4 Kloro Fenol 0.19-3.58 0.976 2253.2 1.25
2-4 Dikloro Fenol 0.115-2.11 0.988 3559.6 2.48
4 Metoksi Fenol 0.2-2.89 0.995 6826 2.50

2-6 Dimetoksi Fenol 0.2-2.34 0.988 4017.1 1.90
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4.4. Gelistirilen GC/(GMA-co-MTM)yTvLac (B) ve
GC/(GMA-co-MTM),/CNT/TvLac (D) Elektrotlarinin

Kararhhg

Enzim elektrotlarinda aranan en 6nemli 6zelliklerden biri de elektrodun uzun
Oomiirlii olmasidir. GC/(GMA-co-MTM),/TvLac ve GC/(GMA-co-MTM),/CNT/TvLac
enzim elektrotlarinin aktivitesi belirlenen optimum kosullarda 6l¢iilmiis ve enzim
elektrotlar1  kullanilmadigi  zamanlarda c¢alisma tamponu i¢inde +4°C’de
buzdolabinda muhafaza edilmistir. Elektrotlarin aktivitesine belirli siire araliklarin da
30 giin siiresince bakilmistir. Hazirlanan GC/(GMA-co-MTM),/TvLac  enzim
elektrodunun ilk bes giin igerisinde elektrot aktivitesinin onemli miktarda azaldigi
bundan sonra giinlerde ise aktivideki azalmanin daha az oldugu goriilmiistiir.
GC/(GMA-co-MTM),/CNT/TvLac enzim elektrot aktivitesinde ise ilk 20 giin
icerisinde Onemli aktivite kaybi olmazken 20 giinden sonra aktivite kayb1 artmistir.
Sekil 4.53°de GC/(GMA-co-MTM),/TvLac ve Sekil 4.54’de GC/(GMA-co-
MTM),/CNT/TvLac enzim elektrotlarindan elde edilen sonuglar kullanilarak zamana
kars1 akim degerleri verilmistir. Bir ay sonunda GC/(GMA-co-MTM),/TvLac enzim
elektrot aktivitesi baslangictaki aktivitesinin % 26’s1 kadardir. Karbon nano tiip
kullanilarak hazirlanan GC/(GMA-co-MTM),/CNT/TvLac enzim elektrodu ise bir

ayin sonunda basglangictaki aktivitesinin % 34 nii korumustur.
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Sekil 4.52 GC/(GMA-co-MTM),/TvLac enzim elektrodu ile farkli giinlerde alinan
maksimum akim degerleri (2 uM fenol ilavesi).
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Sekil 4.53 GC/(GMA-co-MTM),/CNT/TvLac enzim elektrodu ile farkli giinlerde
aliman maksimum akim degerleri (2 uM fenol ilavesi).
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4.5. Gelistirilen Biyosensorin Gercek Numunelerde

Kullanimi

Gelistirdigimiz amperometrik fenol biyosensorii ile optimizasyon ve
kalibrasyon c¢aligmalar1 yapildiktan sonra ger¢cek numunelerdeki fenol tayinleri
yapilmistir. Bu amagla farkli 6zelliklere sahip gercek numuneler kullanilmistir.
Numunelerdeki fenol tayini i¢in 5530-D nolu standart metot esas alinarak kiyaslama

yapilmistir.

Gelistirdigimiz GC/(GMA-co-MTM),/CNT/TvLac enzim elektrodu ile gergek
atiksu numunesi, aritma ¢camuru ve deniz suyunda fenol tayini yapilmistir. Fenol
Olctimii icin Bolim 3.5.1 ve 3.5.2°de verilen prosediir uygulanmistir. Atiksu
numunesi ve aritma ¢amuru ortamda bulunabilecek ve girisime sebep olacak diger
tiirlerin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in bir 6n isleme tabii tutulmustur. Deniz suyu
numunesine herhangi bir 6n islem uygulanmamis sadece 0.45 mikronluk siizgec
kagidindan siizme islemi yapilmistir. On isleme tabii tutulmus atiksu ve aritma
camuru numunesi hem gelistirdigimiz GC/(GMA-co-MTM),/CNT/TvLac elektrot
hemde standart metot 5530-D kullanilarak fotometrik olarak tayin edilerek sonuglar
karsilastirtlmistir. Herhangi bir 6n islem gormemis deniz suyunda fenol tayini ise
sadece calismamiz kapsaminda gelistirilen GC/(GMA-co-MTM),/CNT/TvLac elektrot
ile yapilmistir. On islem gérmiis atiksu ve aritma ¢amuru numunesi i¢in farkli iki
yontemle elde edilen fenol miktarlar ile deniz suyu numunesindeki fenol miktari

Cizelge 4.5’ de goriilmektedir.
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Cizelge 4.6. GC/(GMA-co-MTM),/CNT/TvLac enzim elektrodu ve standart metot
5530-D ile yapilan fenol tayin sonuglari

GC/(GMA-co-MTM) yCNT/TvLac

enzim elektrodu

Standart metot 5530-D

Numune No Fotometrik metot
(Gelistirilen amperometrik laccase
(SM 5530-D)
biyosensorii)
Atksu 91.4 ppb 85 ppb
4 pp pp

(Petrol sanayi)
Aritma ¢amuru

. 94,6 ppb 90 ppb
(Metal sanayi)

Deniz suyu 1.82 ppb Ol¢iilemedi
Sonuglar incelendiginde gelistirdigimiz enzim elektrodu ile bulunan

sonuglarin standart metotla (5530-D) ile uyumlu oldugu goriilmektedir. Ayrica
GC/(GMA-co-MTM),/CNT/TvLac enzim elektrodu ile denizsuyu numunesinde de

cok kiigiik konsantrasyonda olsa fenol bulunmustur. Gelistirilen biyosensér deniz

suyu numunelerindeki fenol miktar1 tayini i¢in olduk¢a uygundur. Ciinkii deniz suyu

numunesinde siizme islemi disinda higcbir islem uygulamadan tayin yapmak

miimkiindiir. Elde edilen sonuglar gelistirilen enzim elektrodunun ¢evresel izlemeler

icin kullanilabilecegini gdstermektedir.
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SONUCLAR

Fenol tayini yapmak amaciyla yeni bir enzim elektrodunun gelistirildigi bu
calismada elde edilen sonuglar asagida verilmis ve diger caligsmalarla karsilagtirilarak

degerlendirilmistir.

Calisma kapsaminda oncelikle iki farkli enzim (TvLac ve HRP) kullanilarak
elektropolimerizasyon yontemi ile enzim elektrot yiizeyine immobilize edilmistir.
Hazirlanan iki farkli enzim elektrodu ile yapilan fenol 6lgiimleri sonucunda bundan
sonraki asamalarda lakkaz enzimi ile calisiimasma karar verilmistir. On deneme
niteligindeki bu ¢aligmalardan sonra elektrodu modifiye etmek i¢in glisidil metakrilat
(GMA) ve 3-metiltiyenil metakrilat (MTM) kopolimerleri 60°C °de, AIBN
baslaticis1 kullanilarak DMF ¢oziiciisiinde serbest radikal polimerizasyon yontemi ile
hazirlanmistir.  Kopolimer hazirlanmasinda kullanilan monomer miktarlari
degistirilerek ii¢ farkli kopolimer elde edilmistir. Elde edilen bu kopolimerlerden %
30 glisin metakrilat ve % 70 3-thienylmethylmethacrylate iceren (GMA-co-MTM),
kopolimeri kullanilarak bir biyosensér hazirlanmistir. Hazirlanan biyosensorde

lakkaz (TvLac) enzimi tutuklanmis olarak kullanilmistir.

Calismanin ilk asamasinda GC elektrot yiizeyinde kaplanmis (GMA-co-
MTM),; iizerine lakkaz (TvLac) tutuklanmistir. GC/(GMA-co-MTM);/TvLac (A
elektrodu) olarak tanimladigimiz elektrotla maksimum aktivitenin gozlendigi (GMA-
co-MTM); derisimi (3,0 mg/mL), enzim derisimi (3,00 mg/mL) olarak saptanmustir.
Maksimum aktivitenin gozlendigi pH 4.5 olarak bulunmustur. GC/(GMA-co-
MTM),/TvLac (A elektrodu) ile optimum ¢alisma kosullar tespit edildikten 10 farkl
fenolik tiir icin kalibrasyon egrileri ve dogrusal ¢aligma araliklari ve tespit sinirlari
bulunmustur. A enzim elektrodunun fenolik tiirlere kars1 hassasligi 2,4-dikloro fenol
> 3 kloro fenol > 2,6-dimetoksi fenol > fenol > katekol> 4-metoksi fenol> 4-kloro
fenol> benzokinon >2-kloro fenol > hidrokinon sirasinda azalmaktadir. Hassasiyet
farklar1  fenolik  tlirlerin  yapisinda  bulunan  gruplarin  konumundan
kaynaklanmaktadir. GC/(GMA-co-MTM);/TvLac (A elektrodu) ile elde edilen
optimum sartlar kullanilarak diger iki elektrot (B ve C elektrodu) i¢inde 10 farkl

fenolik tiir i¢in kalibrasyon egrileri ve dogrusal ¢aligma araliklar1 bulunmustur. Elde
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edilen sonuglardan GC/(GMA-co-MTM),/TvLac (B elektrodu) enzim elektrodunun
fenolik tiirlere kars1 daha 1yi hassaslik ve daha genis dogrusal ¢aligsma araligina sahip

oldugu goriilmiistiir.

Calismanin ikinci asamasinda (GMA-co-MTM), kopolimeri ile kaplanmis GC
elektrot ylizeyinde karbon nano tiip (CNT) biriktirilerek ardindan lakkaz (TvLac)
tutuklanmistir. GC/(GMA-co-MTM),/CNT/TvLac (D elektrodu) enzim elektrot olarak
tanimladigimiz bu elektroda CNT etkisi aragtirilmistir. Bu ¢alismalarda GC/(GMA-
co-MTM),/TvLac (A elektrodu) enzim elektrodu ile saptanan optimum kosullar
kullanilmistir. Hazirladigimiz  dort  farkli  elektrot i¢in elde edilen analitik

parametreler Cizelge 5.1°de 6zetlenmistir.
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Cizelge 5.1. Dort farkl elektrot i¢in elde edilen analitik parametreler

GC/(GMA-co-MTM),/TvLac GC/(GMA-co-MTM),/TvLac GC/(GMA-co-MTM);/TvLac GC/(GMA-co-MTM),/CNTt/TvLac
(A elektrodu) (B elektrodu) (C elektrodu) (D elektrodu)
o || s | Snder | ot | gt | Sttt | o | g | Stntar | Catoma ) s | Sonder
M/nA M/nA M/nA M/nA

(M) MnA) o) (M) UMnA) o) (M) UMnA) o) (M) UMnA) o)

Fenol 0.2-2.09 | 0.9984 40.69 3.94 0.1-2.83 || 0.994 26.72 554 0.2-1.96 | 0.977 36.79 2.32 2'725; 0.989 || 1407.2 1.76
3.24 0.2-

Katekol 02-2.46 | 0.9967 37.71 0.1-2.22 || 0.99 43.04 1.45 0.1-2.34 | 0.984 62.26 1.53 oan || 0992 | 36928 1.23
. 1.68 0.2- 0.39- 0.2-

Benzokinon || 0.5-6.19 | 0.9938 21.37 115 || 0994 3.93 1.66 730 0.984 17.24 2.12 1415 | 0981 | 68827 1.42

Hidrokinon || 02279 || 09898 | 15.40 7.99 02-7.03 | 0995 | 1054 3.81 02279 | 0981 | 2276 4.02 g.zzé 0992 | 555256 3.34

2-kloro 0.5-7.75 || 0.9825 15.99 1.07 0.2-1.96 || 0984 || 111.89 112 0.19- 1 6 974 59.79 1.78 0.2- 0.993 | 4067.5 1.06
fenol 1.60 2.68
3 kloro 114 0.1-

enl 0.1-1.34 | 0.9909 72.11 : 0.1-1.88 | 0.983 128.68 1.65 0.1-1.60 | 0.982 71.12 1.53 130 | 0971 || 66483 1.50

4koro i 5557 || 0.9845 | 34.87 1.68 0.1-498 | 0991 || 3032 132 04-3.66 | 0984 | 5826 1.46 019- Il g o76 || 22532 1.25
fenol 3.58
24-dikloro || 0.04— 1.99 0.04- 0.15- 0.115-

Tenol 0.55 0.9955 || 141.62 59 0.979 62.86 2.10 5 0.973 57.31 1.15 511 | 0988 | 3559.6 2.48

#metokst o 11 75 || 0.9898 36.15 307 0.2-246 |1 985 31.23 3.88 0.2-1.69 | 0.975 124.22 3.04 0.2- 0.995 6826 2.50
fenol 2.89
2,6- 2.72 0.2-

dimetoksi | 0.1-1.73 || 0.9909 64.60 : 0.2-222 | 0.988 60.03 2.42 0.2-2.57 || 0.991 52.57 3.11 osn | 0988 || 40171 1.90
fenol '
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Bu calismada gelistirilen biyosensor igin elde edilen sonuglar literatiirde
verilen degerlerle karsilagtirildiginda grafit, CPE, Pt gibi elektrotlara gore gelistirilen
elektrodun fenolik tiirlere kars1 gosterdigi hassaslik oldukga yiiksektir. Bunun yani
sitra GC/(GMA-co-MTM),/CNT/TvLac (D elektrodu) ile tiim fenolik tiirler igin
oldukca diisiik konsantrasyon araliklarinda 6l¢lim yapilabilir. Bu calismada elde
edilen calisma araligi literatiirde lakkaz enzimini temel alan diger calismalarla
kiyaslandigi zaman olduk¢a kiiclik konsantrasyonlar oldugu goriilmektedir.
Literatiirde fenolik tiirler i¢in dogrusal ¢alisma araligi 0.4 ile 100 uM araliginda
degisirken bu ¢aligmada gelistirilen biyosensorle 0.1 ile maksimum 14 pM araliginda
degisiklik gostermektedir. Olgiim smirmin ve dogrusal ¢alisma araliginm diisiik

olmas1 ger¢ek numunlerdeki fenolik tiirlerin tespiti i¢in bir avantaj saglamaktadir.

Biyosensorlerde diger oOnemli parametrede kararhiliktir. Bu aclismada
gelitirilen  GC/(GMA-co-MTM)/TvLac (B elektrodu) ve  GC/(GMA-co-
MTM),/CNT/TvLac (D elektrodu) icin elde edilen kararlilik siiresi bir aydir. Bu

sonug literatiirde verilen sonuglarla uyum igerisindedir.

Gelistirilen biyosensoriin cevap siireleri literatiirde verilen sonuglarla
kiyaslandigi zaman oldukc¢a uzun oldugu goriilmektedir. Literatiirde Horse Radish
peroksidaz enzimi (HRP) esas alinarak gelistirilen biyosensorlerde daha diisiik cevap
stiresine sahip oldugu goriilmiistiir. Bu sonucun biyosensdrde kullanilan lakkaz
enziminin dort farkl aktif merkeze sahip olmasi ve indirgenme mekanizmasinda bu
farkli aktif merkezlerin hepsinin rol almasidir. Cizelge 5.2. de bu ¢alisma

kapsaminda elde edilen sonuglarla literatiirde verilen sonuglar karsilastirilmistir.
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Cizelge 5.2. Lakkaz enzimini temel alan biosensorlerle ilgili literatiirde yer

alan caligsmalar

Calisma Tespit
Hassaslik Tampon
Elektrot Substrat Aralig sinin  Kararlihk
(nA/pM) ve pH
(M) (M)
Fenol 1407.2 0.2-2.79
Katekol 3692.8 0.2-2.34
Benzokinon 688.7 0.2-14.15
Hidrokinon 5552.6 0.2-3.28
GC/(GMA-co- 2-Kloro Fenol 4067.5 0.2-2.68 Asetat
- 1ay
MTM)2/CNT/TvLac 3 Kloro Fenol 6648.3 0.1-1.30 pH 4.5
4 Kloro Fenol 2253.2 0.19-3.58
2-4 Dikloro Fenol 3559.6 0.11-2.11
4 Metoksi Fenol 6286 0.2-2.89
2-6Dimetoksi Fenol 4017.1 0.2-2.34
Fosfat
CPE Hidrokinon 0,21 10-137,5 0,015 40 gin
5
Asetat
Karbon fiber 16,1 1-90 - 2 ay
Katekol pH 4.5
Asetat
Grafit Katekol 68,6 1-10 - 100 giin
pH5
Asetat
Pt Katekol 0,2 10-100 - 40 gln
pHS5
Fosfat
GC -
parke 123 0.4-20.4 0.06 6.5
Asetat
Grafit 9,7 0-2 - 10 glin
Katekol pH 4.8
Katekol 1-10 0.23 Sitrat
Grafit -
Hidrokinon 0.5-8 0.44 pH 5.0
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Ayrica  hazirlanan ~ GC/(GMA-co-MTM),/TvLac  ve  GC/(GMA-co-
MTM),/CNT/TvLac enzim elektrodu ile 1 ay igerisinde 300 6l¢iim yapilmistir. Bir ay
sonunda GC/(GMA-co-MTM),/TvLac enzim elektrot aktivitesi baslangictaki
aktivitesinin % 26’s1 kadardir. Karbon nano tiip kullanilarak hazirlanan GC/(GMA-
co-MTM),/CNT/TvLac enzim elektrodu ise bir aym sonunda baslangictaki

aktivitesinin % 34’nili korumustur.

Gelistirdigimiz GC/(GMA-co-MTM),/CNT/TvLac (D elektrodu) elektrot ile
gercek numunelerdeki fenol Ol¢imii yapilmistir. Elde ettigimiz sonuglar standart

metot 5530-D ile yapilan fenol tayini ile uyum igindedir.

Sonu¢ olarak bu caligmada gelistirilen fenol biyosensorii hazirlanmasinin
kolay, ucuz, tespit siirinin diisiik olmasi gibi avantajlara sahip oldugu sdylenebilir.
Kullanilan enzim tutuklama yontemi oldukga basittir. Ayrica hazirlanan biyosensor

su, atiksu ve deniz suyu numunelerindeki fenol dl¢timii i¢in kullanilabilir.
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