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OZET

Bu ¢alismada, balik eti tazeliginin tespiti i¢in yeni bir amperometrik biyosensor gelistirildi.
Bu amagla, platin levha {lizerinde piroliin sodyum dodesilbenzen siilfonathi ortamda
elektropolimerlesmesi ile polipirol/sodyum dodesilbenzen siilfonat film hazirlandi. Ksantin
oksidaz ve tirikaz enzimleri, polipirol/sodyum dodesilbenzen siilfonat film i¢ine tutuklama
yontemiyle immobilize edildi. Balik tazeliginin tayini, hazirlanan enzim elektrodun
ylzeyinde gerceklesen enzimatik tepkime sonucu olusan hidrojen peroksitin 0,40 V’da
yiikseltgenmesine dayanarak yapildi. Biyosensoriin balik tazeliginin tayini i¢inl,0x107 M
— 1,0x10°M calisma araligr tayin edildi. Hazirlanan biyosensoriin cevabina pH’nin ve
sicakligin etkisi arastirildi. Biyosensoriin tekrar kullanilabilirligi ve raf omrii belirlendi.
Hazirlanan biyosensorle balik eti numunelerinde hipoksantin tayini yapildi. Biyolojik
ortamda olabilecek girisimlerin biyosensoriin cevap akimina etkileri incelendi.
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ABSTRACT

In this study, a new amperometric biosensor for determination of fish freshness has been
developed. For this reason, polypyrrole-sodium dodecyl benzene sulphonate films have
been prepared on the platinum electrode by the electropolymerization of pyrrole in the
presence of dodecyl benzene sulphonate. Xanthine oxidase and uricase enzymes have been
immobilized in polypyrrole-sodium dodecyl benzene sulphonate via the entrapment
method. Determination of fish freshness was performed by increasing the level of
hydrogen peroxide up to 0.40 V as a result of a enzymatic reaction occurred at the surface
of enzyme electrode prepared. For determination of fish freshness of the biosensor,1,0x10~
M —1,0x10° M a working range was designated.In the response of the biosensor, the effect
of pH and the temperature was investigated. Reusability and shelf-life of the biosensor
were determined.Hypoxanthine determination was carried out on fresh of fish by means of
the biosensor prepared. The effects of interventions to be occurred in the biological
environment to the biosensor’s response flow were examined.

Science Code : 201.1.020

Key Words : Hypoxanthine, xanthine oxidase, uricase, biosensor, polypyrrole,
sodium dodecyl benzene sulphonate

Page Number : 87
Supervisor . Assoc. Prof. Dr. Servet CETE



Vi
TESEKKUR
Calismalarim siiresince bilgi birikimi ve tecriibesi ile beni yonlendiren, destegini

esirgemeyen ve siirekli cesaretlendiren degerli hocam Saym Dog.Dr.Servet CETE’ye en

icten tesekkiirlerimi sunarim.

Calismamin en basindan itibaren yanimda olan, deneyimlerini paylasan Bayram Oguz

OZER’e ve Tuge Yagmur UZUMER ’e yol gostericiligi i¢in tesekkiir ederim.

Her zaman yanimda olan, hem maddi hem de manevi bana destek olan Annem Nergis
AZIZOVA’ya sonsuz tesekkiir ederim.



Vii

ICINDEKILER
Sayfa
OZET .ottt iv
ABSTRACT ... v
TESEKKUR ..ottt e ettt en sttt n sttt en ettt s s ettt en s, Vi
ICINDEKILER ......cocviiiiviiiieieieieiicte ettt st vii
CIZELGELERIN LISTESI.....cuititiiiiiiteees et Xii
SEKILLERIN LISTESI .....viiiiiiieiiiiieiiiceiee e Xiii
L GIRIS s 1
2. GENEL BILGILER .....ooooooitiiiiiiiiiiniiiiiiienssesssesesessssssssssssssssieeesssssssssssessess 5
2.1 ENZIMIET oo 5
2.1.1. Enzimlerin yapisi ve 0zelliKIeri........cccoovviiiiiiiiiiiiiiicec, 6
2.1.2. ENZIMIETIN ZOTEVI 1uvviiiiiiiesiie et 7
2.1.3. Reaksiyon hizini etkileyen faktorler...........ccoovviiiiiiiiii, 8
2.2. Urikaz Enzimi (U ) ve OZellIKIET ......ccooviviverireiicecieeececce e, 9
2.3. Ksantin Oksidaz ( KO ) Enzimi ve OzelliKIeTi.........cccccovevevruererererceeeerenecenn, 10
2.4, BIYOSENSOTIET ......eiiiiiiiiiiee e 11
2.4.1. Biyosensorlerin tarthgesi .......cuecvviiiieiiiiiiieiiesee e 12
2.4.2. BiyosensoOriin ana govdesini olusturan yapilar.........c.cccocceeviieiiiiinniienns 13
2.4.3. BiyOreSePLOTIET ....ooivviiiiiiiiiiiiecse e 13
2.4.4. Dontstirticliler (Transduserler).........coooviiiieiiiiicieeee e 14
2.4.5. Biyosensor hazirlanmasinda dikkat edilmesi gerekenler......................... 18
2.4.6. Biyosensorlerde kullanilan biyoaktif yapilar..........cccocveiiiiiiiniiien, 18
2.4.7. Biyosensorlerde biyoaktif bilesen immobilizasyon yontemleri .............. 18
2.4.8. Enzim immobilizasyon metotlari..........ccccoviieiiiiiiiiii i 18

2.5, T1EtKEN POIIMETIET ...vevveeeeeeeee e ee e e e e e e e e e et e et e et e ere e e ereeteeneesessesseeresreseesreareeneens 27



Sayfa

2.5.1. letken polimerlerin tarihsel Gelisimi..........c.cocovevevereririeccreieeieeeeeeieienans 28
2.5.2. Tletken POLMETIET .......ccveviviviiicreieieeecce et 28
2.5.3. PII0L . 32
2.5.4. Piroliin elektrokimyasal polimerizasyonu ...........cccovvvrreenennieenieesinecnnnn 32
2.5. 5. DOPING .ttt e 34

2.6. ENZIM SENSOTIETT ....vvveiiiiiiiiiie et 34
2.6.1. Enzim sensorlerinin genel ¢alisma prensibi .......ccoocevvviiiiiiiiiiiicieen, 35
2.6.2. Enzim sensorlerinin siniflandirtlmast.........oocoeeiiiiiiiiiiiciiccc e 36

2.7. Performans FaktOrIeri........cccooiuiiiiiiiiiiee e 37
2.7 1. SECICTHK it 37
2.7.2. Kullanim OMITi.......ceeiiueeiiiiiieiieeiee e 37
2.7.3. Kalibrasyon gerekSinimIeri..........ccocvviiiienin e 37
2.7.4. TekrarlanabilirliK ...........cooooiiiiiiii s 37
2.7.5. KararliliK......ocveeiiiiiiice e 37
2.7.6. Yiiksek duyarliliK .......ccccoooiiiiiiiiiiiii 38
2.7.7. Yeterli diizeyde tayin SINIT........cccovviiirieriiiieeieeeee e 38
2.7.8. Genis OlgUM Arali@l.....c.ceeiuieiiiiiieiie s 38
2.7.9. H1ZI1 CEVAP ZAMANI ...oovviiiiieiiieieesiee e 38
2.7.10. Basitlik V& UCUZIUK ..........cccoviiiiiiiiic 39

2.8. Kaynak Aragtirmast........cceeieiiirieiiieiieseeeee e 39
3. ARASTIRMA BULGULARI ..ot 47
3.1. Cihazlar ve Malzemeler ... 47
3.1.1. Elektrokimyasal analiz cithazi............cccooeiiiiiiic 47
3.1.2. Hiicre Ve eleKtrOtlar .......ooviiiiiiiieiie e 47
.13 PH MEITE . 47

314, SUDANYOSU....uvieiiiiiieiieeie sttt sttt st a e sa e e sreenbeenee s 48



3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

Sayfa
3.1.5. IMIKIO PIPEL ..ottt 48
31,60 ATZON ZAZ1 .ot 48
3.1 7. SAF SU i 48
3.1.8. SEM CINAZI ...vviiiiiiiiie s 48
3.1.9. AFM CIRAZI . s 48
3.1.10. Yiizey temas acist analiz c1hazi..........cccovovviieiiiiiieseee e 48
Kullanilan Reaktifler ve OZelliKIETi ..........ccccevevevcecreieieieececieeeseceeee e, 49
3.2.1. Kullanilan ¢OZEIHIET ........coviuviiiiiieiiiie e 49
Platin Yiizeye Polipirol-Sodyum dodesilbenzen siilfonat (PPy-DBS)
Kaplanmast..........oooiiiiii s 51
3.3.1. Pt/PPy-DBS film elektrodun SEM analizi...........ccccccceevveiieiiiciie e, 51
3.3.2. Pt/PPy-DBS film elektrodun AFM analizi ...........cccccoovvvvininnciciinnine 51
3.3.3. Pt/PPy-DBS film elektrodun yiizey temas a¢ist analizi............c.ccoceeveene 52
Pt/PPy-DBS film elektrodun hidrojen peroksite duyarliliginin belirlenmesi..... 52
Pt/PPy-DBS Film Elektrodunun Serbest Enzimin Bulundugu Cozeltide
Hipoksantine Duyarliliginin Belirlenmesi ............ccocovvriiiininiiinenc e 52
Biyosensoriin Hazirlanmast..........coocviiiiiiiiiiiciiiicces e 53
3.6.1. Hapsetme yontemi ile enzim immobilizasyonu............ccceevveeriveeiiineennne 53
3.6.2. Pt/PPy-DBS/ KO-U biyosensoriiniin SEM analizi...........cccoceeerininnnnnne 53
3.6.3. Pt/PPy-DBS/ KO-U biyosensoriinin AFM analizi ..........cccocevevenennnnnne 53
3.6.4. Pt/ PPy-DBS / KO-U biyosensoriiniin yiizey temas agisi analizi............ 53
Pt/PPy-DBS/ KO-U Biyosensériiniin En Iyi Kosullarinin Belirlenmesi............ 54
371 pH NN @KIST vt 54
3.7.2. S1cakIiZIn €tKIST ..vveveiiiicie e 54
3.7.3. Substrat derigiminin etKiSi ........ceererriiiiiiiiieeiie e 55
3.7.4. Biyosensoriin tekrar kullanilabirliginin belirlenmesi .........c.ccocceeviiveennee. 55

3.7.5. Biyosensoriin raf dmriintin belirlenmesi..........ccoocveveeriiiiiniiienieieee, 55



Sayfa
3.8. Biyosensor Uzerine Girisim Yapan Maddeler ............cccoocevvieniiciicsiicnen, 56
3.9. Biyosensériin Ger¢gek Numuneler Uzerindeki Performansinin Incelenmesi...... 58
3.9.1. Numune hazirlanmast ..........ccoooueeiiriiiiiieiie e 58
3.9.2. Balik numunesi ile G1¢im alinmast .......ccevververieiieeresiesie e see e 58
4. BULGULAR VE TARTISMA ..o 61
4.1. Hazirlanan Pt/PPy-DBS Film Elektrodunun Hidrojen Perokside
Duyarlili@imin Belrlenmesi.........ccveiiviiiiiiiiiiieiiii e 62
4.2. PY/PPy-DBS Film Elektrodun Serbest Enzimli Ortamda Hipoksantine
Duyarlili@imnin INnCelenmeSsi........cccvviiiiiiiiiiiiiiiiciiie s 63
4.3. SEM ANGHIZI ..o 64
A4, AFM ANANIZIE .ot 65
4.5. Pt/PPy-pTS/KO-UBiyosensoriiniin Yiizey Temas Agist Analizi...........ccecueeneee 67
4.7. Biyosensoriin En Iyi Calisma Kosullariin Belirlenmesi ..........cococevevevevevevennnee. 68
A.7. 1. PH EEKIST ..o 68
4.7.2. S1CAKIK @LKIST ..o 69
4.7.3. Substrat derigiminin €tKiSi ........cceviuiiiiiiiiiiiierie e 70
4.7.4. Biyosensor icin kalibrasyon grafigi ¢izilmest .........ccoocvvviiniicniciieenn, 71
4.7.5. Biyosensoriin tekrar kullanilabilirliginin belirlenmesi.............ccoceevenee. 72
4.7.6. Biyosensoriin raf omriiniin belirlenmesi............ccocvvviiiiiiiiiii e 73
4.8. Biyosensériin Uzerine Girisim Yapan Maddeler ............ccccoueverierniireiieerennne, 74
4.9. Biyosensoriin Ger¢cek Numunelere Karsi Davranisinin Incelenmesi................. 74
4.9.1. Balik oliimii gerceklestigi anda alian 6l¢iim...........ccoeveeiiiiiieniciieenn. 75
4.9.2. Derin dondurucuda bekletilmis balik numunesinde hipoksantin
art1S1arinin INCEIENMEST ......vveiiiie i 75
4.9.3. Buzdolabinda bekletilmis balik numunesinde hipoksantin artiglarinin
INCEIBNMEST ... s 76

4.9.4. Derin dondurucuda ve buzdolabinda bekletilen balik numuneleri i¢in
alian hipoksantin dl¢iim sonuglarinin karsilagtirilmasi............cccoceeneee. 77



] 01610 07N 2 SO

KAYNAKLAR

OZGECMIS



Cizelge

Cizelge 2.1.

Cizelge 2.2.

Cizelge 2.3.
Cizelge 2.4.
Cizelge 2.5.
Cizelge 2.6.
Cizelge 2.7.
Cizelge 2.8.

Cizelge 3.1.

Cizelge 4.1.

Xii

CiZELGELERIN LiSTESI

Sayfa
Mikrobiyal kaynakli iirikaz enziminin optimum kosullari, Ky, degeri ve
MOIEKUT KTEIEST ..o 10
Mikrobiyal kaynakli ksantin oksidaz enziminin optimum kosullar, Ky, ve
MOIEKUL KUIEST [29]...uvvieiiiiie i 11
Enzim biyosensorleri i¢in kullanilan farkli dontistiirticiiler................c...... 15
Enzim immobilizasyon yontemleri........ccccvvviiiieiiiininiie i 19
Enzimin baglanmasini saglayan fonksiyonel gruplar...........ccc.ccooovivinnnnnn. 21
[letken polimerler ve iletkenliKIEri ...........cevvevevevererirereiieeeeeeeee e, 30
Iletken polimerlerin kullanildig1 biyoSensrler .........cocvvvverveevercverrinenans 31
Enzim sensorlerin siniflandirtlmast ..., 36

Calismada kullanilan kimyasal maddelerin adlari, saflik dereceleri ve
temin edildikleri firmalar..............coooiiiiii 49

Biyosensor {izerine girisim yapan maddeler ve girisim etkileri ................. 74



Xiii

SEKILLERIN LISTESI

Sekil Sayfa
Sekil 1.1. Balik 6liimii sonrasinda kas dokuda ATP nin hipoksantine doniistimii ........ 1
Sekil 1.2. Enzimatik reaksiyonlar sonucu olusan hipoksantin, ksantin ve iirik asitin

halkall yapilari ... 4
Sekil 2.1. Bir substrat molekiiliinii baglayan bir aktif bolgeli enzimin sematik

Olarak@OStETTIMEST ....c.vvieeiieieicee st 7
Sekil 2.2. Reaksiyonlarda enerji profili .........ccooeiieiiiii i 7
Sekil 2.3. Enzim reaksiyon hizlarinin sicaklik profili..........cccooviiiiiiiiiiiiiiciies 8
Sekil 2.4. Enzim reaksiyonlarinin pH profili...........ccccocooiieiiiiiiiii e 9
Sekil 2.5. Substrat derisiminin reaksiyon h1zina etkisi.........cccocoeercieiiiriiienicieesieeiens 9
Sekil 2.6. Piirin bazlarinin y1KImI ......c..ooiiiiiiiiiiiii i 11
Sekil 2.7. Bir biyosensoriin $ematik YapIST........cccvvveiiiiiiienieiiiecse e 13
Sekil 2.8. Amperometrik esasli bir biyosensoriin sematik goSterimi..........ccvevvveeriinennns 16
Sekil 2.9. Kovalent baglama .............ceoiiiiiiiiiiiiiciec e 21
Sekil 2.10. AdSOTPSTYOMN ...vviiiiiiiiiiiiiiiieeiiie sttt et e e sb e e srbeesssreesbeeeans 22
Sekil 2.11. Tyonik baglama ...........ccccueveieiveiceeieiiieieee e, 23
Sekil 2.12. Capraz baglama ............cccoiiiiiiiiiiei e 24
Sekil 2.13. Polimer matrikste tutuklama.............ccooiieiiiiiiiiiie e 27
Sekil 2.14. MIKroKapSUIemE ........ccviuiiiiiiiiiiie et 27
Sekil 2.15. Piroliin polimerizasyonuna ait mekanizma.............cccoceeeiiirecninicniecneenns 33
Sekil 2.16. Biyosensor teknolojisinde kullanilan biyoaktif materyal siralamasinda

ENZIMIETTN YEIIEIT .. 35

Sekil 2.17. Enzim sensorlerinin genel sematik gOSterimi ..........coocvveieriveeiieiiieniennens 35
Sekil 3.1. Kaplama ve 6l¢iimde kullanilan hiicre siStemi ..........ccooceeeieriiieiiniiicnienins 47
Sekil 4.1. Ksantin oksidaz ve iirikaz enzimlerinin immobilize edildigi elektrot

yiizeyinde gerceklesen reaksiyon diZiSi ......coovevvvreeiiiiieiienieeseese e 62

Sekil 4.2.

Pt/PPy-DBS film elektrodun artan hidrojen peroksit derisimine karsi cevap
AKIMIATT. . 63



Sekil

Xiv

Sayfa

Sekil 4.3. Pt/PPy-DBS film elektrodun serbest enzimli ortamda hipoksantine cevab1.. 63

Sekil 4.4. Pt/PPy-DBS film elektrodun SEM fotografi ........cccocoeviiiiiiiiiiiciiis 64
Sekil 4.5. Pt/PPy-DBS/KO-U biyosensoriiniin SEM fotografi...........ccoceveieniiiinnnnn. 65
Sekil 4.6. Pt/PPy-DBS film elektrodunun AFM fotografi..........c.ccocvvvvriiiiiiineniicnee, 66
Sekil 4.7. Pt/PPy-DBS/KO-U biyosensoriiniin AFM fotografi ..........ccoceveiereiiiinnnn. 66
Sekil 4.8. Pt/PPy-DBS film elektodunun yiizey temas agis1 fotografi.........c.c.coevvrnnnns 67
Sekil 4.9. Pt/PPy-DBS/ KO-U biyosensoriiniin yiizey temas agisi fotografi.................. 67
Sekil 4.10. Pt/PPy-DBS/KO-U biyosensoriiniin farkli pH ortamlarindaki cevap

AKIMIATT ...t 68
Sekil 4.11. Pt/ PPy-DBS/KO-U biyosensoriin sicaklik degisimine kars1 duyarliligt ..... 69
Sekil 4.12. Pt/PPy-DBS/KO-U biyosensoriin artan hipoksantin derisimine karsi

JAVIANTIST 1.ttt e e anee s 70
Sekil 4.13. Biyosensdriin hipoksantine duyarliligini gosteren Lineweaver-Burk

GEATIZT 1. 71
Sekil 4.14. Pt/PPy-DBS/KO-U biyosensoriiniin kalibrasyon grafigi(0,1 M pH=8,5

fosfat tamponu,25 OC) ..ovviiiiiiiii e 72
Sekil 4.15. Pt/ PPy-DBS/KO-U biyosensdriiniin tekrar kullanilabilirligi....................... 72
Sekil 4.16. BiyosensOriin raf OmIll .........cccocviiieiiiieiiesieie e 73
Sekil 4.17. Balik 6limii gergeklestigi anda proteini ¢oktiiriilerek hazirlanmis numune

icin standart ekleme metodu ile hazirlanmis kalibrasyon grafigi................. 75
Sekil 4.18. Derin dondurucuda bekletilen numune i¢in periyodik araliklarla alinan

hipoksantin 6l¢iim sonuglarinin bekletilen giin sayisina kars1 grafigi.......... 76
Sekil 4.19. Buzdolabinda bekletilen numune i¢in periyodik araliklarla alinan

Sekil 4.20.

hipoksantin 6l¢iim sonuglarinin bekletilen giin sayisina kars1 grafigi.......... 77

Her iki durum i¢in alinan sonug¢larin karsilastirtlmasi.........ccccooeeveviieeiinennns 78



1. GIRIS

Baliklar, et kalitelerinin ve besin degerlerinin yiiksekligi nedeniyle 6zellikle son yillarda
oldukga fazla tercih edilen gidalardir. Ancak, sahip olduklar1 biyolojik kompozisyonlari
nedeniyle ¢ok c¢abuk bozulurlar. Bunun yanina bir de uygun olmayan muamele ve
depolama sartlar1 eklendiginde tiiketicilere ulasmadan 6nce baliklarin biiylik bir kismi
bozulmaktadir. Baliklarda bozulmaya, avlama sonrasi baglayan mikrobiyal, enzimatik,

kimyasal ve fiziksel reaksiyonlar neden olmaktadir [1].

Balik 61diigii zaman viicut savunmasi da durur. Baliklarin solungaglarinda, bagirsaklarinda
ve derisinde bulunan mikroorganizmalar ile dogal olarak bulunan enzimlerin faaliyetleri
sonucu balik muhtevasinda dnemli degismeler olur. Sonucta baligin lezzeti, kokusu,

goriinilisii ve tekstiiriinde bozulmalar meydana gelir [2].

Balik 6liimii sonrasinda kas dokuda ATP sirastyla ADP, AMP, inosin monofosfat ( IMP) ,

inosin ve hipoksantine doniismektedir.

ATPaz Miyokinaz
2 ATP ———> 2 ADP ————> ATP + AMP

AMP deaminaz fosfataz

AMP ——— > IMP ————3 Inosin

Nitkleaosit hidrolaz :
“[nosin ————3, Riboz +  Hipoksantin

niikleaosit
fosforilaz
Riboz-1-fosfat + Hipoksantin

Sekil 1.1. Balik 6liimii sonrasinda kas dokuda ATP nin hipoksantine doniisiimii [4]



Kas dokusunun pargalanmasi sonucu olusan {iriinlerin miktarlar1 belirlenerek verilen bir
siirede baligin tazelik durumu belirlenebilmektedir. Baliktaki hos tatta inosin mono fosfat
onemli bir faktdrken, depolama esnasinda biriken hipoksantin/ksantin ise baligin kotii tat
ve kokusundan sorumlu olmaktadir. Bu nedenle hipoksantin balikta tazelik gdstergesi

olarak uzun yillardan beri kullanilmaktadir.

Hipoksantin ((CsN4OHg4), Ma: 136,11); niikleik asit metabolizmasinin ara {irlinlerinden
azotlu bir piirin bazidir [5]. Hipoksantin biyolojik materyallerde adenin niikleotidinin
yikiminin ana iiriinii olarak biyolojik dokularda birikir. Bir balik 61diigii ya da yakalandig:
anda bozulma baslar. Balik kasindaki niikleotidler balik dliince yikima baslar ve sonrasinda
da devam eder. Baslangigta balik kasinda adenozin-5-trifosfat (ATP) parcalanir. Sonugta
adenozin-di-fosfat (ADP) olusur, sonra bu iiriin adenozin-5-mono fosfat (AMP), inosin-5-
monofosfat (IMP), inosin (HxR), hipoksantin (Hx), ksantin (X) ve iirik asite parcalanir.
Baliktaki hos tatta inosin mono fosfat 6nemli bir faktorken, depolama esnasinda biriken

hipoksantin/ksantin ise baliktaki kotii tatta onemli bir faktordiir.

Ksantin oksidaz enziminin katalizledigi, hipoksantinin oksijenli ortamda ksantin ve
hidrojen perokside doniismesi reaksiyonu, balik kasindaki genel reaksiyonda oran
belirleyici adim olarak tespit edilmistir. Bu yiizden inosin ve/veya hipoksantin
konsantrasyonu balik tazeligi belirleyicisi olarak kullanilabilmektedir. Mevcut hipoksantin
miktar1 tayini gida endiistrisinde et tazeligi tespitinde ve insan viicudunda bazi patolojik
proseslerde siklikla kullanilmaktadir. Bu yilizden hipoksantinin miktar tayini gida

endiistrisinde balik ve diger balik tirlinlerinin kalite kontrolii i¢in 6nem tasimaktadir.

Hipoksantin miktarini dlgebilmek i¢in spektrofotometri, kromatografi ve elektroforez gibi
yontemler mevcuttur. Bu metotlarin bazilar1 analiz 6ncesi hazirlik siireci, bazilar1 karmagik
olmast ve bazilar1 da uzun siirmesi nedeniyle zahmetli metodlardir. Elektrokimyasal
biyosensorler, Hx miktar tayininin daha basit ve daha hizli yapilmasimma olanak
saglamaktadir [10]. Her ne kadar biyolojik Orneklerde bulunan elektrokimyasal aktif
interferanslarin oksidasyonuyla bir akim meydana gelse de; elektrokimyasal enzim
sensorlerinde, enzimlerin hedef molekiilleri spesifik olarak tanimasiyla reaksiyon oraninda
bir akim olusmasina yol acarlar. Bu yilizden bu tip biyosensorler substrat tespitini etkin ve
secici bir sekilde yaparlar. Bircok elektrokimyasal sensérde enzim, substratin

oksidasyonunu katalizleyen bir oksidazdir. Algilama prosesinde elektron alici, katalitik



bolgeden elektroda gidip-gelen elektronlar1 kullanir. Birgok enzimin dogal elektron

akseptorii oldugu igin, elektron alici olarak genellikle oksijen kullanilir[18].

Calismamizda balik tazeligi tespiti i¢in, hipoksantine duyarli, amperometrik esasli yeni bir
biyosensor hazirlandi. Bu amagla platin levha iizerine polipirol-sodyum dodesilbenzen
siilfonat (Pt/PPy-DBS) filmi piroliin elektropolimerlestirilmesiyle hazirlandi. Ksantin
oksidaz (KO) ve iirikaz (U) enzimleri hapsetme yontemiyle elektrot yiizeyine immobilize
edilerek, Pt/PPy-DBS/KO-U biyosensorii hazirlandi.

Bu calisma hipoksantin tayini, hipoksantinin enzimatik reaksiyonlar sonucu allantoine
oksidasyonu ile olusan hidrojen peroksitin +0,4 V’da yiikseltgenmesi esasina dayanilarak
yapildi. BiyosensOr i¢in en iyi ¢alisma kosullar1 ve performansini etkileyen faktorler
arastirildi. Biyosensoriin tekrar kullanilabilirligi ve raf Oomrii incelendi. Biyosensor
ylizeyinin morfolojik yapist SEM, AFM, yiizey temas agisi, profilometre gibi yontemlerle
karakterize edildi. Ger¢cek numune karsisindaki davranigina bakildi. Bu amagla balik
numuneleri hazirlanarak, numunedeki hipoksantin miktar1 tayin edildi. Balik numunesinin
+25°C oda sicaklig1 ortaminda, numunenin +4 °C sicakliktaki buzdolabi ortaminda ve -20
°C “de derin dondurucu ortaminda belirli siirede bekletilmesi sonucu dokudaki hipoksantin

miktar1 degisimleri gézlendi ve karsilastirildi.

Hazirlanan Pt/PPy-DBS/KO-U biyosensorii iizerinde meydana gelen reaksiyonlar asagida

verilmistir:
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Sekil 1.2. Enzimatik reaksiyonlar sonucu olusan hipoksantin, ksantin ve iirik asitin halkali
yapilari



2. GENEL BILGILER

2.1. Enzimler

Enzimler canli organizmalarda kimyasal reaksiyonlar1 katalize eden ve hicbir yan iirlin
olugmasina firsat vermeden % 100’liik bir {irlin verimi saglayan biyolojik katalizorlerdir.
Katalitik RNA molekiillerinin (ribozimler) kii¢iik bir grubu hari¢ olmak {izere, biitiin
enzimler protein yapisindadir. Proteinlerin en biiylik ve en ¢ok 6zellesmis grubunu teskil

ederler.

Canlilar1 olusturan molekiiller, yani biyomolekiiller kinetik yonden oldukga kararli olup
kendiliginden kolayca reaksiyon vermezler. Bir hiicredeki tiim kimyasal olaylar enzimler
aracilifiyla gerceklestirilir. Biyomolekiillerin kararlili§i su dnemli sonucu saglamaktadir:
hiicre i¢inde enzim olmayan reaksiyon hemen hemen vuku bulmaz, kendiliginden meydana
gelmez. Bunun anlami, enzimler protein yapisinda oldugu ve DNA seviyesinde
diizenlenip, kontrol edilmektedir demektir. Buradan, enzimleri sadece katalizor 6zelligi ile
nitelemenin eksik bir tanimlama olacagi anlasilmaktadir. Gergekten bu molekiiller, bir
hiicreyi digerlerinden farkli kilan 6zelliklere ait bilgilerin DNA’dan aktarilmasinin en

Onemli araglaridir.

Insanlar binlerce yil éncesinden bu yana bira ve ekmek yapim gibi ilk biyoteknolojik
calismalarla aslinda enzimlerden yararlanmiglardir. Buna karsilik enzimler hakkinda
bilimsel denebilecek aragtirma ve bulgular ancak gectigimiz ylizyillda goriilmeye
baslanmistir. 1783 yilinda Spallanzani’ nin atmaca mide suyunun eti ¢dzebilecegini
bulmasi, 1811 yilinda Kirrchoff® un bugday nisastasinin zamanla dekstrin ve diger
bilesiklere doniistiigiinii belirlemesi enzimoloji konusundaki ilk c¢aligmalar olarak

gosterilebilir [9].

Kataliz olayi ile ilgili 6nemli ilk denemeler 1760-1825 yillar1 arasinda midedeki enzimatik
sindirim iizerinde yapilmistir. Belirli bir enzim {izerindeki ilk calismay1r 1835 yilinda
Isvecli bir kimyager olan S.S. Berzelius gerceklestirmis, diastazin nisastay1 in vivo olarak
stilfiirik asitten daha yiiksek verimle hidrolizledigini gostermistir. 1860 yilinda L. Pasteur
fermantasyon olaymnin enzimlerce yiriitiildiigiinii deneylerle ispat etmis, bu yilizden

enzimler i¢in ferment terimi kullanilmaya baslanmistir. Fakat Pasteur enzimlerin yalniz



canli hiicre yapist igerisinde gorev yapabildiklerini zannetmistir. Enzimoloji alaninda
siiphesiz en 6nemli gelisme 1926 yilinda, J.B. Summer’in {lireaz enzimini “Jack Beané”
bitkisinden elde edip kristallendirdikten sonra protein yapisinda bir bilesik oldugunu ortaya
koymasidir. Onceleri siiphe ile karsilanan bir sonug, 1930-1936 yillar1 arasinda J.
Northrop’un pepsin, tripsin ve kimotripsin enzimlerini kristallendirmesi ve protein
yapisinda olduklarini kesin olarak ortaya koymasiyla dogrulanmistir. Bugiin yaklagik
olarak 2000 kadar enzim tanimlanmus, bir¢ogu saf halde elde edilip kinetikleri incelenmis
ve 200’den fazlas1 da kristallendirilmistir. Ancak yapilan genetik ¢alismalar daha tespit

edilmemis birgok enzim varligini gostermektedir [8].

Enzimler, gerekli kosullarin saglanmasi durumunda dogal ortamlarinin disinda pek ¢ok
alanda kullanilabilmektedirler. Bu nedenle enzimlerin yap1 ve fonksiyonlarini, kataliz
mekanizmalarini ve enzimlerin katalizledigi her tirlii metabolik ve biyokimyasal
reaksiyonlarin neden ve nasil gergeklestigini inceleyen enzimoloji bilim dali, basta
biyokimya ve molekiiler biyoloji olmak tizere mikrobiyoloji, genetik, tip, biyoteknoloji,
farmakoloji ve toksikoloji gibi bilim dallar1 ve ¢esitli endiistriyel alanlar i¢in biiyiikk 6nem

tagimaktadir.
2.1.1. Enzimlerin yapisi ve 6zellikleri

Enzimler protein yapili biyolojik katalizorlerdir. Enzimin protein yapisinin yaninda enzime
aktiflik kazandiran gruplar vardir. Enzimin protein kismina apoenzim, protein olmayan
parcasina kofaktor denir. Apoenzim ve kofaktoriin olusturdugu aktif yapiya da haloenzim
denir. Kofaktor arasinda metal iyonlar1 ve organik yapida olan koenzimler yer alir. Siklikla
karsilagilan metal iyonlari Zn®* Fe? ,Mg2+, Mn?* | koenzimler ise NAD*, FAD’ dir.
Enzimler sadece bir substrata veya aynmi fonksiyonlu grubu olan substrat serisine kars1
etkindir. Enzim reaksiyonlarinda yan iirlinler meydana gelmez. Enzim molekdilii biiytik
olmasina karsin, substrat enzim molekiiliiniin her yerine degil aktif merkez denilen 6zel bir
yerine baglanir ve biyokimyasal reaksiyonlar burada meydana gelir. Aktif merkezde
substratin birlesme ylizeyine uygun amino asit dizileri bulunmaktadir ve aktif merkez
substrat1 baglayarak bir enzim-substrat kompleksi meydana getirir; ardindan olusan

kompleks iiriine doniistiikten sonra enzim tirtinden ayrilir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Bir substrat molekiilinii baglayan bir aktif bolgeli enzimin sematik
olarakgosterilmesi

Enzimle katalizlenen reaksiyonlarin hizi kimyasal olanlara gére 103 — 108 kere daha
fazladir. Tipik olarak, her enzim molekiilii saniyede 100- 1000 substrat molekiiliinii iiriine
cevirme yetenegine sahiptir. Enzim aktifligi diizenlenebilir. Yani, enzimler {iriin olusum

hiz1 ve hiicrenin ihtiyacini karsilayacak sekilde aktive ve inhibe edilebilirler [8].

2.1.2. Enzimlerin gorevi

Enzimler, ilgili reaksiyonlari i1liman kosullarda ¢ok hizli ve spesifik bir bigimde
katalizleyebilmektedirler. Enzim reaksiyonlarinda substrat {iriine doniisiirken enzim-
substrat kompleksi lizerinden gectigi kabul edilir. Aktif merkezin substrata ¢ok uygun
geometride olmasit uygun yon ve agida bulunmasi, enzimlerin substrat kompleksinin
olusmasini ¢ok kolaylastirir ki; etki reaksiyon serbest enerji (AG) degisiminin yaklasik 10
kat kiiclilmesine yani reaksiyon hizlarimin yiiz milyon katartmasimna yardim eder (Sekil
2.2). Bundan baska aktif komplekste bir gerginlik meydana gelir ki, iirline doniisiirken bu

gerginligin giderilmesinde reaksiyon hizininartmasina katkisi olur [6].

Katalizlenmis ~
Reashyon

Uriinler

sy on Sidisi

Sekil 2.2. Reaksiyonlarda enerji profili



2.1.3. Reaksiyon hizin etkileyen faktorler

Sicaklik

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

etkilenerek reaksiyon hizinin keskin diigmesi demektir (Sekil 2.3) [6].

30 40 50 &0

Da-rece {(°C)

Sekil 2.3. Enzim reaksiyon hizlarinin sicaklik profili

Enzimler genelde 30-40° C arasinda maksimum etkinlik gosterirler.

pH

Enzimlerin, substrat ve koenzim molekiillerinde asitli ve bazli gruplar vardir. Enzim
substrat kompleksinin en kararl bir bicimde olusmasi, yani hizinin maksimum olabilmesi
icin bu gruplarin belirli bir iyonlasma durumunda olmasi gereklidir. Bunun disindaki
iyonlagsmalarda enzim-substrat kompleksi zayiflar, bdylelikle reaksiyon hizi diiser. Bu,
optimum bir pH’ da reaksiyon hizinin en yiiksek olmasi demektir. pH- hiz grafigi can
egrisi seklindedir. Her enzimin pH 3 ile 8 arasinda olan optimum bir pH’ s1 vardir. Cok
asitli ve bazli ortamlarda enzim molekiilii denatiire olacagindan, reaksiyon hizi tersinmez
olarak sifira diiser. Enzimlerle yapilan invitro deneylerde reaksiyon ortaminin tampon
¢ozeltisini hazirlamak i¢in Oncelikle optimum pH’ sinin bilinmesi ve tayin edilmesi

gereklidir (Sekil 2.4.) [6].
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Sekil 2.4. Enzim reaksiyonlariin pH profili

Substrat Derisimi

Enzimatik bir reaksiyon hizi subsrat derisimi artikca artar ve belirli bir substrat derisiminde
hiz1 maksimum olur. Bu noktada enzim substrata tamamen doymustur, bu noktadan sonra

hiz degismez (Sekil 2.5) [6].

reaksiyon hiz

0 1000 2000 2000 4000

substrat

Sekil 2.5. Substrat derisiminin reaksiyon hizina etkisi
2.2. Urikaz Enzimi ( U ) ve Ozellikleri

Urikaz enzimi 120 kDa molekiil agirhigina sahip 4 alt birimli bir proteindir. Her bir alt
birim 30 kDa molekiil agirligma sahiptir [26]. Urikaz (E.C. 1.7.3.3) , iirik asidin 5-
hidroksitlireata oksidasyonunu Kkatalizler. Bu katalizleme esnasinda oksijeni de
hidrojenperoksite indirger. 5-hidroksiiireat yar1 kararli bir iriindiir ve hem dogal olarak
hem de enzimatik olarak allantoine doniisiir. Allantoin {irik aside gore daha i1yi ¢oziiniir ve

atilmasi daha kolaydir.
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Cizelge 2.1. Mikrobiyal kaynakli iirikaz enziminin optimum kosullari, Ky degeri ve
molekiil kiitlesi

Optimum pH 9,2
pl 4,64
Optimum Sicaklik 40°C
Molekiil Kiitlesi 120 kDa
Km 25 uM [iirik asit]
Urikaz
Urik asit + 0, + H,O » Allantoin + CO, + H»0,

Urikaz enzimi memelilerde, bitkilerde ve mikrobiyal hiicrelerde bulunur. Memelilerde
cogunlukla onlarin karacigerinde bulunmaktadir. Insan ve maymunlarda ise bu enzim
yoktur. Biyolojik sivilarda {irik asitin miktar1 bazi hastaliklarin teshisinde 6nem
tagimaktadir. Bu hastaliklar gut hastaligi, bobrek hastaligi, Lesch-Nyhan sendromu ve
organik asidemi gibi hastaliklardir. Ayrica biyolojik sivilardaki iirik asitin artan miktari
sonucu olusan hiperiiriseminin, bobrek hastaliklari, hipertansiyon ve kalp damar hastaligi
(kardiyovaskiiler) tlirii rahatsizliklarla ilgisi oldugu bazi makalelerde belirtilmektedir.

Urikaz, plazma iirik asit seviyelerini diisiiriicii ilaglar arasinda yer almistir.

Urikazin insanlarda olmayisinin avantaj sayilacak yonii, {irik asitin kuvvetli bir
antioksidant olusudur. Bu 6zelligi sayesinde {irik asit radikalik oksijen tiirlerini yok eder ve

basta lipid peroksidasyonu olmak iizere doku hasarlarini 6nlemede 6nemli rol oynar [11].

Urikaz enzimi, kozmetik sanayinde, sa¢ boyama ve dalgalandirmada kullanilmistir. Urikaz
gerek sa¢ boyamada gerekse dalgalandirmada ¢ok olumlu sonuglar vermistir. Son yillarda
yapilan pek cok caligmada ise, iirikaz enzimi, iirik asit miktarinin saptanmasinda,

biyosensorlerin yapiminda kullanilmistir [27].
2.3. Ksantin Oksidaz ( KO ) Enzimi ve Ozellikleri

Ksantin oksidorediiktaz (KOR) molibden igeren bir flavoenzimdir. KOR her biri 290 kDa
molekiil kiitlesine sahip iki homodimerden olusur. Herbir homodimer bir Mo kofaktor, iki

[2Fe-2S] merkezi ve bir FAD molekiilii igerir [28].
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Ksantin oksidaz enzimine enzim komisyonunca verilen kod numarasi E.C. 1.1.3.22’dir. Bu
kodlamada E.C.1. enzim smiflandirmasinda oksidorediiktazlar smifini, E.C.1.1.
oksidorediiktazlar sinifinin CHOH grubunu katalizleyen enzimlerini, E.C.1.1.3. bu siiftaki
enzimlerin elektron alic1 olarak molekiiler oksijeni kullanan enzimleri, E.C.1.1.3.22 ise bu

enzime enzim komisyonu tarafindan verilen numaray1 gostermektedir.

Cizelge 2.2. Mikrobiyal kaynakli ksantin oksidaz enziminin optimum kosullar, K, ve
molekiil kiitlesi [29]

Optimum pH 7,5-8,0

pl 4,0

Optimum Sicaklik 65 °C

Molekiil Kiitlesi 160 kDa

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

Ksantin oksidorediiktaz (KOR) , insanlarda DNA, RNA’nin yani sira ATP, GTP ve cAMP
gibi yiiksek enerjili fosfatlarin katabolizmasimnin son {riinlerinden olan hipoksantinin

ksantine ve ksantinin iirik asite oksidasyonunu katalizler.

Adenozin amino
hidrolaz
ANMNP C .
- & > . H.O
= g.ﬁi’z o H-O N5
& P, H,O NH Piarin naklsozid
kj fosforilaz
Adenozine inozin Hipoksantin
Adenozin armino
badrelaz P, Riboz -1- fosfat s (o
= z :H: O
Ksantin Oksidaz
Urikasit——_—————— Ksantin
o= H> 0,
= H,O
Parin niikleostd —% g NH 5
S*nukleotidaz fosforilaz
GMP Guanozin Guanin
H,0O P; P; Riboz -1- fosfat

Sekil 2.6. Piirin bazlarinin yikimi

2.4. Biyosensorler

Sensorler, fiziksel olgular1 elektrik sinyaline doniistiiren cihazlardir. Mekanik duyu

organlar diyebilecegimiz bu cihazlar, ¢alisma sekillerine gore ve doniistiiriici ad1 verilen




12

yapilarina gore cesitlere ayrilmaktadir. Termal, mekanik, kimyasal, akustik, radyoaktif

biyosensorler bunlardan bazilaridir.

Biyosensorler genel olarak, biyolojik olaylardaki biyokimyasal degisimleri algilayarak

biyolojik olayin teshisine imkan taniyan bir 6lgme sistemi olarak tanimlanabilir.
2.4.1. Biyosensorlerin tarihgesi

Biyosensor terimini ilk defa Clark ve Lyons (1962) ifade etmislerdir. Enzim-elektrot
kompleksini imal eden ikili, bu kompleksi glukoz sensorii olarak kullanmiglardir. Sensér,
oksido-rediiktaz enzim olan glukoz oksidazin platinyum elektrota immobilize olmasindan
ibarettir. Platinyum elektrot enzim tarafindan tiretilen H,O, tarafindan +0,6 V’da polarize
olur. Iste basitce bu prensibe gore ¢alisan tarihin ilk biyosensorii 1974 yilinda piyasada

Yellow Springs Instrument (Y SI) olarak tanimlanmuistir.

YSI sensoriiniin gelistirilmesinde ana 6zellik yeni membranlardir. Clark burada sandevig
membran kullanmistir. Enzim niikleopor polikarbonat membran ve selliiloz asetat
membran arasina hapsolmustur. Bu membranlar normalde ortamin potansiyel yapisini
etkileyecek olan diger faktorleri elimine etmekte ve cihazin duyarliligini ve 6zgiinliiglinii
artirmaktadir. Mesela, Clark’in kullandigi membran H,0,’1 diffiize ederken askorbat ve

diger parazitik kimyasallarin gecisini engellemektedir.

Clark ve Lyons’un gelistirdigi ilk biyosensor jenerasyonu membran diyalizator, reaksiyon
bolgesi ve ceviricileri igermektedir. Ikinci jenerasyon biyosensorlerde O, yerine
elektronlart enzimin redoks merkezinden elektrodun yiizeyine tasiyabilen bir elektron

akseptorii (redoks mediyatoru) kullanilmistir[31].
Glukoz + 0, 222+ Glukonik asit + H;0,
GOD: Glukoz oksidaz

—_—

GOD-FADH; + Moy «—— GOD-FAD + Mg + 2H;

Mred = Mox = redoks medyatorii



13

Ucgiincii jenerasyon biyosensorlerde enzimin redoks merkezi ile elektrot yiizeyi arasinda

direkt elektriksel iletisim saglanmis ve redoks mediyatorlerine gereksinim kalmamustir
[31].

2.4.2. Biyosensoriin ana govdesini olusturan yapilar

Biyosensorler bircok sensor gibi reseptor ve doniistiiriici olmak {izere iki ana yapidan
olusmaktadir. Eger reseptdr biyomolekiiler yapida ise buna biyoreseptor adi verilir.
Biyoreseptorler analiti fark edebilen biyomolekiillerdir. Doniistiiriiciiler ise biyoreseptdriin
analiti fark ettigi esnada {rettigi kimyasal ya da fiziksel sinyali elektrik sinyaline
doniistiiren yapilardir. Biyosensorler sayesinde normalde uzun tahliller gerektiren analizler
daha kisa siirede yapilabilmektedir. Kisa siirede sonuca ulastirmasi, yiiksek segciciligi,

tekrar kullanilabilirligi ve analiz masraflarinin az olmast biyosensorlerin en 6nemli

avantajlarindandir.
Biyosensor
Q O enz'ml_,er elektrik
- molekiiler - :
P, O e : elektrokimya ™S
i O lektinler Dptik Yiikseltici T Gkt
: Q reseptorlar ! termal :
|~ antikorlar akustic >
O O niikleik : piezolektrik
O asitler vb. vb.
: Kullanicr Araytlizi
Analit Biyoreseptdér  Arayiiz Dénistiiriiciiler 4
Molekiilleri

Sekil 2.7. Bir biyosensoriin sematik yapisi

2.4.3. Biyoreseptorler

Biyoreseptor olarak degisik biyomolekiiller kullanilabilmektedir. Bu biyomolekiillerden en
cok kullanilan1 enzimlerdir. Enzimler hedef molekiillere olduk¢a 6zgiildiir. Binlerce farkli
analit icinden hedef analiti secip reaksiyon olusturabilen bu biyokatalizorlerin

doniistiiriiciilere bir sekilde immobilize edilmesi gerekmektedir.

Matrikse fiziksel hapsetme veya kimyasal baglama yOntemleri analiti taniyan
biyomolekiillerin doniistiiriiciilere immobilizasyonunda kullanilan stratejilerdir. Kimyasal

baglama yonteminde biyomolekiil diiniistiiriicii ylizeyine uygun bir reaktif tarafindan
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kovalent olarak baglanir. Cok az sayida biyomolekiiliin baglanmasi bile biyosensoriin etkili

calismasi i¢in yeterli olabilir.

Enzim Temelli Biyosensorler

Enzim biyosensorleri hedef analit derisimi ile orantili sinyal iireten analitik cihazlara
verilen genel isimdir. Enzim biyosensorleri s6z konusu sinyali {iretirken enzim ve
doniistiiriciileri  birlikte kullanmaktadir. Bu sinyal reaksiyonu Kkatalizleyen enzim
tarafindan protondaki degisim, oksijen veya amonyak gazi gibi gazlarin agiga ¢ikmasi veya
geri alimimi, 151k emisyonu, absorpsiyon veya yansitict emisyonu ve benzer olaylar ile
olusmaktadir. Doniistiirlicii, bu sinyali potansiyel, sicaklik degisimi elektrokimyasal 151k
absorpsiyonu, termal veya optik Olgiilebilir cevaplara doniistiirmektedir. Biyosensor
teknolojisindeki ilk Ornekler 6zellikle amperometrik ve potansiyometrik temelli enzim
elektrotlar1 seklinde ortaya ¢ikmiglardir. Bu durumun en 6nemli nedeni o tarihteki bilgi ve
teknolojik birikimin s6z konusu caligmalar i¢in yeterli diizeye ulasmis olmasidir. Enzim
sensoOrleri, biyobilesen olarak enzimin kullanildigi iletici ve Olgme sisteminden
olusmaktadir. Diger biyosensorlerde oldugu gibi enzim sensorlerinde de biyoaktif
tabakanin i¢ ve dis ylizeylerinde zarlar, sinyal yiikselticiler, mikro islemciler, kaydedici

veya bilgisayar sistemleri amaca yonelik olarak kullanilabilmektedir. [59].

2.4.4. Doniistiiriiciiler (Transduserler)

Biyoreseptoriin analiti tanidiktan sonra ortamda olusan fiziksel veya kimyasal degisimi
algilayip bunu Olciilebilir dijital sinyallere doniistiiren cihazlardir. Biyokimyasal
reaksiyona gore doniistliiriicti segilir. DOniistliiriici  olarak kullanilan elektrotlar
amperometrik ve potansiyometrik 6l¢iimlerde kullanilir. Bunlarin disinda transistorler ve
termistorlerde dontstiiriici olarak kullanilmaktadir. Biyosensorlerde, biyoaktif bilesenin
tayin edilecek madde ile etkilestiginde olusan sinyalin iletim ve 6l¢limiinde genel olarak;

elektrokimyasal, optik, kalorimetrik ve piezoelektrik esasli sistemler kullanilir.
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Cizelge 2.3. Enzim biyosensorleri icin kullanilan farkli dontistiiriiciiler

| Iletim ve Olciim Sistemleri

FElektrofdriwiescl Esasfi Kalorirrietri E sasic
Amperomeiri Esash (Termistoder).

¢ Eleliroilary

Potansivomeiri Esash

{ Elelsiroilar)

Yariileiken Esash Picroelektrik Esasi
{ Transistoder) {Piemelelrik Kristaller}

Optik Escasiz
Foitomeixi Esash

{Op iikLifler)
Fluoromeiri Esasl
{Op itk Liflex)
Bivoliiminesans Esash
{Op ik Liflex)

Elektrokimya esasli biyosensorler

Enzim temelli biyosensorlerin pek c¢ogunda elektrokimyasal esasli doniistiiriictiler
kullanilir. Bu transduserler ile amperometri ve/veya potansiyometri ilkelerine gore

6l¢iimler alinabildiginden genellikle oksidorediiktaz sinifi enzimler kullanilir.

Amperometrik biyosensorler

Amperometri genel anlamda belli bir potansiyeldeki akim siddetinin 6l¢iimiinii esas alir.
S6z konusu akim yogunlugu calisma elektrodunda yiikseltgenen ya da indirgenen
elektroaktif tiirlerin konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak tamimlanir. ikinci elektrot
referans elektrot olarak is goriir. Kalibrasyondan sonra, akim yogunluklarindan ilgili
tiirlerin  konsantrasyonlarmin belirlenmesinde yararlanilir. Iletici sistem olarak bir
amperometrik sensoriin kullanilmasit durumunda potansiyometrik sensorlerden en biiyiik

fark, iiriinlerden sinyal olusturan tiiriin elektrot yiizeyinde tiiketilmesidir.
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H,0, +H,0, — 50, +25,0]

Sekil 2.8. Amperometrik esasli bir biyosensoriin sematik gosterimi (A: calisma elektrodu
(Pt), B: referans elektrot (Ag/AgCl), C: elektrolit ¢ozelti (KCI), D:i¢ gaz
gecirgen memran (teflon), E: immobilize enzimi igeren biyoaktif tabaka, F: dis
koruyucu membran

Potansiyometrik biyosensorler

Potansiyometri bilindigi gibi en genel anlamda bir ¢aligma ve referans elektrot arasindaki
potansiyel farkinin 6l¢iimiinii esas alir. Elektrot potansiyelinin belirlenmesi dogrudan analit
konsantrasyonunu tanimlar. Potansiyometrik biyosensorlerde kullanilan temel sensorler pH
ya da tek degerlikli iyonlara duyarli cam elektrotlar, anyon ya da katyonlara duyarli iyon

secimli elektrotlar ve karbon dioksit ya da amonyaga yonelik gaz algilayan elektrotlardir.

Yar iletken temelli biyosensorler

Temel sensor olarak metal oksit yar1 iletken alan etki transistorlerini (MOSFET) ya da iyon
duyar alan etki transistorlerini (ISFET) esas alan bu tiir enzim sensorleri, enzim ile alan
etki transistorlerinin birlestirilmesini ifade edecek sekilde enzim alan etki transistorleri
(ENFET) olarak adlandirilirlar.  MOSFET’lerin, gazlarin Olglimiine uygun hale
getirilmesiyle olusan gaz duyar sensorlerde (GASFET) adsorblanan gaz molekiillerinin
disosiyasyonu ve olusan yiikiin oksit tabakasina transferi temel ilkeyi olusturur. Bu durum
tabanin dielektrik sabitini degistirerek ve drain akimda bir modifikasyona yol acarak

Ol¢iime imkan verir.

Onptik temelli sensorler

Optik biyosensorler iletici sistem olarak optik lifler {izerine uygun bir yontemle uygun bir

biyomolekiiliin immobilize edilmesiyle hazirlanan 6l¢iim aygitlaridir. Etkilesim sonucu



17

meydana gelen kimyasal ya da fizikokimyasal bir degisimin 6lgiimiinii esas alirlar. Sinyal,
151k yansimasi, sa¢ilimi ya da yaymm sonucu meydana gelir. Ornegin optik lifin iizerine
enzim immobilizasyonuyla hazirlanan optik esasli enzim sensdrleri temelde absorbsiyon,

fluoresans, biyoliiminesans gibi temel ilkeler ¢ercevesinde islev gortirler.

Piezoelektrik temelli biyosensorler

Piezoelektrik sensorler en genel anlamda karakteristik rezonans frekansindaki degisimleri
belirleyerek bir piezoelektrik kristal ylizeyinde toplanan Ornegin kiitlesinin Ol¢iilmesi
esasina gore ¢aligan gravimetrik aygitlardir. Sensor se¢imliligi, kristal yilizeyindeki madde
ile spesifik etkilesime sahip analitin birikimiyle iligkilidir. Sensor ylizeyinde bir madde
adsorblandiginda veya biriktiginde piezoelektrik kristalin rezonans frekansindaki
degismenin Olcililmesiyle sonuca ulasilir. Bir piezoelektrik temelli sensoriin lizerinde enzim
immobilizasyonuyla  gergeklestirilen piezoelektrik enzim sensorlerinde, enzim
molekiillerine substratlarin baglanmasindan dolayr meydana gelen kiitle degisimlerinin,
piezoelektrik kuartz diskin vibrasyonunda sebep olduklar1 farklanmadan yararlanilarak

madde miktarina ulasilir.

Kalorimetri temelli biyosensorler

Kalorimetri temelli enzim sensdérleri, termal enzim sensorleri, enzim termistorleri ya da
entalpimetrik enzim sensorleri gibi degisik isimlerle tanimlanirlar. Temel ilkeleri bir
enzimatik reaksiyondaki entalpi degisiminden yararlanarak substrat
konsantrasyonunubelirlemekten olusur. Genellikle enzimatik reaksiyonlarin ekzotermik
dogasindan yararlanilir. Enzimatik reaksiyon sonucunda meydana gelen sicaklik degisimi
ile substrat konsantrasyonu arasindaki dogrusal iliskiden sonuca varilir. Kalorimetri temelli
termal biyoanalizor ile termal enzim sensorleri arasinda biyosensdr kavrami agisindan
onemli farklar vardir. Termal biyoanalizorler, yalitilmis bir sistemde genelde biri referans
olmak {izere iki immobilize enzim kolonu igerirler. Pompalar yardimiyla bir siirekli akis
olay1 gerceklesir. Enzimatik reaksiyon sonucu substrat konsantrasyonuna bagli sicaklik

degisimi termofiller yardimiyla izlenir.
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2.4.5. Biyosensor hazirlanmasinda dikkat edilmesi gerekenler

Biyosensor tasarimlarinda once biyosensoriin hangi analiti taniyacagi tespit edilmelidir.
Sonrasinda ise asagidaki maddeler dikkate alinarak biyosensoler dizayn edilmelidir. Bunlar

sirastyla;

- Analite uygun biyoreseptoriin (taniyict molekiiliin ) se¢imi,

- Biyoreseptorii  doniistiirliciiye  sabitlemede  kullanilacak uygun ve  verimli
immobilizasyon yonteminin se¢imi,

- Biyoreseptoriin analiti tanimasiyla olusan kimyasal veya fiziksel sinyali anlasilabilir
sinyal formuna doniistiirecek olan doniistiiriiciiniin se¢imi ve dizayni,

- Olgiim araliginin, duyarliligin dikkate almmasi,

- Cihazin kompakt bir hale doniistiiriilmesi, olarak siralanabilir.

2.4.6. Biyosensorlerde kullanilan biyoaktif yapilar

Biyosensorlerde kullanilan ve analizlenecek madde ile spesifik bir sekilde etkilesime giren
biyoaktif bilesenler, komplekslik siralamasina gore basitten karmasiga dogru bir siralama
yapildiginda; iyonoforlar, antikorlar, enzimler, niikleik asitler, lipozomlar, biyomembranlar
(6rnegin, membran reseptorleri), hiicre organelleri, tiim hiicreler, doku kesitleri ve

homojenatlar1 ve organlar olarak siniflandirilabilirler.

2.4.7. Biyosensorlerde biyoaktif bilesen immobilizasyon yontemleri

Biyoaktif bilesen ile iletici unsurun birlestirilmesinde oldukg¢a farkli immobilizasyon
yontemlerinden yararlanilabilir. Biyoaktif bilesen sensor olarak da adlandirabilecegimiz
temel unsur tlizerinde fiziksel olarak, jel icinde veya polimer matrikste tutuklanabilir,

elektrot ylizeyinde biriktirilebilir, kovalent veya ¢apraz baglanarak immobilize edilebilir.

2.4.8. Enzim immobilizasyon metotlar:

Enzimin elektrot yiizeyine yiliksek aktivite ile ince tabaka igerisine fiziksel olarak
yerlestirilmesi  kovalent ve kovalent olmayan metotlarla gergeklestirilir. Basitce

immobilizasyon, serbest haldeki enzimi elektrot ylizeyinde yari gegirgen bir membran
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kullanarak tutmak suretiyle gergeklestirilir. Elde edilen prob, ¢ogunlukla kotii stabilite

gosterir ve fazla miktarda enzime gereksinim duyar.
Immobilize enzimlerin serbest enzimlere iistiinliikleri sdyle siralanabilir;

- Reaksiyon sonucunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilir (siizme, santrifiijleme vb.) ve
iirlinlerin enzim tarafindan kirletilmesi gibi bir problem yaratmaz.

- Cevre kosullarinda(pH, sicaklik vb.) kars1 daha dayaniklidir.

- Bircok kez ve uzun siire kullanilabilir.

- Sirekli islemlere uygulanabilir.

- Serbest enzime kiyasla daha kararlidir.

- Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir.

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

- Bazi durumlarda, serbest enzimden daha yiiksek bir aktivite gosterebilir.

- Enzimin kendi kendini par¢alamasi olasilig1 azalir.

- Mekanistik ¢calismalar i¢in uygundur.

Cizelge 2.4. Enzim immobilizasyon yontemleri

Enzim Immobdizasvon
YSatemlen
Baglama " ] i
o e
=
Capraz K:?;c- Tasmava Jelde : Aikro Lipozom
Baglama . ? s Bagama Tutulama Kapsulleme Teknig
/ “. \\

Fiziksel Adsorpsiyon tyouik Selat Kovalent Biyospesifik

Adsorbsivon ‘; ;C P Baglama Baglama Baglama Bagiama

Fiziksel ya da kimyasal olarak immobilize edilen enzimler, daha iyi bir stabilite gdsterir ve

diger maddelerle etkilesimi daha azdir. Tercih edilen immobilizasyon metotlar1 asagidaki
gibidir;
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Tasiyiciya baglama yontemleri

Tastyiciya baglamada bir protein olan enzim molekiiliiniin yapisindan yararlanilir. Molekiil
ylizeyindeki fonksiyonel gruplar, iyonik gruplar ve hidrofobik bolgeler bu baglamada rol

alirlar.

Enzim immobilizasyonunda kullanilacak tasiyicilar reaktif degillerse yardimci bir reaktif
ile aktivite edilmeleri gerekir. immobilizasyon, ¢ok yumusak kosullarda (oda sicaklig,
notral pH vb.) gerceklestirilmelidir. Tasiyici suda ¢oziinmemeli ancak biiyiik Olciide
hidrofobik karakterli de olmamali, suda 1slanabilmeli, ayrica mekanik kararli olmalidir. Bu
tiir tastyicilarin seciminde, enzim-tasiyict baginin aktivite i¢in zorunlu gruplar iizerinden
olmamasi yaninda, tasiyicinin enzim tarafindan parcalanmamasi, mikroorganizma
tiremesine olanak vermemesi, pH ve coziiciilere karsi dayanikli olmasi gibi ozellikler

tagimasina dikkat edilir[26].

Kovalent baglama

Kovalent baglamanin gerceklesmesi i¢in baglanma yiizeyinde ve/veya biyomolekiil
tizerinde tiyol ( -SH), hidroksil ( -OH), amin ( -NH;), karbonil ( -C=0), karboksil (-
COOH) gibi reaktif gruplarin olmas1 gerekmektedir. Bu reaktif gruplar olmadig: takdirde
cesitli manipiilasyonlarla (kendiliginden olusan tek tabakalar, SAM vb. gibi) reaktif
gruplar olusturulabilir. Biyomolekiil aktive edilmis transduser yiizeyine baglanabilecegi
gibi dnceden uygun bir materyale kovalent baglanip immobilize biyobileseni i¢eren tabaka
ile transduser yiizeyinde film olusturulabilir. Biyobilesenlerin kovalent baglama ile
immobilizasyonu pH, sicaklik, iyon siddeti gibi degiskenlere karsi direng saglar ve
biyosensoOriin dmriinli uzatir ancak biyoaktif tabakada bir miktar aktivite kaybina sebep

olabilir.

Enzimlerin reaktif tasiyicilara kovalent baglanmasi genelde sulu ortamda gergeklestirilir.
Reaktif tasiyicida ve enzimde bulunup enzimin baglanmasini saglayan fonksiyonel gruplar

asagidaki gibidir;



21

Cizelge 2.5. Enzimin baglanmasini saglayan fonksiyonel gruplar

Reaktif Gruplar
Tasivici Enzim
OH NH->
COOH NH>
NH-> COOH, NH>
COOH NH;
COOH NH-
CH-COOH CH>;CON3
CHO NH>

Enzimin tastyiciya kovalent baglanmasinda dikkat edilecek 6nemli nokta, baglanmanin
enzim aktivitesi i¢in zorunlu gruplar {izerinden olmamasi ve baglanma sirasindaki sterik
engellemeler nedeni ile bu gruplarin rahatsiz edilmemesidir. Tasiyiciya kovalent baglanma

enzimin zincirindeki aminoasitlerin tasidig1 fonksiyonel gruplar tizerinden gergeklesir[26].

Enzim

Yuzey

Sekil 2.9.Kovalent baglama
Adsorpsiyon

Immobilizasyon igin kullamlan en basit yontemlerden biridir. Biyobilesenin transduser
ylizeyine non-kovalent etkilesimler (hidrojen baglari, ¢oklu tuz kopriileri, elektron gegis
kompleksleri ve Vander Walls kuvvetleri) ile tutturulmasi prensibine dayanir. Enzim
immobilizasyonunda kullanilan en eski ve en basit yontemdir. Proteinler ve ozellikle
enzimlerin kati ylizeylerde adsorpsiyonu detaylica arastirilmistir. Adsorpsiyonun asil
amact enzim immobilizasyonu olmayip, enzim saflastirmakti. Fakat suda ¢6ziinmeyen
tastyicilarda adsorpsiyon yonteminin enzim immobilizasyonunda oldukca sik kullanildigini

gormekteyiz.

Yontem, ylizey aktif suda ¢éziinmeyen bir adsorbanin enzim ¢ozeltisi ile karistirilmasi ve
enzimin asirisinin iyice yikanarak uzaklastirilmasi temeline dayanir. Tasiyiciya

baglanmada etkin olan Vander Walls kuvvetleridir. Adsorbanlar ¢ok degisik tiirde olmakla
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birlikte iyi bir adsorpsiyon saglayabilmek i¢in genellikle adsorbanin bir 6n islemden

gecirilmesi gerekir.

Bir enzimin suda ¢dziinmeyen tasiyicida adsorpsiyonu pH, ¢oziicii, iyon siddeti, enzim-
adsorban orani ve sicaklik gibi faktorlere bagimlidir. Bu faktorlerin arastirilmasi,
adsorpsiyon ve aktivitenin Onemli Olgiide geri kazanilmasi icin optimal kosullarin
saptanmasi1 ¢ok onemlidir. Adsorpsiyon mekanizmasi genellikle ¢cok karisik olup, bircok

olasiliktan hangisinin ger¢ekleseceginin dnceden saptanmasi gligtiir.

Prensip olarak, bir proteinin aktif yiizeylerde adsorpsiyonu tersinir bir iglem olmalidir.
Ancak bazi durumlarda tersinir olmayan adsorpsiyon s6z konusu olabilmektedir. Eger
aktivite sabit kaliyor ve immobilize enzim siirekli islemlerde kullanilabiliyorsa, bu tiir
adsorpsiyon enzim immobilizasyonu i¢in idealdir. Desorpsiyon, reaksiyon iirlinlerinin
kirlenmesine ve aktivitede stirekli bir degismeye neden olur. Tersinir adsorpsiyonlar enzim

immobilizasyonu i¢in pek uygun degildir.

Bazi adsorbanlar bir enzimin farkli bi¢imlerini, aktif veya inaktif bi¢imlerinden birini
adsorbe ederken, digerini desorbe etmektedir. Eger enzimin aktif sekli desorbe edilirse bazi
durumlarda immobilize enzimin bagil aktivitesi % 100°den biiylik degerler alir, tersi
durumda bagil aktivite sifir olur, yani immobilizasyon iirlini hi¢ aktivite

gostermemektedir.

Enzim

Yuzey

Sekil 2.10. Adsorpsiyon
Iyonik baglama
Bu yontem, iyon degistirme yetenegine sahip suda ¢éziinmeyen tasiyicilara enzimin iyonik

baglanmasi temeline dayanir. Bazi durumlarda iyonik baglama yaninda fiziksel

adsorpsiyon da etkili olmaktadir.
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Iyonik baglama ¢ok yumusak kosullarda gergeklestiginden, enzimin konformasyonunda ve
aktif merkezde degisiklige neden olmaz. Ancak; enzim ile tasiyici arasindaki bag kovalent

bag kadar gii¢clii olmadigindan enzim kagis1 s6z konusudur.

* ‘ Enzim
%??985‘;
7

Sekil 2.11. Iyonik baglama
Selat baglama

Baz1 gecis metallerinin selat yapma 6zellikleri sayesinde enzimlerin organik ve inorganik
tastyicilara baglanmasi miimkiindiir. Yontem ilk kez 1971 yilinda uygulanmis olup, daha

sonra da kullanilmaya devam edilmistir.

Biyospesifik baglama

Enzimler ile antikorlar ve lektinler arasindaki biyospesifik etkilesimden yararlanilarak
enzim immobilize edilebilir. Lektinler, spesifik karbonhidrat atiklarini igeren
enzimlerekuvvetlice baglanirlar. Ornegin bu ydntemle immobilize edilen invertaz,
sakkarozun kesiksiz inversiyonunda kullanilmistir. Spesifik monoklonal antikorlar1 suda
¢Oziinmeyen materyale baglayarak hazirlanan tastyicilar enzim immobilizasyonunda

basarili bigimde kullanilmaktadir.

Capraz baglama yOntemleri

Capraz baglama; kiiciik molekiillii bi ya da multi-fonksiyonel gruplar iceren kimyasal
reaktifler kullanarak biyobilesen ile adsorban arasinda ¢6ziinmeyen kompleksler olusturma
prensibine dayanir. En ¢ok kullanilan ¢apraz baglama ajani glutaraldehittir. Glutaraldehit
disinda hekzametilendiizosiyanat, 2-izosiyanato-4-izotiyasiyanato-toluen, 1,5-difloro-2,4-
dinitrobenzen, bisdiazobenzidin-2,2distilfonikasit gibi kimyasallarda g¢apraz baglamada

kullanilabilir.
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Capraz baglanma derecesi ve immobilizasyon, protein ve reaktif derisimine, pH ya da
immobilize edilecek enzime c¢ok bagimhidir. Intermolekiiler baglanmalar yaninda,

intramolekiiler baglanmalar da s6z konusudur.

Bu yontem ile enzim immobilizasyonu 4 farkli sekilde gergeklesir:

- Enzimin yalniz bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu

- Enzimin ikinci bir protein varliginda bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu

- Enzimin suda ¢oziinen bir tasiyicida adsorpsiyonundan sonra bifonksiyonel reaktif ile
reaksiyonu

- Enzimin bifonksiyonel reaktif tarafindan aktive edilmis polimer tasiyici ile reaksiyonu

En ¢ok kullanilan ¢apraz baglama reaktifleri; glutaraldehit, kloroformat ve
karbonildiimidazol, heterosiklik halojeniirler, bioksiranlar, divinilsiilfonlar, p-benzokinon,

transizyon metal iyonlar1 ve epiklorhidrinlerdir.

Capraz baglama reaksiyonu ¢ok yumusak kosullarda gerceklesmediginden bazi durumlarda
onemli Olgiide aktivite kayb1 s6z konusudur. Enzimler bu sekilde birbirlerine
baglandiklarinda jelatinimsi bir yapi olustururlar, bu nedenle mekanik bakimdan ¢ok
kararsizlardir. Cok sayida enzimin diger enzimler i¢in matriks olarak davranmasindan
dolay1 bu metot iyi bir immobilizasyon metodu degildir. En ¢ok kullanilan ¢agraz baglama

reaktifi glutaraldehitdir.

Enzim

Sekil 2.12. Capraz baglama

Kopolimerizasyon yontemleri

Enzimler bir kopolimerizasyon reaksiyonunda monomerlerden biri gibi davranir ve
boylelikle polimer matrikse baglanmis olur. Yontem, polimer matrikse tutuklamaya

benzemekle birlikte enzim kagiginin 6nlenmis olmasi gibi listiinliigii vardir.
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Tutuklama yontemleri

Yiiksek molekiil kiitleli biyomolekiiller sentetik veya dogal jel matrikslerde, yar1 gegirgen
membranlarda, misellerde ve mikro kapsiillerde tutuklanarak etkin bir sekilde immobilize
edilebilirler. Jel matrikse tutuklamada kullanilan baslica malzemeler akrilamit polimerleri,
jelatin tabakalari, nisasta, kalsiyum aljinat jelleri, silikon lastigi, polivinil kloriir, polivinil
alkoldiir. Prensip olarak tutuklama enzim molekiiliinii belirli bir mekanda durmaya
zorlamaktir. Enzim bulundugu g¢evreden disariya ¢ikamaz. Bu islem, polimer matriks
icindeki kafeslerde gergeklestirilebilecegi gibi yar1 gecirgen membranlar iginde
mikrokapsiilleme ile de gerceklestirilebilir. Bu yontemi kovalent baglama ve capraz
baglama ile immobilizasyondan ayiran en énemli 6zellik; enzim molekiiliiniin fiziksel veya

kimyasal olarak herhangi bir tastyiciya baglanmamis olmasidir.

Polimer matrikste tutuklama

Polimerizasyon ve capraz baglamanin olustugu ortamda enzim de bulundugu takdirde
enzim, ¢apraz baglanma sonucu olusan odaciklarda(kafes) tutuklanmaktadir. Bu amacla en
cok kullanilan polimer; N,N’-metilenbisakrilamid ile ¢apraz baglanmis poliakrilamiddir.
Yontem, yiiksek derece capraz bagli bir polimerin enzim ¢ozeltisi i¢inde olusturulmasi
temeline dayanir. Polimerlesme sonucu enzim molekiilleri ¢apraz bag aglar1 arasinda

tutuklanmakta ve bdylece ana ¢ozeltiye gecmeleri engellenmektedir.

Capraz bag yiizdesi Oyle ayarlanmalidir ki, enzim molekiilleri tutuklanabilsin ama
substratin enzimlere ulagsmasina engel olunmasin. Capraz bag yilizdesinin asirt olmasi
substratin enzim aktif merkezlerine ulagsmasin1 engellemekle kalmayip enzimin zincir
yapisin1 da zorlayip aktivite kaybina veya tamamen inaktif olmasina neden olabilir. Bu
nedenle optimal bir ¢apraz bag ylizdesi saptanmasi Onemlidir. Bu oran, enzime ve

tasiyictya bagl olarak degisir.

Uygun ¢apl substrat molekiilleri polimer kafes iginde tutuklanmis enzim molekiillerine
ulagir ve reaksiyon {irlinleri de disar1 ¢ikar. Bu yontemde kullanilacak substratin kiiciik
molekiillii olmas1 gerekir. Bu tip immobilizasyon, ilk kez 1963 yilinda tripsin, kimotripsin

ve diger enzimlerin immobilizasyonunda kullanilmistir.
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Molekiil kiitlesi 15000°den fazla olan enzimlerin bu yontemle immobilizasyonlar1 olduk¢a
kolaydir. Bu tiir immobilizasyon isleminde en ¢ok kullanilan tasiyicilar; hidrofilik temele
dayali poliakrilamid jeli ve jel olusturan polisakkaritlerdir. Ayrica silikon lastigi ve
silikajel de kullanilmaktadir. Tutuklama yaninda ozellikle yiikli polimerlerde fiziksel

adsorpsiyonun da etkin oldugu saptanmustir.

Polimer zincirleri arasindaki capraz baglanma degisik bifonksiyonel veya multi-
fonksiyonel reaktiflerle saglanmaktadir. Ornegin, bu yéntemle enzim immobilizasyonunda
en c¢ok kullanilan tasiyict olan poliakrilamidin  ¢aprasik baglanmasi N,N’-

metilenbisakrilamid ile gergeklestirilir.

Capraz bagh tastyicilarin hazirlanmasinda, monomer ve ¢apraz baglayici reaktiflerin mol
oranlart1 ¢ok oOnemlidir. Bu durum bir yandan enzim molekiillerinin tutuklanacag:
hiicrelerin capina etki ederken, diger yandan tasiyicinin fiziksel 6zelliklerinde 6nemli

degismelere de neden olacaktir.

Bu yontemle immobilize edilen enzimin asil 6zelliklerinde bir degisme beklenmez. Ancak
tastyicinin tipi ve enzimatik reaksiyonlar bolgesel mikro g¢evre etkilerinin olugmasina
neden olurlar. Ornegin, tastyicinmn yiiklii olmas1 énemli bir etkendir. Tastyicinin yiiklii
olmast immobilize enzimin 6zelliklerinde dogal enzime kiyasla ¢cok onemli degismelere

neden olmaktadir.

Bu yontemin yararlari; ¢ok kolay uygulanmasi, gercek bir fiziksel yontem olmasi ve ¢ok az
miktarlarda enzim kullanilarak gergeklestirilmesidir. Notral, suda ¢oziinmeyen tasiyicilarla
da immobilizasyon gerceklestirilmekte ve kimyasal bir baglanma olmadigindan yiiklii

tasiyiciya gerek duyulmamaktadir.

Yontemin sakincalart ise; immobilizasyon islemi sirasinda inaktivasyonun deney
kosullarmma ¢ok siki bagimli olusu ve immobilize enzimin ancak kiiciik molekiilli

substratlara karsi 1yi bir aktivite gdstermesidir.
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Enzim s x- Polimer

Sekil 2.13.Polimer matrikste tutuklama

Mikrokapsiilleme

Bu yontem enzim molekiillerinin yar1 gecirgen bir membran iginde tutuklanmasindan

ibarettir. Mikrokapsiillerin biiyiikliigii 1-100 um arasinda degisir.

Enzimler daha ¢ok kimyasal mikrokapsiillemede immobilize edilir. Bu yontem ile enzim
immobilizasyonu; siirekli ve siirekli olmayan yar1 gecirgen membran mikrokapsiillerde

tutuklama olmak tizere iki grupta incelenebilir.

Stirekli mikrokapstillerde ¢erceve membran kati, stireksiz mikrokapsiillerde lipozomlar ise
bir sivi tabakadir. Immobilizasyonda kullanilan ¢er¢eve maddesinin(membran) yari
gegirgen olmasi zorunludur. Ayrica bu yar1 gecirgen membranin gozenek ¢aplari; substrat
molekiillerinin kapsiil igine girisine ve {irlin molekiillerinin disar1 ¢ikigina olanak verecek
bliyiikliikte olmalidir. Substrat molekiilleri ne kadar kiiciikse bu yontemle immobilize

edilmis enzimin verimliligi o 6l¢iide yiiksek olacaktir [19].

Membran

Enzim

Sekil 2.14. Mikrokapsiilleme
2.5. iletken Polimerler

Iletken polimerlerin kimyasal, biyosensdr teknolojisi, enerji korunumu ve depolanmast,

ila¢ ve enzim faliyetlerinde 6nemli bir yeri vardir.
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2.5.1. Tletken polimerlerin tarihsel gelisimi

Ik olarak elektrokimyasal polimerizasyon metodu Szarvasy tarafindan yapildi[40]. Fakat
Szarvasy ¢aligmasiyla ilgili bir ¢alisma yapilamadi. Rambold’un metilmetakrilatin
elektrokimyasal polimerizasyonunu 1947°de tezinde ele almasina kadar polimerizasyon
hakkinda onemli bir c¢alisma yapilamadi. Bu zamandan sonra 1950-1970 arasinda bu
alanda bircok calisma yapildi. Chiang poliasetilenin iletkenligini yiikseltgen dopantlarla

artirmay1 basardi.

Onemli bir ¢alisma ise polipirol (PPy) iizerinde yapildi. Piroliin ilk elektrokimyasal
polimerizasyonu Bocchi tarafindan 1968 yilinda gergeklestirildi. Bocchi “siyah pirol” adli
maddeyi 8 S/cm elektrik iletkenliginde elde etti. 1979 yilinda havanin neminden
etkilenmeyen iletkenligi 100 S/cm olan filmler hazirladi. Giiniimiizde PPy filmleri oda
kosullarinda 1000 S/cm iletkenligine sahip olarak hazirlanabilmektedir. Polimerlerin
mekanik Ozelliklerinin gelistirilmesinin bir diger yolu da kopolimerizasyondur. Stake
polimetilmetakrilat tizerine piroliin grafitini yayinladi. Metilmetakrilat ve 2-(-pirol)
etilmetakrilat komonomerlerini pirol {izerine FeCl; yiikseltgenini kullanarak grafit
kopolimerini sentezlemeyi basardilar. Mc. Diamid iletken polimerler konusunda énemli bir

calismasiyla Nobel 6diilii almistir.
2.5.2. Tletken polimerler

Polimerik malzemeleri metallerden ayiran en 6nemli 6zellik yalitkan olmalaridir. Bu
0zellik polimerik malzemelerin kullaniminda birgok tistiinliikler saglar. Fakat son yillarda,
elektrik akimini iletebilen yeni bir organik polimer siifi gelistirildi. Asetilen, pirol, tiyofen
gibi ¢esitli benzen tiirevlerinden sentezlenen ve “organik metaller” olarak da bilinen bu
polimer korozyon oOnleyici kaplama olarak, pillerde ve kararhiliklarina bagli olarak
mikroelektronikte dnemli bir potansiyele sahiptirler. Bu polimerler arasinda polipirol ve
tiirevleri, elektriksel 6zelligi, cevresel kararliligi, kimyasal ve elektrokimyasal sentezinin

kolylig1 nedeniyle en yogun sekilde incelenmeye alinmis grubu olusturmaktadir.

Polipirol ve tiirevleri genellikle piroliin kimyasal ve elektrokimyasal oksidasyonu ile

hazirlanirlar.
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Piroliin kimyasal sentezi yani sira elektrokimyasal sentezi de uzun yillardan beri bilinen bir
yontemdir. Sulu ya da susuz ortamda elektrokimyasal ¢aligma olasili§1 kimyasal olarak
sentezlenen polipirolden daha yiiksek iletkenlik gosteren filmler sentezlenebilmesi ve elde
edilen polimer filmin yar1 iletkenlerin korozyonunu azaltma avantaji elektrokimyasal
senteze ilgiyi artirmistir. Polipirol sert ve kirilgandir ve bu zayif mekanik 6zellikler onun
uygulama alanlarinda kullanim potansiyelini de diisiiriir. Polimerlerin iletkenligi Cizelge
2.6’da toplanmigstir. Poliasetilen yiiksek iletkenlige sahip olmasina ragmen hava ve nem
igerebilmesinden dolay1 ticari bir iletken polimer degildir. Polipirol ve politiofen

poliasetilene gore hava ortaminda oldukga stabildir.
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Cizelge 2.6. letken polimerler ve iletkenlikleri

Polimer Yapisi Doplanan Yapilar Yaklasik Iletker
degerleri
(Siemens/cm)
Poliasetilen / " I, Bra, Li, Na, 100007
—— CH —|—

\ n AsF;

Polipirol 'R BE,, ClOy, S00-T7500
S )—Il— tosilet”,
II‘\. bli .-'ln
H

Politiofen FOATT FeCly Cl1Qy, BF, 1000

| ) '.l.l 1

i /y_’_

\ S A
Poli(3- R BFy, ClOy, 1000 10000
alkiltioten) /R FeCly

oy !

\ 87 o
Polifenilen / P Y AsFs 500
siilfit : ) S_.|_

\ n
Politienil AsFs 27007
enevinilen
Polifenilen AsFs, Li, K 1000

Iletken polimerlerin en dénemli problemlerinden biri herhangi bir ¢oziiciide ¢oziinebilme
problemleridir. Metilseliiloz, polivinilalkol, polivinil pirolidon veya poliakrilamit gibi

notral polimerler kullanilarak polipiroliin koloidal ¢ozeltileri elde edilmistir[36].

fletken polimerlerin ¢dziinme zorlugu onlarin antielektrostatik filmler, elektronik
pencereler, kimyasal sensorler, sarj edilebilen piller gibi uygulamalar ic¢in gerekli
elektronik ve optik Ozelliklerini veren molekiiler karakteristikleri olan m-elektronik
yapilarinin delokalize m-elektronik yapi onlarin yiiksek elektronik polimerizasyonuna
dolayisiyla zincir ig¢inde yiiksek n-m etkilesmesine yol agar. Bu da polimerin ¢oziinme

yerine agregasyonuna neden olur[36].

Polipiroliin ¢bziinmeme probleminin orjini bilindiginden hemen akla gelen ¢6zlim,

polimerinin elektronik polarizebilitesini azaltmaktir. Bunu yapisal modifikasyonla
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yaparsak polimer ¢0Ozlinebilir ama ayni zamanda tiim yararli optik ve elektronik
Ozelliklerini kaybedebilir. Bu ylizden son zamanlarda {izerinde ¢alisilan ¢6ziim, polimerin
baska bir polimer ile interpolimer kompleksini olusturmaktadir. Lineer polimerlerin
intermolekiiler kompleksleri zit yiiklerin etkilesmesi hidrojen ve hidrofobik baglarin
olusumu ya da metal iyonlar yoluyla etkileserek ¢oziinen veya ¢oziinmeyen polikompleks

olusturmak {iizere sentez edilebilirler[36].

Iletken polimerlerle enzim immobilizasyonu

Elektrokimyasal polimerizasyon teknikleri kullanarak islevsellestirilmis ve degistirilmis
elektrot yilizeyleri elde edilmesi yontemi, elektrot yiizeylerinde biyolojik tanimlama
ogelerinin immobilizasyonu icin uygulanabilmektedir. iletken polimerler elektrotlarn
elektroanalitik uygulamalarinda, enzim immobilizasyonuna siklikla rastlanmaktadir.
Cizelgede goriildigii gibi enzim kullanilan biyosensorlerin genis bir uygulama alani

bulunmaktadir [60].

Cizelge 2.7. letken polimerlerin kullanildig1 biyosensérler

Substrat Enzim Polimer Tayin yontemi
D-Alanin D-Aminoasit oksidaz Polipirol Amperometri
Atrazin Tirozinaz Polipirol Amperometri
Kolesterol Kolesterol oksidaz PPD Amperometri

Kolesterol oksidaz ve | Polipirol Amperometri

Kolesterol esteraz
Kolin Kolin oksidaz Polipirol Amperometri
Dopamin Tirosinaz Polipirol Amperometri
Galaktoz Galaktoz oksidaz Polianilin Amperometri
Glutamat Glutamat Polipirol Amperometri

Dehidrojenaz Polipirol
Fruktoz Fruktoz dehidrojenaz Polianilin Konduktometri
Hemoglobin Pepsin Polipirol Amperometri
Hidrojen peroksit Peroksidaz Polianilin Amperometri
Lipitler Lipaz Polipirol Amperometri
NADH NADH dehidrojenaz Polipirol Amperometri
Urik asit Urikaz Polianilin Konduktometri
Trigliseritler Lipaz Polianilin Konduktometri
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2.5.3. Pirol

Pirol kaynama noktas1 130°C, yogunlugu 0,948 g/mL olan kokulu renksiz bir sividir. Pirol

aromatik bilesiktir ve deneysel rezonans enerjisi 22-27 kcal/mol’diir[36].
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Pirol 2 veya 5 pozisyonuna gruplar atak yapabilir. Piroliin heterosiklik azot grubu zayif
bazik 6zelliktedir. Pirol suda az ¢oziiniir. Fakat organik ¢oziiciilerde ¢ok miktarda ¢oziiniir.

Pirol alkali iyonlarla ¢6ziinmez polimerizasyonla birlikte asit i¢cinde yavas ¢oziiniir[36].

2.5.4. Piroliin elektrokimyasal polimerizasyonu

Elektronik iletken polipirol filmlerinin  olusumu anodik olarak asetonitrilin
yiikseltgenmesiyle ilk olarak Diaz tarafindan yapilmistir. Coziicii, elektrolit, fonksiyonel
gruplar, elektrot potansiyeli ve diger 6zelliklerin degistirilmesiyle literatlirde oldukga fazla
miktarda caligma bilinmektedir. Fakat polimerizasyon mekanizmasin1 anlamak uzun

stirmiistiir[36].
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Sekil 2.15. Piroliin polimerizasyonuna ait mekanizma

Elektrokimyasal sentez, basitligi ve yeniden ftiretilebilirliginden dolayi, iletken polimerlerin
sentezi i¢in hizla genel bir metod olarak kabul gormeye baslamistir. Elektrokimyasal
sentezin oda sicakliginda gerceklesebilmesi de onun Onemli bir avantajidir. Hem
potansiyel hem de akim zamanla degistirilerek film kalmlig1 da kontrol edilebilir. Tletken

polimerlerin elektrokimyasal polimerizasyonu genellikle su metodlarla yapilir:

1. Akima karsi (galvanostatik)

2. Potansiyele kars1 (potansiyostatik)

3. Potansiyel taramasi

Standart elektrokimyasal teknikte (hiicre igerisinde ¢alisma elektrodu, referans elektrot ve
karsit elektrotdan olusan tglii elektrot sistemi) genellikle en iyi filmler elde edilmektedir.
Elektrokimyasal sentez homojen bir monomerle yapilabildigi gibi, kopolimerizasyonla da
yapilabilmektedir. Poliazulen, politiyofen, polianilin, polipirol gibi bazi filmler bu yolla

senetezlenebilmistir[38].
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2.5.5. Doping

Polimerin yiikseltgenme ve indirgenme ile uygun bir molekiil ya da atomla etkilestirilerek
iletken hale getirilmesine dop etme denir. Bu is i¢in kullanilan atom veya molekiile ise
dopant adi verilir. Doping sonucu iletken hale getirilen polimere dop edilmis polimer denir.
Poliasetien, halojen dopanti ile yiikseltgenme sonucu (p-tipi doping) iyi bir elektriksel
iletkene déniistiiriilmiistiir. Indirgenme ile doping de miimkiindiir. Buna n-tipi doping ad1

verilir.

Poliparafenilen,polianilin,polipirol,politiyofen gibi degisik 6zellikteki baska polimerler de
sentezlenmistir. Bu polimerler genellikle poliasetilenden daha disik iletkenlik
gostermistir. Yine de bircok amag i¢in yeterli bir iletkenliktir. Ayrica yiiksek kararlilik ve

islenebilirlik acisindan avantajhdir.

Doping yontemi polimer filmlerin ya da polimer tozlarin,gaz veya ¢ozelti dopantlara ya da
elektrokimyasal etkiye maruz kalmasini gerektirir. Elektron alicilarinin ¢ogu konjuge

polimerlerin yiikseltgenmesinde kullanilabilir.

Dopantlar gii¢lii indirgen veya yiikseltgen maddelerdir. Kolaylikla iyon olusturabilen
inorganik tuzlar veya bilesikler, nétral molekiiller, organik ve polimerik dopant olabilirler.

Iletken polimerlerin kararliiginda dopantlarin yapisi énemli bir etkendir.

Dopingin 0zet olarak ac¢iklamasi sdyledir: polimer zincirine elektron eklenir ya da
kopartilir. Bu islemden sonra kullanilan dopant iyonlarinin etkisi ihmal edilebilir. Hem
yiiksek derecede iletken olan metaller hem de zayif dopant tiirlerinde bu hipotez

giivenilirdir. [35].

2.6. Enzim Sensorleri

Kullanildiklar1 reaksiyonda, yapisinda bir degisim olmadan reaksiyon hizini arttiran
maddelere katalizor denir. Enzimlerde bir ¢esit katalizordiir. Biyosensor teknolojisindeki
ilk ornekler amperometrik ve potansiyometrik esasli enzim elektrotlar seklinde ortaya
cikmigtir.  Biyosensor  teknolojisinde  kullanilan  biyolojik  materyaller — artan
kompleksliklerine gore siralandiklarinda; iyonoforlar, antikorlar, enzimler, lipozomlar,

biyomembran parcalar1 (6rn: reseptor ), hiicre organelleri (6rn: mitokondri ), doku veya
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tim hiicreler ve organlar (6rn: gorme ve koklama organlart ) seklinde

smiflandirilabilirler[28].

Organ ( Orn: koku alma organ1) — Doku Tiim Hiicre — Tiim Hiicre —  Hiicr

l

Enzim « Lizozom« Biyomemran (Orn: reseptor)«— Hiicre Organeli( Orn: mitokondri)

!

Antikor — Iyonofor

Sekil 2.16. Biyosensor teknolojisinde kullanilan biyoaktif materyal siralamasinda
enzimlerin yerleri

2.6.1. Enzim sensorlerinin genel calisma prensibi

En genel anlamda bakildiginda bir enzim sensort; iletici, ince bir enzim tabakasi ve 6l¢iim
kombinasyonundan olugmaktadir. Diger biyosensorlerden tek fark biyoaktif tabakada
biyomolekiil olarak enzimler bulunmaktadir. Enzim sensorlerinin genel sematik gosterimi

Sekil 2.17°de gosterilmistir[28].

& Analizlenecek madde
B: Imm obilize erzim

I C: fletici eleman
D] D: Olgim sistemi
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Sekil 2.17. Enzim sensorlerinin genel sematik gosterimi

Bir enzim elektrodunda enzimi iceren biyoaktif tabaka, enzimin katalizledigi tepkimeye
uygun bir iletim ve &l¢iim sisteminin uzantis1 olan bir iletici ile birlestirilmektedir. Iletim
sistemi biyoaktif tabakada gerceklesen enzimatik tepkime sonucu olusan {iriiniin

miktarindaki artig1 tespit edebilecek sekilde segilmelidir.
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Biyoaktif tabakadaki ve biyoaktif tabaka iletici ara yiizeyindeki derisimlerin hizli bir
sekilde dengeye ulasabilmesi ic¢in diflizyon engelini en aza indirmek amaciyla biyoaktif
tabaka kalinliginin miimkiin oldugunca ince olmasi gerekmektedir. Bunun yani sira
biyoaktif tabakada sabit bir substrat derisimi saglayabilmek i¢in dlgme ¢ozeltisinin yeterli
bir sekilde karistirilmas1 gerekmektedir. Iletici sistemin 6lgme sistemine génderdigi sinyal
biyoaktif tabaka ile iletici ara yiizeyindeki derisimlerdeki degisiklige baglidir. Ancak s6z
konusu derisimler denge halinde 6lgme cozeltisindeki derisimlerle orantili oldugu igin

cogu zaman kalibrasyon grafigi ¢izilerek sonuca varilir[28].

2.6.2. Enzim sensorlerinin simiflandirilmasi

Enzim sensorlerinin siniflandirilmasit en yaygin sekilde, enzimatik reaksiyon uyarinca

olusan sinyalin dl¢lim yontemine gore yapilmaktadir[28].

Cizelge 2.8. Enzim sensorlerin siiflandirilmasi

Elektrokimyasal Esasli Enzim Sensdrleri

A )Amperometrik Enzim Sensorleri;
Birincil nesil amperometrik enzim sensorleri
Ikincil nesil amperometrik enzim sensorleri

Ucgiincii nesil amperometrik enzim sensorleri

B )Potansiyometrik Enzim Sensorleri;
Proton duyar potansiyometrik enzim sensdrleri
Amonyak duyar potansiyometrik enzim sensorleri
Karbon dioksit duyar potansiyometrik enzim sensorleri
Diger iyon duyar potansiyometrik enzim sensdrleri

C)Yar Iletkenleri Esas Alan Enzim Sensérleri;
Enzim Alan Etki Transistorler (ENFET)
1-Optik Enzim Sensdrleri

Absorpsiyon esasli optik enzim sensdrleri
Flouresans esasli optik enzim sensorleri
Biyoliiminesans esasli optik enzim sensorleri
2- Kalorimetrik Enzim Sensoérleri

3- Piezoelektrik Enzim Sensorleri
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2.7. Performans Faktorleri
2.7.1. Secicilik

Biyosensoriin kompleks bir matriks icerisinde tek basina analitik bir 6l¢iim cihazi olarak
kullanilabilmesini saglar. Segiciligin yeterli olmadig1 durumlarda ¢aligma prosediiriine bu
eksigi giderecek ek islemler eklenmesi gerekir. Seciciligin zayif olmasindan kaynaklanan

sorunlar biyosensoriin kullanimini zor hale getirmektedir.
2.7.2. Kullanim 6mrii

Biyolojik ¢evirici olarak enzim kullanildigi durumlarda enzim aktivitesindeki azalma
kullanim Omriinii kisitlayan en onemli faktordiir. Enzimin kararliligi, biyosensoriin
kullanim omrii yani sira kalibrasyon sikligi, stabilite, tekrarlanabilirlik gibi parametreleri

de etkilemektedir.
2.7.3. Kalibrasyon gereksinimleri

Ideal bir biyosensériin hi¢ kalibrasyona gerek duymamasi ya da en az kalibrasyona
gereksinmesi istenir. Ama teorikte planlanan bu Ozellik pratikte giiniimiizde
gerceklestirilememistir. Biyosensorlerin kullanim Omiirleri boyunca sik¢a ya da belirli

araliklarla kalibre edilerek duyarliliklarindan bir sey kaybedip kaybetmedikleri aragtirilir.
2.7.4. Tekrarlanabilirlik

Ideal bir biyosensér elektrodunun ayni derisimde ya da ayn1 dzelliklere sahip birden fazla
ornege daldirilmasiyla yapilan deneylerde ayni sonuglarin  okunmasi gerekir.

Tekrarlanabilirlik degeri ne kadar iyi olursa o biyosensor uygulamasi da o kadar iyi olur.
2.7.5. Kararhhk

Elektrot kararliliginin yiliksek oldugu durumlar ideal biyosensorler icin gereklidir.
Kararlilik, kullanilan enzimin fiziksel dayanikliligindan etkilendigi gibi; pH, 1s1, nem,
ortam O derisimi, enzimi immobilize etmede kullanilan polimerin kimyasal ve fiziksel

karakteri gibi parametrelerden de etkilenmektedir. Hazirlanan biyosensoriin kararli olmasi
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biyosensor Omriiniin uzun olmasi anlamina gelir. Uzun Omiir ayni biyosensor ile ¢ok

sayida analizin yapilabilmesi ve analiz maliyetlerinin diisiiriilmesi agisindan dnemlidir.

2.7.6. Yiiksek duyarhhk

Hazirlanan elektroda immobilize edilmis olan enzim; sadece belirli maddelere
(substratlara) karst duyarli olmalidir. Duyarlilik, akim-derisim egrisinin egimi ile
orantilidir. Egim degeri biiylidilkce duyarlilikta da artis gozlenir. Kullanilan enzimin

substratlar1 disinda biyosensdrlerin girisim yapan maddelerden etkilenmemesi istenir.

2.7.7. Yeterli diizeyde tayin sinir

Tasarlanan biyosensoriin ideal tanimina uymasi i¢in tayin smirmnin belirli bir derigim
degerinin altinda olmasi gerekmektedir. Belirtilen bu tayin smnir1 elektrot yiizeyinin
biiytlikliigii, enzimin tayin edilecek maddeye karsi olan afinitesi, immobilize edilen enzim
miktari, enzimin immobilizasyonunda kullanilan polimer tabakasinin kalinligi gibi

faktorlerden etkilenir.

2.7.8. Genis ol¢iim arahgi

Olgiim aralig1 denen bdlge, biyosensdrden alinan akim-derisim egrilerinin lineer oldugu
derigim araligidir. Tiim biyosensor uygulamalarinda ¢aligma ortaminda belirli bir derisim
degerine ulasildiktan sonra akim-derisim egrilerinde lineerlikten sapma gdzlenmeye baslar.
Bu durum enzimatik egrilerin en 6nemli ve de karakteristik Ozelligidir. Lineerlikten
sapmanin nedeni yanit olarak okunan akim degerlerindeki degisimin azalmasindan
kaynaklanir. Bunun nedeniyse ortamda artan analizlenecek madde miktarinin fazlasiyla

reaksiyona girecek enzim olmamasidir.

2.7.9. Hizh cevap zamam

Amperometrik uygulamalarda analizlenecek bir madde 6rnegini ¢aligma ortamina enjekte
etmeden once elektrot yiizeyinde olusan akimin sabit kalmasi istenir. Akim sabit kaldiktan
sonra analizlenecek madde ortama enjekte edilir ve akimdaki degisim kaydedilir. Ikinci bir
enjeksiyondan &nce akim degerinin yine sabit kalmasi beklenir. Iste ilk enjeksiyondan

sonra akimin tekrar sabit kalmasina kadar gegen zamana ‘cevap zamani’ denir. Cevap
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zamanmin kisa ya da hizli olmasi ideal sensorlerin ozelliklerindendir. Ozellikle ¢ok
sayidanumunenin s6z konusu oldugu rutin analizlerde en kisa siirede elde edilen sonug

biiylikonem tasidigindan biyosensdriin cevap siiresinin kisa olmasi istenir.

2.7.10. Basitlik ve ucuzluk

Kullanimi, tasarimi basit ve ucuz biyosensorler hazirlamak biyosensor yapiminda her
zaman hedef alinmis bir diisiincedir. Biyosensor yapilarinin basitlestirilmesine en iyi 6rnek
ikinci kugsak biyosensorlerin yapilarinda bulunan mediyatorlerin daha gelismis modeller

olan ti¢iincii kusak biyosensorlerde ortadan kaldirilmasidir.

Diger performans faktorleri

Bir biyosensoriin performansini etkileyen diger onemli faktorlerden biri de maliyettir.
Maliyet genelde biyosensoriin hazirlanmasi giderleri ile s6z konusu biyosensorle yapilan
bir analizin giderlerinin toplamidir. Hazirlanma giderlerinin az olmasi1 durumunda genelde
bu fasildan analiz basina gelecek gider katkisi azalacaktir. Dogal olarak biyosensoriin
kullanilma kararlihig1 bu faktorii biyiik dl¢iide etkileyecektir. Ozellikle cevre ve savunma
gibi alanlarda kullanilacak bir biyosensor i¢in tasinabilir olmasi bilyiik Onem tagir.
Tasinabilirlik beraberinde kullanim kolayligini ifade edecek sekilde basit olma niteligini de
iceriyorsa daha yaygin kullanim olanag1 ortaya ¢ikacaktir. Ancak pratik kullanim ig¢in
basitlestirilmis sistemlerin, ¢ogu zaman karisik sistemlere nazaran hatali olabilecegi
gézden uzak tutulmamalidir. Genelde bu gibi sistemlerden acil durumlarda bir fikir
edinmek amaciyla ya da diger tiirden bir analizin miimkiin olmadig1 kosullarda

yararlanilmalidir [59].

2.8. Kaynak Arastirmasi

Servet Cete lirik asit tayini i¢in amperometrik esasli yeni bir biyosensor gelistirmistir. Bu
amacla asetonitril ortaminda pirolin  elektropolimerlesmesiyle  platin/polipirol—
ferrosenyum elektrot hazirlanmistir. Bu elektrot kullanilarak serbest iirikaz enziminin
aktivitesine pH’nin sicakligin, tampon derisiminin ve enzim miktarinin etkisi incelenmistir.
Daha sonra, iirikaz enzimi hazirlanan platin/polipirol—ferrosen elektrot iizerine immobilize

edilmistir. Urik asit tayini, enzim elektrodun yiizeyindeki enzimatik reaksiyon sonucu
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olusan hidrojen peroksidin +0,70 V’da yiikseltgenmesine dayanarak yapilmustir. Urik asit
biyosensoriiniin cevabina pH’nin, tampon derisiminin, sicakligin ve yiizeye immobilize
edilen enzim miktarinin etkisi incelenmistir. Biyosensoriin lirik asit i¢in dogrusal c¢alisma
araligi 1,0.10° — 5.10° M tesbit edilmistir. Serbest ve immobilize enzimin Ky ve Vinaks
degerleri hesaplanmistir. Biyosensoriin tekrar kullanilabilirligi ve raf émrii tayin edilmistir.
Hazirlanan biyosensorle kan ve idrar gibi biyolojik sivilarda {irik asit tayini yapilmistir.
Biyolojik ortamlarda olabilecek girisimlerin biyosensor cevabi iizerine etkileri

incelenmistir [11].

Fatma Arslan ve arkadaslari ksantin 6l¢iimii i¢in yeni bir biyosensor hazirlamislardir. Platin
ylizeyine  asetonitril  ortaminda  ferrosen (elektron medyatérii  olarak) ve
tetrabiitilamonyumtetrafloroborat bulunan hiicrede piroliin elektrokimyasal polimerlesmesi
ile bir elektrot hazirlanmistir. Film 0,0 -0,9 V arasinda 50 m/sn tarama hizinda doniistimli
voltametri ile olusturulmustur. Ksantin oksidaz enzimi (KO), glutaraldehit (GA) ve si8ir
serum albiimin (BSA) kullanilarak elektropolimerizasyon sonrasinda capraz baglama
yontemi ile immobilize edilmistir. Biyosensoriin +0,7 V’da ksantine karsi cevabi
Olcllmiistiir. Amperometrik cevap ksantinin enzimatik reaksiyonu sonucu olusan
hidrojenperoksitin elektrokimyasal Olgiimiine gore yapilmustir. Farkli kosullar altinda
biyosensoriin performansi incelenmistir. Biyosensor i¢in calisma araligi 1,0x10° M —

4,0x10™ M olarak tespit edilmistir. Raf mrii 45 giin olarak bulunmustur [19].

Mustafa Gorgiilii hipoksantin tayini i¢in yeni bir amperometrik biyosensor gelistrmistir. Bu
amagcla, platin levha iizerinde piroliin polivinilsiilfonath ortamda elektropolimerlesmesi ile
polipirol-polivinilsiilfonat ~ filmi  hazirlanmistir. ~ Polipirol-polivinilsiilfonat  filminin
optimum ¢alisma sartlar1 belirlenmistir. Ksantin oksidaz ve {irkaz enzimleri, polipirol-
polivinilsiilfonat film i¢ine tutuklama yoOntemiyle immobilize edilmistir. Hipoksantin
tayini, hazirlanan enzim elektrodun ylizeyinde gerceklesen enzimatik tepkime sonucu
olusan hidrojen peroksitin 0,40 V’da yikseltgenmesine dayanarak yapilmistir.
Biyosensoriin hipoksantin tayini i¢in c¢alisma araligi tayin edilmistir. Hipoksantin
biyosensoriiniin cevabina pH’nin ve sicakligin etkisi arastirilmistir. Biyosensoriin tekrar
kullanilabilirligi ve raf omrii tayin edilmistir. Biyosensoriin gergek numuneye karsi

davranisi incelenmistir [24].
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Fatma Arslan iirik asit tayini i¢cin amperometrik esasli yeni bir biyosensor hazirlamistir.
Platin elektrot yilizeyine polianilin-polipirol (Pani-PPy) film olusturulmus ve iirikaz enzimi
glutaraldehit kullanilarak film yiizeyine ¢apraz baglama ile immobilize edilmistir. Urik asit
Ol¢iimii enzimatik reaksiyon sonucu olusan hidrojen peroksitin 0,4 V’da Ol¢limiine
dayanilarak yapilmistir. Biyosensor i¢in dogrusal ¢alisma araligi 2,5x10° M — 8,5x10°M
olarak Ol¢iilmis ve cevap siiresinin yaklasik 70 s oldugu gozlenmistir. Biyosensor igin
optimum parametreler pH=9,0 ve sicaklik 55 °C olarak bulunmustur. Enzim elektrodu igin

tekrarlanabilirlik ve raf omrii de ¢alisilmistir [22].

Nezaket Dolmaci balikta ksantin ve hipoksantin tayini i¢in yeni bir amperometrik
biyosensor gelistirmistir. Ksantin oksidaz, pirol ve polivinilsiilfonat ile birlikte platin
elektrot yilizeyine immobolize edilmistir. Ksantin ve hipoksantin tayini, enzim ylizeyindeki
enzimatik reaksiyon sonucu olusan {irik asidin +0,30V'da yiikseltgenmesine dayanilarak
yapilmistir. Ksantin ve hipoksantin biyosensoriiniin cevabina pH'nin, sicakligin ve substrat
derisiminin etkisi incelenmistir. Enzim elektrotun hipoksantin i¢in dogrusal ¢alisma aralig
1,0x107M -1,0x10™ M, tayin sinir 1,0x107 M olarak tespit edilmistir. Immobolize edilen
ksantin oksidazin Km goézlenen ve Vmax gozlenen degerleri sirasiyla 0,0154 mM ve 1,202
pnA/dakika olarak bulunmustur. Enzim elektrodun en iyi ¢aligma pH's1 7,75 ve sicakligin 25
°C olarak belirlenmistir. 30 giin sonundaki amperometrik cevabin baglangi¢ degerinin
%49'a oldugu goriilmiistiir. Balik numunelerinde, balik eti tazeligini yitirdik¢e hipoksantin

miktarinin arttigi gosterilmistir [21] .

A.T. Lawal ve S.B Adeloji 2010 yilinda hipoksantine duyarli bir biyosensor
gelistirmislerdir. Ksantin oksidaz (KO) ve potasyum ferrosiyaniir medyatorii de
kullanilarak galvanostatik polipirol (PPy) film hazirlanmistir. Hazirlanan PPy/KO-
Fe(CN)g* filminin optimum sartlar1 incelenmistir. Film 0,4 M pirol, 6,2 U/mL KO ve 40
mM potasyum ferrosiyaniir ortammda 0,5 mA/cm? akimda 200 saniyede hazirlanmustir.
Potansiyometrik ve amperometrik 6l¢iim modlari incelenmistir. Amperometrik sensor igin
optimum potansiyel Ag/AgCI referans elektrot ve 0,05 M fosfat tamponunda 800 mV
olarak tespit edilmistir. Amperometrik ve potansiyometrik modlar karsilagtirildiginda
potansiyometrik sensdr daha hassas, amperometrik sensér ise daha genis bir bir dl¢iim
araligma sahip oldugu goriilmiistiir. PPy-KO filmi balik tazeligi tesipitinde de basarili
oldugu belirtilmistir [7].
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S. Gosh arkadaglar1 tarafindan balik tazeliginin tespiti i¢in bir biyosensor sistemi
gelistirmistir. Sistem balik dokusunda ATP’nin yikimi ile olusan hipoksantin (Hx), inozin
(INO), ve inozinmonofosfat (IMP) metabolitlerinin kantitatif tayini esas alinarak
gelistirilmistir. Tazelik derecesi, balik dokusunda ATP’nin yikimyla olusan {iriin miktarina
bagli olan K; ve H degerinin indeksine bakilarak belirlenmistir. Ferrosenkarboksilik asit
(FCA) medyatorii kullanilarak hazirlanan polipirol filme ksantin oksidaz, niikleosid
fosforilaz ve niikleotidaz enzimleri immobilize edilmistir. Hazirlanan enzim elektrodla Hx,
INO, ve IMP’nin amperometrik dlglimleri etkili bir sekilde yapilmistir. Bu basit, hizli ve
kullanima hazir biyosensor ile bekletilmis Catla Catla tatlh su baligimin H degeri
olgiilmiistiir. Sonuglar gdstermistir ki bozulma 7 giin sonunda -12 °C’da bile ¢ok hizli

gerceklesmektedir [32].

Meliha Cubukg¢u ve arkadaslar1 altin nano pargaciklart (Au-nps) camsi karbon elektrota
modifiye ettiler ve bu elektrota ksantin oksidaz (KO) enzimini immobilize etmislerdir.
Hazirlanan elektrotla ksantin (X) ve hipoksantin (Hx) dl¢timleri yapilmistir. Biyosensor X
ve Hx i¢in karakterize edilmistir. Biyosensériin dogrusal él¢iim arahigi X igin 5,0x107 M —
1,0x10"° M ve denklemi y = 0,44x + 0,712 bulunmustur. Hx i¢in ise 6l¢iim araligi 5,0x10°®
M — 1,5x10* M ve denklemi y = 0,014x + 0,575 olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglar
X ve Hx i¢in karsilagtirildi. Gelistirilen sistem ile konserve tuna baliginda Hx tayini

yapilmistir. Sonuglarin umut verici oldugunu belirtmislerdir [12].

Ulkii Anik Kirgéz ve arkadaslari cams1 karbon elektroda ksantin oksidaz (KO) enzimini
immobilize ederek yeni bir biyosensor gelistirmislerdir. Biyosensoriin amperometrik
Olgtimii, KO enziminin katalitik aktivitesi sonucu olusan hidrojen peroksitin elektrot
ylzeyinde ylikseltgenmesi sonucu olusan akim degisimini esas almistir. Biyosensor igin
optimum kosullar arastirildi ve hipoksantin (Hx) ve ksantin (X) i¢in kalibrasyon grafikleri
¢izimistir. Biyosensoriin dogrusal calisma araligi ksantin igin 5,0x10”7 M — 4,0x10° M ve
hipoksantin i¢in 2,0x10° M — 8,0x10™ M olarak gdriilmiistiir. Biyosensériin Sl¢iim limiti
ise ksantin i¢in 1,0x107 M ve hipoksantin i¢in 5,3x10° M’dir. Ayrica enzim miktari,

optimizasyon, 6rnek numune uygulamalari ve kesinlik de ¢calisilmistir [13].

Jianhong Pei ve Xiao Yuan Li ksantin oksidaz enzimini CuPtClg/cams: karbon elektrot
lizerine immobilize ederek bir biyosensoér hazirlamislardir. Hazirlanan enzim elektrodun

ksantin ve hipoksantine kars1 hizl1 ve duyarl cevap verdigi goriilmiistiir. Gozlenen kararlh
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akim, enzim elektrot yiizeyinde meydana gelen reaksiyon siiresince olusan hidrojen
peroksitin yiikseltgenmesinden kaynaklanmaktadir. Enzim ¢alismasi iizerine pH, sicaklik
ve uygulanan potansiyelin etkisi tartigilmistir. Ksantin ve hipoksantin Sl¢iimii igin
karakterize edilen enzim elektrodun Slgiim araligi: ksantin i¢in, 6x107 M — 2x10™* M ve
hipoksantin igin, 5x10”7 M - 2x10™* M olarak tespit edilmistir. Olgiim limiti: 1x10"M. Siv1
kormatografide hipoksantin-ksantin karigimmin ayrimi yapilmis ve hazirlanan enzim

elektrot kimyasal dedektor olarak kullanilmistir [14].

V. Venugopal balik iiretimi ve kalite kontrolii i¢in kullanilan biyosensorleri aragtirmis ve
bu konuda bir makale hazirlamistir. Balik eti {iretimi yalnizca yiyecek bakimindan degil,
uluslar arasi ticaret ve ihracat geliri bakimindan da {ilkeler i¢in 6nemlidir. Balik ve balik
iriinleri dayaniksizdir ve balik tiirlerinin, ¢evresel kosullarinin ve beslenme sekillerininin
farkli olmasindan dolayi, kalite kontrolii de ¢ok genis bir cesitlilige sahiptir. Ayrica bu
iirlinler, baz1 mikrobiyal ve diger yasamsal tehlikeler icin tasiyici olarak da fonksiyon
gosterebilirler. Bu ylizden kalite kontrolii balik iiretim ve ticaretinde biiyiikk bir 6neme
haizdir. Mevcut kalite kontrol teknikleri kullanigsiz ve zaman alicidir. Deniz {iriinleri
incelenmesinde biyosensor uygulamalart ¢ok hizli ve giivenilir sonuglar vermektedir. Bu
makalede deniz iriinleri endiistrisinde biyosensoér uygulamalarinin faliyet alani

tartisiimustir [15].

Jianjun Niu ve Jim Yang Lee balik tazeligini tespit edebilmek amaciyla hipoksantine
duyarl grafit-seramik amperometrik bir biyosensdr hazirlamislar ve iiretmislerdir. Uretim
prosesi sol-gel teknikleri kullanilarak bir silika grafit matrikse ksantin oksidaz enziminin
immobilizasyonu ve enzimle modifiye edilmis matriksin basit bir mekanik cila ile
kolaylikla yenilenebilmesine imkan saglayan yiizeye sahip bir disk elektrota doniistiirtiliip
cam bir tiipe montaji ile yapilmistir. Michaelis-Menten degerleri, medyatorsiiz olarak
hidrojenperoksitin indirgenmesine dayali sistem, medyatorsiiz direkt sistem ve benzil
violojen medyatorlii sistem i¢in ayr1 ayr1 hesaplanmistir. Sonuglar sirast ile 0,45; 0,64; 0,35
mM olarak bulunmustur. Sensor 1x10° M — 1x10° M derisim araliklarinda diizgiin ve
dogrusal bir akim artis1 gostermistir. pH=7,6 olan 0,05M fosfat tamponu ortaminda her {i¢
sistem i¢in 6lgiim smurt sirasiyla; 1,3x10° M, 5,6x10° M ve 3,8x10”7 M olarak tespit
edilmistir. Enzim immobilize edilmis bdlgenin kullanilmasi ve bu yiizeyin kolayca

yenilenebilmesi, sensoriin kullanimini kolaylagtirmis ve raf omriinii uzatmistir. Cesitli
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sartlarda bekletilmis balik numuneleri ile yapilmis denemelerden elde edilen sonuglarin

memnuniyet verici oldugu belirtilmistir. [16].

M.A. Carsol ve arkadaslar1 karbon esasli baskilanmis elektrot ile iirik asite duyarli yeni bir
biyosensor hazirlamislardir. Ksantin oksidaz (KO) enzimini hem elektrot yiizeyine hem de
CPG aminopropilsilanli bir reaktdre direkt olarak immobilize edilmistir. Reaktoriin
sensoriin tekrar kullanilabilirligini ve raf dmriinii artirdigi gozlenmistir. hipoksantin (Hx),
inozin (HxR) ve inozinmonofosfat (IMP) dl¢limleri i¢in optimum kosullar belirlenmistir.
IMP, Hx ve HxR i¢in kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir ve her tic molekiil i¢in 50 pL’lik
enjeksiyonlarda 1-50 uM arasinda dogrusal bir artis gbzlenmistir. Bir 6lgiim 30 sn

icerisinde tamamlanmigtir. 20 uM Hx derisimlerinde tekrarlanabilirlik 6l¢iilmiistiir [17].

Shengshui Hu ve ¢alisma grubu sodyummontmorilonnit-metilviyolin ile modifiye edilmis
karbon pasta elektrot ile hipoksantine duyarli yeni bir biyosensor gelistirmislerdir. Elektrod
ylizeyine elektropolimerizasyonla polianilin filmi olusturulup ksantin oksidaz enzimi (KO)
bu film iizerine immobilize edilmistir. Hipoksantin 6l¢iimii i¢in KO enziminin katalitik
aktivitesi sonucu harcanan oksijen esas alinmistir. Oksijenin elektrokatalitik indirgenmesi
ve sensoriin cevabi doniisiimlii voltametri teknigi ile incelenmistir. Sensér 1 uM — 0,4 mM
arasinda dogrusal akim artis1 gostermis ve minimum oOl¢lim limiti 0,8 pM olarak tespit
edilmistir. Hazirlanan biyosensor ile balik etinde hipoksantin miktar1 c¢alisildi ve

girisimlerin elimine edilmesi i¢in ¢alismalar yapilmistir [18].

Xiao-Hua Li ve grubu hipoksantine (Hx) duyarli elektrokimyasal bir biyosensor
hazirlamiglar ve performansini  incelemislerdir. Bu c¢alismada  demir-3mezo-
tetrafenilporfirin (FeTPP) nanopargaciklar: (NPs) esas alinmistir. FeTPPNPs filmi caplari
25-45 nm olacak sekilde ¢ozelti karigim teknikleri kullanilarak hazirlanmis ve medyator
olarak kullanilmistir. Ksantin oksidaz (KO)/FeTPPNPs/camsi karbon (GC) elektrot
hipoksantine kars1 oldukca iyi amperometrik sinyal vermistir. Immobilize KO enziminin
katalitik aktivitesi sonucu, hipoksantinin yikimi siiresince ¢Oziinmiis oksijenin
harcanmasina bagl olarak, biyosensér 1,0 uM — 0,34 uM arast Hx derisimlerini
6l¢ebilebilmistir. Biyosensoriin gercek numunelerde kullanhabilirligi,

mikrodiyalizlesiiziilen fare beyin sivisindaki Hx dlgiilerek kanitlanmistir [20].



45

Cheng Qiong ve arkadaslar1 ksantin oksidaz ig¢eren cift yiizeyli bir elektrot hazirlamiglar ve
balik tazeliginin tespitini rapor etmislerdir. Modifiye edilen elektrot yiizeyine iki adet
membran yapildi; biri enzim immobilize edilmis fibroin esasli membran, digeri; proteinler
gibi yiiksek molekiil kiitlesine sahip bilesiklerden kaynaklanabilecek girisimleri engelleyen
selilloz asetat membran. Biyosensor, enzimatik reaksiyon sonucu olusan hidrojen
peroksitin Ol¢limiinii esas almaktadir. Sensor yiiksek hassasiyet ve balik numunelerine
kars1 yiliksek tekrarlanabilirlik gostermistir. Sensoriin  tespit edebildigi minimum
hipoksantin miktar, 1x10”7 M. Seliilloz asetat membranin enzimi muhafaza etmesinden
dolay1, enzim elektrot 6 haftalik bir raf 6mrii ve ger¢cek numunelere karsi 400 6l¢timliik bir
tekrarlanabilirlik gostermistir. Sonuglarin olduk¢a iyi ve biyosensor bazi nehir balik

tiirlerinin tazeliginin teshisi i¢in ticari dneme haiz oldugunu belirtilmistir [23].

Gorou Arai ve arkadaslari tarafindan yapilan galismada, ksantin oksidaz enzimini
poli(merkapto-p-benzokinon) filme immobilize etmisler, ksantin ve hipoksantin tayinleri
icin bir biyosensor hazirlamislardir. Hazirladiklari biyosensoriin ¢aligma araligini ksantin
icin 1,0x10® - 8,0x10™ M, hipoksantin i¢in 1,0x10° - 5,0x10"°> M olarak tespit etmislerdir
[29].

Rafael Radi ve arkadaslar1 1997 yilinda yaptiklar1 ¢alismada heparin kompleksine ksantin
oksidaz enzimi immobilize etmisler ve kinetigini incelemislerdir. Immobilize edilmis
ksantin oksidazin aktifliginin serbest ksantin oksidazinkinden farkli oldugunu
gostermislerdir. Serbest ksantin oksidaz i¢cin Km degeri 3,0mM iken, immobilize ksantin

oksidaz i¢in 15m M olarak hesaplamiglardir [30].

John M.T. ve arkadaslar1 1996 yilinda yaptiklar1 ¢calismada flavini uzaklastirilmig ksantin
oksidaz enzimi kullanilarak hipoksantin i¢in medyatoriin bulundugu bir biyosensor
hazirlamiglardir. Bu ¢alismada kalsiyum kloriir ile enzimden flavin adenin dintikleotit
grubu uzaklagtirilarak de flavo ksantin oksidaz enzimi elde etmislerdir. Medyator olarak
1,1-dimetil ferrosen kullanmislardir. Dogal ve flavini uzaklastirilmis enzim i¢in reaksiyon
hizlarim 10,2x10* M?*s? ve 9,6x10* M*s™ olarak bulmuglardir. Enzim elektrot igin 150
analiz sonrasinda sinyalin gozlenmedigi ve 227K’ de bir ay boyunca aktifligini % 80

korudugunu gézlemislerdir [53].
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Cihazlar ve Malzemeler

3.1.1. Elektrokimyasal analiz cihaz:

Amperometrik 6lgme islemlerinde BAS Epsilon-EC-Ver 1.40.67 NT elektrokimyasal

analiz cithazi kullanild.

3.1.2. Hiicre ve elektrotlar

Amperometrik o6lgme islemlerinde Sekil 3.1°de verilen ii¢ elektrotlu 6lgme sistemi
kullanildi. Referans elektrot olarak BAS RE-5B no’lu Ag/AgCl, karsit elektrot olarak
MW-1032 no’lu platin tel ve calisma elektrodu olarak 0,5 cm? yiizey alanli ve pirol-

dodesilbenzensiilfonat ile kaplanmis platin levha elektrotlar kullanildi.

Sekil 3.1. Kaplama ve 6l¢iimde kullanilan hiicre sistemi

3.1.3. pH metre

Tampon ¢ozeltilerinin pH’larinin dl¢ilmesinde ORION Model 720A pH-iyonmetre cihazi
kullanildi.
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3.1.4. Su banyosu

Isitma, sogutma ve sabit sicaklik caligmalar1 i¢in Grant W14 marka termostatli dolagimli su

banyosu kullanildi.

3.1.5. Mikro pipet

5 uL — 100 pL ve 100 pL - 1000uL c¢ozelti ilaveleri i¢in Brand marka + 0,05 pL

hassasiyeti olan mikro pipetler kullanildi.

3.1.6. Argon gaz

(Cozeltide ¢oziinmiis halde bulunan oksijeni uzaklastirmak i¢in Kargaz firmasindan temin

edilen yiiksek safliktaki ( % 99,99 ) argon gaz1 kullanildi.

3.1.7. Saf su

(Cozeltinin hazirlanmasinda kullanilan saf su; GFL marka saf su cihazindan saglandi.

3.1.8. SEM cihaz1

Gazi Universitesi Teknik Egitim Fakiiltesi Metal bdliimiinde JEOL JSM-6060 LV markali

cihazda elektrotlarin yiizey fotograflar1 elde edildi.

3.1.9. AFM cihazi

Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Fizik Boliimiinde Omicron AFM/STM kombine sistem

markali cihazda elektrotlarin ylizey fotograflar1 elde edildi.

3.1.10. Yiizey temas acis1 analiz cihazi

Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya boliimiinde flas kamera aksesuarli Kruss DSA100

markal1 cihazda elektrotlarin yiizey fotograflari elde edildi.
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Calismada kullanilan kimyasal maddelerin adlari, saflik dereceleri ve temin edildikleri

firmalar Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan kimyasal

edildikleri firmalar

maddelerin adlari, saflik dereceleri ve temin

Kimyasal Madde Saflik Dereceleri Temin Edildigi Firma
Pirol %98 Aldrich
Sodyum Dodesilbenzen siilfonat - Sigma-Aldrich
Sodyum Perklorat (NaClOg) %98 Sigma-Aldrich
Hidrojen Peroksit (H,0,) %30 Sigma-Aldrich
Urik asit %99 Sigma
Parasetamol (asetaminofen) %99,4 -
L-(+)-Askorbik asit %99 Carlo Erba
Glukoz (CgH1,06) - Merck
Sodyum Hidroksit NaOH %96 Carlo Erba
Monosodyum Hidrojen Fosfat (NaH,PO,) %99 Merck
Disodyum hidrojen fosfat (Na,HPOy,) %99 Merck
Hipoksantin %99 Sigma
Triklora asetik asit (TCA) - Merck
Propan-2-ol - Merck
Hidroklorik asit (HCI) %36,5 BDH

3.2.1. Kullanilan ¢ozeltiler

Hidrojen peroksit: %30’luk hidrojen peroksit ¢ozeltisinden 102 pL alinarak derigimi 0,1 M
olacak sekilde 10 mL stok ¢6zelti hazirlandi. 10 mL 1,0x102 M ve 1,0x10° M hidrojen

peroksit ¢ozeltileri de su ile seyreltilerek hazirlandi.

Fosfat tamponu: Monosodyum hidrojen fosfat ve disodyum hidrojen fosfattan belli

miktarlarda tartilarak saf suda ¢6ziildii, hazirlanan ¢ozeltinin pH’ s1 1,0 M NaOH ve 1,0 M

HCI ile 8,5’e ayarlandi ve ¢ozeltideki analitik derisimi 0,1 M olacak sekilde seyreltildi.

Farkli pH ve derisimlerdeki tampon ¢ozeltileri hazirlamak i¢in ayni yol izlendi. Tampon

¢Ozelti buzdolabinda +4 °C’de saklandi.
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Enzim c¢ozeltisi: Toplam aktivitesi 100 {inite olan ksantin oksidaz ve {irikaz enzimleri
alind1 ve saf suda ¢oziildiikkten sonra hacim oOlgiilii balonda 10 mL’ye tamamland1 (10
iinite/mL). Deney sirasinda kullanilacak olan enzim c¢ozeltisi buzdolabinda bekletildi.

Uzun siire kullanilmadig1 zaman ¢ozelti derin dondurucuda saklandi.

Hipoksantin ¢ozeltisi: Belli bir miktarda tartilan hipoksantin, bir miktar 0,1 M NaOH’da
¢Oziildii daha sonra pH’s1 8,5 olan 0,1 M fosfat tamponuyla 25 mL’ye tamamlandi. Bu
sekilde 25 mL 1x10° M ve 1x102 M’lik stok ¢ozeltiler hazirlandi. Farkh pH’larda stok
¢ozeltiler hazirlamak i¢in 0,1 M fosfat tamponu seyreltik HCl ve NaOH kullanilarak
istenilen pH’ya getirildi ve ¢ozelti hazirlamak icin kullanildi. Cozeltiler oda sicakliginda

karanlik ortamda muhafaza edildi. Bir haftay1 dolduran stok ¢ozeltiler tekrar hazirlandi.

Askorbik asit ¢ozeltisi:Kat1 askorbik asitten belli bir miktar tartilarak derisimi 0,1 M pH’s1
8,5 olan fosfat tamponunda 1,0 x 1072 M, 25 mL stok askorbik asit ¢6zeltisi hazirlandi.
Farkli derisimlerdeki askorbik asit ¢ozeltileri belli hacimlerde alinarak fosfat tamponuyla

seyreltilerek hazirlandi.

Parasetamol ¢ozeltisi (asetaminofen):Kat1 parasetamolden belli bir miktar tartilarak
derisimi 0,1 MpH’s1 8,5 olan fosfat tamponunda 1,0x10% M, 25 mL parasetamol ¢Ozeltisi
hazirlandi. Farkli derisimlerdeki parasetamol ¢ozeltileri belli hacimlerde alinarak fosfat

tamponuyla seyreltilerek hazirlandi.

Sodyum hidroksit ¢ozeltisi: Kati sodyum hidroksitten belli bir miktar alimip saf suda
¢oOziilerek 0,1 M 10 mL ¢6zeltisi hazirlandi.

Hidroklorik asit ¢ozeltisi:Derigsik HC1’den belli bir miktar alinip saf su ile seyreltilerek 1 M
25 mL HCl¢ozeltisi hazirlandi.

Triklorasetik asit (TCA) ¢ozeltisi: Kati trikloroasetik asitten belli bir miktar tartilip kiitlece
% 10’luk 10 mL ¢6zelti hazirlandi.

Sodyum perklorat: Kat1 sodyum perklorattan 12,5 gram tartilip 1 M 100 mL stok sodyum

perklorat ¢ozeltisi hazirlandi.
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3.3. Platin Yiizeye Polipirol-Sodyum dodesilbenzen siilfonat (PPy-DBS) Kaplanmasi

Elektrot ylizeyinin temizlenmesi: Kaplama isleminden Once platin levhanin ylizeyi
mekanik, kimyasal ve elektrokimyasal olarak temizlendi. Ilk olarak platin yiizeyi sifir
numara zimpara ile parlatildi, daha sonra aleve tutuldu. 5 dakika siire ile aseton, etil alkol,
derisik HCI ve derisik nitrik asit igerisinde bekletildi. Tekrar saf su ile yikandi, kurutuldu

ve yiizeydeki su uzaklastirildi. Her kaplama isleminden once yiizey bu sekilde temizlendi.

Temizlenmis Pt levha elektrodunun yiizeyi polipirol-dodesilbenzen siilfonat film ile
kaplandi. Polipirol, elekrot yiizeyine piroliin elektropolimerlesmesi ile biriktirildi.
Elektropolimerlesme i¢in Tl elektrot sistemi kullanildi. Calisma elektrodu olarak platin
levha (0,5cm?), karsit elektrot olarak platin tel ve referans elektrot olarak da Ag/ AgCl
elektrot kullanildi. Polipirol-dodesilbenzensiilfonat film elde etmek icin hiicre i¢i derigimi
0,15 M olacak sekilde 106 pL pirol, 5 mL dodesilbenzensiilfonat, 4,894 mL saf su
eklenmesiyle toplam 10 mL’ lik bir ¢ozelti hazirlandi. Bu ¢ozeltiye temizlenmis platin
elektrot daldirildi ve 10 dakika siireyle argon gazi gegirilerek c¢ozeltideki oksijen
uzaklastirildi. Elektropolimerizasyon islemi doniisiimlii voltametri yontemi ile -0,8V -
+0,8V potansiyelleri arasinda, 20mV/s tarama hizinda ve 10 ¢evrimde yapildi. Kaplama
isleminden sonra elektrot yiizeyi saf su ile yikandiktan sonra kullanilmak iizere tampon
¢ozelti ic¢inde bekletildi. Boylece Platin/Polipirol-dodesilbenzensiilfonat (Pt/PPy-DBS)
elektrot hazirlandi.[35].

3.3.1. Pt/PPy-DBS film elektrodun SEM analizi

Boliim 3.3‘de hazirlanan film elektrodun SEM analizi yapilmasi i¢in degisik fotograflar:

cekildi ve gekilen fotograflar arasinda en uygun goriintii secildi.
3.3.2. Pt/PPy-DBS film elektrodun AFM analizi

Bolim 3.3‘de hazirlanan film elektrodun AFM analizi yapilmasi i¢in degisik fotograflar:

cekildi ve gekilen fotograflar arasinda en uygun goriintii secildi.
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3.3.3. Pt/PPy-DBS film elektrodun yiizey temas acis1 analizi

Bolim 3.3’de anlatildigi gibi hazirlanan film elektrodun yilizey temas agis1 analizi
yapilmasi icin degisik yiizey fotograflari ¢ekildi ve ¢ekilen fotograflar arasindan en uygun

olan goriintii se¢ildi.
3.4. Pt/PPy-DBS film elektrodun hidrojen peroksite duyarliligimin belirlenmesi

Pt/Polipirol-sodyum dodesilbenzen siilfonat elektrot, Ag/AgCl referans elektrodu ve platin
tel; 9 mL 0,1 M fosfat tamponu, 1 mL 1 M destek elektrolit (NaClO,) ¢ozeltisinin igine
daldirildi. 0,4 V sabit potansiyelde dengeye getirildi ve denge akimi kaydedildi. Denge
akimma ulasan elektrot ile hiicre ici 10'M-10°M arasinda degisen hidrojen peroksit
konsantrasyonlarinda ilaveler yapildi. Her ilave sonunda hiicre igerisi 300 s karistirilip,
karistirmanin bitiminden itibaren 200 s sonrasindaki difiizyon akimi o6lgiildii. Okunan
akimlar ile denge akimi arasindaki farklar alinarak her bir konsantrasyon i¢in Ai degerleri

hesaplandi. Elde edilen Ai degerleri hidrojen peroksit derisimine karsi grafige gecirildi.

3.5. Pt/PPy-DBS Film Elektrodunun Serbest Enzimin Bulundugu Cozeltide

Hipoksantine Duyarhili@inin Belirlenmesi

Hazirlanan g¢alisma elektrotu 9 mL tampon ¢ozeltisi 1 mL destek elektrolit (NaClOy)
bulunan ¢6zeltiye daldirilarak 0,4 V sabit potansiyelde dengeye getirildi. Ardindan 50 pL
Ksantin Oksidaz (KO) ve 50 pL Urikaz (U) enzimleri ilave edilerek enzimli ortamda
dengeye gelmesi beklendi ve denge akimi kaydedildi. Ardindan artan derisimlerde
hipoksantin ilaveleri yapildi. Her ilave sonrasinda reaksiyonun tamamlanabilmesi i¢in 300

saniye karigtirilmistir.

Karigtirmanin bitiminden itibaren 200 saniye sonrasindaki diflizyon akimi okundu. Okunan
akimlar ile denge akimi arasindaki farklar alinarak her bir derisim icin Ai degerleri

hesaplandi. Elde edilen Ai degerleri enzim derisimine kars1 grafige gecirildi.
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3.6. Biyosensoriin Hazirlanmasi

3.6.1. Hapsetme yontemi ile enzim immobilizasyonu

Platin elektrot yakma ve asitte bekletme islemlerinden sonra zimparalanip saf su ile
temizlendi. Ardindan hiicre igerisine 106 pL pirol, 5 mL sodyum dodesilbenzen siilfonat,
0,5 mL ksantin oksidaz, 0,5 mL tirikaz enzimi ve 3,894 mL su ilave edilerek 10 mL’lik bir
hiicre hazirlandi. Hiicreden 10 dakika argon gazi gegirilerek oksijen uzaklastirildi. Daha
sonra doniistimlii voltametri teknigi kullanilarak -0.8V — +0,8 V arasinda 20 mV/s tarama
hizinda 4 dongiide CV taramasi yapildi. Kaplanan elektrot saf suyla yikandi. Biyosensor

kullanilmadig1 zamanlarda buzdolabinda +4° C‘de fosfat tamponunda bekletildi.

3.6.2. Pt/PPy-DBS/ KO-U biyosensoriiniin SEM analizi

Bolim 3.6.1°deki gibi hazirlanan biyosensoriin SEM analizinin yapilmas: icin degisik
fotograflar ¢ekildi ve ¢ekilen fotograflar arasinda en uygun olan goriintii secildi. Pt/PPy-

DBS film elektrodun SEM fotograflari karsilastirildi.

3.6.3. Pt/PPy-DBS/ KO-U biyosensoriiniin AFM analizi

Boliim 3.6.1 ¢ deki gibi hazirlanan biyosensoriin AFM analizinin yapilmasi i¢in degisik
fotograflar ¢ekildi ve gekilen fotograflar arasinda en uygun olan goriintii secildi. Pt/PPy-

DBS film elektrodun AFM fotograflari karsilastirildi.

3.6.4. Pt/ PPy-DBS / KO-U biyosensoriiniin yiizey temas acisi analizi

Bolim 3.6.1 ’de anlatildig1 gibi hazirlanan biyosensoriin ylizey temas agis1 analizinin
yapilmasi i¢in degisik yiizey fotograflari ¢ekildi ve ¢ekilen fotograflar arasindan en uygun
olan goriintii se¢ildi. Pt/PPy-pTS film elektrod ile Pt/PPy-DBS/ KO-U biyosensdriiniin

ylizey temas agis1 fotograflar karsilastirildi.
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3.7. Pt/PPy-DBS/ KO-U Biyosensériiniin En Iyi Kosullarinin Belirlenmesi

Biyosensoriin en iyi ¢alisma kosullarinin belirlenmesi i¢in pH’nin etkisi, sicakligin etkisi,
substrat derisiminin etkisi, biyosensoriin tekrar kullanilabilirligi ve raf Omriiniin

belirlenmesi c¢alisildi.
3.7.1. pH’nin etKkisi

Boliim 3.6.1 ’de anlatildig1 gibi hazirlanan biyosensorde c¢ift enzim bulundugundan bu ¢ift
enzimli elektrot sisteminin optimum pH’s1, her bir enzimin kendisine ait optimum pH’dan
farkl1 olacagi beklenmektedir. Sistemin optimum pH’sinin belirlenmesi i¢in farkli pH
ortamlarinda denemeler yapilmistir. Bu amacla Boliim 3.6.1°de anlatildig1 gibi hazirlanan
biyosensoriin 5,5-9 aras1 degisen pH’larda hipoksantine karsi duyarliligi incelendi ve
karsilastirildi. Bu islem i¢in pH’s1 5,5, 6, 6,5, 7, 7,5, 8, 8,5, 9 olan 0,1 M fosfat tamponlar1
hazirlandi. Her bir pH ortami i¢in mevcut pH kosullarinda ayr1 ayr1 hipoksantin ¢ozeltileri,
hazirlandi. Her bir pH ortaminda 06l¢iim alinirken biyosensoriin o pH ortamina uyum
saglamasi i¢cin mevcut pH ortaminda bir siire bekletildi ve her bir pH ortami i¢in denge
akimma gelmesi bekletildi. Ol¢iim iglemi igin hipoksantin ilavesi hiicre i¢i derigimi 5,0 x
10 M olacak sekilde yapildi. Hipoksantin ilavesinden sonra hiicre ortami 300 s karistirildi
ve 200 s sonundaki diflizyon akimi okundu. Okunan akimlar denge akimindan ¢ikarilarak
her bir pH ortam1 i¢in Ai degerleri hesaplandi. Elde edilen Ai degerleri pH ‘ya karsi
grafige gecirildi.

3.7.2. Sicakhgin etkisi

Boliim 3.6.1°de anlatildig1 gibi hazirlanan ve dengeye getirilen biyosensdriin amperometrik
cevap akimu iizerine sicakligin etkisini incelemek amaciyla 25 °C, 30 °C, 35 °C, 40 °C,
45°C, 50°C, 55°C, 60°C, 65°C, 70°C, 75°C sicakhigindaki ortamlarda biyosensoriin
amperometrik cevabi dl¢iildii. Hiicre i¢ine pH’s1 8,5 olan 0,1 M 9 mL tampon ¢ozeltisi ve 1
mL 1 M sodyum perklorat ¢ozeltisi konuldu ve enzim elektrot hiicreye daldirildi. Grant
W14 marka termostatli dolasimli su banyosu kullanilarak hiicre igindeki c¢o6zeltinin
sicaklign 25 °C olacak sekilde ayarlandi. 0,4 V sabit potansiyelde dengeye getirildi ve
denge akimu kaydedildi. Her bir sicaklik ortaminda hiicre i¢i derisimi 5,0x10™° M olacak

sekilde hipoksantin ilavesi yapildi. Ilave sonrasinda 300 s karistirilip 200 s sonundaki
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difizyon akimi okundu. Ayni islemler diger sicaklik degerlerinde de yapilarak okunan
akimlar kaydedildi. Okunan akimlar ile denge akimi arasindaki farklar alinarak her bir
sicaklik icin Ai degerleri hesaplandi ve bulunan bu degerler sicakliga karsi grafige

gegirildi.
3.7.3. Substrat derisiminin etkisi

Boliim 3.6.1 ’de anlatildig1 gibi hazirlanan biyosensor igerisinde, pH’s1 8,5 olan 0,1 M
9mL fosfat tamponu ve 1 mL 1 M sodyum perklorat (NaClO4 ) bulunan ¢ozeltiye
daldirildi. 400 mV sabit potansiyelde dengeye getirilerek denge akimi kaydedildi. Daha
sonra hipoksantin ilaveleri yapildi. Her ilavede ¢6zelti 300 saniye karistirilip, 200 saniye
sonundaki difiizyon akimi okundu ve denge akimi ile arasindaki farklar alinarak her bir
hipoksantin derigimi i¢in Ai degerleri belirlendi. Hipoksantin derisimlerine karst Ai grafigi
cizildi (Michaelis-Menten egrisi)(Sekil 4.11). Cizilen bu grafikten yararlanilarak
biyosensoriin dogrusal ¢alisma araligil,0x107 M — 1,0x10°M belirlendi. Ayrica elde edilen
verilerden Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi ve bu grafikten yararlanarak ksantin oksidaz ve
tirikaz enziminin bulundugu ¢ift enzimli sistemin Kwgszienen) V€ Vimaks(eszieneny degerleri

belirlendi.
3.7.4. Biyosensoriin tekrar kullanilabirliginin belirlenmesi

Boliim 3.6.1 ‘de anlatilan sekilde hazirlanan biyosensoriin optimum kosullar altinda tekrar
kullanilabilirligini 6lgmek amaciyla arka arkaya sabit hipoksantin derisiminde Sl¢limler
alindi. Bu amagla; hazirlanan biyosensor optimum olarak belirlenen pH’daki tampon
cozeltisi ve destek elektrolitin bulundugu hiicre igerisine alinarak dengeye getirildi ve
5%x10° M hipoksantin ilave edildi. Hiicre ortam 300 s karistirilidi ve 200 s sonundaki
difiizyon akimi okundu. Hemen ardindan ayni sekilde hazirlanan hiicre ile tekrar 6l¢iim

alind1. Bu islem 20 defa tekrar edilerek okunan Ai akimlar1 grafige gecirildi.
3.7.5. Biyosensoriin raf 6mriiniin belirlenmesi

Bolim 3.6.1°e goére hazirlanan biyosensoriin raf dmriiniin tespit edilebilmesi ig¢in 40 giin
boyunca iki giinliik periyotlarda dl¢timler alinmis ve biyosensoriin ilk giin verdigi cevap ile

son giin verdigi cevap kiyaslanmistir. Bu amagla tampon ¢ozelti ve destek elektrolit igeren
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hiicre sistemine daldirilan biyosensor 0,4 V potansiyelde dengeye getirildi ve denge akimi
kaydedildi. Ardindan hiicre i¢i derisimi 5,0 x 10°M olacak sekilde hipoksantin ilave edildi
ve 300 s karistirilip 200 s sonundaki difiizyona akimi okundu. Olgiim islemi tamamlanan
biyosensdr, bir sonraki dl¢iim islemine kadar tampon ¢ozelti icerisinde +4 °C’a ayarlanmis
buzdolabinda bekletildi. Ayni islemler her 6l¢iim icin tekrarlandi. Elde edilen Ai degerleri
grafige gecirildi,

3.8. Biyosensor Uzerine Girisim Yapan Maddeler

Béliim 3.6.1°¢ gore hazirlanan ve dengeye getirilen biyosensériin en iyi sartlarda 5,010
M hipoksantin derisiminde elde edilen amperometrik cevap akimi iizerine biyolojik
sivilarda var olan ve girisim etkisi yapabilecek maddelerden iirik asit, askorbik asit,

parasetamol (asetaminofen) ve glukozun girisim etkileri incelendi.

Urik asidin girisim etkisinin incelenmesi

Bo6liim 3.6.1°¢ gore hazirlanan Pt/PPy-DBS/KO-U biyosensori, igerisinde 9 mL 0,1 M
fosfat tamponu ve 1 mL 1,0 M sodyum perklorat bulunan toplam 10 mL’lik hiicrede 0,4 V
elektrot potansiyelinde dengeye getirilerek denge akimi kaydedildi. Hiicre i¢i derisimi
5,0x10° M olacak sekilde hipoksantin ilavesi yapildi. Cozelti 300 s karstirlip 200 s
sonundaki akim okundu ve denge akimi ile arasindaki fark alinarak hipoksantinin neden
oldugu cevap akimi kaydedildi. Ayn1 ¢ozelti iizerine hiicre ici derisimi 1x10™ M olacak
sekilde iirik asit eklendi. 300 s karistirilip 200 s sonundaki akim okundu ve denge akimu ile
arasindaki fark alinarak hipoksantinin ve iirik asidin neden oldugu toplam cevap akimi
kaydedildi. Bu toplam akimdan 5x10° M hipoksantinden kaynaklanan cevap akimi
cikarilarak 1x10™ M iirik asidin cevap akimi bulundu. Bulunan bu akim toplam cevap

akimina oranlanarak 1x10™ M iirik asidin yiizde girisimi hesapland1 (Cizelge 4.1).

Askorbik asidin girisim etkisinin incelenmesi

Bo6liim 3.6.1°¢ gore hazirlanan Pt/PPy-DBS/KO-U biyosensori, igerisinde 9 mL 0,1 M
fosfat tamponu ve 1 mL 1,0 M bulunan sodyum perklorat toplam 10 mL’lik hiicrede 0,4 V
elektrot potansiyelinde dengeye getirilerek denge akimi kaydedildi. Hiicre i¢i derisimi
5,0x10° M olacak sekilde hipoksantin ilavesi yapildi. Cézelti 300 s karistirilip 200 s
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sonundaki akim okundu ve denge akimu ile arasindaki fark alinarak hipoksantinin neden
oldugu cevap akimi kaydedildi. Ayn1 ¢ozelti iizerine hiicre ici derisimi 1x10™ M olacak
sekilde askorbik asit eklendi. 300 s karigtiritlip 200 s sonundaki akim okundu ve denge
akimi ile arasindaki fark alinarak hipoksantin ve askorbik asidin neden oldugu toplam
cevap akim kaydedildi. Bu toplam akimdan 5x10° M hipoksantinden kaynaklanan cevap
akimi ¢ikarilarak 1x10™ M askorbik asidin cevap akimi bulundu. Bulunan bu akim toplam
cevap akimina oranlanarak 1x10 M askorbik asidin yiizde girisimi hesaplandi (Cizelge

4.1).

Parasetamol (Asetaminofen)’iin girisim etkisinin incelenmesi

Bo6liim 3.6.1°¢ goére hazirlanan Pt/PPy-DBS/KO-U biyosensori, igerisinde 9 mL 0,1 M
fosfat tamponu ve 1 mL 1,0 M bulunan sodyum perklorat toplam 10 mL’lik hiicrede 0,4 V
elektrot potansiyelinde dengeye getirilerek denge akimi kaydedildi. Hiicre i¢i derigimi
5%x10° M olacak sekilde hipoksantin ilavesi yapildi. Cozelti 300 s karistirtlip 200 s
sonundaki akim okundu ve denge akim ile arasindaki fark alinarak hipoksantinin neden
oldugu cevap akimi kaydedildi. Ayni ¢dzelti iizerine hiicre i¢i derisimi 1x10* M olacak
sekilde parasetamol eklendi. 300 s karistirilip 200 s sonundaki akim okundu ve denge
akimi ile arasindaki fark alinarak hipoksantin ve parasetamoliin neden oldugu toplam
cevap akimi kaydedildi. Bu toplam akimdan 5x10™ M hipoksantinin sebep oldugu cevap
akimi ¢ikarilarak 1x10™ M parasetamoliin sebep oldugu cevap akimi bulundu. Bulunan bu
akim toplam cevap akimna oranlanarak 1x10® M parasetamoliin yiizde girisimi

hesaplandi(Cizelge 4.1).

Glukozun girisim etkisinin incelenmesi

Bolim 3.6.1°e gore hazirlanan Pt/PPy-DBS/KO-U biyosensori, igerisinde 9 mL 0,1 M
fosfat tamponu ve 1 mL 1,0 M bulunansodyum perklorat toplam 10 mL’lik hiicrede 0,4 V
elektrot potansiyelinde dengeye getirilerek denge akimi kaydedildi. Hiicre i¢i derisimi
5x10° M olacak sekilde hipoksantin ilavesi yapildi. Cozelti 300 s karistirilip 200 s
sonundaki akim okundu ve denge akimi ile arasindaki fark alinarak hipoksantinin neden
oldugu cevap akimi kaydedildi. Ayni ¢dzelti iizerine hiicre i¢i derisimi 5x10 M olacak
sekilde glukoz eklendi. 300 s karistirilip 200 s sonundaki akim okundu ve denge akimu ile

arasindaki fark alinarak hiposantin ve glukozun neden oldugu toplam cevap akimi
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kaydedildi. Bu toplam akimdan 5x10°M hipoksantinin sebep oldugu cevap akimi
cikarilarak 5x10° M glukozun sebep oldugu cevap akimi bulundu. Bulunan bu akim
toplam cevap akimina oranlanarak 5x10° M glukozun yiizde girisimi hesaplandi (Cizelge

4.1).
3.9. Biyosensoriin Gercek Numuneler Uzerindeki Performansinin incelenmesi
3.9.1. Numune hazirlanmasi

Alman balik numunesinin 6l¢glime hazir hale getirilmesi icin, balik kas dokusundan 5g
ornek alip pargalayici yardimi ile parcalandi. Uzerine bir miktar saf su eklenerek bir siire
karistirilarak bekletildi. Bekletilen karisim mavi band siizgec¢ kagidindan siiziildii ve saf su
ile 100 mL’ye tamamlandi. Bu islem bir kez yapildi. Diger islemler i¢in protein ¢oktiirmesi
yapildi. Bu amagcla, parcalanan balik numunesi iizerine bir miktar su ilavesi yapildiktan
sonra %10’luk TCA c¢ozeltisinden 5-10 damla (¢okmenin tamamlanidigr gozle
goriiliinceye kadar) ilave edildi. Daha sonra mavi bant siizge¢ kagidindan gegirildi.

Stiziintii alinarak 100 mL’ye saf su ile tamamlanarak 6l¢iim i¢in hazir hale getirildi.
3.9.2. Balik numunesi ile dlciim alinmasi

Hazirlanan biyosensor ile gercek numunelere karsi calismalar yapilmis ve performansi
incelenmistir. Bu amacla canli olarak elde edilen alabalik tiirii balik ile denemeler yapild.
Baligin 6liimiinden hemen sonra balik numunesi Boliim 3.9.1°de anlatildig1 sekilde 6lgtime

hazirlandi.

Biyosensor, tampon ¢ozelti ve destek elektrolit bulunan hiicre sistemine daldirilip 0,4 V’da
dengeye getirilerek Ol¢iim islemine hazir hale getirildi. Hazirlanan balik numunesinden
ImL alinarak hiicre igerisine ilave edilip 300 s karistirildi ve 200 s sonundaki difiizyon
akimi okundu. Ardindan standart ekleme yontemiyle bir kalibrasyon grafigi hazirlandi. Bu
amagla tampon ¢ozelti destek eletrolit ve balik numunesinin bulundugu, 6l¢iim alinmisg
hiicre sistemi degistirilmeden 25uM—75uM arasinda artan konsantrasyonlarda hipoksantin
ilaveleri yapilarak akim degerleri okundu. Elde edilen Ai degerleri hipoksantin derisimine
karsi grafik elde edildi. Olgiimii alman balik numunelerindeki hipoksantin miktari, bu

grafige bakilarak tespit edildi.
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Oliimii heniiz gergeklesen balik esit parcalara béliindii. Parcalarin bir kismu -20 °C’a
ayarlanmis derin dondurucuda ve bir kismu +4 °C’a ayarli buzdolabinda sicakliginda
bekletilerek ii¢ giinliik araliklarla dl¢timler alindi. Alinan 6l¢limler sonunda elde edilen
akimlar, ilk giinkii balik numunesinden alinan 6l¢iim sonucu referans alinarak, her iki

ortamdaki numune i¢in karsilastirma yapilmak tlizere grafik edildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Hipoksantin tayini yapabilmek amaciyla, ksantin oksidaz enziminin katalitik aktivitesi ile
hipoksantinin oksidasyonu sirasinda olusan hidrojen peroksitin 6l¢iimii esas alindi. Fakat
enzimatik reaksiyon dizisi sonucu olusan firik asit, hidrojen peroksitle birlikte
yiikseltgenerek girisim yapmaktadir. Bu calismada, ¢ift enzim kullanilarak, iirik asidin
girisimini engellemek amaci ile ksantin oksidaz enzimi ile birlikte iirikaz enzimi de
kullanilarak olusan {irik asidin ortamdan uzaklastirilmasi amaglanmistir. Ayrica
hipoksantinin iirik asite oksidasyonu sonunda olusan iki hidrojen peroksite ilave olarak,
tirikaz enziminin katalitik aktivitesi ile iirik asidin allantoine oksidasyonu sonucu hidrojen

peroksit olusacaktir ve bu da okunan sinyali giiclendirici etki yapacaktir.

Ilk olarak elektrot enzimsiz olarak kaplandi ve elektrot yiizeyinde hazirlanan filmin
duyarliligmi test edebilmek amaciyla artan hidrojen peroksit derisimlerinde Olgiimler
alindi. Ardindan hazirlanan film elektrodun hipoksantinin oksidasyonu sonucu olusan
hidrojen peroksite karsi duyarliligini tespit edebilmek icin serbest enzimli ortamda
Olctimler alindi. Daha sonra her iki enzimin birbirlerine gére en dogru oranini tespit etmek
amaci ile serbest enzim ortaminda her iki enzimin birbirlerine gore oranlar1 degistirilerek
en iyi oran belirlendi. Elektrodun en iyi ¢alisma potansiyeli belirlendi. Calisma potansiyeli
olarak 0,4 V belirlendi ve galismalara bu yonde devam edildi. Enzimler elekrot yiizeyine
tutuklama yontemi ile immobilize edildi. Hazirlanan enzim elektrodun ¢alisma kosullarinin
tespit edilebilmesi i¢in degisen sicaklik ve pH kosullar1 altinda Olgiimler alinarak
biyosensoriin optimum ¢alisma kosularina bakildi. Biyosensoriin tekrar kullanilabilirligi
incelendi ve raf 6mrii tayin edildi. Film elektrot ve biyosensor yiizeyinin morfolojik yapisi
SEM, AFM, profilometri, temas acgist dl¢limii gibi yontemlerle karakterize edildi. Son

olarak da ger¢ek numuneler lizerindeki analitik performansi test edildi.

Ksantin oksidaz ve iirikaz enzimlerinin immobilize edildigi elektrot yiizeyinde gerceklesen

reaksiyon dizisi asagida gosterildigi gibidir;
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Hipoksantin + KOy ———* Ksantin + KO;
KO; + O — KOy + H,0;
Ksantin+ KO, ——* Urik asit + KOj
KOi +0; —_— KOy + H,0,
Urik asit + Uy — Allantoin + U;
Ui+ O — Uy +H0,
3H,0, — 30, + 6H" + 6¢e”

Sekil 4.1. Ksantin oksidaz ve lirikaz enzimlerinin immobilize edildigi elektrot yiizeyinde
gerceklesen reaksiyon dizisi

Enzimatik reaksiyonlar sonucu olusan hidrojen peroksit molekiilleri elektrot yilizeyinde
yiikseltgenir. Bu yiikseltgenme esnasinda sabit potansiyel altinda anodik bir akim olusur.

Olusan anodik akim biiyiikliigli hipoksantin derisimi ile orantili olarak degisir.

Pt/PPy-DBS film elektrot iizerine ksantin oksidaz ve iirikaz enzimleri hapsetme yontemi
ile immobilize edildi. Hazirlanan biyosensoriin biyokimyasal o6zellikleri ve analitik

performansi incelendi. Sonugclara iliskin degerlendirmeler yapilarak yorumlandi.

4.1. Hazirlanan Pt/PPy-DBS Film Elektrodunun Hidrojen Perokside Duyarhhiginin

Belirlenmesi

Boliim 3.3°de anlatildig1 gibi hazirlanan film elektrodun duyarliliginin tespit edilebilmesi
icin artan hidrojen peroksit derisimlerine kars1 cevap akimlarindaki degisimlere bakildi.
Teorik olarak artan hidrojen peroksit derisimi ile orantili anodik akim cevaplari
beklenmektedir. Deneysel sonuglar da bu yonde olmustur. Artan hidrojen peroksit
derisimlerinde dogrusal bir akim artis1 gézlenmistir. Sonuglar grafige gecirilmistir. Elde
edilen veriler elektrodun hidrojen peroksite karsi duyarli oldugunu gosterir. Bu da film
elektrodun belirtilen aralikta hipoksantin tayini i¢in kullanilabilir oldugunu

gostermistir(Sekil 4.2.)
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Sekil 4.2. Pt/PPy-DBS film elektrodun artan hidrojen peroksit derisimine karsi cevap
akimlari

4.2. Pt/PPy-DBS Film Elektrodun Serbest Enzimli Ortamda Hipoksantine

Duyarhihgimin incelenmesi

Hidrojen peroksit artisina orantili olarak cevap veren film elektrodun serbest enzimli
ortamda hipoksantine duyarliligina bakildi. Ortama hipoksantin ilaveleri ile boliim sekil
4.1°deki reaksiyonlar hiicre sisteminde ¢ozeltide gerceklesmis, olusan hidrojen peroksit
cozeltiden platin elektroda difiizlenerek platin ylizeyde ylikseltgenmistir. Bu sirada olusan

anodik akim kaydedilerek grafige gecirilmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Pt/PPy-DBS film elektrodun serbest enzimli ortamda hipoksantine cevabi
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Sekilde de goriildiigii gibi hipoksantin derisiminin artigina paralel olarak akimlarda da bir
artis gozlenmistir. Bu sonug, hipoksantinin enzimatik reaksiyonlar sonucu olusturdugu

tiriinlerin elektrokimyasal olarak tesipit edilebileceginin bir gostergesidir.

4.3. SEM Analizi

Boliim 3.3°de anlatildig1 gibi hazirlanan film elektrot ve bolim 3.6.2.°de anlatildig1 gibi
hazirlanan biyosensoriin taramali elektron mikroskobu ile c¢ekilen fotograflari sirasiyla

Sekil 4.4. ve Sekil 4.5.’de gosterilmistir.

GUFEF

Sekil 4.4. Pt/PPy-DBS film elektrodun SEM fotografi
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Sekil 4.5. Pt/PPy-DBS/KO-U biyosensoriiniin SEM fotografi

Enzim ile kaplanan elektrot filminin SEM fotografi ile enzimsiz kaplanan elektrot filminin
SEM fotografina bakildiginda ikisinin birbirinden ¢ok farkli oldugu goriilmektedir.
Biyosensor yiizeyinin SEM fotografina bakildiginda enzim molekiillerinin, polimer
yapinin ustiinde degisik bir sekilde yerlesmis olarak bulundugu goriilmektedir. PPy-DBS
filmin dogal goriintiisii taneciklidir. Ksantin oksidaz ve iirikaz enzimleri immobilize
edildikten sonra enzimlerin ayni bi¢imde dagilmasiyla tanecikli yap1 kapanmistir. PPy-
DBS film elektrot ve PPy-DBS ksantin oksidaz ve iirikaz biyosensorii i¢in alinan

goriintiiler literatlir goriintiileri ile uyumludur [43,44].

4.4. AFM Analizi

Boliim 3.3‘de anlatildigi gibi hazirlanan film elektrot ve boliim 3.6.3’de anlatildig1 gibi
hazirlanan biyosensoriin  AFM (atomik kuvvet mikroskobu) ile c¢ekilen fotograflar

sirastyla Sekil 4.6. ve Sekil 4.7.’de gosterilmistir.
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Sekil 4.7. Pt/PPy-DBS/KO-U biyosensoriiniin AFM fotografi

Enzimli ve enzimsiz goriintiiler birbirinden agik bir sekilde ayirt edilebilir durumdadir.
Yapiya ksantin oksidaz ve iirikaz enzimlerinin immobilizasyonu islemiyle yapida olusmus
olan rastgele dagilmis tanecikli yapilar enzimli yapiya atfedilmektedir. Enzimsiz (PPy-
DBS) yapisinin yiizey morfolojisi, yapiya ksantin oksidaz ve {irikaz enzimlerinin
eklenmesiyle ylizeyde yeni bir morfolojik yapilanma olusmustur. Buna bagli olarak ksantin
oksidaz ve iirikaz immobilizasyon islemi yiizeyi daha piiriizsiiz yapmistir. Bu sonug, yiizey
puriizlilik degeri olan Root Mean Square (RMS) degeri ile desteklenmektedir. Enzimsiz

yapt i¢cin RMS degeri 62 nm ve enzimli yap1 icin RMS degeri 241 nm dir.



4.5. Pt/PPy-pTS/KO-UBiyosensériiniin Yiizey Temas Ag¢is1 Analizi

Boliim 3.3°de anlatildig1 gibi hazirlanan film elektrot ve boliim 3.6.4. *de anlatildig1 gibi

hazirlanan biyosensoriin yilizey temas agis1 fotograflart Sekil 4.8. ve Sekil 4.9.°da

goriilmektedir.

Sekil 4.8. Pt/PPy-DBS film elektodunun yiizey temas agis1 fotografi

Sekil 4.9. Pt/PPy-DBS/ KO-U biyosensoriiniin yiizey temas agis1 fotografi

Sekil 4.8 ve Sekil 4.9 goriintiileri incelendiginde sirasiyla yiizey temas agilarinin 36° ve
12,90° oldugu goriilmektedir. Yiizey agisinin biyosensérde daha diisiik olmasi ylizeyin
hidrofilikliginin bir gostergesidir. Sekiller incelendiginde enzim immobilize edilen film
elektrod goriintiisiiniin (Sekil 4.9) biraz daha yayvan oldugu goriilmektedir. Bu da enzim
elektrod yapisinin hidrofilik, PPy-DBS film elektrodun ise daha hidrofobik oldugunun
gostergesidir. Ksantin oksidaz ve iirikaz enzimleri yapilarinda hidrofilik gruplar
icerdiginden Sekil 4.9’un daha yayvan olmasi beklenen sonugtur. Bu goriintiiler ise

enzimlerin ylizeye immobilize edildigini kanitlamaktadir.
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4.7. Biyosensoriin En iyi Cahisma Kosullarimin Belirlenmesi
4.7.1. pH etkisi

Cift enzimli elektrot sistem i¢in optimum calisma pH’sin1 belirlemek amaci ile BSliim

3.7.1’deki islemler yapilarak sonuglar grafige gecirilmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Pt/PPy-DBS/KO-U biyosensoriiniin  farkli pH ortamlarindaki cevap
akimlari(0,1 M pH fosfat tamponu 25 °C)

Olgiimler pH: 5,5, 6, 6,5, 7, 7,5, 8, 8,5 ve 9 ortamlarinda alinmistir. En yiiksek akimlar pH
8,5 ortaminda elde edilmistir. Fakat c¢ift enzimli elektrot sisteminde calistigimiz icin
grafigin tepe noktasina karsilik gelen pH’nin optimum pH olarak alinmasi daha uygun
olacaktir. Clinkii her iki enzimin optimum pH’lar1 birbirlerinden farklidir (Cizelge 2.1 ve
Cizelge 2.2). Tepe noktasinin x eksenini kestigi nokta 8,5°dir. Calismalara pH 8,5 ile
devam edildi. Bulunan sonuglar literatiir degerleriyle desteklenmektedir. Literatiirler
incelendiginde ksantin oksidaz ve {lirikaz enzimlerinin immobilizasyonu ile hazirlanan
elektrot icin pH degeri 8,2 olarak bulunmustur [24]. Ayrica ksantin ile hazirlanan
biyosensor caligmalarinda pH 8,0 ve 9,0 [45,46]; iirikaz ile hazirlanan biyosensor

calismalarinda 9,0 ve 9,5 olarak bulunmustur [22,42].
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4.7.2. Sicaklik etkisi

Hazirlanan biyosensor ic¢in en iyi ¢alisma araligiin belirlenebilmesi i¢in Boliim 3.7.2°de

anlatildig1 sekilde dl¢timler alind1 ve sonuglar grafige gecirildi.
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Sekil 4.11. Pt/ PPy-DBS/KO-U biyosensoriin sicaklik degisimine karsi duyarliligi (0,1 M
pH=8,5 fosfat tamponu)

En yiiksek akim degerleri 65 °C’da elde edilmistir. Grafigin tepe noktasmnin x eksenini

kestigi nokta da 65 °C oldugundan, optimum sicaklik degeri olarak 65 °C kabul edildi.

Sicakligin bu kadar yiiksek ¢ikmasinin sebebi piroliin elektropolimerlesmesiyle elde edilen
polipirol(PPy) filmin, aktif enzimleri korumak i¢in iyi bir mikro ¢evre saglamasi sonucu;
ksantin oksidaz ve iirikaz enzimleri aktifligini kaybetmemistir. Enzimler protein yapisinda
olduklarindan dolay1 yiiksek sicakliklarda enzimin protein yapisi denatiirasyona ugrar ve
boylelikle aktivitesini kaybeder [35]. Uzun siireli ¢alisma durumlarinda yiiksek sicaklikta
calisgmak enzim yapisin1 bozacagi i¢in bundan sonraki caligmalar oda sicakliginda
yapilmistir. Literatiirde de degisik destek materyallere immobilize edilmis ksantin oksidaz
ve lirikaz i¢in optimum sicaklik degeri 30°C olarak bulunmustur [24]. Her bir enzim igin
ayri ayr1 yapilan ¢alismalarda iirikaz ile hazirlanan biyosensorlerde 35°C, 55 °C ve 70°C
gibi sicakliklar bulunmustur [39,42,47]. Ksantin oksidaz ile hazirlanan biyosensorlerle

yapilan ¢aligmalarda ise sicakliklar 35°C ve 55°C olarak bulunmustur[13,21].
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4.7.3. Substrat derisiminin etkisi

Enzimler artan substrat konsantrasyonlarinda siirekli olarak ayni sekilde davranmazlar.
Baslangicta ilave edilen substrat aninda {iriine doniisiir. Fakat belli bir substrat derisimine
gelindiginde, artik enzimin aktif merkezi substrata doygun hale gelir ve olusan iiriin
miktar1 artan substrat konsantrasyonuna ragmen sabit kalir. Hazirlanan biyosensor
sisteminde reaksiyonu gergeklestiren ana etken enzim oldugu icin, biyosensoriin genel
davranisinda, enzimlerin davraniglarinin en biiyiik rol oynayacagi bilinmektedir. Artan
substrat konsantrasyonlarinda da biyosensoriin cevabi enzimlerin Karakteristikleri ile
benzer olacaktir. Yani artan substrat derisimine karsi baslangicta artan bir akim
sergileyecek sonrasinda da enzim aktif merkezi substrata doygun hale geleceginden akim
degerleri sabitlenecektir. Bu boliimde hazirlanan biyosensoriin artan hipoksantin
derisimine kars1i davranisi incelendi. Bu amagla Bolim 3.7.3°de anlatilan islemler

yapilarak elde edilen akimlar grafige gecirildi.
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Sekil 4.12. Pt/PPy-DBS/KO-U biyosensoriin artan hipoksantin derisimine karsi davranisi
(0,2 M pH=8,5 fosfat tamponu 25 °C)

Grafikte de goriildiigii lizere biyosensor beklendigi gibi Michaelis-Menten grafigine benzer
bir tutum sergilemistir. Artan hipoksantin derisimlerine karsi basta dogrusal bir artig
gostermis, ardindan enzim aktif merkezinin substrata doydugu anda artan hipoksantin

derisimine karsilik cevap akimi sabitlenmistir. Ancak bu grafige bakarak sistemin
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karakteristigini tespit etmek zordur ¢iinkii grafik dogrusal degildir. Dogrusallig1 saglamak
i¢in Michaelis-Menten denklemi ters ¢evrilip gerekli diizenlemeler yapilarak Lineweaver-
Burk denklemi elde edilir. Bu denklemdeki dogrusalligi saglayan degerler grafige

gegirilerek Lineweaver-Burk grafigi cizilir.
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Sekil 4.13. Biyosensoriin hipoksantine duyarliligini gosteren Lineweaver-Burk grafigi

Dogrusal olan bu grafikten yararlanilarak Kmgszieneny V€ VMaX(gszieneny degerleri sirasiyla
1,66.10"mM ve 0,61pA hesaplanmustir. Literatirlerde ksantin oksidaz ve fiirikaz
immobilizasyonu ile hazirlanan biyosensor i¢in verilen Kygs,) degeri 0,0037 mM ve
VmakKs s,y degeri 0,19 pA’ dir [24]. Literatiirlerde degisik destek materyallere immobilize
edilmis {irikaz enzimi ile hazirlanan biyosensorler i¢in Ky, degerleri 0,00618; 0,44 ve
0,238 MM; Vpaks(gszyise 0,685 ve 0,0741 pA olarak bulunmustur [39,41,48]. Ksantin
enzimi ile hazirlanan biyosensorler igin Kwus, degerleri 1,538; 0,0154; 0,003 ve 1,11

MM; V maks(es2)1S€; 1,203 pA olarak bulunmustur [14,21,30,54]
4.7.4. Biyosensor icin kalibrasyon grafigi cizilmesi

Biyosensoriin 6l¢iim araliginin tespitinden sonra, igerigi bilinmeyen numunede hipoksantin
miktarinin yapilabilmesi igin kalibrasyon grafigi ¢izildi. Bu islem i¢in Sekil 4.14Sekildeki
dogrusal olan noktalar baz alinarak artan konsantrasyonlarda hipoksantin ilaveleri ile iig¢
noktal1 bir kalibrasyon grafigi elde edildi (Sekil 4.16).
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Sekil 4.14. Pt/PPy-DBS/KO-U biyosensoriiniin kalibrasyon grafigi(0,1 M pH=8,5 fosfat
tamponu,25°C)

Sekildeki kalibrasyon grafiginin dogrusallig1 yiiksek ¢ikmistir. Dogrusal calisma araligi
1,0x107 M — 1,0x10°M olarak bulundu.igerigi bilinmeyen numunelerin kantitatif

analizinde kullanilmak iizere ideal oldugu goriilmiistiir.
4.7.5. Biyosensoriin tekrar kullanmilabilirliginin belirlenmesi

Biyosensoriin tekrar kullanilabilirliginin tespit edilebilmesi i¢in Boliim 3.7.4°de anlatilan

islemler uygulanilarak elde edilen akimlar grafige ge¢irilmistir.
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Sekil 4.15. Pt/ PPy-DBS/KO-U biyosensoriiniin tekrar kullanilabilirligi(0,1 M pH=8,5
fosfat tamponu 25°C)
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Olgiimler alinirken, her bir dl¢iimde kosullarin ayn1 olmasina 6zen gosterilmistir. Sonug
olarak biyosensoriin 20 Ol¢lim sonrasinda performasinin % 73’nii korudugu ve bagil
standart sapma degeri % 27 olarak bulunmustur. Literatiirde ksantin oksidaz ve iirikazin
immobilize edilmesiyle hazirlanan biyosensoriin 20 6lglim sonrasinda performansinin
%74,5’in1 korudugu ve bagil standart sapma degerinin %9,78 oldugu; ksantin oksidaz ile
yapilan ¢alismalarda 20 6l¢iim sonucunda elde edilen akim degisimlerinden hesaplanan
bagil standart sapma % 26,0 oldugu, baska bir caligmada 11 giinliik siire boyunca
performasinin %80’ ini korudugu; iirikaz ile yapilan calismalarda 30 Ol¢lim sonunda
baslangi¢ aktivitesinin yaklasik % 76,6’sin1 korudugu ve bagil standart sapma degerinin
%8,67 oldugu belirtilmistir [21, 24, 42, 55].Bu sonu¢ benzer biyosensor hazirlanmasi ile
ilgili calismalarla karsilastirildiginda oldukea iyi bir sonugtur.

4.7.6. Biyosensoriin raf omriiniin belirlenmesi

Hazirlanan biyosensoriin raf omriiniin belirlenmesi amaciyla Boliim 3.7.5’de anlatilan

islemler uygulanarak elde edilen degerler grafige gegirilmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Biyosensoriin raf omrii(0,1 M pH=8,5 fosfat tamponu,25°C)

40 giiniin sonunda biyosensoriin performansinda % 85°1ik bir azalma meydana gelmistir.
Literatiirde ksantin oksidaz ve tirikazin immobilize edilmesiyle hazirlanan biyosensorde 33
giinde aktivitesinin %44’{inii kaybetmistir[24].Urikaz immobilize edilerek hazirlanan
biyosensorde 60 giin sonunda baslangic amperometrik cevabinin yaklagsik % 58°ini
kaybettigi goriilmiistiir[42].Ksantin oksidaz immobilize edilerek hazirlanan biyosensorde

30 giin sonra baslangic amperometrik cevabinin %51’ ini kaybettigi gorilmiistiir[21].
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4.8. Biyosensoriin Uzerine Girisim Yapan Maddeler

Hazirlanan biyosensoriin amperometrik cevap akimina askorbik asit, {irik asit, parasetamol
ve glukozun girisim etkileri bolim 3.8 de belirtildigi gibi incelenmis ve elde edilen

sonuclar Cizelge 4.1 © de verilmistir.

Cizelge 4.1. Biyosensor lizerine girisim yapan maddeler ve girisim etkileri

Urik Asit 0,1 mM 18,85%
Urik Asit 0,3 mM 55,68%
Urik Asit 0,5mM 86,37%
Askorbik Asit 0,1 mM 80%
Askorbik Asit 0,01 mM 39%
Glukoz 5,0 mM 9,00%
Parasetamol 0,1 mM 39,62%
Parasetamol 0,01 mM 9,88%

Bu girisim degerleri oldukga yiiksektir. Askorbik asidin ciddi girisimlere sebep oldugu ve
bu girisim etkisinin biiyiik oranlarda seyreltme, salatalik suyu ilavesi ve dogrudan askorbik
asidi yiikseltgeyen askorbat oksidaz ilavesi yontemleri ile giderilmeye c¢alisildigt
literatlirlerde belirtilmektedir[18,49,52].Parasetamoliin girisim etkisi ise biiylik oranda
seyreltmeler yapilarak giderilebildigi literatiirde belirtilmistir [51,52]. Literatiirde
hazirlanan farkli biyosensorler icin iirik asidin girisim etkisinin goriildiigii ve bunun
seyreltme yapilarak giderildigi belirtilmektedir [18,23,35].Bizim ¢alismamizda da

seyreltme sonucu askorbik asit derisimi azalmakta ve girisim etkisi ¢ok aza indirilmektedir.
4.9. Biyosensoriin Gercek Numunelere Karsi Davramsinin incelenmesi

Biyosensoriin ger¢cek numunelere karsi performansinin incelenmesi i¢in alabalik balik tiirii
tercih edilmistir. Balik canli iken alinip, 6limiinden hemen sonra hipoksantin miktarina,
hazirlanan biyosensor ile bakilmistir. Ardindan baliktaki hipoksantin artiglarini izlemek ve
bu artiglar1 hazirlanan biyosensoriin tespit edip edemeyecegini gozlemek ig¢in, balik
numunesi ¢esitli ortamlarda bekletildikten sonra Ol¢timler alimmistir. Bu amacgla Boliim

3.9.1 ve Boliim 3.9.2°deki islemler sirasiyla yapilmistir.
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4.9.1. Balik o6liimii gerceklestigi anda alinan 6l¢iim

Balik oliimii gerceklestigi anda numune Boliim 3.9.1°de anlatildig1 sekilde hazirlanarak
Ol¢iim alindi. Burada protein ¢oktiirme ile ¢oktiirmeme arasindaki akim degerlerindeki
degisimi gozlemek i¢in ilk numune hazirlamada protein ¢oktiirmesi yapilmadi. Aym
numune proteini ¢oktiiriilerek de hazirlandi ve ikisinin akimlar karsilastirildi. Ardindan
standart ekleme metoduyla kalibrasyon grafigi ¢izildi. Bu grafigin denkleminde, okunan
akim degeri yerine yazilarak x ekseninde karsilik gelen deger numunedeki hipoksantin

miktar1 olarak okundu.

3,00 +

Akim farki (nA)

r ,OU T T T T T 1

-0,0002 0 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,001 0,0012
Hipoksantin derisimi (mM)

Sekil 4.17.Balik 6liimii gergeklestigi anda proteini ¢oktiiriilerek hazirlanmig numune i¢in
standart ekleme metodu ile hazirlanmis kalibrasyon grafigi

4.9.2. Derin dondurucuda bekletilmis balik numunesinde hipoksantin artislariin

incelenmesi

[k &lgiimii alman balik numunesi pargalara ayrilarak bir kismi -20 °C’a ayarlanms derin
dondurucuda bekletilerek 2 giinliik periyotlarda Olglimler alinarak hipoksantin artist
hazirlanan biyosensorle gozlemlenmek istenmistir. Bu amagla Boliim 3.9.1°de anlatildig
sekilde numune hazirlandi ve Boliim 3.9.2°de anlatildig1 sekilde Slgiimler alindi. Olgiim

sonuclar1 kalibrasyon grafiginden okundu. Okunan degerler bekletilen giin sayisina karsi
grafik edildi.



76

0,25 -

0,20 - ¢

015 4 @

Hipoksantin Derisimi (mM)

Gln

Sekil 4.18. Derin dondurucuda bekletilen numune igin periyodik araliklarla alinan
hipoksantin 6l¢iim sonuglarinin bekletilen giin sayisina kars: grafigi

Grafige bakildiginda derin dondurucuda bekletilen balik numunesinde hipoksantin
miktarmin ilk giine gore biraz yiikseldigi fakat bu yiikselmenin derin dondurucuda ileriki
zamanlarda sabitlendigi goriilmektedir. Bulunan sonuglar literatiirlerle karsilastirildiginda

bulunan degerlerin literatiir degerlerine yakin oldugu goriilmiistiir [24].

4.9.3. Buzdolabinda bekletilmis balhk numunesinde hipoksantin artislarinin

incelenmesi

Ik 6l¢iimii alinan balik numunesi pargalara ayrilmis, parcalarin bir kismi da +4 °C* a
ayarlanmis buzdolabinda bekletilmistir. ki giinliik periyotlarla dl¢iimler alinmis ve alman

Olclimlerden elde edilen sonuglar giin sayisina kars1 grafige gecirilmistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.19. Buzdolabinda bekletilen numune i¢in periyodik araliklarla alinan hipoksantin
ol¢tim sonuglarinin bekletilen giin sayisina kars1 grafigi

Dolapta bekletilen balik numunesinde hipoksantin artisi ilk giine gore yiikselmistir.
Dolapta bekletilmesi, balik numunesinde hipoksantin artigin1 her ne kadar yavaglatsa da
durdurucu etki gostermemistir. Ksantin oksidaz ve iirikaz enzimleri ile yapian benzer

caligmalarda elde edilen sonuglar karsilastirildiginda sonuglarin iyi oldugu goriilmiistiir
[24].

4.9.4. Derin dondurucuda ve buzdolabinda bekletilen balik numuneleri i¢cin alinan

hipoksantin él¢iim sonu¢larimin karsilastirilmasi

Derin dondurucuda ve buzdolabinda bekletilen balik numuneleri i¢in alinan sonuglarin

tamamu tek bir grafikte toplanmistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.20. Her iki durum i¢in alinan sonuglarin karsilastirilmasi

Grafige bakildiginda balik numunesinde hipoksantin artisinin en yiiksek oldugu durum
balik numunesinin buzdolabinda bekletildigi durumdur. Balik derin dondurucuda
bekletildiginde hipoksantin artist ¢cok diisiik seviyelerdedir. Literatiirde karsilastirildiginda
caligmamizda bulunan degerlerin literatiir degerlerine goére olduk¢a iyi oldugu

goriilmiistiir[24].
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2

Z=5 SONUCLAR

Sonug olarak; bu ¢alismada hazirladigimiz biyosensoriin;

e Dogrusal ¢alisma araligi 1,0x10”'M — 1,0x10°° M olarak bulundu.

e Tekrar kullanilabilirligi iyidir (20 Olgme sonunda biyosensoriin aktivitesini
%73oraninda korudugu goriildii). Tekrarlanabilirlik biyosensor i¢in ¢ok Onemli olup
hazirlanan biyosensorle arka arkaya fazla sayida analiz yapabilecegimizi

gostermektedir.

e Raf Omrii uygundur (40 giin sonunda baslangic amperometrik cevabinin yaklasik

%85 ni kaybetmistir).

e Pt/PPy-DBS/KO-UbiyosensoriiniinKmgszeneny Ve Vmax(gozlenen) degerleri sirasiyla
1,66.10" mM ve0,61 pA olarak bulundu.

e Eniyi calisma pH’s1 8,5 olarak bulundu.

e Hazirlanan biyosensoriin 65 °C ’e kadar dayanikli oldugu bulundu. Biyosensoriin
yiikksek sicakliklara kadar dayanikli olmasi iletken polimer filmin mikrogevre
olusturarak enerjiyi korumasindan kaynaklanmaktadir. Biyosenoriin yiliksek sicakliga

dayanikli olmasi iy1 bir 6zelliktir.

e Gergek numunelere karst davranisi incelenmis ve balik numunelerindeki hipoksantin
miktar1 tespit edilmistir. Bekletilen balik numunesindeki hipoksantin artis1 da dogrusal

bir sekilde gozlenmistir.
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