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Enzim katalizli reaksiyonlar genellikle 1himli ¢evre kosullar1 gerektirir ve pratik
uygulamalarda serbest enzimler kolaylikla inaktive olmaktadirlar. Ayrica bunlarin tekrar
kullanim1 zordur. Nanopartikiiller iizerine immobilize edilen enzimler genellikle dogal
enzimlere gore daha genis ¢alisma pH", daha fazla termal stabilite ve artan yeniden
kullanilabilirlik gibi avantajlara sahiptir. Manyetik nanopartikiiller (MNP'ler), enerji ve zaman
harcayan santrifiij adimlart gerektirmeden harici bir manyetik alanin uygulanmastyla
reaksiyon ortamindan kolaylikla ayrilarak enzimlerin tekrar kullanimlarma biiyiik Olciide
olanak sagladiklar1 i¢in, destek materyali olarak kullanilmaktadir. Tez ¢aligmasinda oksidaz
enzimlerinden olan iirikaz (UOx), glukoz oksidaz (GOx) ve kolin oksidaz (ChOx)’in
fonksiyonalize Fe;O4 manyetik nanopartikiil iizerine immobilizasyonu saglanarak iirik asit
(UA), glukoz ve kolin tayini i¢in kolorimetrik sensorler gelistirilmistir. Birlikte ¢oktiirme
yontemiyle hazirlanan MNPlerin yiizeyi tetraetil ortosilikatin kullanildig1 Stober metoduyla
silanol gruplariyla kaplanmigtir. Daha sonra —NH» fonksiyonalize MNP elde etmek i¢in (3-
Aminopropil)trietoksisilan ile muamele edilen MNPler glutaraldehit ile aktive edilip
enzimlerin immobilizasyonu gergeklestirilmistir.

UA, insanda piirin metabolizmasinin nihai iirliniidiir. Anormal iirik asit seviyesi cesitli
hastaliklara neden olabildiginden kanda veya idrarda iirik asidi izlemek hastaligin takibi ve
teshisi acisindan ¢ok dnemlidir. UA, 6nemli bir antioksidan olmasina ragmen, nérodejeneratif
hastaliklar varliginda olusan kandaki yliksek UA seviyeleri gercek antioksidan kapasiteyi
yansitmamaktadir. Gelistirilen yontemle hem UA tayini yapilmis hem de UA igermeyen
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gercek antioksidan kapasite hesaplanabilmistir. Bunun i¢in, UA igeren Ornek ¢ozeltisine
dogrudan CUPRAC yontemi uygulanmistir. Daha sonra ayni miktardaki 6rnek immobilize
UOx ile inkiibe edilip miknatis yardimiyla immobilize UOx uzaklastirildiktan sonra
CUPRAC yéntemi uygulanmustir. iki 6rnek arasindaki CUPRAC absorbans farkindan UA
miktar1 belirlenmistir. Gelistirilen yontemle ¢esitli fenolik ve tiyol grubu igeren antioksidanlar
yaninda UA tayini %0,18 ila %4,87 hata ile gerceklestirilmistir. UA i¢in dedeksiyon limiti
0,34 uM, linner aralik 5,43 — 65,22 uM olarak bulunmustur. Yontem ayrica fetal bovine
serum (FBS) 6rneginde UA tayini ve UA igermeyen antioksidan kapasitenin belirlenmesi i¢in
uygulanmigtir. ' Yontemin dogrulugu HPLC yontemiyle karsilastirilmigtir. Standart katki
sonucu gelistirilen yontemle % geri kazanim degerleri %98,07 ve %98,43 olarak
bulunmustur.

Tez c¢alismasinin ikinci kisminda, hazirlanan fonksiyonalize MNP’ler iizerine GOx
immobilize edilerek glukoz tayini gerceklestirilmistir. Glukozun GOx katalizli reaksiyonu
sonucu glukonik asit ve H,O> meydana gelmektedir. Glukoz, CUPRAC reaktif bir bilesik
degildir. Ancak, yontemde enzimatik reaksiyon sonucu glukoz konsantrasyonuna esdeger
miktarda olusan H>O>’nin CUPRAC reaktif olmasindan yararlanilmistir. Gelistirilen yontem
ile lineer aralik 11,1 uM ila 111,1 pM, dedeksiyon limiti ise 0,59 puM olarak bulunmustur.
Immobilize enzim ve serbest enzimin kinetigini karsilastirmak icin enzimatik reaksiyon
sonucu olusan H>0,’in olusum hiz1 takip edilmistir. Immobilize ve serbest enzim igin K
degerleri hesaplanmis ve her iki enzim i¢in de ayn1 bulundugundan immobilizasyon sonucu
substrata ilgisinde bir diislis goriilmemistir. Hizinda ise immobilizasyon sonrasi %43’liikk bir
azalma goriilmiistiir. Gelistirilen yontem ile FBS’de glukoz tayini gerceklestirilmis ve 141,0 +
4,2 mg/dL olarak bulunmustur. Sonucun firma tarafindan belirtilen deger (139 mg/dL) ile
uyumlu oldugu goriilmiistiir. FBS’ye standart katki yapilmis ve geri kazanim degerleri %101
olarak bulunmustur.

Kolin, fosfolipidlerin 6nemli bir bilesenidir, ndrotransmiter asetilkolinin sentezi i¢in gerekli
olan bir amino alkoldiir. Kolin eksikligi karaciger fonksiyon bozukluguna neden olabilir
ayrica kanser, Parkinson ve Alzheimer gibi ¢esitli hastaliklarla iligkilendirilmistir. Pek ¢ok
gida kolin ve kolin esterleri icerir. Ozellikle bebek mamalar1 olmak iizere ¢esitli gidalarin
islenmesi sirasinda ilave edilir. Bu nedenle kolin tespiti ve tayini, gida ve klinik analizler i¢in
onemlidir. Tezin {iglincli kisminda fonksiyonalize MNP iizerine ChOx enzimi immobilize
edilerek kolin tayini gerceklestirilmistir. Yontemde kolinden ChOx enzimi katalizliginde
betain ve H>O» olusmasindan yararlanilmistir. Kolin’e esdeger miktarda olusan H»O»
CUPRAC yontemiyle tayin edilmistir. Kolin i¢in lineer aralik 2,78 — 44,4 uM, LOD degeri
0,20 uM olarak bulunmustur. Gelistirilen yOntem bebek mamasinda kolin tayininde
kullanilmis ve elde edilen sonuglar (16,1 + 0,5 mg/100 mL) firmanin belirttigi kolin miktar1
ile (15 mg/ 100 mL) uyumlu bulunmustur.

|

Haziran 2023 , [1 1 1.] sayfa.

Anahtar kelimeler: [Fe3O4-manyetik nanopartikiiller, kolin oksidaz, glukoz oksidaz, iirikaz,

iirik asit icermeyen antioksidan kapasite |
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Enzyme catalyzed reactions usually require mild environmental conditions and free enzymes
are easily inactivated in practical applications. Also, reusing free enzymes are difficult.
Enzymes immobilized on nanoparticles generally have advantages such as a wide range of
working pH, higher thermal stability and increased reusability than natural enzymes.
Magnetic nanoparticles (MNPs) are used as support materials since they allow the enzymes to
be reused by easily separating (MNPs) from the reaction medium by applying an external
magnetic field without requiring energy and time-consuming centrifugation steps. In this
thesis, uricase (UOx) glucose oxidase (GOx) and choline oxidase (ChOx) which are the
oxidase enzymes, have been immobilized on functionalised Fe3O4 magnetic nanoparticle and
colorimetric sensors have been developed for the determination of uric acid (UA), glucose
and choline. The surface of the MNPs prepared by co-precipitation method which was
covered with silanol groups with the Stober method using tetraethyl orthosilicate. MNPs
treated with (3-Aminopropyl) triethoxysilane to obtain —NH> functionalized MNPs, then they
were activated with glutaraldehyde, and the enzymes were immobilized on them.

UA is the end product of purine metabolism in humans. Since abnormal uric acid level can
cause various diseases, monitoring uric acid in blood or urine is very important for the follow-
up and the diagnosis of certain diseases. Although UA is an important antioxidant, high UA
levels in the blood, which occur in the presence of neurodegenerative diseases, do not reflect
the true antioxidant capacity. With the developed method, both UA determination was made
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and the real antioxidant capacity without UA could be calculated. For this purpose, CUPRAC
method was applied directly to the sample solution containing UA. After that the same
amount of the sample was incubated with immobilized UOx and the CUPRAC method was
applied after the immobilized UOx was removed by using a magnet. The amount of UA was
determined from the difference in CUPRAC absorbance in both samples. In the developed
method, UA was determined with an error of 0.18% to 4.87% in the presense of various
antioxidants containing phenolic and thiol groups. The detection limit for UA was found to be
0.34 puM, and the liner range was 5.43 — 65.22 uM. The method was also applied for the
determination of UA and also to determine antioxidant capacity without UA in fetal bovine
serum (FBS) sample. The accuracy of the developed method was compared with the HPLC
method. In the developed method from the result of the standard additive, the % recovery
values were found to be 98.07% and 98.43%.

In the second part of this thesis, glucose determination was performed by immobilizing GOx
on the prepared functionalized MNPs. Gluconic acid and H,O, are formed as a result of the
GOx catalyzed reaction of glucose. Glucose is not a CUPRAC reactive compound. However,
H>0O>, which is formed in an amount equivalent to the glucose concentration as a result of the
enzymatic reaction, is CUPRAC reactive. The linear range was found to be 11.1 uM to 111.1
uM, and the detection limit was 0.59 uM. The rate of formation of H>O> that was formed as a
result of the enzymatic reaction was followed in order to compare the kinetics of the
immobilized and the free enzyme. Km values were calculated and found to be the same for
both enzymes as there was no decrease in affinity for the substrate as a result of
immobilization. On the other hand, there was a 43% decrease in velocity after immobilization.
With the developed method, glucose determination in FBS was performed and it was found to
be 141.0 £ 4.2 mg/dL. It has been observed that the result is compatible with the value (139
mg/dL) specified by the company. Glucose standard was added to FBS and the obtained
recovery values were found to be 101%.

Choline is an essential component of phospholipids, which is an amino alcohol that is
necessary for the synthesis of the neurotransmitter acetylcholine. Choline deficiency can
cause liver dysfunction and has been associated with various diseases such as cancer,
Parkinson's and Alzheimer's. Many foods contain choline and choline esters. It is added
during the processing of various foods, especially infant formulas. Therefore, the detection
and determination of choline is important for food and clinical analysis. In the third part of the
thesis, ChOx enzyme was immobilized on the functionalized MNP and choline determination
was performed. In this method, betaine and H>O; formation from choline catalyzed by using
ChOx enzyme. H>O», which was formed in an amount equivalent to choline, was determined
by CUPRAC method. The linear range for choline was 2.78 — 44.4 uM, and the LOD value
was found to be 0.20 uM. The developed method was used for the determination of choline in
infant formula and the results obtained (16.1 + 0.5 mg/100 mL) were found to be compatible
with the choline amount declarated by the company (15 mg/ 100 mL). |

June 2023, [1 1 1.] pages.

Keywords: | Fe;04- magnetic nanoparticles, choline oxidase, glucose oxidase, uricase, uric
acid-free antioxidant capacity|
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1. GIRIS

Yiiksek katalitik aktivite ve substrat 6zgiilliigii nedeniyle, dogal enzimler endiistriyel
alanlarda, biyolojik ve tibbi analizlerde siklikla kullanilmaktadir. Enzim aracili reaksiyonlar
genellikle uygun cevresel kosullar gerektirir. Serbest enzimlerin saflagtirilmasi i¢in yiiksek
maliyet gerektirmesi, diisiik operasyonel stabilite, katalitik aktivitenin c¢evresel kosullarla
degismesi, geri doniisiim ve yeniden kullaniminda zorluklar bulunmas1 gibi baz1 dezavantajlar
icermektedir. Bu dezavantajlar enzimlerin gida isleme, biyosensor, ¢cevre koruma, biyotip vb.
alanlardaki uygulamalarini sinirlamaktadir. Nanopartikiiller veya nanomalzemeler {izerine
enzim immobilizasyonu ile bu sorunlar biiyiik 6l¢iide giderilebilmektedir. Nanopartikiillerin
spesifik ylizey alaninin fazla olmasi enzimler, proteinler ve antikorlar gibi diger bircok

biyoaktif molekiil i¢in iyi bir immobilizasyon destegi olmasini saglamaktadir.

Hareketi manyetik olarak indiikleme, sinyal gelistirme yetenegine sahip olduklarindan
manyetik nanopartikiiller yeni analitik tekniklerde ve geleneksel yontemlerin kullanimlaria
entegre edilmeye baslanmistir. Enzimlerin bir miknatisla kolayca toplanarak tekrar
kullanimma imkan verdikleri i¢in, enzimatik immobilizasyonda destek materyali olarak
manyetik nanopartikiiller 6nemli bir avantaj sunmaktadirlar. (Chen ve dig., 2017; Huang ve

dig., 2019).

Tez calismasinda oncelikle, birlikte ¢oktiirme yontemiyle FesO4 MNP sentezlenerek yiizeyine
silanol gruplar1 baglayabilmek i¢in TEOS ile muamele edildikten sonra APTS ile reaksiyona
sokulmustur. Boylece MNPlerin yilizeyinin —NH> fonksiyonel gruplarina sahip olmasi
saglanmigtir. Ardindan aktivasyonunu saglamak icin ortama GLA ilave edilip iizerine
kovalent baglanmayla oksidaz enzimleri olan tirikaz, glukoz oksidaz ve kolin oksidaz’in ayr1

ayr1 immobilizasyonu gerceklestirilmistir.

Urat oksidaz (iirikaz) enzimi (UOx), iirik asidi 5-hidroksi izoiirat ve H,O,'ye déniistiirerek
allantoin olusumuna yol agmaktadir. Kuslar, siiriingenler ve bircok memeli, iirik asidin
oksidasyonunu katalize eden iirikaz enzimine sahiptir. Eksik bir gen nedeniyle, insanlar iirikaz
enziminden yoksundur. UOx, serum {irik asit konsantrasyonunun saptanmasinda da yaygin
olarak kullanilmaktadir. UA, kan serumu, plazma, idrar ve tiikiiriik gibi biyolojik sivilarda

bulunur. UA, insanda piirin metabolizmasinin ana nihai riiniidiir. Bobrek ve metabolik



bozukluklarin erken belirtilerinde bir gosterge olmasinin yaninda insan serumunda bulunan
diistik molekiil agirlikli 6nemli antioksidanlardan biridir. Bu yiizden UA seviyesinin kanda

veya idrarda takibi onemlidir.

UA tayini i¢in elektrokimyasal (Ahmad ve dig, 2015; Ali ve dig. 2011), florimetrik, (Azmi ve
dig, 2015), kolorimetrik (Domagk ve Schlicke, 1968; Trivedi ve dig. 1978; Wang ve dig,
2019) kromatografik yontemler (Czauderna ve Kowalczyk, 2000; Dai ve dig. 2007), gibi
cesitli teknikler bulunmaktadir. Bu yontemler enzim esasl olabildigi gibi nonenzimatik de
olabilmektedir. UA tayini i¢in enzim esasli yontemler iirik asidin, hidrojen peroksit, allantoin
ve karbon dioksit olusturarak oksijenle enzimatik olarak yiikseltgenmesine dayanmaktadir.
Direkt olarak dlciilecek maddeye dayanan, iirik asidin kendisinin 293 nm'deki absorbansinin
Olciimiine dayanan dogrudan yontem ve iirikaz katalizli reaksiyon {irlinii olan hidrojen
peroksidin  Ol¢limiine dayanan dolayli yoOntemler olmak tiizere iki sekilde
gerceklestirilebilmektedir.  Dolayli  yontemlerde  H»0O»,  elektrokimyasal  olarak
belirlenebilecegi gibi kromojenik bir reaktif kullanilarak spektrofotometrik olarak da

belirlenebilmektedir. (Zhao ve dig., 2009)

Tez caligmasinin ilk kisminda UOx enzimi, FesOs MNP’ler iizerine immobilize edilerek
antioksidan kapasite tayin yontemi olan CUPRAC yontemiyle UA tayini gerceklestirilmistir.
Bu amagla ilk olarak enzim immobilizasyonunu etkileyen pH, siire, UOx miktar1 gibi
parametreler ve reaksiyon kosullart optimize edilmistir. UA igeren Ornegin baslangigtaki
CUPRAC absorbanst 6l¢iiliip ardindan 6rnek manyetik nanopartikiil {izerine immobilize UOx
ile muamele edildiginde agiga ¢cikan CUPRAC reaktif H>O» katalazla par¢alanarak CUPRAC
yontemi yeniden uygulanmistir. Bu iki islem arasindaki absorbans farki kullanilarak cesitli
fenolik ve tiyol grubu iceren antioksidanlar yaninda ve fetal bovine serum 6rnegindeki UA

tayin edilmistir.

Tez ¢alismasinin ikinci kisminda glukoz tayini gerceklestirilmistir. Glukoz tayini, klinik ve
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda, gida endiistrisinde yaygin olarak gerceklestirilmektedir.
Diyabet, diinya ¢apinda en sik goriilen hastaliklardan biri olup bununla iliskili
komplikasyonlar, neredeyse her toplum icin sakatligin artmasi, yasam beklentisinin azalmasi
ve yiiksek saglik maliyetleriyle sonuglanmaktadir. Bu nedenle, diyabet tanisi i¢in glukozun
hizli ve gilivenilir bir sekilde takibi amaciyla gesitli sensor gelistirme cabalar siirekli ilgi

gormektedir.



Sekerler, tiim canli varliklar icin ana enerji kaynaklaridir. Insanlar viicut agirhiklarinm izin
verdiginden ¢ok daha rafine seker tiiketmektedirler. Insan viicudu biiyiik miktarda rafine
karbonhidrati tolere edemez, bunun sonucunda hayati organlara zarar verir. Diyetteki fazla
seker kilo alimi disinda diyabet, kalp hastaligi ve hipertansiyon riskini artirir. Bu nedenle,
yaygin olarak tiiketilen gida iiriinlerindeki seker miktarinin belirlenmesi 6nemlidir (Ramasami

ve dig., 2004).

Tez calismasiin ikinci kisminda ayni sekilde sentezlenip yilizey modifikasyonu yapilan
MNPler lizerine glukoz oksidaz enzimi immobilize edilerek CUPRAC yontemiyle glukoz
tayini gerceklestirilmistir. Glukoz molekiili CUPRAC reaktif degildir. Ancak glukozun,
glukoz oksidaz katalizli reaksiyonu sonucu olusan H>O,, CUPRAC reaktiftir. Meydana gelen
H>O2’in  konsantrasyonu glukoza esdeger oldugundan glukozun enzimatik tayininde

kullanilmistir. Gelistirilen sensor daha sonra FBS’de glukoz tayininde kullanilmistir.

Kolin, lipid sentezi ve tasinmasi, hiicresel metilasyon reaksiyonlari, noral tiip gelisimi, kok
hiicre cogalmasi ve apoptozisde yer alan normal hiicre fonksiyonlarinda gerekli olan temel bir
besindir. Kolin, memeli hiicre zarlarindaki fosfolipid igeriginin yarisindan fazlasini olusturan
fosfatidilkolin i¢in bir dnciidiir ve fazla trigliseridlerin karacigerden taginmasinda kritiktir.
Sonu¢ olarak, kolin eksikligi, karaciger yaglanmasi ile iliskilendirilmistir ve bilinen
kanserojenlerin yoklugunda kansere neden oldugu bulunan tek beslenme eksikligidir. Kolin
ayrica beyin, kalp, diger bircok organ ve organ sisteminin islevini etkileyen en yaygin
ndrotransmiterlerden biri olan asetilkolinin onciistidiir. Bu nedenle kolin tespiti ve tayini, gida
ve klinik analizler i¢in 6nemlidir. Genel olarak, giiniimiizde kullanilan analitik yontemler,
kolin oksidaz (ChOx) ile kolinin enzimatik oksidasyonu sonucunda agiga ¢ikan hidrojen
peroksitin belirlenmesine dayanir. Gidalardaki ve besin takviyelerindeki kolin ve kolin
esterlerinin analizi, HPLC (Hefni ve dig., 2015), GC (Holmes-McNary ve dig., 1996),
spektrofotometri (Nikzad ve Karami, 2018), ve elektrokimyasal (Langer ve dig., 2004) cesitli

enstriimantal teknikler kullanilarak gergeklestirilmistir.

Tez g¢alismasmin tglincli kisminda spektroskopik olarak kolin tayini gerceklestirilmistir.
Bunun i¢cin MNP {izerine modifikasyon islemlerinden sonra ChOx enzimi immobilize
edilmistir. Kolin’in ChOx enzimi katalizliginde gerceklesen reaksiyonu sonucunda H>O> ve
betain olusmaktadir. Enzimatik reaksiyon sonucu koline esdeger olarak olusan H>Oo,

CUPRAC yontemiyle tayin edilmistir.



2. KAVRAMSAL CERCEVE

2.1. NANOTEKNOLOJi

Fizik Nobel ddiillii Richard P. Feynman, nanoteknolojinin kavramsal temellerine ilham veren
ilk kisi olmustur. Feynman tarafindan Amerikan Fizik Dernegi'nin Aralik 1959 tarihli
toplantisinda 'Altta ¢ok yer var' baglikli konferansinda tanitilmigtir. O zamandan beri, fizik,
kimya ve biyolojide Feynman'in maddeyi atomik olgekte ele alma fikirini gdsteren bir¢ok

yenilik¢i gelisme olmustur (Benelmekki, 2015).

Nanoteknoloji, 1 metrenin milyarda biri (I nm =10" m) ol¢eginde madde ile ilgilenen
bilimdir. Genel olarak, nanopartikiiliin boyutu 1-100 nm arasinda degisir. (Horikoshi ve

Serpone, 2013). Bu tiir malzemelerin 6zellikleri biiyiik 6l¢iide boyutlarina ve sekline baglhdir.

Farkli boyutlarda kiiresel, silindirik, tiibiiler, konik, spiral, diiz vb. yapilarda olabilirler.
Nanomalzemelerin sentezinde kullanilan iki temel yaklasim olan "asagidan yukariya" ve
"yukaridan asagiya" sentez yontemleri aracilifiyla farkli boyut ve yapidaki nanomalzemeler
elde edilebilmektedir. Partikiil boyutu molekiiler boyutlara yaklastikca maddenin tiim
ozellikleri degistiginden, biyotip, kataliz, gilines pilleri, yakit hiicreleri ve manyetik veri
depolama gibi c¢esitli uygulamalarda kullanilmasina olanak veren benzersiz 6zelliklere sahip

olmasina neden olmaktadir (Martin ve Mitchell, 1998).

Sentezdeki son gelismeler, nanopartikiillerin boyutunu tam olarak kontrol etme kabiliyeti
sunmaktadir. Bu 06zellik, taneciklerin boyutunun uygulamaya veya hedefe 6zgii olmasini
saglayabilmektedir. Bunlarin biyolojik tiirlerle entegrasyonu, bu nesnelerin goreceli boyutlari
nedeniyle ozellikle caziptir. Nanomalzemelerin yeni 6zelliklerinden ve uygun boyutlarindan
yararlanmak, analiz sliresinin azalmasi, biiylik bir yilizey / hacim oraninin ve kii¢iik ¢evresel

bozulmanin istendigi analitik tekniklerde 6zellikle anlamlidir (Beveridge ve dig., 2011).



2.2. NANOPARTIKULLERIN FiZIKOKIMYASAL OZELLIiKLERIi

Nano 6l¢ekli malzemeler, molekiiler diizeyde reaktivitenin katlanarak artmasina ve karsilik
gelen y1gin hallerinden farkli 6zellikler sergilemesine neden olmaktadir. Bu 6zelliklerden

bazilari;

o sertlik, mukavemet artisi,

e crime noktasinin azalmasi,

e 151 kapasitesinin artmasi,

e nanometaller i¢in iletkenlik artisi,

e Curie sicakliginin azalmasi,

e dogrusal olmayan optik 6zelliklerin baglamasi,

e katalitik aktivitenin artmasi,

e coziinirlik degisimi,

e partikiil biiylikliiglinlin bir fonksiyonu olarak renk degisimidir.

Aslinda, nanomalzemelerin benzersiz Ozelliklerinin bir kismi, azalan nesne boyutlar ile

mevcut ylizey alanindaki inanilmaz artisla agiklanmaktadir (Trotta ve Mele, 2019).

NP'lerin elektronik ve optik 6zellikleri biiyiik dlclide birbiriyle iliskilidir. Soy metal NP'ler
boyutlarina bagl olarak farkli optik 6zelliklere sahiptir ve y18in metal spektrumunda olmayan
giicli bir UV-goriiniir absorpsiyon bandi gosterirler. Altin, giimiis gibi soy metal
nanopartikiillerin kolloidal siispansiyonlarinin renkli olmalarina neden olan 6zgilin optik
ozellik yiizey plazmon rezonansidir (SPR).  Ornegin, 20 nm'lik altin nanopartikiil
karakteristik sarap kirmizisi, glimiis NP’ler sarimsi, platin ve paladyum NP’ler ise siyah renge

sahiptir (Horikoshi ve Serpone, 2013).

Nanopartikiillerin sahip oldugu benzersiz fiziksel oOzellikler onlarin yogun bir sekilde
arastirmalara konu olmasma neden olmustur. Yigin malzeme ile nanomalzeme arasindaki
farkin Ozellikle belirgin oldugu manyetik Ozellikler de bu arastirmalarda 6zel bir yer

tutmaktadir.

2.3. MANYETIK NANOPARTIKULLER

Manyetik nanopartikiiller (MNP), cok islevli ozellikleri nedeniyle, fizik, biyoloji, kimya,
biyosensdr ve nanotip alanlarinda etkili nanoteknoloji esasli malzemeler grubundandir.

Manyetik nanopartikiiller, biyolojik yapilarin manyetik olarak ayrilmasi ile teshisin



gelistirilmesine, manyetik nano tasiyicilar ile ilag dagitimina katkida bulunulurken, radyo
frekans kontrollii manyetik nanopartikiiller ve manyetik rezonans goriintiileme uygulamalari

ile kanser tedavisinde kullanilabilecek yeni bir yaklagim saglamistir (Kudr ve dig., 2017).

MNP'ler, demir, kobalt ve nikel gibi saf metalleri i¢eren bir dizi farkli bilesim ile; Fe3O4 ve y-
Fe»Os gibi metal oksitler; MFe>O4 gibi ferritler (M = Mg, Cu, Ni, Mn ve benzeri) ve metal
alasimlar ile (FePt, CoPt) hazirlanabilmektedir. Co ve nikel gibi yiiksek manyetik 6zellik
gosteren malzemeler ise toksik ve oksidasyona egilimli olduklarindan fazla ilgi

duyulmamaktadir (Majidi ve dig., 2016).

Manyetik demir oksit nanopartikiiller, dncelikle {iretiminin ucuz olmasi, yeterli fiziksel ve
kimyasal kararliliga sahip olmasinin yani sira biyouyumluluk sergilemesi ve ¢evre agisindan
giivenli olmasi gibi 6énemli avantajlara sahip olmasi nedeniyle biyomedikal uygulamalar icin

siklikla kullanilan manyetik nanopartikiillerdir (Kudr ve dig., 2017).

Literatiirde ad1 gecen demir iceren NP'ler genellikle {i¢ ana demir okside dayanmaktadir.
Bunlar temel olarak hematit(a-Fe2O3), maghemit(y-Fe,O3) ve manyetittir (FesOs veya
FeO.Fe>03). Bunlar ayn1 zamanda dogada da en yaygin bulunanlardir ve ¢ogunlukla volkanik

patlamalar ve hava kirliligi nedeniyle toprak ve kayalarda bulunurlar.

Demir oksitler, renk bakimindan 6énemli 6l¢iide degiserek bunlarin tanimlanmasina yardime1
olabilirler. Ayrica oksidasyon basamaklari, bilesimleri, kristalografik yapilari ve manyetik
ozellikleri bakimindan da farklilik gosterirler. Bilinen en eski demir oksit hematittir (o-
Fe;03); kinetik ve termodinamik olarak kararlidir. Maghemit y-Fe>Os sadece kinetik olarak
stabildir, bu da meta stabil anlamina gelir ve yavasg¢a sabit bir demir oksit formuna (hematit)
doniiserek ciddi bir miknatislanma diislisiine yol acar. Manyetit Fe3s04 veya FeO-Fe2Os, en
giiclii manyetik davranigi gosteren, genellikle “herkiil tagi” olarak adlandirilan siyah demir

oksittir (Wallyn ve dig., 2019).

Manyetitt tetrahedral ve oktahedral koordinasyon ile iki alt 6rgii bolgesinde Fe (II) ve Fe(III)
iyonlarin1 bulunduran kiibik ters spinel yapidadir. Fe (III) iyonlar1, sekiz tetrahedral bolgeyi
tamamen isgal eder ve Fe (II) iyonlar ile oktahedral bolgelere rastgele dagilir. Aslinda,
tetrahedral bolgeler yalnizca Fe (III) iyonlarini icerirken, oktahedral bolgeler hem Fe(IIl) hem
de Fe(Il) iyonlarini icerir (Ghazanfari ve dig., 2016).



Tablo 2.1: Temel demir oksitlerin kimyasal formiilii ve renkleri.

Demir Oksit Kimyasal Formiil (Gegerli Adi) Renk

Demir (IT) oksit FeO (Wiistit) Siyah

Demir (ILIII) oksit Fe;04 veya FeO-Fe,0; (Manyetit) Siyah

a-Fe,O; (Hematit) Gri
. . ﬁ-FCzO3 >

Demir (III) oksit v-Fe,05 (Maghemit) kaﬁlverengl,

rmizi
e-F CzO3

Caplar1 ~30 nm'den az oldugunda, manyetik nanopartikiiller genellikle siiperparamanyetiktir,
yani “manyetik hafiza”lar1 yoktur. Manyetik alan yoklugunda, siliperparamanyetik
nanopartikiillerin net manyetik dipolii yoktur, ¢ilinkii termal dalgalanmalar spinlerin rastgele
yonlendirilmesine neden olur. Bununla birlikte, nanopartikiiller manyetik alan etkisinde
birakildiklarinda, manyetik dipol indiiklenir. Harici manyetik alan c¢ikarildiktan sonra
manyetik nanopartikiiller rastgele yonlendirilir ve dogal manyetik olmayan durumlarina geri
doner. Siiperparamanyetik Ozellikler avantajlidir, ¢linkii manyetik nanoparcaciklar,
agregasyona neden olan g¢ekici manyetik kuvvetler olmadan ¢oziicii icinde kolayca disperse
olabilir. Manyetik sensorlerde 6nemli olan, MNP’ler nedeniyle “artik manyetik alan” 1n
bulunmamasidir. Nanopartikiillerdeki siiperparamanyetizma, maddenin tiirii, yapilarin
kristalligi ve parcacigin biiylikliigl ile belirlenir. Bu nedenle, bir nanopartikiiliin manyetik

ozelliklerini 6ngoéren genel bir kural yoktur (Beveridge ve dig., 2011).

2.3.1. Fe304 Nanopartikiillerin Sentezlenmesi

MNP'lerin hazirlanmasi i¢in giiniimiize kadar birlikte ¢oktiirme, 151l ayrigma, mikroemiilsiyon,
mikrodalga destekli, yanma, karbon ark ve lazer pirolizi gibi farkli yontemler bildirilmistir.
Ek olarak, bu NP'ler elektrokimyasal ve bakteriyel sentez (manyetotaktik bakteriler, demir

indirgeyici bakteriler) gibi diger yontemlerle de sentezlenebilmektedir.

NP'lerin hazirlanmast igin en eski tekniklerden biri, {irtinleri ¢ozeltilerden ¢oktiirmedir.
Coktiirme reaksiyonlarinda, metal Onciileri bir ¢oziicliyle ¢oziiliir ve ¢oziinmeyen bir kati
iiretmek i¢in bir ¢oktiiriicii madde ilave edilir. Coktiirme reaksiyonlarinin en énemli avantaji,

cok miktarlarda nanopartikiil elde edilebilmesidir. Diizglin pargaciklar genellikle



cekirdeklerin ayrilmasi ve g¢ekirdeklerin biiylimesini i¢eren bir islem olan homojen ¢oktiirme

reaksiyonu ile sentezlenir. (Majidi ve dig., 2016)

Birlikte Coktiirme; Kontrollii boyut ve manyetik 6zelliklerde MNP'lerin sentezinde en sik
kullanilan ve en uygun yontem birlikte ¢oktiirmedir. Uygulama kolaylig1 ve zararli malzeme
ve yontemlere daha az ihtiya¢ duyulmasi nedeniyle biyosensorlerde siklikla kullanilmaktadir.
Bu yontemde MNP'ler, oksidasyonu engelleyecek inert bir atmosfer altinda oda sicaklig1 veya

daha yiiksek sicakliklarda baz ilavesiyle sulu tuz ¢ozeltilerinden hazirlanmaktadir.

Cozeltideki kiiresel MNP'lerin sentezi i¢in iki ana yaklagim vardir:

(1) farkli oksitleyici maddelerle kismen oksitlenen demir (IT) hidroksit siispansiyonlari
(i1) sulu ortamdaki ferrdz ve ferrik hidroksitlerin stokiyometrik karigimlarinin
olgunlagmasi.

Aslhinda, (i) kosullartyla gerceklestirilen prosediirlerde Fe (2+) kismen oksitlendiginde, Fe
(3+) meydana geldiginden her iki demir tuzunun bir karisimini olusturarak (i) 'ye doniisiir ve
homojen boyutta kiiresel manyetit partikiilleri elde edilir. Genel reaksiyon prensibi asagidaki

gibidir.
Fe?"+2Fe3* + 80OH- — Fe(OH), + 2Fe(OH), —» Fe304+4 H0  (2.1)

Demir oksit NP'lerin sekli ve boyutu, sentezde kullanilan demir tuzlarmin tiiriine,
Fe(Il)/Fe(IIT) oranina, pH degeri, reaksiyon sicakligi, ortamin iyonik giicii ve diger reaksiyon

parametrelerine baghdir.

Oksitleyici olmayan ortamda 2/1 stokiyometrik oran (Fe** / Fe**) ile pH 8 ila 14 arasi tam
cokelti olusumu icin gerekli araliktir. Ek olarak, c¢oktiirme ortamimin pH'in1 ve iyonik
kuvvetini ayarlayarak, partikiillerin biiyiikliigiintin 2 ila 15 nm aralifinda kontrol etmenin

miimkiin oldugu gosterilmistir.

Fe3Os4 MNP'lerin birlikte ¢oktiirme ile sentezlenmesindeki en 6nemli sorunlar, spesifik ylizey
alan1 ve yliksek ylizey enerjisine sahip c¢ok kiiciik partikiil boyutu nedeniyle partikiillerin
kiimelenme egilimi ve reaksiyon karisiminin yiiksek pH degeri nedeniyle hem sentez hem de

saflagtirma agamalarinda pH’1n ayarlanmasiin gerekmesidir (Majidi ve dig., 2016).



Manyetik  nanopartikiiller, bircok analitin  karmasik matrislerden yakalanmasi,
derisiklendirilmesi ve ayrilmasi i¢in kullanigh araglardir. Manyetik nanopartikiiller, biiytik bir
yiizey/hacim oranina sahip olma, boyut olarak ilgilenilen birgok analit ile benzer boyutlara
sahip olma, ¢ozelti icinde kolayca dagilabilme ve sinyali arttirmak icin yararl fiziksel
ozelliklere sahip olmalar1 nedeniyle analitik yontemler i¢in avantajlidirlar. Bununla birlikte,
analizlerde manyetik nanopartikiillerin kullanimi igin iki zorluk vardir. ik olarak, manyetik
nanopartikiilleri hareket ettirmek i¢in yeterli manyetik kuvvet uygulanmasi gerekir ki bunun
icin de biiyilk manyetik alan degisimine ihtiyag¢ vardir. Ikincisi ise analitlerin
derisiklendirilmesi, ayrilmasi, miktar tayini gibi ¢esitli analizleri miimkiin kilan manyetik
nanopartikiil yiizeylerinin 6nce uygun kimyasallarla islevsellestirilmesinin gerekmesidir.
Manyetik nanopartikiiller, kimyasal modifikasyonlar1 gergeklestirmek ve islevsellestirme i¢in
ince bir altin, SiO> veya karbon tabakasi gibi c¢esitli malzemeler ile kaplanabilmektedir

(Beveridge ve dig., 2011).

2.4. ENZIMLER

Enzimler, canli organizmalardaki biyokimyasal reaksiyonlarin daha hizli ger¢eklesmesini
saglayan biyolojik katalizorlerdir. Karmasik biyokatalitik siireglere tek tek veya birlikte
katilarak yasamin devamliliginin saglanmasinda 6nemli roller oynarlar. Ayrica hiicrelerden
ekstrakte edilerek ticari Onemi bulunan baz1 islemleri katalize etmek icin de
kullanilabilmektedirler. Ornegin, tatlandiricilarin ve temizlik iiriinlerinin iiretiminde, adli,
tibbi ve cevresel analizlerde anahtar rol oynarlar (Huang ve dig., 2019; Robinson, 2015).
Genel olarak, enzimatik katalizin enzimatik olmayan katalize gore iki ana avantaj1 vardir: 1)
yiiksek reaksiyon segiciligi ve 2) nispeten ilimli kosullar altinda ¢ok yiiksek katalitik etkiye

sahip olmasidir.

'Enzim' kelimesini ilk kez 1878’de Alman fizyolog Wilhelm Kiihne mayanin sekerlerden
alkol iiretebilmesini agiklarken kullanilmis ve Yunanca en (‘iceride' anlamina gelir) ve zume

(‘'maya' anlamina gelir) kelimelerinden tiiretilmistir.

Katalizor olarak enzimlere cok diisiik konsantrasyonlarda ihtiya¢ duyulur ve reaksiyon
esnasinda tliketilmeden katildiklar1 reaksiyonlar1 hizlandirirlar. Enzimlerin, substrat
molekiillerini iirlin molekiillerine doniisiimiinii katalize etmesi asagidaki sekilde tarif edilir

(2.2):
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Enzim .
Subsrat — Urilin (2 2)

Enzimler, oldukga giiglii katalizorler olmasinin yaninda genellikle sadece bir tip (veya en ¢ok
benzer tipte) substrat molekiiliiniin {iriin molekiillerine doniisiimiinii katalize ettikleri i¢in
onemli bir 6zgiinliige sahiptir. Bazi enzimler grup &zgiinliigii gosterir. Ornegin, alkalin
fosfataz enzimi, cesitli substratlardan fosfat grubunu koparabilir. Diger bazi enzimler mutlak
ozgiinliik olarak tanimlanan ¢ok daha yiiksek dzgiinliige sahiptirler. Ornegin, GOx, substrati
olan B-D-glukoz icin Ozgiinlik gosterirken diger monosakkaritlere karsi hi¢ aktivite
gostermedigi sOylenebilir. Bu 6zglinliik, karmasik bir karisimdaki (6rnegin kan veya idrar
ornegi) belirli bir substrati (6rn., glukoz) Olgen birgok analitik analizin ve cihazin

gelistirilmesinde (biyosensor) biiylik onem tagimaktadir.

Aktif bolge

Enzim—> <— Substrat

Sekil 2.1: Enzim molekiiliiniin aktif bolgesine substrat baglanmasinin temsili gésterimi.

Aktif bdlgenin tek tip substrat molekiiliine baglanmasini saglayan sekil ve yiik 6zellikleridir
(Sekil 2.1). Boylece enzim katalitik aktivitede onemli bir 6zgilinliik gosterebilmektedir.
Substrata baglanan kisim sadece aktif bdlgedir, protein molekiiliiniin geri kalaninin rolii ise
aktif bolgeyi stabilize etmek ve bu bolgenin substrat molekiilii ile etkilesebilmesi icin uygun

ortam saglamaktir (Robinson, 2015).

Cok sayida enzim sadece proteinden olusmasina ragmen, bazi enzimler katalitik aktivitesi i¢in
gerekli olan kofaktdr olarak bilinen protein olmayan bir bilesen icermektedir. Kofaktor baska
bir organik molekiil olabilecegi gibi demir, mangan veya ¢inko gibi metal iyonu da olabilir.
Kofaktor organik bir molekiil oldugunda koenzim olarak adlandirilir. Enzim aktivitesi i¢in bir
kofaktor gerektirdiginde, inaktif protein bileseni genellikle apoenzim olarak adlandirilir ve

apoenzim — kofaktor (yani aktif enzim) yapisi holoenzim olarak adlandirilir.
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2.4.1. Enzim Kinetigi

Enzim kinetigi, enzim kataliziyle gergeklesen reaksiyonlarin hizini belirleyen faktorlerin
incelenmesidir. Enzimin reaksiyon hizin1 arttirmak i¢in gerceklesen mekanizma bir
reaksiyondan digerine farklilik gosterir. Ancak, genel ilke, substratin enzime baglanmasi ve

reaksiyonun aktivasyon enerjisini diisirmesidir (Sekil 2.2).

________ i katalizsiz

katalizli
(17 VA0 S I ........... \
5| o e
Reaktan 2 Reaktan 2
2 S
(5] (3
‘M |S 1B
®Q ¢ ®O |
Uriin % Uriin g

(a) (b)

Sekil 2.2: Bir enzimin, reaksiyonu baglatmak i¢in gerekli aktivasyon enerjisini azaltmaya etkisi (a)
katalizsiz ve (b) enzim katalizli reaksiyon.

pH, sicaklik gibi bazi cevresel faktorler, protein yapisindaki tersinir veya tersinmez

degisiklikler yoluyla enzim katalizli reaksiyonlarin hizin1 etkileyebilir.

Cogu enzim, reaksiyonun hizinin maksimum oldugu ve bu degerin iizerinde hizin diistigi
karakteristik bir pH'a sahiptir. pH profili bir dizi faktore baghdir. pH degistik¢e, hem enzimin
aktif bolgesinde hem de substrat {izerindeki gruplarin iyonizasyonu degisebilir, bu da
substratin aktif bolgeye baglanma oranini etkileyebilmektedir. Bu etkiler genellikle geri

dontistimliidiir.

Sicakligin enzim aktivitesi lizerindeki etkileri karmagsiktir. Ayni anda fakat zit yonlerde
hareket eden iki etki mevcuttur. Sicaklik yiikseldik¢e, molekiiler hareket hiz1 ve dolayisiyla
reaksiyon hizi artmakta, ancak ayni zamanda enzim proteininin denatiirasyonundan
kaynaklanan agamali bir inaktivasyon da gerceklesmektedir. Termal denatiirasyon zamana
baglidir ve bir enzim i¢in 'optimum sicaklik' terimi, o sicaklifa maruz kalma siiresi
kaydedilmedigi siirece fazla anlam tasimamaktadir. Denatiirasyonun onemli hale geldigi
sicaklik bir enzimden digerine degisir. Normalde 30° C'nin altinda ihmal edilebilirken 40

°C'nin lizerinde fark edilebilir olmaya baslamaktadir. Mikrobiyal kaynaklardan elde edilen
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enzimler, memeli kaynaklarindan elde edilenlerden c¢ok daha yiiksek termal stabiliteye

sahiptirler (Robinson, 2015).

2.4.1.1. Michaelis-Menten Enzim Kinetigi
Enzimlerin birincil iglevi, reaksiyon hizin1 organizmanin ihtiyaglari ile uyumlu olacak sekilde

arttirmaktir. Bir¢ok enzim i¢in, saniyede olusan {iriiniin mol sayis1 olarak tanimlanan kataliz

hiz1 (Vo), Sekil 2.3’ de gosterildigi gibi substrat konsantrasyonu [S] ile degisir.

A

Vnﬂ\
Vmax /

‘/max/z =

Reaksiyon Hiz1 (Vy) —

:/Kn

Substrat Konsantrasyonu [S] —

Sekil 2.3: Michaelis-Menten Kinetigi.

Kataliz hizi, substrat konsantrasyonu ile dogru orantili olarak artar ve daha sonra, yliksek
substrat konsantrasyonlarinda diizlesmeye ve bir maksimuma yaklagsmaya baslar. Asagidaki
yolla substarti (S) iiriin (P)'e katalize eden bir enzim i¢in:

k| ky
E+S <— ES <—E+P
k_ k.

(2.3)

Uriin —

Siire —

Sekil 2.4: 11k hizin belirlenmesi.
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Uriin olusum miktar1, bir dizi substrat konsantrasyonu i¢in zamana bagl olarak belirlenir
(Sekil 2.4). Beklendigi gibi, her durumda, olusan {iriin miktar1 zamanla artar, ancak sonunda S
veya P konsantrasyonunda net bir degisiklik olmadig1 bir zamana ulasilir. Enzim bu agsamada
aktif olarak substrati hala iirline doniistiirlir ancak reaksiyon dengeye ulagmistir. Geri tepkime
ihmal edilirse enzim kinetigine daha kolay yaklasilir. Vo, [P] diisiik oldugunda zamanla
uriindeki artis hizi olarak tanimlanir; yani sifira yakin zamanlarda. Dolayisiyla, Vo, P
birikmeden dnceki erken zamanlarda {iriin olusum hiz1 6lciilerek her substrat konsantrasyonu

icin belirlenir.

Enzim aktivitesinin kinetik incelemesinde Sekil 2.4'de gdsterilen grafik incelendiginde, sabit
bir enzim konsantrasyonunda, Vo, [S] kiiciik oldugunda [S] ile neredeyse dogrusal olarak
orantilidir, ancak substrat konsantrasyonu biiylik oldugunda substrat konsantrasyonundan
([S]) bagimsizdir. Leonor Michaelis ve Maud Menten, enzimlerin kinetik 6zelliklerini
aciklamak icin 1913’te bir model dnermistir. islemlerindeki kritik dzellik, spesifik bir ES
kompleksinin katalizde gerekli bir ara madde olmasidir. Bir¢ok enzimin kinetik 6zelliklerini

aciklayan en basit model olan 6nerilen model reaksiyon (2.4) seklindedir:

ky k,
E+S <=<— ES > E+P
k_y

(2.4)
Bir enzim (E), hiz sabiti k; olan bir ES kompleksi olusturmak iizere substrat (S) ile birlesir.
ES kompleksinin iki olasi kaderi vardir. k.1 hiz sabiti ile tekrar E ve S'ye doniisebilir veya ko
hiz sabiti ile P iirlinlinii olusturmaya devam edebilir. Yine, hemen hemen higbir {iriiniin ilk
substrata geri donmedigi varsayilir, bu durum ancak, iiriin konsantrasyonu kayda deger hale

gelmeden Once reaksiyonun ilk agsamasinda gergeklesen bir durumdur.

Kwm, enzim ve substrat konsantrasyonlarindan bagimsizdir ve Michaelis sabiti olarak
adlandirilir.

VO — Vmax [S]

K, +[5] (2.5)

Cok diisiik substrat konsantrasyonunda, [S] Ky'den ¢ok daha az oldugunda, Vo = (Vmax / Kwm)
[S]; yani hiz, [S] ile dogru orantilidir. Yiiksek substrat konsantrasyonunda, [S] Kwm'den ¢ok
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daha biiyiik oldugunda, Vo = Vmax; yani hiz, substrat konsantrasyonundan bagimsiz olarak

maksimumdur (2.5).

Michaelis sabiti (Ky) ve maksimum hiz (Vmax), ¢esitli substrat konsantrasyonlarinda dlgiilen
kataliz oranlarindan kolayca bulunabilir. Enzimlerin Km degerleri genis bir araliktadir. Cogu
enzim igin Ky, 1077 ila 10! M arasindadir. Bir enzimin Ky degeri, belirli substrata, sicaklik,
pH ve iyonik kuvvet gibi ¢evresel kosullara baglhidir. Michaelis sabiti Km, ES kompleksinin
kararliliginin bir olciisiidiir: yliksek Km degeri zayif baglanmayi gosterir; diisiik bir Ky, gliclii

baglanmay1 gosterir.

Kwm ve Vmax degerlerini bulmak i¢in Michaelis-Menten denkleminin lineerlestirilmis halinden
yararlanilir. En sik kullanilan lineerlestirme yontemi Michaelis-Menten denkleminin tersine

cevrilerek elde edilen esitlik 2.6’da verilen Lineweaver— Burk esitligidir (Berg ve dig, 2002).

1_ K 1 1
VO Vmax [S] Vmax

(2.6)

2.5. ENZIiM iMMOBILiZASYONU

Herhangi bir biyokimyasal reaksiyon sirasinda enzimlerin yapisal stabilitelerinin korunmasi
olduk¢a zordur. Islevsel verimlilie ve arttirilmis tekrarlanabilirlige sahip immobilize
enzimler, pahaliliklarina ragmen kullanilmaktadir. Enzim immobilizasyonu; enzimin,
substratlarindan ve iiriinlerden farkli bir faza (matris / destek) hapsedilmesidir. Destek
materyali olarak genellikle inorganik malzemeler veya inert polimerler kullanilir. Uygun
fiyathh olmasinin yani sira, ideal bir matris inertlik, fiziksel dayaniklilik, kararlilik,
yenilenebilirlik, enzim Ozgiinliigiinii / aktivitesini arttrma ve {irlin inhibisyonunu,
adsorpsiyonu ve bakteriyel kontaminasyonu azaltma gibi Ozellikleri igermelidir. Enzim
immobilizasyonu, otomasyon, yatirim / kapasite oraninin yiiksekligini ve {riiniin saf bir

sekilde geri kazanimi saglamaktadir. (Brena ve dig., 2013)

Nanomalzemeler kisa yanit siiresi, yiiksek hassasiyet ve kararlilik; kiigiik boyut, yiiksek
ylizey: hacim orani, optik, elektriksel, kimyasal, mekanik, fiziksel cesitli 6zellikleri nedeniyle
enzim immobilizasyonunda siklikla kullanilmaktadir.  Fe3Os nanopartikiiller ve altin
nanopartikiiller enzimatik immobilizasyon i¢in yaygin olarak kullanilan iki destek
malzemesidir. Bunun disinda nanosilika, nano-ZnO, kobalt oksit nanopargaciklar1 ve CdS

nanopargaciklari da enzimatik immobilizasyonda kullanilmaktadir (Chen ve dig., 2017).
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Enzimler destek materyallerine, geri dontigiimlii fiziksel adsorpsiyon, iyonik baglar veya daha

kararli olan kovalent baglar gibi farkli etkilesimlerle baglanabilmektedir (Sekil 2.5).

[ Enzim immobilizasyon Yéntemleri ]
|
| 1
[ Tersinir olmayan ] [ Tersinir ]
I | | I
Kovalent Capraz ) Disulfar
baglama Tutuklama baglanma ] [ Adsorpsiyon ] baglari ile

i \E/_\E_ :

Sekil 2.5: Enzim immobilizasyonunda farkli yontemlerin sematik gdsterimi (E: Enzim).

Enzimleri immobilize ederken kullanilan yontemler tersinir olmayan ve tersinir yontemler
olarak siniflandirilabilmektedir. Tersinirlik bag kuvveti ile ters orantilidir. Bu iki celisen
amaci yani stabiliteyi ve tersinirligi ayni anda gergeklestirmek zordur. Geleneksel yaklagim,
bagt miimkiin oldugunca gi¢lii kilmak ve tersinirlikten fedakarlik etmektir. Ayrica,
immobilizasyon yontemleri genellikle baglanma i¢in kullanilan kimyasal reaksiyon tipine
gore swmiflandirilir. Enzim immobilizasyon yontemleri bazen ¢esitli immobilizasyon
yontemlerinin karigimimdan da olusabilmektedir. Her immobilizasyon yonteminin sahip
oldugu avantaj ve dezavantajlar bulunmaktadir. En uygun yontemin se¢imi enzimin yapisina

ve destek malzemeye (kimyasal 6zellikler, mekanik 6zellikler) baglidir. (Brena ve dig., 2013)

2.5.1. Tersinir Olmayan immobilizasyon Yéntemleri

Tersinir olmayan (geri doniisiimsiiz) immobilizasyon terimi, biyokatalizoriin destek
materyaline baglandiktan sonra, enzimin aktivitesinin veya destegin tahrip edilmeden enzimin
ayrilamayacag1 anlami tagir. Tersinir olmayan enzim immobilizasyonunun en sik kullanilan
uygulamalari, tutuklama, kovalent baglanma ve ¢apraz baglanmadir. (Brena ve dig., 2013)
2.5.1.1. Kovalent Baglanma

Kovalent bag, enzim immobilizasyonunda en sik kullanilan tersinir olmayan yontemlerdendir.

Enzimin baglanmasinda genellikle lizin (amino grubu), sistein (tiyol grubu) aspartik asit ve
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glutamik asitlerin yan zincirlerindeki fonksiyonel gruplar yoluyla gerceklesir. Kovalent bagl
enzimin aktivitesi, destek malzemenin boyutuna ve sekline, baglama yoOntemine, destek
malzemenin bilesimine baglidir. Enzimin destek materyaline kovalent olarak baglanmasinda,
enzimin baglanma yonii, kararlilig1 belirleyen bir faktordiir. Bununla beraber, yiiksek diizeyde
katalitik aktivite elde etmek icin aktif bolgeye baglanan amino asit kalintilarinin kovalent
baglanmada yer almamas1 gerekmektedir. Destekle baglanti, hareketsiz hale getirilecek olan
molekiilde bulunan aktif gruplara gore iki farkli sekilde yapilabilir. Reaktif fonksiyonel
gruplar, destege degisiklik yapilmadan eklenebilir veya destek materyali, fonksiyonel gruplar
eklemek icin modifiye edilebilir. Bu iki durumda da destek materyali {izerinde olusturulan
elektrofilik gruplar ile proteinlerin {izerindeki niikleofiller ile reaksiyona girmesi
beklenmektedir. Bu yontemlerin avantaji, enzim ve destek materyal arasinda olusan baglarin
kararlilig1 nedeniyle, enzimin kullanimi sirasinda ¢ozeltiye salinmamasidir (Brena ve dig.,
2013; Mohamad ve dig., 2015).

2.5.1.2. TutuklamaYintemi

Tutuklama yonteminde, enzim polimerik bir ag i¢inde tutulurken substrat ve {irlinler bu agdan
gecebilmektedir. Bu yontem, enzimin matrise veya membrana bagli olmamasi nedeniyle,
diger immobilizasyon yontemlerinden farklidir. Tutuklama, enzimlerin jeller veya lifler
icindeki kovalent veya kovalent olmayan baglarla hapsedilmesidir (Mohamad ve dig., 2015).
Tutuklama tekniklerinin 6nemli bir 6zelligi, enzimin aslinda higbir seye bagli olmamasidir.
Yani, kovalent veya adsorpsiyon yontemlerinde goriilen sterik problemlerin higbiri yoktur
(Robinson, 2015).

2.5.1.3. Capraz Baglama

Capraz baglama da geri doniislimsiiz bir enzim immobilizasyon yontemidir. Teknik olarak
capraz baglanmada, iki veya daha fazla fonksiyonel gruba sahip reaktifler vasitasiyla enzimler
arasinda ¢apraz baglarin olusturulmasiyla gergeklestirilir. En sik kullanilan ¢apraz baglama
reaktifi, ekonomik oldugu ve fazla miktarlarda kolayca elde edilebildigi i¢in glutaraldehidtir
(Mohamad ve dig., 2015). Bu molekiil (CHz); kisminin her iki ucunda iki aldehid grubu
icermektedir ve nétr pH degerlerinde aldehid gruplari, serbest amino gruplariyla reaksiyona
girmektedir. Dolayisiyla glutaraldehit molekiiliiniin bir ucu destege, diger ucu enzime

eklenebilmektedir (Robinson, 2015).
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2.5.2. Tersinir Immobilizasyon Yéntemleri

Tersinir sekilde immobilize edilen enzimler ilimli kosullar altinda destek materyalden
ayrilabilir. Enzim immobilizasyonu i¢in geri doniisiimlii yontemlerin kullanimi, ¢ogunlukla
ekonomik nedenlerden otiirii oldukca caziptir ancak enzimatik aktivite bozuldugunda, destek
materyalinin yenilenmesi ve taze enzim ile yeniden yiiklenmesi gerekmektedir. Enzimlerin
tersinir immobilizasyonu, kararsiz olan enzimlerin immobilizasyonunda ve biyoanalitik
sistemlerdeki uygulamalar i¢in 6zellikle 6nemlidir. (Brena ve dig., 2013)

2.5.2.1. Adsorpsiyon

Immobilizasyon yontemleri arasinda en basiti olan adsorpsiyonda, destek iizerinde enzimi
hareketsiz hale getiren baglanma kuvvetleri H-baglari, van der Waals kuvvetleri, iyonik
etkilesimler veya hidrofobik etkilesimlerdir. Bu tiir kuvvetler, kovalent baglarla
karsilastirildiginda genellikle zayiftir - drnegin, bir hidrojen bagi 20 kJ mol! iken bir kovalent
bag ise 200-500 kJ mol! enerjiye sahiptir. Bu tiir immobilizasyon prosediirlerinin
gerceklestirilmesi son derece kolaydir, adsorban ve enzimin bir silire karistirilmasiyla
hazirlanirlar. Bu yontemlerde genellikle enzimin katalitik aktivitesi korunur, ekonomik acgidan
caziptir. Adsorpsiyon yontemleri kullanildiginda verimler (yani, adsorban birimi basina baglh
enzim miktar1) genellikle dusiiktiir. Kovalent olmayan immobilizasyonda baglanmay1
saglayan kuvvetler, pH, sicaklik gibi kosullar degistirilerek kolaylikla tersine gevrilebilmekte
ve dolayistyla destek materyalinden enzimin ayrilabilmektedir. Seliiloz, Sephadex, polistiren,
kaolinit, kollajen, alimina, silika jel ve cam gibi ¢esitli adsorbanlar kullanilmaktadir (Brena
ve dig., 2013) (Robinson, 2015).

2.5.2.2. Disiilfiir Baglarinin Olusumu

Bu yontemler destek materyali ve enzim arasinda olugan kararli kovalent bagin 1limh
kosullarda ditiyotreitol gibi uygun bir madde ile kirilabilmesi nedeniyle benzersizdir. Disiilfiir
bag olusumu ile ger¢eklesen yontemlerin aktivite verimi genellikle yiiksektir. (Brena ve dig.,

2013)

2.6. URIK ASIT

Urik asit (UA) (2,6,8-trihidroksipiirin), insanlarda piirin metabolizmasinin son iiriiniidiir
(Sekil 2.6). UA, kan serumu, plazma, idrar ve tiikiiriik gibi biyolojik sivilarda bulunur.
Biyokimyasal zincirde UA olusumuna yol agan son iki reaksiyon, hipoksantin'den ksantin

olusumu ve ksantin oksidorediiktaz enzimi tarafindan katalize edilen ksantinin UA'ya
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doniisiimidiir. Cogu tiirde UA, UOx enzimi tarafindan allantoine metabolize edilir; daha

sonra allantoin, allantoata ve son olarak glioksilat ve tlire'ye doniistiiriiliir.

Adenozin

|

[nozin

|

Hipoksantin

O;_A/i ksantin oksidaz

Ksantin

0:" A(1 ksantin oksidaz

Urik asit

/ \L‘lrikaz

Atilim Allantoin

Sekil 2.6: Piirin metabolizmasi.

T H
H
HN N . 0 0 :
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)\ | >=o +0,+H,0 T )\\ =0 . H,0, + CO,
N
N H,N N
0 N H 2 H H
Urik asit Allantoin

(2.7)
Tiim bu iiriinler suda UA'dan fazla ¢oziiniir. Insanlar, transkripsiyonu yapilmayan eksik bir
gen nedeniyle UOx enziminden yoksundur. Bu nedenle insanlarda UA'nin plazma seviyeleri,
diger memelilere kiyasla daha yiiksektir (200-400 umol /L; 3,4 — 6,8 mg /dL). Yetiskinler i¢in
idrardaki konsantrasyonu 250-750 mg / L'dir. Serum UA'nin ¢ogu, bdbrek fonksiyonu
bozulmadig: siirece idrarla atilirken, diisiik sodyum tiiketimi proksimal tiibiilde UA'nin

yeniden emilimini arttirir ve bdylece serum UA konsantrasyonunu arttirir.

Urik asit pKa’s1 5,8 olan zayif asidik bir maddedir. Fizyolojik pH'da, neredeyse tim UA,

iirata iyonize olur ve tek bir negatif ylike sahiptir. UA'nin serum seviyesi, gidalarla alinan
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piirin miktarlarindaki degisikliklere baghdir. Urat suda smrh ¢dziindiigiinden, in vivo asiri

iiretim, kristalleserek birikmesine yol acabilmektedir.

Hiperiirisemi ve hiperiiremi ¢esitli hastaliklarla iligkili olabileceginden, biyolojik
numunelerde, O6zellikle serum ve idrarda UA'min belirlenmesi klinik olarak Onemlidir.
Hiperiirisemi, UA {iretiminin artmasi veya UA'nin bdbreklerden atilimmin azalmasindan
kaynaklanir. Hiperiirisemi; gut, Lesch-Nyhan sendromu ve glukoz-6-fosfat eksikligi ve
dolayisiyla hiperiirikoziiri gibi hastaliklara yol agar. Hipoiirisemi, protein sentezinin
bozulmasindan  veya renal tiibiler UA  readorpsiyonundaki  bir  kusurdan
kaynaklanabilmektedir. Anormal UA konsantrasyonlar1 ayrica hipertansiyon, pndmoni ve
kardiyovaskiiler hastaliklarla da baglantilidir. Son zamanlarda, ¢alismalar serum ve / veya
beyin omurilik sivisindaki diisik UA seviyesinin Parkinson hastaliginin bir biyobelirteci
oldugunu gostermistir (Gocenoglu Sarikaya, 2017). Ayrica, 16semi ve zatiirre gibi birkag
hastaligin da UA ile iligskili oldugu belirtilmistir. Dolayisiyla, bu hastaliklarin tanis1 ve

tedavisi i¢in rutin olarak serum / idrar {irik asit 6l¢iimii gereklidir (Chauhan ve dig., 2014).

UA insan biyolojik sivilarindaki en Onemli diisiik molekiil agirlikli antioksidanlarindan
biridir. Yapilan in vitro caligsmalar ile UA'in peroksil radikallerinin (RO2¢), hidroksil
radikallerinin (*OH) ve singlet oksijenin gii¢lii bir siipliriiciisii oldugu gosterilmistir. UA, hem
proteini / H»>O» sistemleri i¢in yiikseltgenebilir bir substrattir ve elektron vericisi olarak
hareket ederek oksidatif hasara karsi koruma saglayabilir. UA radikal siipiiriicii olmasinin
yani sira, Cu ve Fe gibi metal iyonlarini kelatlayarak serbest radikal reaksiyonlarmi katalize
edemeyen zayif reaktif formlara doniistiirebilmektedir. Yapilan ¢aligmalar UA'nin, NO'nun
siiperoksit anyonu ile etkilesiminin {iriinii olan peroksinitritin (ONOO") ayrismast sonucu
olusan radikallerin spesifik inhibitorii oldugunu gostermektedir. Peroksinitrit, hiicre hasarina
neden olan hemen hemen tiim 6nemli hiicre bilesenleri ile etkilesime girebilen giiclii bir
yiikseltgeyici maddedir. ROS ve diger yiikseltgeyici maddelerle reaksiyonun ardindan UA,
allantoin ve diger birka¢ oksidasyon firiiniine yiikseltgenebilir. Bu nedenle, UA ve/veya
allantoinin belirlenmesi, insanlarda oksidatif stres seviyesinin degerlendirilmesinde de yararl

bir aragtir. (Glantzounis ve dig., 2005).

2.7. GLUKOZ

Glukoz, alt1 tane karbon atomu ve bir aldehid grubu igceren monosakkarittir. Aldoheksoz

olarak da adlandirilir. Glukoz molekiilli, acik zincirli veya halkali formda bulunabilir. Halkali
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yapi, aldehitin C atomu ve C-5 hidroksil grubunun arasinda molekiil i¢i bir hemiasetal
olusumuyla gerceklesir. Suda her iki form dengededir ve pH 7'de siklik olan formu baskindir.
Glukoz, canli organizmalar igin birincil enerji kaynagidir. Fotosentezin ana iiriinii olarak
meyve ve sebzelerde dogal olarak bulunur. Karbonhidratlarin (sakkaroz, laktoz, nisasta) cogu
sindirim sirasinda glukoza doniistiiriiliir ve kan dolagiminda bu sekilde tasinir. Hayvanlarda
glukoz, glikojenoliz olarak bilinen bir islemle glikojenin par¢alanmasiyla meydana gelir.
Glukoz, karaciger ve bobreklerde, piriivat ve gliserol gibi karbonhidrat olmayan ara
maddelerden glukoneogenez olarak bilinen bir islemle sentezlenir (Pisoschi, 2012). Glukoz,
canli organizmalarin metabolizmasinda besin saglar ve oksidasyon reaksiyonu ile a¢iga ¢ikan

181, insan yasamu faaliyetleri i¢in 6nemli bir enerji kaynagidir.

Klinik ve mikrobiyoloji laboratuvarlari, gida endiistrisi, ekolojik yaklagimlar gibi ¢esitli
alanlarda glukoz tespiti biiylik 6nem tagimaktadir. Diyabet diinyadaki 6liim ve sakatlifa neden
olan oOnemli hastaliklardan biridir. Bu metabolik bozukluk, insiilin eksikliginden ve
hiperglisemiden kaynaklanmaktadir. Hiperglisemi, normalde yaklasik 3.9-6.2 (a¢) veya 3.9-
7.8 (yemekten 2 saat sonra) mM olan kan sekeri konsantrasyonunun daha ytiksek olmasidir.
Diyabetin neden oldugu kalp hastaligi, bobrek yetmezligi veya korliik risklerini biiyiik 6lciide
azaltabilmek i¢in kan sekerinin kantitatif izlenmesi biiyiik klinik 6neme sahiptir (Chen ve

dig., 2013).

2.8. KOLIN

Kolin, insan organizmasinda ¢ok 6nemli islevi olan bir amino alkoldiir (Langer ve dig. 2004).
Genellikle "vitamin benzeri" olarak siniflandirilan, suda ¢éziinen énemli bir mikro besindir.
Insan viicudunda kolin, asetilkolin ndrotransmiterinin (AcCho) dnciisiidiir ve diyetteki metil
gruplarinin ana kaynagidir; bunlar cesitli hiicresel metilasyon reaksiyonlari i¢in énemlidir.
Kolin, hiicre zarlar1 iginde fosfatidilkolin (PtdCho) gibi fosfolipidlerin sentezi i¢in de
onemlidir. Folatta oldugu gibi, kolin de fetal gelisim sirasinda noral tlip gelisimini etkilemede
kritik bir rol oynar ve ayrica beyin yapisini ve yasam boyu islevi etkileyen kok hiicre
proliferasyonu ve apoptozunu etkiler. Kolin eksikligi karaciger yaglanmasi ve hemorajik
bobrek nekrozuna neden olabilir ve karacigerde artan serbest radikal aktivitesine yol acarak
karsinogeneze yol acgabilir. Ek olarak, ¢alismalar uzun siireli kolin eksikligininin karaciger,
bobrek, pankreas, hafiza ve biiylime bozukluklarina neden oldugunu gostermistir. Kolin insan

viicudunda sentezlenir, ancak dogru islevi slirdiirmek i¢in diyet takviyesi gereklidir. Yeterli
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kolin alim1 bebeklerde 125 mg / giin ile 14 yas Ustii erkeklerde ve emziren kadinlarda 550 mg
/ giin arasinda degigmektedir. Besin alimimin tek bir kaynakla sinirlt oldugu bebekler igin,
kolin takviyesi kritik 6neme sahip olabilir. Anne siitiiyle beslenen c¢ocuklar i¢in kolin,
bliylimeye ve beyin gelisimine destek olmak i¢in anne kanindan siite tasinir. Mama ile
beslenen ¢ocuklarda bu alimi eslestirmek icin kolin, bir¢ok bebek mamasinda gerekli bir katki
maddesidir. Yenidoganlarin gelisimi ve genel sagligi olduk¢a 6nemli oldugundan, gidalarda
ve gida tirlinlerinde kolin tayini i¢in dogru analitik yontemler gereklidir. Yetigkinler i¢in bile
kolin alimi kisiden kisiye iki kat farklilik gosterebilir. Kolin, serbest kolin olarak cesitli
gidalarda bulunur, ancak ayni zamanda fosfokolin (PCho), PtdCho, gliserofosfokolin
(GPCho) ve sfingomiyelin (SM) gibi esterlestirilmis formlarda da bulunur. Cesitli kolin
formlar1 Sekil 2.7'de verilmistir. Yiiksek diizeyde kolin igeren yiyecekler arasinda et
(karaciger), siit iriinleri, balik, yumurta, tam tahillar, bugday tohumu, yer fistig1, soya

fasulyesi ve Briiksel lahanasi gibi sebzeler bulunmaktadir (Phillips, 2012).
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Sekil 2.7: Kolin ve kolinle ilgili bilesiklerin kimyasal yapilar.
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2.9. CUPRAC (BAKIR(II) iYONU INDIRGEYIiCi ANTIOKSIDAN KAPASITE)
YONTEMI

CUPRAC yonteminde, kromojenik yiikseltgeyici reaktif olarak bis(neokuproin)

bakir(IDklortir [Cu (I) -Nc] kullanilmaktadir. Reaksiyonda, polifenollerin reaktif Ar-OH

gruplar karsilik gelen kinonlarma yiikseltgenir ve Cu (II) -Nc kelati, 450 nm'de maksimum

absorpsiyona sahip Cu (I) -Nc kelatina indirgenir.

CUPRAC ilk olarak 2004 yilinda Apak ve dig. tarafindan gidalarda bulunan polifenoller, C ve
E vitamininin toplam antioksidan kapasitesinin (TAC) belirlenmesinde kullanilmistir (Apak
ve dig, 2004). Daha sonra insan serumunda TAC belirlenmesi (Apak ve dig., 2005), hem
lipofilik hem de hidrofilik antioksidanlarin ayn1 anda tayin edilmesi (Ozyiirek ve dig., 2008),
H>0, radikal siipiiriicii maddelerin tayinini gerceklestirmek (Bektasoglu, 2006) gibi ¢esitli
amaclarla modifiye edilmistir. Ana ydntem, antioksidanlarin CUPRAC reaktifi, bis
(neocuproine) bakir (II) katyonu ile redoks reaksiyonu sonucunda olusan CUPRAC
kromoforu, Cu (I) neocuproin (Nc) kelatinin 450 nm'de maksimum absorpsiyon yaptigi
dalgaboyundaki absorbansmnin 6l¢iimiine dayanir. CUPRAC yonteminin kromojenik
yiikseltgeyici reaktifi, Cu (II)-Ne, asagidaki denkleme gore antioksidanlar (AOX) ile

reaksiyona girer.

n Cu (Nc),*" + n-elektron indirgeyici (AOX) «——n Cu (Nc)," + n-elektron yiikseltgenmis iiriin + n H'

(2.8)

CUPRAC oksidasyonu sonucunda, reaktif fenolik Ar-OH gruplar karsilik gelen kinonlarina
(Ar = O), askorbik asit dehidroaskorbik aside ve tiyoller (RSH) karsilik gelen distilfiirlerine
(RSSR) yiikseltgenir, Cu (IT) -Nc ise yogun renkli sar1 turuncu Cu (N¢)2" kelatina indirgenir.
Gergek oksidanin Cu?* degil Cu (Nc¢),?" tiirii oldugu unutulmamalidir, ¢iinkii Cu (II/I) -Nc'nin
standart rediiksiyon potansiyeli (0,6 V), komplekssiz halinden ¢ok daha yiiksektir (Cu?" / Cu*
cifti (0,17 V). Gida ve biyolojik 6rneklerdeki antioksidanlar, Cu (II / I)-Nc¢ redoks ¢iftininkine
cok yakin olan 0,2-0,6V araliginda redoks potansiyeline sahiptir (Apak, 2017).

2.10. LITERATURDE YER ALAN CALISMALAR

Chauhan ve dig. (2014)’nin ger¢eklestirdigi ¢alismada {irikaz nanopartikiiller hazirlanarak

bunlar Au elektroda immobilize edilmistir. Bunun i¢in hazirlanan UOx nanopartikiiller
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icerisine Once ¢apraz baglayici olarak GLA ilave edilmis ardinda sisteamin ilavesiyle —SH
fonksiyonalize enzim nanopartikiiller elde edilerek Au elektrot yiizeyine modifiye edilmistir.
Enzim elektrodu ile birlikte referans elektrot olarak Ag/AgCl’iin ve yardimci elektrot olarak
Pilatin elektrodun kullanildig1 amperometrik bir iirik asit biyosensorii gelistirilmistir. Enzim
elektrodunun karakterizasyonu, taramali elektron mikroskopisi, FTIR ve EIS ile yapilmstir.
Urik asit i¢in 0,005 ila 0,8 mM arasinda dogrusal calisma aralig1 belirlenmistir. Gelistirilen

biyosensdrle serum ve idrar 6rneginde UA tayini yapilmistir.

Wang ve dig. (2018) tarafindan ultra kiiciik CuS nanopartikiillerinin (NP'lerin) H>O»
varliginda 653 nm'de giiclii absorpsiyona sahip mavi yiikseltgenmis TMB (oxTMB) veren
3,3',5,5-tetrametilbenzidin (TMB) substratina karsi peroksidaz benzeri aktiviteye sahip
olduklar gosterilmistir. H>O,, UA ve UOx arasindaki enzimatik reaksiyonla tiretilerek CuS
NP'lerin peroksidaz benzeri aktivitesiyle mavi oxTMB vermesinden yararlanilmistir.
Gelistirilen yontemde 1,0x10°% M ila 1,0 x 10 M lineer aralik ve 1,0 x 107 M dedeksiyon
limiti ile UA tayini i¢in duyarli kolorimetrik bir yontem saglanmistir. Ayrica, onerilen yontem
insan serum Orneklerinde UA'nin belirlenmesine basariyla uygulanmistir ve klinik yonteme

benzer sonuglar elde edilmistir.

Peroksidaz taklitleri olarak BSA stabilize Au nanokiimeleri (Au NC'ler) kullanilarak iirik
asidin enzimatik spektrofotometrik analizi gergeklestirilmistir. Urik asit tarafindan iiretilen
H>O»'yi saptamak i¢in yaygin olarak kullanilan dogal enzim HRP ile karsilastirildiginda,
peroksidaz mimetikleri olarak BSA stabilize Au NC'lerin hazirlanmasi kolay, diisiik maliyetli
ve stabil oldugu belirtilmistir. Kinetik analizle, BSA-stabilize Au NC'lerin HRP'den daha
yiiksek aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. Optimum kosullar altinda iirik asit i¢in tayin
sinirt 3,6x 1077 M olarak bulunmustur. Insan serumunda iirik asit analizi i¢in gelistirilen

yontemin uygulanabilir oldugu goériilmiistiir (Zhao ve dig, 2012).

UA tayini igin, iirik asidin enzimatik reaksiyonundan iiretilen H,O> ile ligand kapli CdTe
nanopartikiillerinin floresans soniimiine dayanan enzimatik optik bir yontem gelistirilmistir.
Farkli ligandlarla (glutatyon, 3-merkaptopropiyonik asit ve tiyogliserol) kaplanan CdTe
nanopartikiilleri ve H>O, arasindaki etkilesimler arastirilmistir. GSH kaphi CdTe
nanopartikiillerinin H>O2 varliginda floresans soniimii gostermistir. UA, UOx ve H2O2'nin
CdTe nanoparcaciklarinin floresan yogunlugu tiizerindeki etkileri arastirilmistir. Optimize

edilmis deney kosullar1 altinda tirik asidin tayin simirinin 0,10 uM ve dogrusal araligin 0,22-6
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UM oldugu bulunmustur. Bu sonuglar, CdTe nanopargaciklarinin iirik asit tayini i¢in floresan
prob olarak kullanilabilecegini gdstermistir. Gelistirilen prob ile idrar 6rneklerinde UA %86

ila %93 geri kazanim ile tayin edilmistir (Jin ve dig., 2016).

Amperometrik bir UA biyosensorii, tirikazin karbodiimid bagiyla Au elektrodu tizerinde
biriktirilen altin nanopartikiiller (AuNP) /cok duvarli karbon nanotiip iizerine immobilize
edilmesiyle iiretilmistir. UA tayini, enzimatik olarak {iretilen H2O2'nin 0,4 V'de oksidasyonu
ile gerceklestirilmistir. Sensor, pH 7,5 (50 mM) Tris-HCI tamponunda 40° C'de 7 saniye
icinde optimal tepki goOstermistir. Biyosensoriin lineer ¢alisma araligi 0,01-0,8 mM, LOD
degeri 0,01 mM olarak bulunmustur. Sensdr, saglikli ve gut hastalifi olan kisilerin
serumundaki UA diizeylerini 6lgmek i¢in kullanilmigtir. 10 ve 20 mgL™!' standart katki
yapildiginda UA’in analitik geri kazanimlar1 sirasiyla %98,0 ve %96,5 olarak bulunmustur.
Serum {irik asit degerlerinde standart enzimatik kolorimetrik yontem ile mevcut yontem
arasinda r = 0,998 ile iyi bir korelasyon elde edilmistir. Sensér, 200'den fazla deneyde

kullanilmis ve 4 © C'de 120 giin saklanabilmistir (Chauhan ve Pundir, 2011).

Wei ve Wang (2008) Fe3s04 MNP'lerin peroksidaz benzeri aktivitesinden yararlanarak glukoz
tayini i¢in bir yontem gelistirmislerdir. Bunun i¢in FesO4 MNP'ler birlikte ¢oktiirme yontemi
ile hazirlanarak H>O»'nin kolorimetrik tayini i¢in, peroksidaz substrati olan ABTS nin, H,O»
ile renkli {iriine oksidasyonunu katalizlemek i¢in kullanilmistir. Gelistirilen yontemle 3 x 10°¢
mol / L dedeksiyon limiti ve 5x10¢ila 1 x 10 mol / L arasinda dogrusal aralik ile H,O, tayin
edilebilmistir. Ayn1 sekilde GOx ve hazirlanan Fe;O4 MNP'ler kullanilarak glukoz tayini i¢in
bir yontem gelistirildigi bildirilmistir (Wei ve Wang, 2008).

Su ve dig. (2012) tarafindan gelistirilen yontemde, ZnFe>O4 MNP’ lerinin peroksidaz benzeri
aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir. ZnFe2O4 MNP'leri, peroksidaz nanomimetikleri ve
HRP'ye gore yiiksek katalitik verimlilik, iyi stabilite ve hizli ayirma gibi cesitli avantajlar
sergilemektedir. ZnFe;O4 MNP'leri idrar glukozunun saptanmasi i¢in kolorimetrik bir
biyosensor olarak kullanilmistir. GOx ve ZnFe.O4 MNP'leri kullanarak glukoz tayini i¢in
basit, ucuz, hassas ve segici bir yontem gelistirilmistir. 1,25 x 1076 ila 1,875 x 10~ mol L™!
lineer aralik ve 3,0x 1077 mol L™! dedeksiyon limiti ile glukoz tayini gergeklestirilmistir.
TMB’in oksidasyonuna bagli olarak ¢iplak gozle gézlemlenebilen renk degisimi, idrar glukoz

seviyesinin algilanmasi i¢in kullanilmistir (Su ve dig., 2012).
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Rossi ve dig. (2004) tarafindan yapilan c¢alismada 20 nm c¢apinda manyetit (Fe3Oa)
nanoparcaciklar hazirlanarak amino gruplartyla fonksiyonellestirildikten sonra glukoz oksidaz
enziminin yiizeye kovalent konjiigasyonu saglanmistir. Manyetik nanopargacik yiizeyinin
amino gruplarla islevsellestirilmesi, fiziksel adsorpsiyonla ger¢eklestirilen immobilizasyon
prosediirlerine kiyasla immobilize enzimin miktarini ve aktivitesini biiyiik Ol¢lide arttirmistir.
GOx kapli manyetik nanoparcaciklarin enzimatik aktivitesi, rutenyum fenantrolin floresan
kompleksi kullanilarak glukozun enzimatik oksidasyonu sirasinda oksijen tiikketiminin
izlenmesiyle incelenmistir. Glukoz oksidaz kapli manyetit nanopartikiiller ile, 1 ila 20 mmol
L! glukoz igeren ¢ozeltilerde glikoz sensorleri olarak islev gorebilecegi belirtilmistir. Glukoz
oksidazin nanopartikiiller {izerinde immobilizasyonunun enzim stabilitesini arttirdigi, 4 °C'de
saklandiginda nanopartikiil silispansiyonlarinin biyoaktivitelerini 3 aya kadar korudugu

gorilmiistiir.

Langer ve dig. (2004) tarafindan bir kolin sensorii olusturmak i¢cin ChOx, kontrolli bir
gozeneklilige ve mikrometre veya nanometre kalinligina sahip nanoyapili polianilin
katmanlar1 igerisine immobilize edilmistir (polianilin-kolin oksidaz(PChO) biyosensorii).
Belirli kalinlikta polianilin filmleri hazirlamak ve enzim molekiillerini immobilize etmek i¢in
elektrokimyasal yontemlerden yararlanilmistir. PChO sensoriiniin elektriksel tepkisi kolin
konsantrasyonuna baglhdir ve hassasiyeti amperometrik modda 5 1A / mM ve potansiyometrik
Ol¢iim modunda 10 mV / mM degerine ulagmistir. Sabit +0,4 V potansiyelde Olciilen akim,
kolin konsantrasyonuna karsi dogrusaldir. Gelistirilen sensorde askorbik asit ile hicbir
etkilesim bulunmamistir. incelenen sensérlerin, bir aylik saklamadan sonra da elektriksel

tepkilerini degistirmedigi bildirilmistir.

Panfili ve dig. (2000) tarafindan mikrodalga hidroliz prosediirii bir Oz / kolin oksidaz esash
elektrokimyasal biyosensor ile birlestirilerek, gidalardaki kolinin tayini i¢in hizli bir prosediir
gelistirilmistir. Mikrodalga hidrolizi i¢in zaman ve sicaklik degistirilerek en iyi kosullar
belirlenmistir. Sonuglar, 70°C'de hidroliz ve ardindan enzimatik kolorimetrik test ile
olusturulan geleneksel yontemle bulunanlarla karsilastirilmistir. Biyosensor yontemiyle elde
edilen veriler, enzimatik kolorimetrik test (R? =0,998) ile iyi bir korelasyon gostermistir.
Mikrodalga ve geleneksel hidroliz hem kolorimetrik hem de biyosensér prosediirleri ile
%6'nin altinda goreceli bir hata ile iyi bir korelasyon saglamistir. Yontemin analiz siiresini
onemli Ol¢iide azaltarak cesitli gida maddeleri i¢in kullanilacak kadar hassas ve secici oldugu

bildirilmigtir.
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Nikzad ve Karami (2018) tarafindan kolin tayini icin DNAzim-kolin oksidaz baglanmasina
dayali, basit ve hassas bir kolorimetrik biyosensor gelistirilmistir. Bu yontemde, ilk olarak
kolin oksidaz ile, kolinden oksijen varlifinda H>O» ve betain olusturularak, ardindan DNAzim
renksiz ABTS'yi yesil ABTS" radikallerine doniistirmektedir. Bu biyosensoriin dogrusal
aralig1 ve tespit sinir1 0,1 — 25 pM ve 22 nM olarak bulunmustur. Gelistirilen biyosensor ile
tatmin edici segicilik ve tekrarlanabilirlik elde edilmistir. %96,9 — 103,7'lik geri kazanim
degerleri elde edilmistir. Basitlik, diisiikk maliyet, ¢iplak goz, yiiksek hassasiyet ve kesinlik, bu

biyosensoriin faydalari olarak belirtilmistir.

Zhang ve dig. (2011) Fe3;O4 manyetik nanopartikiilleri ve kolin oksidazla modifiye edilmis
altin elektrot kullanarak hassas bir kolin biyosensorii gelistirmistir. Kolin biyosensoriinde
peroksidaz benzeri olarak kullanilan Fe3sO4 manyetik nanopartikiiller, yalnizca yanit sinyalinin
hassasiyetini iyilestirmekle kalmayip, ayni zamanda kararlilik, manyetik ayirma ve kolay
hazirlama gibi olumlu Ozellikler de saglamistir. Tespit sinyalleri olarak kare dalga
voltametrisinin indirgenme akimlar1 kullanildiginda, AA ve UA’in girisimi etkili bir sekilde
azaltilabilmistir. Kare dalga voltametrisinin indirgenme akimlari, kolin kloriir
konsantrasyonunun logaritma degerleri ile artmistir (10°'dan 102 M'a), dedeksiyon limiti
0,InM (S /N =3) bulunmustur. Kolin biyosensoriiniin kolin kloriiriin belirlenmesinde uygun

secicilik ve stabilite sergiledigi belirtilmistir.
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3. YONTEM

3.1. KULLANILAN KiMYASALLAR VE CIHAZLAR

Urik asit, bakir (II) kloriir dihidrat, glutardialdehit (% 25), tri-sodyum sitrat 5,5-hidrat,
demir(IIl) kloriir hekzahidrat, demir(II) siilfat heptahidrat, etanol, disodyum hidrojen fosfat
dihidrat, sodyum fosfat monobazik dihidrat, (+)-katesin hidrat, bilirubin, kafeik asit, fetal
bovine serum, kuersetin, katalaz (2000-5000 unite/mg), iirikaz (250UN), glisin, neokuproin
hidrokloriir hidrat, trizma®baz, (3-aminopropil)trietoksisilan (APTS), sulu amonyak, N-
asetil-L-sistein, tetraetil ortosilikat (TEOS), iire, gallik asit monohidrat, indirgenmis glutatyon
(L-glutatyon), trans-ferulik asit, (R)-(+)-6-hydroxy-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik
asit, L-sistein, glukoz, glukoz oksidaz, kolin kloriir, kolin oksidaz, 4-aminoantipirin, fenol,

horse radish peroxidase (HRP)

Spektrofotometrik Ol¢limler i¢in Varian Carry 100 UV-visible spektrofotometresi, HPLC
tayinleri i¢in ZORBAX eclipse C-18(250 x 4,6 mm, 5 um) ters faz kolon, Waters 1525 binary
HPLC pompa, In-Line degazer ve Waters 2998 PDA dedektdriinden olusan HPLC cihazi
kullanildz.

Sentezlenen nanopargaciklarin karakterizasyonu, Taramali transmisyon elektron mikroskobu
(STEM)-enerji dagilimli X-151m1 spektrometrisi (EDS) analizi (Thermo Scientific Quattro
FEG SEM, ABD), Fourier doniisiimii kizilotesi spektroskopisi (FTIR) (Agilent Carry 630
FTIR-ATR, ABD) ve X-1s11 fotoelektron spektroskopisi (XPS), tek renkli bir Al Ka X-151n1
kaynag1 (hv = 14,686.6 eV) kullanan bir K-Alfa spektrometresi (Thermo Fisher, ABD)
kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.2. COZELTILERININ HAZIRLANMASI

CuClL.2H>O g¢ozeltisi, 1,0x102 M olacak sekilde uygun miktarda tartilarak destile su ile

hazirland1.
Neokuproin’in 7,5x1073 M’lik ¢6zeltisi etanolle hazirlandi.

pH 7,0 iire tamponu: 0,086M Tris (hidroksimetil)aminometan, 4 mM trisodyum sitrat ve 0,09
M Glisinden olusan karisim 8,0 M f{ire icerisinde ¢oziildii ve HCl ile pH’1 7,0’a ayarlandi.
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1,0 M pH 7,0 NH4Ac tamponu: 19,27 g tartilarak destile suda ¢oziildii ve hacmi 250 mL’ye

tamamlanda.

Urik Asit: Stok ¢dzeltisi 5,0x1073 M olacak sekilde 0,0210 g tartilip 0,2 mL 1,0 M NaOH ve
destile su ile ¢oziildiikten sonra 25 mL’ye destile su ile tamamlandi. Denemelerde 5,0x10~*

M’a seyreltilerek kullanildi.

Katalaz: 2000-5000 U/mg katalazdan 1mg/mL olacak sekilde tartilip 0,1 M pH 7,0 fosfat
tamponu (PBS) ile ¢oziildiikten sonra pH 7,0 fosfat tamponuyla 1:10 seyreltildi.

CAT, QR, TR, FA, CFA, GA’in 1,0x1072 M’lik stok ¢ozeltileri etanol ile hazirlandi ve

caligilan konsantrasyonlara etanol ile seyreltilerek kullanildi.

1,0x102 M 25 mL CYS ¢ozeltisi hazirlamak i¢in uygun miktarda tartilarak 0,5 mL 1M HCI
ile ¢oziildii ve destile suyla hacmi 25 mL’ye tamamlandi. 1,0x102 M’lik AA, GSH, NAC
¢Ozeltileri destile su ile hazirlandi. 1,0x1073 M Bilirubin ¢ozeltisi 0,5 mL 1M NaOH igerisinde
¢oziiliip 25 mL’ye destile su ile tamamlanarak hazirlandi. CYS, GSH, NAC, AA, Bilirubin

cozeltileri uygun konsantrasyonlara su ile seyreltilerek kullanildi.

Kolin kloriir: 1,0x1072 M’lik stok ¢ozeltisi igin 0,0140 g tartilip destile su ile ¢oziildii ve 10

mL’ye tamamlandi. Buradan destile suyla seyreltilerek kullanildi.

0,1 M pH 8,5 ve pH 7,0 PBS hazirlamak i¢in 0,1 M NaH;PO4 ve Na,HPOj4 ¢ozeltilerinden

uygun miktarlar karistirildi.

3.3. Fe;0:sMANYETIK NANOPARTIKULLERIN HAZIRLANMASI

Fe304 manyetik MNP’ler FeSO4.7H20 ve FeCl3.6H>O tuzlar kullanilarak birlikte ¢oktiirme
yontemiyle sentezlenmistir. Bunun i¢in 3,34 g FeS04.7H>0 ve 4,86 g FeCl3.6H,0 40 mL su
icerisinde karistirildi ve 80°C’ye 1sitildi. Ardindan azot akimi altinda, karistirarak 12 mL
derisik amonyak cozeltisi hizla ilave edildi. Karistirma islemine 2 saat bu sekilde devam
edildi. Miknatis yardimiyla Fe;O4 manyetik nanopartikiiller (MNP) toplanarak sulu kisim
dekante edildi. Ardindan destile su ile notrallesinceye kadar yikandi. Son olarak etanol ile de

yikandiktan sonra 60°C’de kurutuldu (Chang vd., 2009)
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3.4. Fe304/Si02/ APTS/ GLA HAZIRLANMASI

Elde edilen Fe304 MNP’lerin yiizeyi Stober metodu kullanilarak silanol gruplariyla kaplandi
(Stober vd, 1968). Bunun i¢in 0,2 g Fe3O4, 20 mL su, 100 mL etanol,1 mL derisik sulu NH3
cozeltisi ve 0,2 mL tetraetil ortosilikat (TEOS) ile 6 saat oda sicakliginda karistirildi. Birkag
kez suyla ve etanol ile yikanip 70°C’de kurutuldu. Bu asamada Fe3O4 NP'lerin yiizeyindeki
ferrik hidroksitler, hidrolize TEOS'un OH gruplariyla eter baglar1 yapmaktadir. Hazirlanan
Fe304/S102’nin 0,5 g’1 lizerine 50 mL etanol ilave edildi. 1 saat ultrasonik banyoda disperse
edildikten sonra fiizerine 4,2 g 3-(aminopropil)trietoksisilan (APTS) ilave edilip oda
sicakliginda 20 saat karistirildi. Suyla birkag kez yikandiktan sonra 70°C’de kurutuldu
(Mirzabe ve Keshtkar, 2015).

Hazirlanan Fe304/Si02/APTS’yi aktive etmek i¢in 0,1 g Fe304/SiO2/APTS fizerine 200 pL
glutaraldehit (GLA) ve 4,8 mL pH 7,0 PBS ilave edilip 1,5 saat karistirildi. Nanopartikiiller
miknatisla toplanip birkag kez suyla yikandi.

i—O,

O > -OH _— ~OZSIN_~NH,
i-OH 1-0
0 S
0, o-so Fe,0,/Si0, '\/\"“2 Fe,0,/SIO/APTS
VO

TEOS APTS ) o
A~

GLA

-0,
i—O, NH. AS
AY 2 -O-Sl —c "N c=0
-O;Sl_\/\N—C/\/\ﬁ—N-‘ (P o7 TNSTN=G 5=
i-0'

Fe,O,/SiO,/APTS/GLA/ Enzim Fe,O,/SiO,/APTS/GLA
(Fe,O,@Enzim)

Sekil 3.1: Enzim immobilizasyon agamalarinin sematik gdsterimi.

Ug farkl1 oksidaz enzimi, yani glukoz oksidaz (GOx), kolin oksidaz (ChOx) ve iirikaz (UOX),
modifiye edilmis MNP'ler {izerine ayr1 ayri immobilize edildi. Bu amagla, 0,1 M pH 8,5 fosfat
tampon ¢ozeltisinde hazirlanmis 0,4 mg mL™! UOx, 0,1 M pH 7,0 PBS'de hazirlanmis 2,0 mg
mL! GOx, 0,2 M pH 6,0 asetik asit/sodyum asetat tampon ¢ozeltisinde (ABS) hazirlanmis 0,4
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mg mL"' ChOx enzim ¢ozeltilerinden 5,0’ar mL alinarak 0,1 g Fe3;O4/SiO»/APTS/GLA
iizerine ayr1 ayri ilave edildi. Enzimlerin immobbilizasyonunu saglamak i¢cin GOx+MNP'ler
ve ChOx+MNP'ler oda sicakliginda 30 dakika rotator yardimiyla karigtirildi. UOx igin
MNP'ler ve enzim ¢ozeltisi 4 °C'de 5 saat tutuldu. Enzim tutturulmus MNP'ler (Fe;O4@UOx,
Fes0s@ GOx ve Fe3Os@ChOx'lar) belirtilen tampon ¢ozeltisi ve distile suyla birka¢ kez
yikand1 ve son olarak ilgili substratin (UA,Glukoz ve Ch) belirlenmesinde kullanilmak tizere

5,0 mL destile suda disperse edildi.

3.5. SENTEZLENEN MNPLERIN KARAKTERIZASYONU

Sentezlenen Fe304, Fe;04/Si02 ve Fe304/Si02/APTS nin karakterizasyonu i¢in ATR-FTIR,
taramal1 elektron mikroskobu (SEM) ve XPS kullanild:.

3.6. UOXx’IN iIMMOBILIZASYONU VE UA TAYIiNi

3.6.1. CUPRAC Yonteminin Uygulanisi

0,5 mL pH 8,5 fosfat tamponu, 100 uL. EtOH, x mL UA, (0,9-x) mL su, 50 pL (0,Img/mL)
katalaz ve 50 pL Fe;04@UOx ilave edilip 37°C’de 15 dk inkiibe edildi. Daha sonra UOx
immobilize MNP’ler miknatis yardimiyla uzaklastirildi. Inkiibasyon ¢ozeltisi 1,0 mL CuCl,,

1,0 mL Nc, 1,0 mL pH 7 iire tamponu igerisine koyuldu. 30 dk sonra 450 nm’de absorbanslari

okundu.

3.6.2. UOx immobilizasyon Kosullarinin Belirlenmesi

3.6.2.1. UOx’in Optimum immobilizasyon pH inin Belirlenmesi

UOx enziminin manyetik nanopartikiil lizerine immobilizasyonunda pH’1n etkisini incelemek
icin 0,2 M pH 4,0 — 5,0 ABS, pH 6,0 — 7,0 — 8,5 PBS ve pH 10,0 NH; /NH4Cl tamponu
kullanildz.

Hazirlanan 0,025 g Fe304/Si02/APTS/GLA {izerine farkli tampon ¢ozeltilerden 1,25’er mL
koyulup 0,5 mg iirikaz ilave edilerek gece boyunca 4°C’de bekletildi. Birkag kez su ve pH 8,5
fosfat tamponu ile yikandiktan sonra 1,25 mL su ile disperse edildi. 0,6 mL 5,0x10* M UA
kullanilarak CUPRAC yo6ntemi boliim 3.6.1°de anlatildig1 sekilde uygulandi.
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3.6.2.2. Immobilize Edilen UOx Miktarinin Optimizasyonu
0,025 g Fe304/Si02/APTS/GLA iizerine 1mg/mL’lik UOx’dan 0,05- 0,1- 0,3- 0,5 ve 0,8 mL

koyulup pH 8,5 fosfat tamponu ile hacmi 1,25 mL’ye tamamlandi. Gece boyu 4°C’de
bekletildikten sonra UOx immobilize MNP’ler miknatis yardimiyla toplanip iist kisim ayr1 bir
yere alindi. FesO4@UOx birkag kez suyla ve pH 8,5 fosfat tamponu ile yikandi. 1,25 mL su
ile disperse edilip 0,6 mL 5,0x10* M UA kullanilarak CUPRAC yontemiyle optimum UOx
miktar1 belirlendi.

3.6.2.3. UOx Immobilizasyon Siiresinin Optimizasyonu

0,025 g Fe304/Si02/APTS/GLA iizerine 0,5 mg UOx ve 1,25 mL pH 8,5 fosfat tamponu ilave
edilip 0 ila 16 saat arasi farkli siirelerde 4°C’de inkiibe edildi. Daha sonra pH 8,5 fosfat
tamponu ile yikanip 1,25 mL destile su ile disperse edildi. 0,6 mL 5,0x10* M UA ilavesiyle
boliim 3.6.1°de anlatilan sekliyle CUPRAC ydntemi uygulandi ve optimum immobilizasyon

suresi belirlendi.

3.6.3. UA’in Fes04@UOx ile Reaksiyon Kosullarinin Optimizasyonu

3.6.3.1. Optimum pH’in Belirlenmesi
Optimum pH’in belirlenmesi amaciyla pH 4,0 — 9,0 arasinda bir dizi deneme yapildi. Bu

amagla pH 4,0 — 5,0; 0,2 M asetik asit/sodyum asetat tamponu, pH 6,0 — 7,0 ve 8,5; fosfat
tamponu kullanilarak elde edildi. pH 9,0 i¢in ise NH3/NH4Cl tamponu kullanildi. Denemeler
asagida anlatilan sekilde gergeklestirildi.

0,5 mL tampon + 0,6 mL 5x10% M UA + 0,4 mL su + 50 pL Fe304@UOx ve 50 pL
(0,Img/mL) katalaz enzimi belirtilen sira ile karigtirildi ve 37°C’de 15 dk inkiibe edildikten
sonra UOx immobilize MNPler miknatis yardimiyla uzaklastirildi. Kalan kismin tamami 1,0

mL CuCl, + 1,0 mL Nc + 1,0 mL pH7 iire tamponu igerisine aktarildi. Reaksiyon karigiminin

absorbansi 30 dk sonra 450 nm’de okundu.

3.6.3.2. Optimum Siirenin Belirlenmesi
pH 8,5 fosfat tamponlu ortamda 0,6 mL 5,0x10* M UA iizerine 50 uL Fe;04@UOx ve 50 uL

katalaz enzimi ilave edilerek 0-30 dk arasi farkli inkiibasyon siirelerinde 37°C su banyosunda
bekletildi. MNP’ler miknatis yardimiyla uzaklastirildiktan sonra CUPRAC yontemi uygulandi

ve 30 dk sonra 450 nm’de absorbanslar1 okundu.

3.6.3.3. Optimum Fe;0,@UOx Miktarinin Belirlenmesi
0,5 mL pH 8,5 fosfat tamponu, 0,6 mL 5,0x10% M UA, 0,3 mL su, 100 pL EtOH ve 50 uL

katalaz iizerine 10-60 pL arasi farkli miktarlarda Fe3;O4@UOx ilave edilip 37°C’de 15 dk
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inkiibe edildikten sonra MNP’ler uzaklastirildi. Inkiibasyon ¢ozeltisi CUPRAC reaktifi
cozeltisi icerisine koyuldu ve 30 dk sonra absorbanslar1 okundu.

3.6.3.4. Optimum Katalaz Miktarinin Belirlenmesi

UA ile UOx arasindaki reaksiyon sonucu a¢iga ¢ikan H»O, CUPRAC reaktif oldugundan
ortama katalaz ilave edilerek H>O2’in par¢alanmasi saglanmistir. Optimum katalaz miktarini
belirlemek amaciyla 0,5 mL pH 8,5 fosfat tamponu, 0,6 mL 5,0x10* M UA, 0,3 mL su, 100
uL EtOH ve 10-60 pL farkli miktarlarda 0,1 mg/mL katalaz {izerine 50 uL Fe304@UOx ilave
edilip 37°C’de 15 dk inkiibe edilerek MNP’ler uzaklastirildiktan sonra CUPRAC yodntemi
uygulandi.

3.6.4. UA Kalibrasyonu

5,0x10* M standart UA ¢6zeltisinden 50 pL ila 0,6 mL arasi degisen farkli hacimler alinarak
immobilize UOx ilave edilmeden ve immobilize UOx ile muamele edilerek yontem boliim

3.6.1°de anlatildig1 sekilde uyguland.

3.6.5. Serbest ve Immobilize Enzim Kinetiginin incelenmesi

Serbest haldeki ve immobilize haldeki enzimlerin Ky ve Vmax degerlerini belirlemek i¢in
3,33x10 — 1,67x10* M arasinda degisen substrat konsantrasyonlar1 (UA) ve 20 uL (0,4
mg/mL) serbest ve immobilize haldeki UOx enzimi kullanilarak 5. dakika sonundaki 290

nm’deki UA absorbansindaki azalma incelendi.

3.6.6. Antioksidan Karisimlarinda UA Tayini

5,0x10% M UA ile 1,0x10° M CFA, QR, GA, CAT, FA, NAC, CYS, GSH; 1,0x102 M
TR’un farkli konsantrasyonlarini igeren karisimlar hazirlandiktan sonra ilk olarak dogrudan
CUPRAC yontemi uygulandi. Ardindan olusturulan bu karigimlar asagida anlatilan sekilde
immobilize haldeki UOx ile karistirildiktan sonra CUPRAC ydntemi uygulandi ve elde edilen

iki absorbans arasindaki farktan UA konsantrasyonu bulundu.

0,5 mL pH 8,5 fosfat tamponu + x mL (UA ve/veya tiyol iceren AOX) + (0,9-x) mL su +y
mL fenolik AOx + (100 —y) uL EtOH + 50 pL katalaz + 50 pL Fe;04@UOx ilave edilip
37°C’de 15 dk inkiibe edildikten sonra UOX immobilize MNPler miknatis yardimiyla

uzaklastirildi. Inkiibasyon ¢ézeltisi ImL CuCl, + ImL Nc + ImL pH 7 iire tamponu igerisine

koyuldu. 30 dk sonra 450 nm’de absorbanslar1 okundu.



33

3.6.7. HPLC Yontemi ile UA Tayini

HPLC ile UA tayininde George ve dig. (2006) tarafindan gelistirilen yontem modifiye
edilerek kullanilmistir. C18 kolonu ile gerceklestirilen ters faz HPLC’de mobil faz olarak pH
4,7 10 mM KH>POy kullanilmistir. Enjeksiyon hacmi 20 uL dir. 0,8 mL dk! akis hiziyla 15
dakikalik izokratik eliisyon siiresince kolon sicakligi 25 °C'de sabit tutuldu. Analizler 200-800
nm dalgaboyu araliginda PDA dedektorii kullanilarak gergeklestirildi ve dedeksiyon
dalgaboyu olarak 280 nm kullanildi.

3.6.8. Ornek Uygulamasi ve HPLC Yontemi ile Karsilastiriimasi
Ornek olarak fetal bovine serum (FBS) kullanildi. Serum &rnegine tek basma ve UA ilave
edilerek dogrudan ve immobilize UOx ile muamele edildikten sonra CUPRAC yo6ntemi

uygulandi. Aradaki absorbans farkindan FBS’daki UA konsantrasyonu hesaplandi.

Gelistirilen yontemle UA tayini i¢in, drnek seyreltilmeden kullanildi ve 0,5 mL alinarak

yontem Boliim 3.6.1°de anlatildig: sekilde uyguland.

Serum 6rnegindeki UA miktarin1t HPLC ile saptamak i¢in serum orneginden 0,5 mL alinarak
spektrofotometrik analizlerdeki son hacim olan 4,6 mL’ ye destile suyla tamamlandiktan
sonra enjeksiyon gergeklestirildi. Daha sonra ayni miktarda serum 6rnegi immobilize UOx ile
muamele edilerek UA’in tamaminin pargalanip par¢alanmadigi kontrol edildi. Bunun i¢in, 0,5
mL pH 8,5 fosfat tamponu + 0,5 mL serum + 0,5 mL su + 50 pL katalaz + 50 pL
Fe304@UOx ilave edilip 37°C’de 15 dk inkiibe edildikten sonra UOx immobilize MNPler

miknatis yardimiyla uzaklastirilarak igerisine 3 mL su ilave edilip enjeksiyon gergeklestirildi.

3.6.9. Fe3;04@UOx ile FBS'de TAC ve UA icermeyen TAC'nin belirlenmesi

Gelistirilen yontemle TAC ve UA'siz TAC'yi belirlemek icin ger¢ek ornek olarak FBS
kullanildi. Bunun i¢in FBS’den hicbir seyreltme veya on islem yapmadan 0,5 mL alinarak
CUPRAC yontemi uygulanmistir. Ardindan aymi miktardaki FBS Fe3;Os@UOxX’ler ile
muamele edildikten sonra enzim immobilize MNP’ler miknatis yardimiyla uzaklastirilip

CUPRAC yontemi uygulandiginda UA’siz TAC belirlenmistir.

3.7. GOx IMMOBILIZASYONU VE GLUKOZ TAYIiNi

3.7.1. Yontemin Uygulanmsi
Glukoz CUPRAC reaktif bir bilesik degildir. Ancak enzim katalizli reaksiyonla olusan
H>02’in CUPRAC reaktif olmasindan yararlanilmistir. Olusan H>O> glukoza ekivalenttir.
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CH,OH CH,OH
OH

(0]

OH GOx OH o
+ H20 + 02 —_— COOH + HzOz
OH OH

OH OH

D-Glukoz Glukonik asit

(3.1)

Bu amagla glukoz tayinin i¢in; 0,5 mL pH 7,0 NHsAc tamponu + x mL glukoz + (0,8-x) mL
destile su + 200 pL FesOs@GOx 15 dakika calkalandiktan sonra miknatis yardimiyla
manyetik nanopartikiiller uzaklastirildi. Ardindan ¢é6zelti 1,0 mL CuCl; + 1,0 mL Nc + 1,0
mL NHsAc icerisine ilave edildi. Oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyon sonrasinda

absorbanslar1 okundu.

3.7.2. Fe304/Si02/APTS/GLA Uzerine GOx Immobilizasyon Kosullarinin Belirlenmesi

3.7.2.1. Optimum pH’in Belirlenmesi:
GOx enziminin manyetik nanopartikiiller {iizerine immobilizasyonuna pH’in etkisini

incelemek i¢in 0,2 M pH 4,0 —5,0-6,0 asetat tamponu, pH— 7,0 — 8,0 PBS tamponu kullanildi.

Fe;04/Si02/APTS/GLA’den 0,02 g almarak iizerine farkli tampon ¢ozeltilerinden 0,8 mL
koyulup 0,2 mL 10 mg/mL GOx ilave edilip 30 dakika karistirilarak immobilizasyonu
saglandi. Birkag kez su ile yikanarak baglanmadan kalmis olabilecek GOx uzaklastirildiktan

sonra 1,0 mL su ile disperse edilip yontem asagidaki gibi uygulandi.

0,5 mL pH 7,0 NHsAc tamponu + 0,4 mL 1x103 M glukoz + 0,5 mL destile su + 100 pL
Fe;04@GOx ilave edilerek 15 dakika ¢alkalandi. Daha sonra miknatis yardimiyla manyetik
nanopartikiiller uzaklastirilip 1,0 mL CuCl; + 1,0 mL Nc + 1,0 mL NH4Ac igerisine ilave
edildi. Oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyon sonrasinda absorbanslar1 okundu.

3.7.2.2. GOx Miktarinin Optimizasyonu

0,02 g Fe304/Si02/APTS/GLA {izerine 10 mg/mL’lik GOx’dan 0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3 mL
koyulup pH 7,0 PBS tamponu ile 1,0 mL’ye tamamlandi. 30 dakika beklendikten sonra GOx
immobilize MNP’ler miknatis yardimiyla toplanip {ist kisim ayr1 bir yere alindi. Fe;04@GOx
birka¢ kez suyla ve pH 7 PBS ile yikandi. 1,0 mL su ile disperse edilip 3.7.1°de anlatildig1
sekilde CUPRAC yontemiyle optimum GOx miktar1 belirlendi.
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3.7.2.3. GOx Immobilizasyon siiresinin Optimizasyonu
0,02 g Fe304/Si02/APTS/GLA {izerine 2,0 mg GOx ve 0,8 mL pH 7,0 PBS ilave edilip 5

dakika ila 1 saat arasi farkli siirelerde inkiibe edildikten sonra su ve pH 7,0 PBS ile yikandi.
1,0 mL su ile disperse edilerek 3.7.1°de anlatildig1 sekilde CUPRAC ydntemi uygulandi.

3.7.3. Glukoz’un Fe;04@GOx ile Reaksiyon Kosullarinin Optimizasyonu

3.7.3.1. Optimum pH’in Belirlenmesi
Optimum pH’in belirlenmesi amaciyla pH 4-9 arasinda bir dizi deneme yapildi. Bu amagla

pH 4,0-5,0-6,0 i¢cin 0,2 M ABS, pH 7,0 i¢cin NH4Ac, pH 8,0 ve pH 9,0 i¢in ise NH3/NH4Cl

tamponu kullanildi. Denemeler asagida anlatilan sekilde gerceklestirildi.

0,5 mL tampon + 0,4 mL 1x10~ M Glukoz + 0,4 mL su + 200 uL Fe;04@GOx belirtilen sira
ile koyuldu ve 30 dk karigtirarak oda sicakliginda bekletildikten sonra GOx immobilize
MNPler miknatis yardimiyla uzaklastirildi. Kalan kismin tamami 1,0 mL CuCl, + 1,0 mL Nc
+ 1,0 mL pH7,0 NHsAc tamponu igerisine aktarildi. Reaksiyon karigiminin absorbanst 30 dk

sonra 450 nm’de okundu.

3.7.3.2. Optimum Fe;0,@GOx Miktarinin Belirlenmesi
0,5 mL pH 7,0 NHsAc tamponu ve 0,4 mL 1,0x10 M glukoz, tizerine 25-400 uL aras1 farkli

miktarlarda Fe;Os@GOx ilave edilip son hacmi 1,5 mL olacak sekilde destile suyla
tamamlandi. Oda sicakhiginda 30 dk inkiibe edilip MNP’ler uzaklastirildi. inkiibasyon
cozeltisi CUPRAC reaktifi ¢ozeltileri igerisine koyuldu ve 30 dk sonra absorbanslari okundu.
3.7.3.3. Optimum Siirenin Belirlenmesi

pH 7,0 NHsAc tamponlu ortamda 0,4 mL 1,0x103 M glukoz, 0,4 mL su iizerine 200 pL
Fe;04@GOx enzimi ilave edilerek 0-60 dk arasi farkli inkiibasyon siirelerinde oda
sicakliginda karigtirildiktan sonra MNP’ler miknatis yardimiyla uzaklagtirllip CUPRAC

yontemi uygulandi ve 30 dk sonra 450 nm’de absorbanslar1 okundu.

3.7.4. Glukoz Kalibrasyonu

1,0x10 M standart glukoz ¢ozeltisinden 50 uL ila 0,5 mL aras1 degisen farkli hacimler
alinarak yontem boliim 3.7.1°de anlatildig1 sekilde uygulandi.

3.7.5. immobilize ve Serbest Enzim Kinetiginin Karsilastirilmasi
Serbest ve immobilize enzimin aktivitesi oda sicakliginda H>O2 olusum hizi takip edilerek

belirlendi. Bunun i¢in glukozun, GOx tarafindan glukonat ve H»O'e oksitlenmesi sonucu
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olusan H»0'in, Fenol + 4-aminoantipirin (4-AAP), peroksidaz (HRP) varliginda, kirmizi
kinonimin boyast olusturmasindan yararlanilmistir. Olusan kirmizi rengin absorbansi 506

nm'de okunmustur. Reaksiyon agagidaki gibi gerceklesmektedir:

CH,OH CH,OH
OH
OH © GOx OH o
+ H,0 + 0, —> COOH  + H,0,
OH OH
OH OH
D-Glukoz Glukonik asit
OH
\
,N
<:> N)/\’\}/ +
NH
0 2
4-aminoantipirin fenol
_|_
Y HRP
\
/N
Q‘Nkj N
O
O
kinonimin (3.2)

0,5 mL 0,25 M pH 7,4 PBS + 0,5 mL 1,2 x10* M 4-AAP + 0,5 mL 2,0x103 M fenol + 100
uL HRP (37,5 U/mL) + x mL 0,1 M glukoz + (0,85-x) mL su + 50 uL GOx (0,2 mg/mL)
karigtirilarak 10 dak oda sicakliginda beklenip 506 nm’deki absorbanslari okundu.
Immobilize enzimin aktivitesini belirlemek i¢in nanopartikiil iizerine immobilize edilen GOx
konsantrasyonu serbest enzimle ayni olacak sekilde hazirlandi. Bunun icin 0,02 g
Fe;04/Si02/APTS/GLA {izerine 2,0 mg GOx ve 0,8 mL pH 7,0 PBS ilave edilip 30 dakika
inkiibe edildi. Destile su ve pH 7,0 PBS ile yikandiktan sonra 2,0 mL su ile disperse edildi.

Buradan 10 pL alinarak aktivitesi incelendi.

3.7.6. Ornek Uygulamasi
Ornek olarak FBS kullanildi. Serum 6rnegine tek basma ve glukoz standard: ilave edilerek
immobilize GOx ile muamele edildikten sonra CUPRAC yontemi uygulandi. Elde edilen

absorbanslardan FBS’daki glukoz konsantrasyonu hesaplandi.
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Gelistirilen yontemle glukoz tayini i¢in, FBS’dan 2 mL alinarak igerisine %20 TCA’dan 1 mL
ilave edilip proteinler ¢oktiiriildii. Santrifiijiin ardindan siipernatanttan 2,3 mL alind1 ve pH’1
3M NaOH ile ayarlandi ve hacmi 2,5 mL’ye tamamlandi. Buradan alinan 0,05 mL ile ve

icerisine 1,010 M glukoz’dan 0,1 ve 0,15 mL ilave edilerek yontem uygulandi.

3.8. ChOx’IN IMMOBILIZASYONU VE KOLIN TAYINi

3.8.1. Yontemin Uygulamsi
Kolin de glukoz gibi CUPRAC reaktif bir bilesik degildir. Ancak yontemde ChOx enzimi
katalizliginde koline ekivalent miktarda olusan CUPRAC reaktif H>O; olugmasindan

yararlanilmstir.
OH
HiC on chox  MOis
N + 02 + Hzo E—— /N + 2 H202
e
H3C | HBC | 0
CH, CH,
Kolin Betain (3.3)

Bu amagla kolin tayini i¢in; 0,5 mL pH 9,0 NH3/ NH4CI tamponu + x mL ChCl + (0,85-x) mL
destile su + 150 pL Fe3;04@ChOx’dan olusan karistm 20 dakika c¢alkalandiktan sonra
miknatis yardimiyla manyetik nanopartikiiller uzaklastirilarak 1,0 mL CuCl> + 1,0 mL Nc +
1,0 mL NHsAc igerisine ilave edildi. Oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyon sonrasinda

absorbanslar1 okundu.

3.8.2. Fe3;04/Si02/APTS/GLA Uzerine ChOx immobilizasyon Kosullarinin Belirlenmesi

3.8.2.1. Optimum pH’in Belirlenmesi:
ChOx enziminin manyetik nanopartikiiller {izerine immobilizasyonuna pH’in etkisini

incelemek i¢in 0,2 M pH 4,0-5,0-6,0 asetat tamponu, pH— 7,0 NHsAc, pH 8,0 — pH 9,0
NH3/NH4Cl tamponu kullanildi.

Bolim 3.3 ve 3.4’de anlatildigi sekilde hazirlanan Fe304/SiO2/APTS/GLA’den 0,01 g
alinarak 0,1 mL 2 mg/mL ChOx ilave edilip lizerine farkli tampon ¢ozeltilerinden 0,9 mL
koyulup son hacmi 1 mL’ye tamamlandi. 1 saat karistirilarak immobilizasyonu saglandi. Siire
sonunda birkac kez su ile yikanarak baglanmadan kalmis olabilecek ChOx uzaklastirildi.
Fe304@ChOx 1,0 mL su ile disperse edilip yontem 3.8.1°de anlatildig1 sekilde 5104 M 0,3
mL ChCl kullanilarak uygulanda.
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3.8.2.2. ChOx Miktarimin Optimizasyonu
0,01 g Fe304/Si02/APTS/GLA iizerine 2 mg/mL (24 U/mL) ChOx’dan 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4

mg olacak sekilde koyulup pH 6,0 asetat tamponu ile 1,0 mL’ye tamamlandi. 1 saat
beklendikten sonra ChOx immobilize MNP’ler miknatis yardimiyla toplanip tist kisim ayr1 bir
yere alindi. Fe;04@ChOx birkag kez suyla yikandi. 1,0 mL su ile disperse edilip 3.7.1.’de
anlatildig1 sekilde 5x10* M 0,3 mL ChCl kullanilarak CUPRAC yoéntemiyle optimum ChOx

miktar1 belirlendi.

3.8.2.3. ChOx Immobilizasyon Siiresinin Optimizasyonu

0,01 g Fe3s04/Si02/APTS/GLA iizerine 2,0 mg/mL ChOx’dan 0,1 mL ve 0,9 mL pH 6,0 asetat
tamponu ilave edilip 5 dakika ila 1 saat arasi farkli siirelerde inkiibe edilerek su ile yikandi.

1,0 mL su ile disperse edilerek 3.7.1.’de anlatildig1 sekilde CUPRAC yontemi uygulandi.

3.8.3. ChCP’nin Fe;04@ChOx ile Reaksiyon Kosullarinin Optimizasyonu
3.8.3.1. Optimum pH’in Belirlenmesi

Optimum pH’1mn belirlenmesi amaciyla denemeler pH 4,0 — 10,0 arasinda yapildi. Bu amagla
pH 4,0 —5,0-6,0 i¢in 0,2 M ABS, pH 7,0 i¢in NHsAc, pH 8,0 — 9,0 — 10,0 i¢in ise NH3/NH4Cl

tamponu kullanildi. Denemeler asagida anlatilan sekilde gerceklestirildi.

0,5 mL tampon + 0,3 mL 5x10* M ChCI + 0,55 mL su + 150 puL Fe304@ChOx koyuldu ve
20 dakika oda sicakliginda karistirildiktan sonra ChOx immobilize MNPler miknatis
yardimiyla uzaklastirildi. Kalan kismin tamami 1,0 mL CuCl, + 1,0 mL Nc + 1,0 mL pH7,0
NH4Ac tamponu igerisine aktarildi. Reaksiyon karigiminin absorbansi 30 dk sonra 450 nm’de

okundu.

3.8.3.2. Optimum Fe;0,@ChOx Miktarinin Belirlenmesi
0,5 mL pH 9,0 NHs/ NH4Cl tamponu, 0,3 mL 5,0x10* M ChCl, {izerine 25-200 uL arasi

farkli miktarlarda Fe;O4@ChOx ilave edilip son hacmi destile suyla 1,5 mL’ye tamamlandi.
Oda sicakliginda 20 dk inkiibe edilip MNP’ler uzaklastirildi. Inkiibasyon ¢ozeltisi CUPRAC
reaktifi ¢cozeltileri igerisine koyuldu ve 30 dk sonra absorbanslar1 okundu.

3.8.3.3. Optimum Siirenin Belirlenmesi

pH 9,0 NH3/ NH4ClI tamponlu ortamda 0,3 mL 5,0x10* M ChCl, 0,55 mL su iizerine 150 pL
Fe;04@ChOx enzimi ilave edilerek 5-40 dk arasi farkli inkiibasyon siirelerinde oda
sicakliginda kanistirildiktan sonra MNP’ler miknatis yardimiyla uzaklastirildi. CUPRAC

yontemi uygulanarak 30 dk sonra 450 nm’de absorbanslar1 okundu.
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3.8.4. ChCl Kalibrasyonu

5,0x10* M standart ChCl ¢ozeltisinden 25 pL ila 0,4 mL arasi degisen farkli hacimler
alinarak yontem boliim 3.7.1°de anlatildig: sekilde uygulandi. Okunan absorbans degerleri ile

konsantrasyon arasinda grafik cizilerek kalibrasyon denklemi ve belirleme katsayis1 bulundu.

3.8.5. ChOx i¢cin Immobilize ve Serbest Enzim Kinetiginin Karsilastiriimasi

Serbest ve immobilize enzimin aktivitesi H2O2 olusum hiz1 takip edilerek belirlendi. Bunun
icin ChCI’nin, ChOx tarafindan betain ve H>Ox'e oksitlenmesi sonucu olusan H>O>'in, Fenol,
4-AAP ve HRP varliginda, 506 nm’de maksimum absorbansa sahip kirmizi kinonimin boyasi

olusturmasindan yararlanilmistir.

0,5 mL 0,2 M pH 9,0 NH3/NH4Cl1 + 0,5 mL 1,2 x10 M 4-AAP + 0,5 mL 2,0x10- M fenol +
100 uL HRP (37,5 U/mL) + x mL ChCI + (0,85-x) mL su + 50 pL. ChOx (4,8 U/mL)
karistirilarak 5 dk oda sicakliginda beklenip 506 nm’deki absorbanslari okundu. immobilize
enzimin aktivitesini belirlemek i¢in nanopartikiil {izerine immobilize edilen ChOx
konsantrasyonu serbest enzimle ayni olacak sekilde hazirlandi. Bunun icin 0,01 g
Fe;04/Si02/APTS/GLA {izerine 0,ImL ChOx (24 U/mL) ve 0,9 mL pH 6,0 asetat tamponu
eklenip 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda su ile yikanarak 0,5 mL su ile

disperse edildi. Buradan 50 pL alinarak aktivitesi incelendi.

3.8.6. Ornek Uygulamasi

Geligtirilen yontemle 6-9 aylik bebekler i¢in kullanilan devam siitlinde kolin tayini
gerceklestirildi. Gidalarda ve besin takviyelerinde toplam kolin tayinini gergeklestirmek icin
esterlenmis formlardan kolini serbest birakilmasi amaciyla kullanilan en yaygin yaklasim asit
ve/veya enzimle yapilan hidroliz adimidir. Bunun i¢in 5 g 6rnek alinarak iizerine 30 mL 1 M
HCI eklendi. lyice karistirildiktan sonra 70°C su banyosunda 3 saat karistirilarak inkiibe
edildi. Siire sonunda alian 6rnek santrifiij edildi ve siipernatanttan alinan 10 mL’lik kisim
3M NaOH ile notrallestirildi. Destile suyla 15 mL’ye tamamlandiktan sonra gelistirilen
yontemle tek basina ve standart ChCl katkis1 yapilarak tayin edildi.
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3.9. IMMOBILIZE ENZIMLERIN STABILITESIi VE TEKRAR
KULLANILABILIRLIiGI

Immobilize enzimler 4° C'de agz1 kapal bir sisede tutuldu ve stabilitelerini arastirmak igin
substratlarinin tayini 1 ile 60 giin arasinda farkli zamanlarda tekrarlandi. Bu amagcla 65,2 uM

UA, 100 uM Glu ve 33,3 uM ChCl kullanildu.

Immobilize enzimlerin tekrar kullanilabilirligini incelemek icin iki farkli konsantrasyonda
substrat1 kullanilarak yontem uygulandiktan sonra miknatis yardimiyla uzaklastirilan
immobilize enzimler destile suyla birkac¢ kez yikandi. Ayni1 immobilize enzimler kullanilarak
yontem tekrar uygulandi. Ayni islem bes kez tekrarlandi. Giin igi tekrarlanabilirlik ve giinler
arasi tekrarlanabilirlik deneyleri igin ilgili yontemler 65,2 uM UA, 88,9 uM Glu ve 33,3 uM
ChCl'e giinde bes kez ve birbirini takip eden bes giin uygulanarak % RSD degerleri
hesaplandi. |
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4. BULGULAR

4.1. MNP’NIiN KARAKTERIZASYONU

Chang ve dig. (2009)nin yoOntemine goére sentezlenen Fe;O4-MNP'lerin yiizeyi,
tetraetilortosilikat (TEOS) kullanilarak silanol gruplar1 ile kaplanmistir. Daha sonra,
APTS'min eklenmesiyle, hidrolize APTS'min hidroksil gruplarinin silanol gruplartyla
reaksiyona girmesiyle organosilan katmani elde edilmistir. Sonug olarak, silika ylizeyinin
hidrofilik dogasi, organo-islevsellestirmeden sonra hafif hidrofobik hale gelmistir. APTS ile
modifikasyondan sonra silisin spesifik ylizey alani azalmasina ragmen, Fe;O4/SiO2/APTS
yiizeyindeki NH> gruplari organik kisimlar i¢in bir baglayici gorevi gormektedir (Jafarzadeh
ve dig, 2015). Son olarak enzimin kovalent baglanmasi, GLA'nin terminal -COH grubu ile

enzimlerin NH; gruplari arasindaki reaksiyon sonucu -CH=N- olusumu ile saglanmistir.

Sentezlenmis ve modifiye edilmis MNP'lerin yapisini aragtirmak i¢in FTIR ve STEM-EDS

kullanilmistir.

Burada Fe;O4-MNP'ler ve UOx immobilize MNP'ler (sentezlenen nanobiyosensoriin son hali
(Fe3s04@UOx)) igin STEM goriintiileri alinirken, nanobiyosensor sentezinin farkli asamalari
icin FTIR analizi yapilmigtir. Bu asamalar: modifiye edilmemis Fe3Os-MNP'ler, SiO> ile
modifiye edilmis MNP'ler (Fe3;04/SiO2) ve APTS ile modifiye edilmis Fe304/SiO>
(Fe3s04/Si02/APTYS) dir.
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Sekil 4.1: Fe;04, Fe304/Si0; ve Fe;04/Si02/APTS ye ait FTIR spektrumlari.

Sekil 4.1°’de, kullanilan {i¢ alt tabaka icin FTIR spektrumlar1 goriilmektedir. Fe3O4'e ait
spektrumda 580 cm™ ve 3500 cm™! civarinda goriilen absorpsiyon pikleri sirasiyla Fe-O ve O-
H gerilme titresimlerine aittir. Fe304/SiO2 nanopartikiillerine ait spektrumda 1083 ¢cm™! ve 799
cm!'de gozlemlenen pikler Si-O-Si baginin simetrik olmayan ve simetrik dogrusal gerilme
titresimleriyle iliskilendirilebilir. Si-OH'in egilme titresimine ait absorpsiyon piki ise 925 cm’
"de gozlenmistir. Fe304/SiO2/APTS egrisinde serbest NH> grubunun N-H titresim
absorpsiyon pikinin 1550 cm™'de goriilmesi SiO, yiizeyine APTS'nin baglandigini

gostermektedir.

Sentezlenen MNP'lerin morfolojisi STEM analizi ile karakterize edilmistir. Yalin Fe;O4
MNP'lerin farkli STEM goriintiileri Sekil 4.2(A ve B)’de gosterilmistir. Ayrica Sekil 4.3'de
modifiye edilmemis (yalin) ve SiO; ile modifiye edilmis FesOs MNP'ler i¢in renkli STEM
goriintiileri (Sekil 4.3 (A ve C)) ve EDS spektrumlari (Sekil 4.3 (B ve D)) verilmistir. STEM

analizi sirasinda 500.000x biiyilitme yakinlastirma seviyesi uygulanmistir.
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Sekil 4.2: Sentezlenen yalin Fe;O4 MNP'ler i¢in alinan farkli STEM goriintiileri (A ve B).

Sekil 4.2'deki Fe;O4 MNP'lerin STEM goriintiileri, MNP'lerin ¢aplar1 yaklagik 8-12 nm
arasinda degisen kiiresel yapisini gostermektedir. Benzer sekilde daha once ayni yontemle
Fe30s4 sentezleyen Chang ve dig. (2009) elde ettikleri MNP'lerin ¢aplarinin 10-15 nm arasinda
degisen kiireler oldugunu bildirmislerdir. Sekil 4.2'de Fe3Os tanecikleri arasinda manyetik

cekimden kaynaklanan bir y1gilma goriilmektedir.

k¥ 0key

Skel DkeV

Sekil 4.3: Yalin Fe;Os MNP'lerin (A,B) ve Fe;04/SiOxnin (C,D) EDS
spektrumlar ile renkli STEM goriintiileri.

Analiz sonuglari, MNP'lerin TEOS reaksiyonu ile yapilan SiO> modifikasyonlariin basartyla
gergeklestirildigini gdstermistir. Son olarak, Sekil 4.4(A ve B)’de Fe3sO4@UOx gosterilmistir.
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Sekil 4.4: UOx immobilize edilmis FesO4s MNP'ler (FesO4@UOx) icin alinan farkli
STEM goriintiileri (A ve B).

Sekil 4.4, ortalama partikiil boyutu yaklagik 10nm olan Fe3Os NP’lerin, TEOS ve APTS
modifikasyonlarinin ardindan enzim immobilizasyonu sonucunda yaklagik 18-25 nm'ye
ciktigimi gdstermektedir. Bu bulgular, MNP'ler i¢in basarili sentez ve modifikasyonun bir
gostergesi olarak yorumlanabilir; MNP'ler iizerinde enzim (UOx) immobilizasyonu, MNP'leri

cevreleyen yiizey filmi ile de dogrulanmistir.

Fe;O4 MNP ve her bir modifikasyon adimi sonrasi elde edilen MNP’lerin ylizey kimyasal

bilesimleri, XPS kullanilarak analiz edilmistir.
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Sekil 4.5: (A) Farkli modifikasyon adimlarindan sonra yalm/modifiye edilmis Fe;O4
nanopartikiillerinin genel XPS spektrumlar1 ve atomik igerikleri. (B) Fe;O4'iin Fe 2p spektrumu, (C)
Fe304/Si0Ox'min Si 2p spektrumu, (D) Fe;04/SiO2'nin O 1s spektrumu (E) Fe;04/Si02/APTS'nin N 1s
spektrumu (F) Fe3;04/SiO2/APTS/GLA’nin N 1s spektrumu, (G) Fe;04/SiO2/APTS/GLA'nin C 1s

spektrumu, (H) Fe;04/SiO»/APTS/GLA/GOx'in N 1s spektrumu, (I) Fe304/SiO2/APTS/GLA/GOxX 'in
C 1s spektrumu.



46

Sekil 4.5(A), farkli modifikasyon adimlarindan sonra yalin/modifiye edilmis Fe3Os
nanopartikiillerinin XPS genel spektrumlarini ve atomik igeriklerini gostermektedir. Fe3O4'te
goriilen baskin pikler Fe 2p (723,48 ve 710,48 eV) ve O 1s (529,98 eV)'dir. Fe304/S10,'de ilk
adimda goriilmeyen Si 2p'nin (103.88 eV) varligi TEOS'un Fe3O4 yiizeyine baglandigini
gosterir. Fe304/Si02/APTS'de goriilen %2,04 azot igerigi, APTS'nin yapisindaki -NH>
grubundan kaynaklanmaktadir. Fe;O4/SiO2/APTS/GLA basamaginda spektrumundaki C 1s
pik siddetinin artmas1 da GLA nin Fe3;04/Si02'ye baglandigini kanitlar. Son asamada enzimin
immobilizasyonu sonucunda enzim yapisindaki -NHz gruplarindan dolay1 N 1s pikinin siddeti
artmigtir. Sekil 4.5 (B — 1), ters evrisim piklerini gostermektedir. Sekil 4.5 (B)'de, 710.5 ve
723.5 eV'deki pikler, sirastyla Fe 2ps3n ve Fe 2pip'ye aittir. 710.3 eV'deki baglanma
enerjisindeki pik, 717.08 eV'de karsilik gelen bir uydu piki ile Fe?* iyonlarina aittir. 712.18 ve
714.08 eV'deki pikler, sirasiyla oktahedral ve tetrahedral Fe** iyonlarina atfedilmistir. 720.18
eV'deki uydu piki, Fe’* iyonlar ile iliskilendirilmistir. 2pi» bolgesinde 723.48, 725.38,
727.38, 729.78 ve 733.58 eV'de goriilen pikler sirasiyla Fe** iyonlarina, oktahedral Fe’*
iyonlarina, tetrahedral Fe*" iyonlarina, Fe** uydu ve Fe’* uydu piklerine baglanabilir. Sekil
4.5 (C), Fe304/SiO2’nin Si 2p’nin ayrintilt XPS spektrumunu gostermektedir. Burada 103.88
eV'de gorillen pik Si-OH’a atfedilebilirken, 103.28 eV'de goriilen pik Si-O ile
iligkilendirilmistir. Aynt modifikasyon i¢in O Is spektrumu incelendiginde, sirasiyla 530,58
ve 533,48 eV'de Fe-O-Si ve O-Si baglaryla iligkili iki pik goriilmistiir (Sekil 4.5(D)). Sekil
4.5(E)'de Fe304/Si02/APTS'min Nls spektrumundaki 400.68 ve 402.48 eV'deki pikler,
sirastyla N-C ve N-H baglar ile iligkilendirilmistir. Bu baglar, APTS ile aminasyon isleminin
silika tabakasmin {izerinde gergeklestigini kanitlamaktadir. Fe;O4/SiO2/APTS/GLA'nin N 1s
ve C 1s spektrumlart sirastyla Sekil 4.5 (F) ve (G)'de gosterilmektedir. N 1s spektrumunda
399,98 eV'de goriilen N=C/N-C'ye atfedilen pik ve C 1s spektrumunda sirasiyla 287,18 ve
289,08 eV'de goriilen C=0 ve C=N bagiyla iligkili pikler (Sekil 4.5 (G)), GLA'nin amin
fonksiyonalize nanopartikiil izerine baglandigini dogrulamaktadir. Enzim immobilizasyonunu
kanitlamak i¢in Fe304/Si02/APTS/GLA/GOx'in N 1s (Sekil 4.5. (H)) ve C s (Sekil 4.5 (1))
spektrumlar incelenmistir. Enzim yapisindaki -NH> gruplarinin GLA yoluyla nanopartikiile
baglanmasi sonucu N 1s pikinin siddetinin arttig1 goriilmektedir. Spektrumda 400.38 eV ve
402.48 eV'deki pikler, N-C/N=C ve N-H baglar ile iligkilendirilmistir. Sekil 4.5 (G)'de, C=0O
bagmin pik siddeti C=N bagminkinden daha yiiksek iken, enzim immobilizasyonundan
sonraki nanopartikiiliin Cls spektrumunda (Sekil 4.5 (I)) goriilen C=N (288,68 eV) baginin
pik siddetinin, C=0 (287.28 eV) bagininkinden daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu da
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enzimin -NH; grubu araciligiyla GLA’ya baglanarak -HC=N- bagmi olusturdugunu

kanitlamaktadir.

4.2. UOx IMMOBILIZASYONU VE UA TAYIiNi

4.2.1. UOx immobilizasyon Kosullarinin Belirlenmesi

4.2.1.1. Optimum pH’in Belirlenmesi
Fe;04/Si02/APTS/GLA  iizerine UOx enziminin immobilizasyonunda pH’in etkisini

incelemek icin 3.6.2.1°de anlatilan sekilde yontem uygulandi. pH’a kars1 okunan absorbans

degerleri ile ¢izilen grafikten (Sekil 4.6) absorbansin en diisiik oldugu pH belirlendi.

1.4

Absorbans
IS IS IS o -
SN N [o2] o N
1 1 1 1 L 1 1 1 1

e
)
L

0.0 L T T T T T
pH

Sekil 4.6: UOx’1n Fe304/Si02/APTS/GLA’e immobilizasyonunda
pH’m etkisi.

Elde edilen sonuglardan pH 4’de okunan absorbansin UOx immobilize MNP olmaksizin tek
basina UA’in absorbansina yakin oldugu dolayisiyla UOx’in Fe304/SiO2/APTS/GLA iizerine
tutunmadig1 goriiliirken pH 8,5’daki absorbansin azalmasindan UA’in UOx ile reaksiyonu ile
neredeyse tamaminin bozundugu goriildii. Bu yiizden UOx enziminin immobilizasyonu i¢in
optimum pH, 8,5 olarak seg¢ildi.

4.2.1.2. UOx Miktarinin Optimizasyonu .

Bolim 3.6.2.2.°de anlatildig1 sekilde immobilize UOx ile denemeler yapildi. Immobilize
UOx’1m hazirlanmasinda kullanilan UOx miktar1 (mg) ile okunan absorbans degerleri arasinda

cizilen grafik Sekil 4.7°de verilmistir.
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Sekil 4.7: Fes04/SiO/APTS/GLA’e immobilizasyonunda
UOx konsantrasyonunun etkisi.
0,025 g Fe304/SiO2/APTS/GLA i¢in 0,5 mg UOx’mn optimum enzim miktar1 oldugu
goriilmiistiir. Daha yiiksek UOx miktarlarinda iist faz ile yapilan denemelerde absorbansdaki

diististen UOx enziminin Fe304/SiO2/APTS/GLA iizerine tutunmadan kaldig1 goriilmiistiir.

4.2.1.3. Immobilazsyon Siiresinin Optimizasyonu
0,025 g Fe304/SiO2/APTS/GLA iizerine UOx enziminin immobilizasyonu ig¢in gerekli

optimum siireyi belirlemek i¢in yontem boliim 3.6.2.3’de anlatildig1 gibi uygulanda.

Tablo 4.1: UOx’m farkli siirelerde immobilizasyonu sonucu 0,6 mL
5,0x10* M UA varhginda uygulanan CUPRAC ydntemi
absorbans degerleri.

Siire Absorbans
UA (UOx ile
muamele

edilmemis) 1,1432
0 0,6061
10 dk 0,5743
20 dk 0,5619
30 dk 0,4060
lh 0,2946
3h 0,2774
5h 0,0342
12h 0,0321

16h 0,0309
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Tablo 4.1°deki farkli inkiibasyon siirelerinde okunan absorbans degerleri incelendiginde 5
saatten sonra absorbansin sabit kaldig1 goriildiigiinden 5 saatlik inkiibasyon siiresi optimum

sure olarak belirlendi.

4.2.2. UA’in Fes04@UOx ile Reaksiyon Kosullarinin Optimizasyonu

4.2.2.1. Optimum pH’in Belirlenmesi
UA’in immobilize UOx ile reaksiyonun gerceklestigi optimum pH’1 belirlemek i¢in bolim

3.6.3.1°de anlatildig1 sekilde yontem uygulandiktan sonra elde edilen sonuglar Tablo 4.2°de

verilmistir.

Tablo 4.2: Farkli pH’larda UA’in tek basima ve
Fe;04@UOx ile reaksiyonu sonucu elde edilen

CUPRAC absorbanslari.

pH UA UA+ Fe;04@UOx
pH4 1,1051 1,0724

pHS 1,0977 0,3445

pH6 1,0188 0,2021

pH7 1,0312 0,1506

pH 8,0 1,0943 0,0731

pH 8.5 1,1187 0,0426

pHO 1,0621 0,0412

Elde edilen sonuglardan pH 4’de UA’in immobilize UOx ile muamelesi sonucu elde edilen
absorbans degerinin neredeyse UA absorbansina esit oldugu yani reaksiyon vermedigi
goriilirken MNP iizerine immobilize haldeki UOx enziminin aktivitesinin pH 8,5’da

maksimuma ulastigt UA’in tamaminin parcalandigi belirlendi.

4.2.2.2. Optimum Siirenin Belirlenmesi
UA’in immobilize UOx ile reaksiyon siiresinin belirlenmesi i¢in yontem boliim 3.6.3.2°de

anlatildig1 sekilde uygulandi. Siire ve okunan absorbans degerleri arasinda ¢izilen grafik Sekil

4.8 de gosterilmistir.
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Sekil 4.8: UA’in Fe;04@UOx ile farkl siirelerde inkiibasyonu
sonucu CUPRAC absorbans degerleri.

Elde edilen grafikten 15 dk’ya kadar absorbansin azaldigi ancak UA’in tamaminin
parcalanmadig1 goriiliirken 15. dakika ve sonrasinda absorbansin neredeyse sabit kaldig1 ve
UA’in tamaminin pargalandigi goriilmektedir. Bu yiizden optimum reaksiyon siiresi 15 dakika
olarak belirlenmistir.

4.2.2.3. Optimum Fe3;0,@UOx Miktarinin Belirlenmesi

UA tizerine ilave edilecek immobilize UOx miktarinin belirlenmesi i¢in yontem Bolim
3.6.3.3’de anlatildig1 sekilde uygulandi. Absorbans degerleri ve ilave edilen immobilize UOx

hacmi arasinda ¢izilen grafik Sekil 4.9°de verilmistir.
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Sekil 4.9: Farkli hacimlerde Fe;Os@ UOx ilavesi ile
absorbansda meydana gelen degisim.
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Elde edilen sonuglardan, ilave edilen immobilize enzim miktar: arttikca absorbansin diistiigi
goriilmektedir. UA’in tamamen par¢alanmasi i¢in 50 pL Fe;Os@UOX siispansiyonunun
yeterli oldugu goriilmiistiir. Yani CUPRAC absorbanst veren ¢ozelti ana bileseni UA
olduguna gore immobilize UOx’in artan miktarlart UA’in daha fazla parcalanmasini
saglamistir.

4.2.2.4. Optimum Katalaz Miktarinin Belirlenmesi

UA’in UOx ile reaksiyonu sonucu agiga ¢ikan CUPRAC reaktif H>O, katalaz enzimi ile H,O
ve O2’e donistlriildii ve bu sekilde UA kaynakli CUPRAC absorbansinin tamamen

giderilmesi saglandi. Bunun i¢in yontem Boliim 3.6.4.3’de anlatildig: sekilde uygulandi.

Tablo 4.3: UA + Fe;04@UOx karisimma 0,1 mg/mL
katalazdan farkli hacimlerde ilave edildiginde elde
edilen CUPRAC absorbanslari.

Katalaz Absorbans
Hacmi (nL)
5 0,4581
10 0,2184
20 0,0993
30 0,0572
40 0,0220
50 0,0150
60 0,0148

Elde edilen sonuclardan (Tablo 4.3) 50 pL katalaz ilavesinin UA ile immobilize UOx

arasindaki reaksiyon sonucu olusan H>O;’1 par¢alamak i¢in yeterli oldugu goriilmiistiir.

4.2.3. UA Kalibrasyonu

UA standardinin ¢ozeltideki son konsantrasyonu ile UOx ilave edilmeden ve immobilize UOx
ile muameleden sonra okunan absorbans farklar1 (AA) arasinda cizilen grafikten (Sekil 4.10)
5,43 uM ila 65,22 uM UA varliginda lineer bir iliski goriilmiistiir. Dedeksiyon limiti 0,34 puM,
kalibrasyon denklemi AA=1,57x10* C + 0,043, belirleme katsayis1 da R>=0,9975 olarak

bulunmustur.
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Sekil 4.10: UA standardina ait kalibrasyon grafigi.

4.2.4. Serbest ve Immobilize Enzim Kinetiginin incelenmesi
Serbest ve immobilize enzim kullanilarak bolim 3.6.5°de belirtildigi sekilde farkli
konsantrasyonlardaki substrata karst Vo'in grafige gegirilmesiyle elde edilen Michaelis-

Menten grafikleri Sekil 4.11°de verilmistir.

16,0

14,0 - a
12,0 -

10,0 b
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6,0 -
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Sekil 4.11: Serbest(a) ve immobilize(b) enzim i¢in UA
substratina ait Michaelis-Menten grafigi.

Serbest ve immobilize enzime ait Michaelis-Menten denkleminin lineerlestrilmesiyle elde

edilen Lineweaver-Burk grafikleri Sekil 4.12°de verilmistir.
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Sekil 4.12: Serbest (a) ve immobilize enzim (b) i¢in UA substratina ait Lineweaver-Burk grafigi.

Tablo 4.4: Serbest ve immobilize enzime ait kinetik parametreler.

Km (UM) Vmax(pM/min)

serbest enzim 174 31.06

immobilize enzim 79 16.89

Sekil 4.12°deki serbest enzime ait grafik denkleminden Km ve Vimax degerleri sirasiyla 174 uM
31,06 (uM/min), immobilize enzime ait grafik denkleminden Km ve Vmax degerleri sirasiyla
79 uM 16,89 (uM/min) olarak bulunmustur. Immobilize enzimin Ky degeri, serbest haldeki
enzimin Ky degerinden daha kiiclik bulunmustur. Bir enzim kii¢iik Kwm'ye sahipse, diisiik
substrat konsantrasyonunda maksimum hiza (Vmax) ulasir (Tablo 4.4). Km degerinin diisiik
olmas1 substrata olan ilgisinin daha fazla oldugunu ve daha ¢abuk doygunluga ulastigini
gostermektedir. Immobilize enzimin hizindaki azalma bir kati yiizeyinde esnekliginin

azalmasiyla aciklanabilmektedir.

4.2.5. Antioksidan Karisimlarinda UA Tayini

Farkli konsantrasyonlarda UA igeren ¢ozeltiye segilen bazi fenolik ve tiyol grubu igeren
antioksidanlar eklenerek CUPRAC yontemi dogrudan ve boliim 3.6.6’de anlatildig sekilde
uygulandi. Elde edilen absorbans degerlerinden hesaplanan deneysel UA konsantrasyonu ile
teorik UA konsantrasyonundan hesaplanan % hata degerleri Tablo 4.5’de verilmistir. Tablo
4.5’deki sonuclar incelendiginde % hata degerlerinin 0,18 ila 4,87 arasinda degistigi

goriilmektedir.
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Tablo 4.5: UA’in fenolik ve tiyol grubu iceren antioksidanlar yaninda tayini sonucunda elde edilen
Acurrac, Avox.cuprac, AA ve % hata degerleri.

AOX / Karisim Acuprac Zﬁ)‘;‘;’z AA (ger;sAel :‘fg)gg HZ .
21.7 pM UA 0.4054 0.0003 04051 2234 2170  2.93
32.6 uM UA 0.5933 00108 05825 3264 3260  0.12
4.35uM CFA 0.1738 i i i i ]
6.52 uM CFA 0.2719 i i i i ]
4.351M QR 0.2333 i i i i ]
6.52uM QR 0.3836 i i i i ]
6.52uM GA 0.2147 i i i i ]
8.70 uM GA 0.3063 i i i i ]
4.35uM CAT 0.2267 i i i i ]
6.52 uM CAT 0.3452 i i - ) ]
6.52 uM FA 0.1486 i i i i ]
10.9 uM FA 0.2545 2 i i i ]
2.17 uM TR 0.2979 i i i i ]
435 uM TR 0.5979 i i i . ]
43.5 uM CYS 0.3098 i i _ ) ]
43.5 uM NAC 0.3075 i i i i ]
43.5 uM GSH 0.4930 i i i i ]
217 uM UA +435uM CFA  0.5672 01821 03851 2117 2170  -2.43
217 uM UA + 6.52uM CFA 06548 02701 03847 2115 2170  -2.53
217 uMUA +435)M QR 0.6601 02840 03761 2065 2170 -4.84
217 uMUA +6.52uM QR 0.7994 04010 03984 2195 2170 113
217 uMUA +6.52uM GA  0.6294 02450 03844 2113 2170 2.6
217 uMUA +870u)M GA  0.7252 03477 03775 2073 2170 -4.46
217 uM UA +435uM CAT  0.6444 02619 03825 2102 2170  -3.12
21.7 uM UA + 6.52uM CAT  0.7705 03734 03971 2187 2170  0.79
32.6 WM UA +435uM CAT  0.8012 02467 05545 3101 3260 -4.87
32.6 uMUA + 6.52uM CAT ~ 0.9227 03655 05572 3117 3260 -4.38
217 uMUA +6.52uMFA  0.5688 01915 03773 2072 2170 451
217 uMUA + 109uM FA  0.6487 02684 03803 2089 2170 -3.71

21.7 uM UA +2.17 uM TR 0.6965 0.3030 0.3935 21.66 2170  -0.18
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Tablo 4.5 (devam):

AOX / Karisim AcUPRAC Zﬁ)‘;‘;’z AA (ger;sAel :‘xr‘fg HZ ‘;a
217 uM UA +435 M TR 0.9832 0.5955 0.3877 2132 2170  -1.73
21.7 uM UA +43.5 )M CYS  0.7290 0.3241 04049 2232 2170 287
326 (M UA +43.5uM CYS  0.8854 0.2969 0.5885 3299 3260 119
21.7 uM UA +43.5uMNAC  0.7149 0.3134 0.4015 2213 2170 196
217 uM UA +43.5uM GSH ~ 0.9010 0.5055 0.3955 2178 2170 036

*Yalmz fenolik ve tiyol grubu igeren antioksidanlara immobilize UOX varliginda CUPRAC yontemi uygulandiginda elde edilen absorbans
degerleri (Avox-cuprac) dogrudan CUPRAC uygulanmasiyla elde edilen absorbans (Acurrac) degerleriyle neredeyse ayni oldugundan tabloda

verilmemistir.

UA’in fenolik ve tiyol grubu antioksidanlar yaninda tayini disinda serum antioksidanlari ile
olusturulan karisimlarda da tayini gergeklestirilmistir. Bunun igin 5x10* M (0,1 mL) UA ile
1,0x103 M (0,1 mL) GSH, 4,0x10* M (0,2 mL) AA ve 1,0x10* M (0,2 mL) bilirubin karisim
cozeltisi kullanildi. Bu ¢dzeltilere ilk olarak dogrudan daha sonra da immobilize UOx ile
muamele edildikten sonra CUPRAC yontemi uygulandi. Elde edilen absorbans degerlerinden
(Tablo 4.6) hesaplanan UA konsantrasyonu ile teorik UA konsantrasyonundan hesaplanan %

hata degerleri %5’in altindadir. Bu da UA’in AA, GSH, Bilirubin gibi serum antioksidanlari

yaninda tayin edilebilecegini gostermektedir.

Tablo 4.6: Bazi serum antioksidanlar1 yaninda UA tayini ve %hata degerleri.

Serum AOX Acurae Avoxcurme AA (;‘el‘:e;i‘:l) iﬁiﬁﬁ o
21.7 uM UA 0.4087 0.0401 03686  20.73 2170 -4.47
4.35 uM Bilirubin 0.3077 - ; - ]
17.4 uM AA 0.2721 - . - _
21.7 uM GSH 0.2672 ; ; - ]
21.7 uM UA +4.35 uM Bilirubin  0.6999 03309 03690  20.76 2170 -435
217 uM UA+4.35 uM Bilirubin ) , (o, 0.8573 04081  23.24 2270 2.40

+17.4 pM AA +21.7 pM GSH

4.2.6. HPLC Yontemi ile UA Tayini

1,0x10° ve 1,0<10% M arasinda farkli konsantrasyonlarda UA standardi ile enjeksiyon
gerceklestirilerek boliim 3.6.8°de anlatildigr sekilde uygulanan yontem sonucunda elde edilen

pik alanlar1 ve konsantrasyonlar arasinda kalibrasyon grafigi cizilmistir (Sekil 4.13).
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Grafikten elde edilen UA standardina ait kalibrasyon denklemi ve belirleme katsayisi;

A=2,0x10'°C-9,9x10%, R?>=0,9997dir.

2.0

1.6

1.2

0.8

Pik alan1 (x10)

0.4

0.0

0 20 40 60 80 100 120
UA Konsantrasyonu (M)

Sekil 4.13: UA standardi i¢in HPLC ydntemine ait kalibrasyon grafigi.

Serum Ornegine boliim 3.6.8’da anlatildigi sekilde dogrudan ve gelistirilen yontem

uygulandiktan sonra elde edilen kromatogramlar sekil 4.14’de verilmistir. Burada immobilize

UOx ilavesinden sonra (sekil 4.14 b) c¢ozelti igerisinde UA’in tamamen parcalandigi

goriilmektedir.
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Sekil 4.14: FBS 6rnegine ait kromatogram (a) dogrudan (b) immobilize UOx ile muameleden sonra.

0,5 mL FBS 6rnegine 10,9 uM ve 21,7 uM olacak sekilde UA standardi ilave edilerek HPLC

yontemi ve gelistirilen yontem uygulandi. HPLC yontemiyle elde edilen kromatogram Sekil

4.15°da gosterilmistir.
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Sekil 4.15: FBS’nin tek basina (a) ve UA katkis1 sonucu elde edilen kromatogram; (b) 10,9 uM ve (c)
21,7 uM.

Tablo 4.7°deki % geri kazanim degerleri incelendiginde gelistirilen yontemin serum

orneklerinde UA tayini i¢in kullanilabilir oldugu goériilmektedir.

Tablo 4.7: FBS’deki UA miktar ve standart katki sonucu bulunan geri kazanim degerleri.

Gelistirilen Yontem HPLC
s % %
Ornek Katki (uM) Bulunan (uM) Geri Bulunan (uM)  Geri kazamm*
kazamm*
0,5 mL FBS - 10,42 + 0,9 - 10,84 + 0,76 -
10,9 21,11+ 1,03 98,07 21,97+ 1,18 102,11
21,7 31,78 £ 1,16 98,43 33,31+ 1,03 103,55

*(bulunan-katkisiz olarak bulunan)/ katki*100

4.2.7. Fe;04@UOx ile FBS'de TAC ve UA icermeyen TAC'nin belirlenmesi

TAC, FBS ve UA eklenmis numunelere CUPRAC yo6ntemi uygulanarak AA esdegeri
cinsinden hesaplanmistir. Ayrica, UA icermeyen TAC i¢in, numuneler Fe;O4@UOxX’ler ile
muamele edildikten sonra CUPRAC yo6ntemi uygulanmistir. Elde edilen sonuglar Tablo

4.8°de verilmistir.
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Tablo 4.8: FBS’de TAC ve UA’siz TAC.

Ornek TAC (AA Ekv.) UA’siz TAC (AA Ekv.)
uM uM

0,5 mL FBS 40,19+0,5 27,20+ 0,8

10,9 uM UA 13,14+ 0,3 -

21,7 uyM UA 25,38+0,2 -

0,5 mL FBS + 10,9 uM UA 51,14+ 0,5 27,49 £0,6

0,5 mL FBS + 21,7 uM UA 62,38 +0,4 27,98 £0,7

4.3. GOx IMMOBILIZASYONU VE GLUKOZ TAYINi

4.3.1. GOx Immobilizasyon Kosullarinin Belirlenmesi

4.3.1.1. Optimum pH’in Belirlenmesi
Fe;04/Si02/APTS/GLA  iizerine GOx enziminin immobilizasyonunda pH’in etkisini

incelemek i¢in 3.7.2.1’de anlatilan sekilde yontem uygulandi. Farkli pH larda okunan

absorbans degerleri Tablo 4.9°da verilmistir.

Tablo 4.9: Fe304/SiO2/APTS/GLA iizerine farkli pH’larda
GOx  immobilizasyonu  sonucu  uygulanan
CUPRAC yontemi absorbans degerleri.

pH Absorbans
pH 4,0 0,2769
pH 5,0 0,4480
pH 6,0 0,4783
pH 7,0 0,5129
pH 8,0 0,5181

Elde edilen sonuglardan pH 7,0 ve iizerinde absorbans nerdeyse sabit kaldigindan GOx’1n

immobilizasyonu i¢in pH 7,0 olarak secilmistir.

4.3.1.2. GOx Miktarinin Belirlenmesi
Bolim 3.7.2.2.°de anlatildig1 sekilde immobilize GOx ile denemeler yapildi. GOx

immobilizasyonunda kullanilan enzim miktar1 (mg) ile okunan absorbans degerleri arasinda

cizilen grafik Sekil 4.16’da verilmistir.
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Sekil 4.16: Farkli miktarlarda GOx’m Fe;04/SiO2/APTS/GLA
iizerine immobilizasyonu sonucu uygulanan CUPRAC
yontemi absorbans degerleri.

Elde edilen sonuglardan 2,0 mg ve {izeri GOx ilavesinde absorbansin neredeyse sabit kaldig1
ve daha yiliksek GOx miktarlarinda {ist faz ile yapilan denemelerde GOx’in Fe;Os MNP

izerine tutunmadan kaldig1 goriilmiistiir.

4.3.1.3. GOx Immobilizasyon Siiresinin Belirlenmesi
0,02 g Fe304/SiO2/APTS/GLA fizerine GOx enziminin immobilizasyonu i¢in gerekli

optimum siireyi belirlemek i¢in yontem boliim 3.7.2.3°de anlatildigi gibi uygulandi. Elde
edilen sonuclar Tablo 4.10’da verilmistir.

Tablo 4.10: GOx’in farkli siirelerde immobilizasyonu sonucu
uygulanan CUPRAC yo6ntemi absorbans degerleri.

Siire Absorbans
5dk 0,4692
10 dk 0,4800
20 dk 0,5081
30 dk 0,5364
40 dk 0,5412
60 dk 0,5428

Farkli inkiibasyon siireleri incelendiginde 30 dakikadan sonra absorbansin neredeyse sabit
kaldig1 goriildiigiinden analitik iglem siiresini kisaltmak adia 30 dakikalik inkiibasyon siiresi

optimum siire olarak belirlenmistir.
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4.3.2. Glukoz’un Fe;04@GOx ile Reaksiyon Kosullarinin Optimizasyonu

4.3.2.1. Optimum pH’in Belirlenmesi
Glukozun immobilize GOx ile reaksiyonun gerceklestigi optimum pH’1 belirlemek i¢in boliim

3.7.3.1°de anlatildig1 sekilde yontem uygulandiktan sonra elde edilen sonuglar Sekil 4.17°de

verilmistir.

1,0

Absorbans
o o
o] Nel

L
=)

0,6 —
3 5 7 9
pH

Sekil 4.17: Glukozun Fe;O04@GOx ile farkli pH’larda reaksiyonu
sonucu absorbansda meydana gelen degisim.

Glukozun immobilize GOx ile muamelesi sonucu elde edilen absorbans degerinden enzimin

aktivitesinin pH 7,0’da maksimuma ulagtig1 goriildiigiinden ¢aligma pH’1 olarak se¢ilmistir.

4.3.2.2. Optimum Fe;0,@GOx Miktarinin Belirlenmesi
Reaksiyon ortamina ilave edilecek immobilize enzim miktarini belirlemek igin, 0,4 mL

1,0x10-M glukoz, lizerine 25-400 uL arasi farkli miktarlarda Fe;04@GOx boliim 3.7.3.2°de
anlatildig1 sekilde ilave edilip yontem uygulandiginda Sekil 4.18’deki immobilize enzim

miktari ile absorbans arasindaki degisim grafigi elde edilmistir.
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Sekil 4.18: Farkli hacimlerde Fe;O4@GOx ilavesi ile
absorbansda meydana gelen degisim.

Elde edilen sonuglardan ilave edilen immobilize enzim miktar1 arttikga absorbansin arttigi
goriilmektedir. Glukozun tamamen pargalanmasi i¢in 200 uL Fe;O4@GOx siispansiyonunun

yeterli oldugu gorilmiistiir.

4.3.2.3. Optimum Siirenin Belirlenmesi
Glukozun immobilize GOx ile reaksiyon siiresinin belirlenmesi i¢in yontem boliim 3.7.3.3°de

anlatildig1 sekilde uygulandi. Siire ve okunan absorbans degerleri arasinda ¢izilen grafik Sekil

4.19°da gosterilmistir.
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Sekil 4.19: Glukozun Fe;O04@GOx ile farkli siirelerde
inkiibasyonu sonucu okunan absorbans degerleri.

Elde edilen grafikten 30 dk’ya kadar absorbansin arttig1 ve sonrasinda absorbansin neredeyse
sabit kaldigi goriilmektedir. Bu ylizden optimum reaksiyon siiresi 30 dakika olarak

belirlenmistir.
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4.3.3. Glukoz Kalibrasyonu

Glukoz standardinin ¢ozeltideki son konsantrasyonu ile okunan absorbans degerleri arasinda
cizilen grafikten (Sekil 4.20 (B)) 11,1 uM ila 111,1 pM aras1 lineer bir iliski goriilmiistiir.
Kalibrasyon denklemi A=8,8x10° C + 0,046, belirleme katsayis1 da R?=0,9968 olarak

bulunmustur.
12 1.2
| A j
1.0 - ; 1.0 1
h
1] 0.8 4 g @ 0.8 1
g £ 5
2 z
2 0.6 4 S 0.6
=} =
< < -
0.4 - 04 4
02 4 a 02 4
oof’"/x—oo
350 400 450 500 550 60 0 20 40 60 80 100 120
Dalgaboyu (nm) Glukoz Konsantrasyonu (1M)

Sekil 4.20: Degisen Glukoz konsantrasyonlarinda elde edilen spektrum (A) ve kalibrasyon grafigi (B).
(Glukoz son konsantrasyonlar1 (uM) a: 11.1, b: 22.2, ¢: 33.3, d: 44.4, e: 55.6, f: 66.7, g: 77.8,
h: 88.9,1: 100.0, j: 111.1. Artan renk yogunlugu, B'nin alt kisminda da gdsterilmistir).

4.3.4. Serbest ve Immobilize Enzimin Kinetiginin incelenmesi

Serbest ve immobilize enzim kullanilarak bolim 3.7.5°de belirtildigi sekilde farkli
konsantrasyonlardaki substrata karst Vo'in grafige gegirilmesiyle elde edilen Michaelis-

Menten grafikleri Sekil 4.21°de verilmistir.
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Sekil 4.21: Serbest (a) ve immobilize (b) GOx enziminin glukoz
substratina ait Michaelis-Menten Grafigi.

Serbest ve immobilize enzime ait Michaelis-Menten denkleminin lineerlestrilmesiyle elde

edilen Lineweaver-Burk grafikleri Sekil 4.22°de verilmistir.
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Sekil 4.22: Serbest (a) ve immobilize (b) GOx igin glukoz substratina ait
Lineweaver-Burk grafigi.

Tablo 4.11: Serbest ve immoblize GOx enzimine ait kinetik parametreler.

Ky (mM) Vi (uM/min)

serbest enzim 12,1 36,1

immobilize enzim 12,1 20,6
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Sekil 4.22°deki serbest enzime ait grafik denkleminden (y = 0,3359x + 0,0277, R? = 0,9988)
Km ve Vmax degerleri sirasiyla 12,1 mM ve 36,1 (uM/min), immobilize enzime ait grafik
denkleminden (y = 0,5896x + 0,0486, R? = 0,9948) Km ve Vmax degerleri sirasiyla 12,1 mM ve
20,6 (uM/min) olarak bulunmustur. immobilize enzimin Ky degeri ile serbest enzimin Ky
degeri ayn1 bulunmustur. Bu da immobilizasyondan sonra enzimin substrata olan ilgisinde
degisme goriilmedigini gostermektedir. Vmax degerine bakildiginda ise serbest enzimle

kiyaslandiginda immobilize enzimin Vmax degerinin %43 azaldig1 bulunmustur (Tablo 4.11).

4.3.5. Ornek Uygulamasi
FBS oOrnegine gelistirilen yontem Boliim 3.7.6’da anlatildigi gibi uygulandiginda FBS
icerisinde bulunan glukoz miktar1 Tablo 4.12°de verilmistir. Elde edilen sonu¢ firma

tarafindan FBS iceriginde belirtilen glukoz miktari ile uyumlu bulunmustur.

Tablo 4.12: FBS’deki glukoz miktari.

Gelistirilen yontem Firma tarafindan
(mg/dL) belirtilen (mg/dL)

FBS 141,0 + 4,2 139

FBS 06rnegi hazirlandiktan sonra igerisinden 50 pL alinarak dogrudan ve 22,2 ile 33,3 uM
glukoz katkisi yapilmis ve %geri kazanim degerleri hesaplanmistir. Sonuglar Tablo 4.13°de

verilmistir.

Tablo 4.13: FBS 6rnegine standart katki sonucu bulunan geri kazanim degerleri.

Ornek Katki (nM) Bl(lplllll\:llim Geri lzrzanlm
50 uL FBS - 48.5 -
222 71.0 101.4
333 82.2 101.2

Tablo 4.13’deki sonuglar incelendiginde gelistirilen yontemin serum igerisindeki bilesenlerle
herhangi bir girisime neden olmaksizin serumda glukoz tayini i¢in kullanilabilir oldugunu

gostermektedir.
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4.4. ChOx iIMMOBILIZASYONU VE KOLIN TAYINi

4.4.1. Fe3;04/Si02/APTS/GLA Uzerine ChOx immobilizasyon Kosullarinin Belirlenmesi

4.4.1.1. Optimum pH’in Belirlenmesi
3.8.2.1°de anlatildig1 sekilde yontem uygulanarak pH’1n immobilizasyona etkisi incelendi. pH

ile okunan CUPRAC absorbanslari arasinda ¢izilen grafik Sekil 4.23°de verilmistir.

0,8 {

0.6 -

Absorbans
Nl
S

0.2 -

pH

Sekil 4.23: ChOx’in  Fe;04/SiO2/APTS/GLA  {izerine
immobilazsyonuna pH’1n etkisi.

Elde edilen sonuglardan pH 6’ya kadar pH’in artmasiyla immobilize olan enzim miktarinin
arttig1 gortiliirken pH 7’den sonra immobilize olan enzim miktarinin azaldigi ve pH 9’da ise
ChOx’mn Fe304/Si02/APTS/GLA iizerine neredeyse hi¢ tutunmadigi goriilmiistiir. Bu yiizden
immobilizasyon i¢in pH 6 olarak belirlenmistir.

4.4.1.2. ChOx Mikatrinin Belirlenmesi

0,01 g Fe304/Si02/APTS/GLA {izerine immobilize olan ChOx miktarini belirlemek ig¢in
yontem 3.8.2.2°de anlatildig1 sekilde uyguland.
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Absorbans

0,2 -+

0,0

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
mg ChOx

Sekil 4.24: Farkli miktarda ChOx’m 0,01 g
Fe;04/Si02/APTS/GLA’e  immobilizasyonunun
absorbansa etkisi.

Elde edilen sonuglardan 0,3 mg ChOx ilavesinde absorbansin maksimuma ulagtigi daha
yliksek miktarlarda absorbansin degismedigi goriilmektedir (Sekil 4.24). Ayni1 zamanda
immobilizasyon sonucu iist kistmdan alinan 0,5 mL’ye de yontem uygulanmis ve immobilize
olmadan ChOx kalip kalmadig1 kontrol edilmistir. Bunun sonucunda 0,3 mg’dan fazla ChOx
ilavesinde st kisimda Fe3O4/SiO2/APTS/GLA’e baglanmadan kalan enzimin fazla olmasi
nedeniyle optimum ChOx miktar1 0,3 mg olarak belirlenmistir.

4.4.1.3. ChOx Immobilizasyon Siiresinin Belirlenmesi

0,01 g Fe3;04/SiO2/APTS/GLA iizerine ChOx enziminin immobilizasyonu i¢in gerekli
optimum stireyi belirlemek i¢in yontem bdliim 3.8.2.3’de anlatildigr gibi uygulandi. Farkli
immobilizasyon siireleri ile okunan CUPRAC absorbanslar1 arasinda ¢izilen grafik Sekil

4.25’de verilmistir.
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Sekil 4.25: ChOx’in  Fe;04/SiO2/APTS/GLA  iizerine
immobilizasyonuna siirenin etkisi.

Sekil 4.25°deki grafik incelendiginde immobilizasyonun 30. dk’ya kadar arttig1 sonrasinda ise
onemli bir degisiklik olmadig1 goriildiiglinden optimum immobilizasyon siiresi 30 dk olarak

belirlenmistir.

4.4.2. ChCP’nin Fe;04@ChOx ile Reaksiyon Kosullarinin Optimizasyonu
4.4.2.1. Optimum pH’in Belirlenmesi

ChCl’nin immobilize ChOx ile reaksiyonun gergeklestigi optimum pH’1 belirlemek icin
boliim 3.8.3.1°de anlatildig1 sekilde yontem uygulandiktan sonra elde edilen sonuglardan pH

ile absorbans arasinda grafik (Sekil 4.26) ¢izilmistir.

1,0

0,8 |

0,6 1

Absorbans

04 1

0,2 1

00+ &=t
2 4 6 8 10 12
pH

Sekil 4.26: Fe;04@ChOx ‘in ChCl ile farkli pH’larda reaksiyonu
ile absorbansta meydana gelen degisim.
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ChCl’nin farkli pH’larda immobilize ChOx ile muamelesi sonucu elde edilen absorbans
degerinden pH 4,0 ila 6,0 arasinda reaksiyonun neredeyse hi¢ gerceklesmedigi goriiliirken
enzimin aktivitesinin pH 9,0’da maksimuma ulastifi ve sonrasinda sabit kaldig1

goriildiigiinden ¢aligma pH’1 olarak pH 9,0 secilmistir.

4.4.3. Optimum Fe;04@ChOx Miktarinin Belirlenmesi
ChCl iizerine ilave edilecek immobilize ChOx miktarinin belirlenmesi i¢in yontem boliim
3.8.3.2°de anlatildig: sekilde uygulandi. Absorbans degerleri ve ilave edilen immobilize ChOx

hacmi arasinda ¢izilen grafik Sekil 4.27°de verilmistir.

1,0

0,8

0,6

Absorbans

04

0,2 |

0,0

0 50 100 150 200 250
immobilize ChOx (pL)

Sekil 4.27: Farkli hacimlerde Fe;O4@ChOx ilavesi ile absorbansta meydana gelen degisim.

Elde edilen sonuglardan ilave edilen immobilize enzim miktar1 arttikga absorbansin arttigi
goriilmektedir. ChCl’nin tamamen pargalanmasi i¢in 150 pL Fe3O4@ChOx siispansiyonunun
yeterli oldugu goriildiigiinden denemelerde 150 pL immobilize enzim kullanilmistir.

4.4.3.1. Optimum Siirenin Belirlenmesi

ChCl’nin immobilize ChOx ile betain ve H2O’ye pargalanmasi i¢in gerekli olan reaksiyon
stiresinin belirlenmesinde yontem, 3.8.3.3’de anlatildig1 sekilde uygulandi. Siire ile absorbans

degerleri arsinda ¢izilen grafik sekil 4.28°de verilmistir.



69

1,0

0,9 -
0,8 4
0,7 -

0,6 -

Absorbans

0,5 4

04 -

0,3 v T v T T T T T v
0 10 20 30 40 50

Siire (dk)

Sekil 4.28: ChCl'nin Fe;04@ChOx ile farkli siirelerde
inklibasyonu sonucu absorbansta meydana gelen
degisim.
Elde edilen grafikten 20 dk’ya kadar absorbansin arttigt ancak ChCl’nin tamaminin
parcalanmadig1 goriiliirken 20. dakika ve sonrasinda absorbansin neredeyse sabit kaldig1 yani

ChCl’nin tamamiin parcalandigi goriilmektedir. Bu yiizden optimum reaksiyon siiresi 20

dakika olarak belirlenmistir.

4.4.4. ChCl Kalibrasyonu

ChCI standardinin ¢ozeltideki son konsantrasyonlar ile okunan absorbans degerleri arasinda
cizilen grafikten (Sekil 4.29) 2,78 uM ila 44,4 uM arasi lineer bir iligski goriilirtken LOD
degeri 0,20 uM olarak bulunmustur. Elde edilen kalibrasyon denklemi A=2,67x10* C +
0,0281, belirleme katsayis1 da R?=0,9992 olarak bulunmustur.

1,4
12 | A =2,67x10°C +0,0281
’ R2=0,9992
1,0 4
2 ]
< 0,8
=
- 4
2 06
= U0
< ]
0,4
0,2
0,0 T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50
Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.29: ChCl standardina ait kalibrasyon grafigi.
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4.4.5. Immobilize ve Serbest Enzim Kinetiginin incelenmesi
Serbest ve immobilize enzim kullanilarak bolim 3.8.5°de belirtildigi sekilde farkli
konsantrasyonlardaki substrata karst Vo'in grafige gegirilmesiyle elde edilen Michaelis-

Menten grafikleri Sekil 4.30°da verilmistir.

35

30 - . . .a
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Sekil 4.30: Serbest (a) ve immobilize (b) ChOx enziminin
ChCl substratina ait Michaelis-Menten Grafigi.

Serbest ve immobilize enzime ait Michaelis-Menten denkleminin lineerlestrilmesiyle elde

edilen Lineweaver-Burk grafikleri Sekil 4.31°de verilmistir.

0,18 -

0.16 | y=0,0099x+00351 b
’ R2=0,9969

0,14
0,12 . a
0,1 1
0,08 1 oy =0,0074x +0,0302

E R?=0,9924
0,06 4

1/V, {1/(uM/min)}

0,04 L
0,02 -

60 30 00 30 60 90 120 150
1/[S] (1/mM)

Sekil 4.31: Serbest (a) ve immobilize (b) ChOx i¢in ChCl substratina
ait Lineweaver-Burk grafigi.

Sekil 4.31°deki serbest enzime ait grafik denkleminden (y = 0,0074x + 0,0302, R? = 0,9924)

KM ve Vmax degerleri sirasiyla 0,28 mM ve 33,1 (uM/min), immobilize enzime ait grafik
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denkleminden (y = 0,0099x + 0,0351, R? = 0,9969) Km ve Vmax degerleri sirasiyla 0,25 mM ve
28,5 (uM/min) olarak bulunmustur. immobilize enzimin Ky degeri ile serbest enzimin Ky
degerinin birbirine ¢ok yakin bulunmasi immobilizasyondan sonra enzimin substrata olan
ilgisinde 6nemli bir degisme olmadigin1 gostermektedir. Serbest enzimle kiyaslandiginda hizi
%14 daha diisiik bulunmustur. Bu da kat1 bir yiizeye bagl olan enzimin hareketine sinirlama

getirmesi nedeniyle beklenen bir durumdur.

4.4.6. Ornek Uygulamasi
Boliim 3.8.6’da anlatildig1 sekilde gelistirilen yontem devam siitii 6rnegine uygulandi ve elde
edilen deger firma tarafindan belirtilen miktar ile uyumlu bulunmustur. Sonuglar Tablo

4.14’da verilmistir.

Tablo 4.14: Devam siitiindeki kolin miktari.

Onerilen yontem Firma tarafindan belirtilen
(mg/ 100mL) (mg/100 mL)
Devam siitii 16,1 +£0,5 15

Devam siitii 6rnegi hazirlandiktan sonra igerisinden 50 pL alinarak dogrudan ve 11,1 — 16,7 —
22,2 uM ChCI katkis1 yapilmis ve %geri kazanim degerleri hesaplanmigtir. Sonuglar Tablo

4.15°de verilmistir.

Tablo 4.15: Devam siitiine standart katki sonucu bulunan geri kazanim degerleri.

Ornek Katka (uM) Bl(lpltlll\fll;m Geri lz:zamm
50 uL devam siitii - 9,7 _
11,1 21,5 106,3
16,7 27,2 104,8
222 32,9 104,5

Tablo 4.15’de verilen sonuclar incelendiginde %104 ila %106 geri kazanimla kolin tayinin

gerceklestirilebildigi goriilmiistiir.
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4.5. IMMOBILIZE ENZIMLERIN STABILITESIi VE TEKRAR
KULLANILABILIRLIiGI

Literatiirde enzimatik 6zelliklere sahip nanopartikiiller (nanozimler) dogal enzimlere alternatif
olarak gosterilmistir. Nanozimler, dogal enzimler i¢in daha ucuz alternatifler olmalarina
ragmen, segicilik agisindan dogal enzimlerle karsilastirilamazlar. Ayni1 enzimin birkac kez
kullanilmas1 maliyetleri 6nemli dl¢lide azaltabilir. Bu nokta dikkate alinarak, MNP'ler iizerine
immobilize edilen enzimin stabilitesi, tekrar kullanilabilirligi giin i¢i tekrarlanabilirligi ve

giinler arasi tekrar tiretilebilirligi Boliim 3.9'da agiklandigi gibi uygulanarak belirlenmistir.

14
1,2 4
3 —3°

300
q§' L o I T - b
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Sekil 4.32: Immobilize enzimler kullamlarak 65,2 uM UA (a), 100
uM glukoz (b) ve 33.3 uM ChCl (c) varliginda farkli zamanlarda
okunan absorbans (veya UA i¢in AA) degerleri.

4°C'de saklanan immobilize enzimlerin stabilitesini incelemek icin farkli zamanlarda sabit
konsantrasyonda substratlar kullanilarak yontem uygulanmistir. 60 giin sonra UA, Glu ve
ChCl i¢in absorbans (veya UA icin AA) degerlerinde sirasiyla %3, %4 ve %6 ‘lik bir azalma

meydana gelmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.32'de verilmistir.

Immobilize enzimlerin tekrar kullanilabilirli§ini incelemek igin her bir substrat igin Tablo
4.16°de belirtildigi sekilde iki farkli konsantrasyonu ic¢in yontem uygulandi. Elde edilen
sonuclar, immobilize enzimler ile %10'un altinda bagil standart sapma (%RSD) ile en az bes
kez kullanilabilecegini gostermistir. Seyreltik analitler i¢in % RSD degerleri daha diisiik
bulunurken ayni zamanda yeniden kullanilabilirligin 5 kereden daha fazla olabilecegi

gorilmiistiir.
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Tablo 4.16: Ayn1 immobilize enzimlerin bes kez art arda kullanilmasiyla uygulanan yontem
sonucunda elde edilen CUPRAC absorbans degerleri.

Farkh UA Farkh Glukoz Farkh ChCl
konsantrasyonlari i¢in konsantrasyonlari konsantrasyonlari i¢cin
ol¢iilen Acuprac icin olciilen Acuprac olciilen Acuprac

Yeniden 32,6 uM 65,2 pM 333uM 88,9 uM 11,1 pM 33,3 pM

kullanim

sayIsi UA UA Glu Glu ChCl ChCl
1 0,0212 0,0300 0,3423 0,8284 0,3296 0,9688
2 0,0238 0,0477 0,3412 0,8246 0,3281 0,9595
3 0,0250 0,0533 0,3408 0,8220 0,3194 0,9417
4 0,0250 0,0849 0,3383 0,8097 0,3068 0,8917
5 0,0252 0,1073 0,3257 0,7879 0,3016 0,8681

Glin i¢i ve giinler aras1 tekrarlanabilirlik deneyleri sonucunda UA, Glu ve ChCl i¢in % RSD
degerleri sirasiyla 3,12; 4,61 ve 3,84, giin i¢i sonuglar ise ayni sirayla 3,61; 5,32 ve 4,28.
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5. TARTISMA

Biyosensorler, enzimler, DNA ve antikorlar gibi biyomolekiiller i¢in tanima bdlgelerine
sahiptir. Bu yilizden farkli hastaliklarin teshisinde belirteg olarak kullanilabilen
biyomolekiillerin segici ve hassas tayinine imkan verirler. Farkli biyotanima unsurlari
arasinda enzimler, tayin edilen analite benzersiz bir segicilik sunar. Son yillarda kesfedilen
nanozimler, diigiik 6zgiilliikleri ve turn-over oranlar1 nedeniyle enzimlerle zorlukla rekabet
edebilir. Ancak enzimlerin stabilitesi zayiftir ve in vitro caligmalarda kullanimlar1 ve
ayrilmalar1 sirasinda karsilagilan komplikasyonlar kullanimlarint kisitlamakta ve maliyeti
artirmaktadir. Bu ylizden enzimlerin kati destekler {izerine sabitlenmesi bu dezavantajlarin
iistesinden gelinmesine yardimci olmaktadir (Nemiwal ve dig., 2022). Ancak immobilize
enzimlerin reaksiyon ortamindan ayrilmasi amaciyla yapilan santrifiijleme islemi, NP'lerin
kiigiik boyutlarindan dolay1 sorunlara neden olabilmektedir (Liu ve dig., 2018). Ayirma i¢in
kullanilabilecek farkli kati destekler arasinda, MNP'ler, harici bir manyetik alan vasitasiyla
kolayca ayrilmalarina imkan verdiginden 6zel bir yere sahiptir. Kolay ayrilmalarina ek olarak,
MNP'ler ayn1 zamanda yliksek spesifik yilizey alani (Bilal ve dig., 2018) ve problar1 baglamak
icin elektrostatik yetenek gibi bagka avantajlara da sahiptir, bdylece Fes0s MNP'ler enzim

immobilizasyonu i¢in uygun kat1 destek materyali haline gelir (Liu ve dig. 2018).

Bu tez ¢alismasinda, li¢ oksidaz substrati olan biyolojik olarak 6nemli bilesiklerden UA,
glukoz ve ChCl’iin tayini gergeklestirilmistir. Bu amagla UOx, GOx ve ChOx’in Fe3O4
manyetik nanopartikiil {izerine immobilizasyonu saglanmigtir. Bunun i¢in ilk olarak
FeCl3.6H,O ve FeSO4.7H2O kullanilarak birlikte ¢oktiirme yontemiyle FesOs MNP’ler
sentezlenmistir. Yalin FesO4 MNP'ler, atmosferik havada kolayca oksitlenerek manyetik
ozelliklerini ve disperse edilebilirliklerini  kaybedebilirler. Bu yiizden yiizeyleri
islevsellestirilerek MNP'lerin kararliliklar1 iyilestirilebilmektedir. Silika, siiper paramanyetik
cekirdegin agregasyonunu Onleyerek stabiliteyi arttiran ve toksisiteyi minimum seviyeye
indirdigi bilinen bir kaplama malzemesidir. Ayrica silika tabakasi, organosilan bilesikleri ile
kolayca reaksiyona girebilen enzimler ile etkin bir sekilde baglanan zengin silanol gruplari
saglamaktadir (Thangaraj ve dig, 2019). Sentezlenen Fe3Os nanopartikiiller notrallesinceye

kadar yikanip kurutulduktan sonra buradan alinan MNPlerin ylizeyi silika ile kaplanmistir.
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Ardindan APTS kullanilarak -NH> fonksiyonalize hale getirilen nanopartikiiller GLA ile
aktive edildikten sonra immobilize edilecek enzim ile belirlenen uygun pH ortaminda ve
sirede inkiibe edilmistir. Sonrasinda hazirlanan immobilize enzimler kullanilarak
kolorimetrik olarak substratlarinin tayinleri gergeklestirilmistir. Kolorimetrik biyosensorler,
islem kolayligi, hizli tepki vermeleri ve cihazlarinin nispeten diisiikk maliyeti nedeniyle diger
yontemler arasinda 6zel bir dneme sahiptir. Ayrica olusan renkli {iriin ¢iplak goézle dahi
gozlenebilmektedir (Liang ve dig., 2013). Bununla birlikte, 6zellikle biyolojik numuneler gibi
karmasik matrislerde, kolorimetrik yontemleri olumsuz yonde etkileyebilecek c¢ok fazla
girisim olabilir. Bu baglamda, enzim kullanimi segiciligi arttirmaktadir. Literatiirdeki diger
bir¢ok ¢alismanin aksine tez ¢alismasinda sunulan enzimatik kolorimetrik yontemde HRP gibi
bir H>O: aktivatorii gerektirmeksizin CUPRAC reaktifi kullanilarak net stokiyometrik
reaksiyonla H>Ox'yi Oz'ye oksitlemek icin kromojenik ajan olarak kullanilmis, bdylece Beer

Kanunu’na uyulmasi saglanmgtir.

Tezin ilk kisminda tayini gerceklestirilen UA, insanlarda piirin metabolizmasinin nihai
iirliintidiir, ksantin oksidaz enzimi ile birka¢ adimda ksantinden olusur ve idrarla atilir. UA,
insan plazmasinda bulunan 6nemli bir antioksidandir ve plazmadaki serbest radikal temizleme
kapasitesinin ~ %060'n1 saglamaktadir. UA'nin antioksidan etkisi terapotik etkileri
olabilecegini diislindiirse de yiliksek serum UA konsantrasyonu oksidatif stres ile
iliskilendirilen obezite, hipertansiyon ve kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisimi ile
iliskilendirilmektedir (Fabbrini ve dig., 2014; Sautin ve Johnson, 2008). Urik asit, diger
oksidanlarla reaksiyonlarda radikaller olusturarak bir pro-oksidan haline gelebilir ve bu
radikaller, diger hiicresel bilesenlerden ziyade baskin olarak lipidleri (LDL ve membranlar)
hedef almaktadir. Ayni zamanda, lipidlerin olusturdugu hidrofobik ortam {irik asidin
antioksidan etkileri ic¢in elverigsizdir ve oksitlenmis lipidler iirik asidi bir oksidana
doniistiirebilmektedir (Sautin ve Johnson, 2008). Bu yiizden serumda UA icermeyen toplam
antioksidan kapasitenin tayini de gerg¢ek antioksidan kapasiteyi gostermesi agisindan
onemlidir. Gelistirilen yontemde CUPRAC yontemi kullanildigindan dogrudan uygulanan
yontem ile immobilize UOx ile muameleden sonra uygulanan absorbans arasindaki farktan
UA miktar1 tayin edilebildigi gibi immobilize UOx ile muameleden sonra elde edilen

absorbansdan UA igermeyen antioksidan kapasite de belirlenebilmektedir.

Klinik analizde UA'y1 belirlemek icin kullanilan geleneksel yoOntemler, ultraviyole

spektrofotometri ile dogrudan izlemeye veya liratin iirikaz enzimi ile allantoin, CO2 ve H20x'e
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enzimatik donilislimiiniin  birlestirilmesine dayanir. Buna alternatif bir yOntem ise,
fosfotungstik asidin UA tarafindan tungsten mavisine indirgenmesine dayanmaktadir. Ancak,
bu yontemler pahali ve kararsiz reaktifler gerektirir ve ayrica biyolojik sivilardaki dopamin ve
askorbik asit gibi diger girisim yapan bilesenlerin uzaklastirilmast i¢in karmagik 6rnek
hazirlama adimlar1 gerektirir. UA'y1 saptamak i¢in kullanilan kromatografik yontemlerin
bliylikk c¢ogunlugunda en Onemli sorun, analizden oOnce serum Orneklerinin
deproteinizasyonuna olan ihtiya¢ olup, ¢oklu reaksiyon adimlari, ¢esitli numune hazirlama
adimlari, pahali ekipman, operasyonel maliyetler ve toksik atik iiretebilmek gibi

dezavantajlar1 bulunmaktadir (Gécenoglu Sarikaya ve dig, 2017).

Calismanin birinci kisminda ilk olarak UOx enzimini immobilize etmek i¢in pH, siire ve
enzim miktar1 optimize edilmistir. Belirlenen optimum kosullar olan pH 8,5 ortaminda 0,5 mg
UOx varliginda 5 saatlik bir inkiibasyon siiresi sonucunda baglanmadan kalmis olabilecek
enzimi uzaklastirmak i¢cin MNP’ler harici bir manyetik alan ile toplanip iist kistm dekante
edilerek yikanmistir. FesO4@UOx su ile disperse edilerek kullanilmistir. Buradan alinan
immobilize enzim antioksidan kapasite tayini i¢in kullanilan CUPRAC ydntemiyle UA’in
tayini i¢in kullanilmigtir. Bunun igin, ilk olarak CUPRAC yontemi dogrudan uygulanmis
ardindan UA tayini yapilacak ornek icerisine immobilize enzim ilave edilip 15 dakikalik
inkiibasyon sonucunda immobilize enzim uzaklastirllarak CUPRAC yo6ntemi uygulanmaistir.
Aradaki absorbans azalmasindan ornekteki UA konsantrasyonu hesaplanmistir. Yontemde
UA igin lineer aralik 5,43 uM — 65,2 uM iken LOD degeri 0,34 uM olarak bulunmustur.
Gelistirilen yontemle hem GA, CFA, QR, CAT, FA gibi fenolik antioksidanlar yaninda hem
de bilirubin, AA, GSH gibi ¢esitli serum antioksidanlar1 yaninda UA’in tayini %5’in altinda
hata ile gerceklestirilmistir. FBS 6rnegindeki UA miktar1 hem gelistirilen yontemle hem de
George ve dig. (2006) tarafindan gelistirilen yontem modifiye edilerek HPLC yontemiyle
tayin edilmistir. FBS’deki UA miktar1 bulunmus ve standart katki yapilarak %geri kazanim
degerleri hesaplanmistir. 10,9 uM ve 21,7 uM UA Kkatkist i¢in geri kazanim degerleri
gelistirilen yontemle sirasiyla %98,07 ile %98,43 olarak bulunurken HPLC yonteminde geri
kazanim degerleri 9%102,11 ve %103,55 olarak bulunmustur. Gelistirilen yontemle ayni
zamanda UA’siz TAC belirlenmistir. Bunun i¢in 0,5 mL FBS ve UA katkili 6rneklere
CUPRAC yontemi uygulanarak TAC AA esdegeri cinsinden hesaplanmistir. Ayrica UA
icermeyen TAC i¢in ornekler Fe3;Os@UOx ile muamele edildikten sonra CUPRAC
uygulanmistir. Buradan UA icermeyen TAC belirlenmistir.
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Calismanin ikinci kisminda tayini gergeklestirilen glukoz, hem gida endiistrisi hem de
biyokimya icin Onemli bir bilesiktir. Kan sekerinin hassas ve dogru Ol¢limii,
komplikasyonlarint en aza indirgemek i¢in diyabet hastaligini teshis etmeye ve yOnetmeye
yardimc1 olmaktadir (Cash ve dig., 2010). Literatiirde glukoz tayini ile ilgili olarak,
kolorimetrik, florometrik, kemiliiminesans ve elektrokimyasal yontemler mevcuttur ve yakin
zamanda nanosensing teknolojileriyle tamamlanmistir (Wang ve dig., 2022). Giinlimiizde hala
etkili olan glukozun enzimatik olarak belirlenmesi fikri 1960'larin baslarina kadar

uzanmaktadir (Hjelm ve dig., 1963; Washko ve dig., 1961).

Sentezlenen manyetik nanopartikiil lizerine GOx immobilizsyonu pH 7,0 fosfat tamponlu
ortamda 0,02 g Fe304/SiO2/APTS kullanilarak 2 mg GOx ile 30 dakikalik belirlenen optimum
kosullar altinda gergeklestirilmistir. Hazirlanan immobilize enzimler kullanilarak CUPRAC
yontemiyle glukoz tayini gergeklestirilmistir. Glukoz, nétral kosullarda CUPRAC reaktif bir
bilesik degildir. Ancak GOx katalizli reaksiyon sonucu agiga ¢ikan H.O, CUPRAC reaktif
oldugundan glukozun tayininde kullanilmistir. Bunun i¢in glukoz standardi veya tayini
yapilacak ornek ¢ozeltisi igerisine pH 7,0 NH4Ac’l1 ortamda 200 pL immobilize enzim ilave
edilerek 30 dk karistirma isleminin ardindan miknatis yardimiyla immobilize enzimler
uzaklastirilip inkiibasyon ¢ozeltisi CUPRAC reaktifi ¢ozeltisi igerisine koyulmustur. Okunan
absorbans degerlerinin 11,1 pM ila 111,1 uM arasi lineer oldugu goriilmiistiir. Kalibrasyon

denklemi A=8,8x10° C + 0,046, belirleme katsayis1 da R?=0,9968 olarak bulunmustur.

Immobilize enzim ile serbest enzimin kinetigini karsilastirmak igin enzim katalizli reaksiyon
sonucu olugan H>0O2’in peroksidaz, 4-aminoantipirin ve fenol varliginda kirmizi kinonimin
boyast olusturmasindan yararlamlmistir. Immobilize ve serbest enzim icin ¢izilen
Lineweaver-Burk grafiklerinden Km degerleri hesaplanmis ve her iki enzim igin de aym
bulundugundan immobilizasyon sonucu substrata ilgisinde bir diigiis goriilmemistir. Hizinda
ise immobilizasyon sonrasi %43’lilkk bir azalma goriilmistiir. Gelistirilen yontemle FBS
orneginde glukoz tayini gergeklestirilmistir. Firma tarafindan belirtilen deger 139 mg/dL iken
gelistirilen yontem ile 141,0 mg/dL olarak bulunmustur. FBS igerisine glukoz katkisi
yapildiginda %101.2 ve %101.4 geri kazanim ile serum igerisindeki bilesenlerin girisimine

neden olmadan tayin edilebildigi goriilmustiir.

Tezde tayini gergeklestirilen {i¢iincii analit olan kolin, yalnizca memelilerdeki ana fizyolojik

bilesenlerden biri degil, ayn1 zamanda ndrotransmitter asetilkolin sentezine katilimi nedeniyle
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giinlik alim1 siddetle tavsiye edilen temel bir besin maddesidir (Rahimi ve Joseph, 2019).
Ozellikle besin alimmin tek bir kaynakla siirli oldugu bebekler igin, kolin takviyesi kritik
oneme sahip olabilir. Anne siitilyle beslenen cocuklar icin kolin, biiyiimeye ve beyin
gelisimine yardimci olmasi i¢in anne kanindan siite taginir. Mama ile beslenen ¢ocuklarda ise
bu alimi eslestirmek icin kolin, birgok bebek mamasinda gerekli bir katki maddesidir.
Yenidoganlarin gelisimi ve saglig1 olduk¢a 6nemli oldugundan, gidalarda kolin tayini i¢in

dogru analitik yontemler gereklidir.

Sentezlenen manyetik nanopartikiil {izerine ChOx immobilizsyonu, pH 6,0 asetat tamponlu
ortamda 0,01 g Fe304/SiO2/APTS kullanilarak 0,3 mg ChOx ile 30 dakikalik belirlenen
optimum kosullar altinda gerceklestirilmistir. Hazirlanan immobilize enzimler kullanilarak
CUPRAC yontemiyle kolin tayini gerceklestirilmistir. Kolin, CUPRAC reaktif bir bilesik
degildir. Ancak ChOx Kkatalizli reaksiyon sonucu aciga ¢ikan H>O> kolinin tayininde
kullanilmistir. Bunun i¢in ChCl veya tayini yapilacak 6rnek ¢ozeltisi igerisine pH 9,0
NH3/NH4CI'li ortamda 150 pL immobilize enzim ilave edilerek 20 dk karistirma igleminin
ardindan miknatis yardimiyla immobilize enzimler uzaklastirilip inkiibasyon c¢ozeltisi
CUPRAC reaktifi ¢cozeltisi igerisine koyulmustur. Okunan absorbans degerlerinin 2,78 uM ila
444 uM arasi lineer oldugu goriilmiistir. Kalibrasyon denklemi A=2,67x10*C + 0,0281,

belirleme katsayisi da R?=0,9992 olarak bulunmustur.

Immobilize enzim ile serbest enzimin kinetigini karsilastirmak icin GOx enzim kinetiginin
incelenmesinde kullanilan yontem kullanilmistir. Immobilize ve serbest enzim igin ¢izilen
Lineweaver-Burk grafiklerinden Km degerleri hesaplanmis serbest ve immobilize enzim i¢in
sirastyla 0,28 mM ve 0,25 mM olarak bulundugundan immobilizasyon sonucu substrata
ilgisinde bir diisiis goriilmemistir. Hizinda ise immobilizasyon sonrast %14’liik bir azalma

gorilmiistiir.

Gelistirilen yontemle devam siitiinde kolin tayini gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar
firma tarafindan belirtilen deger ile uyumlu bulunmustur. Ayrica devam siitii icerisine farkli
miktarlarda kolin katkist yapilmis ve %104,5 — %106,3 geri kazanimla kolinin tayini
gerceklestirilmistir. Her {i¢ immobilize enzimin stabilitesi incelendiginde 60 giin sonunda UA,
Glu ve ChCl i¢in absorbans (veya UA i¢in AA) degerlerinde sirasiyla %3, %4 ve %6 ‘lik bir

azalma ile tayinlerin gerceklestirilebildigi goriilmiistiir. Immobilize enzimlerin tekrar



79

kullanilabilirlikleri incelendiginde ise %10’un altinda %RSD ile en az bes kere

kullanilabilecegi goriilmiistiir.

Glu, ChCl ve UA'nin belirlenmesi i¢in kullanilan benzer bir mekanizmaya sahip diger

literatiir caligmalarinin bulgulari, Tablo 5.1'de gosterilmistir.

Tablo S5.1: Gelistirilen yontemin LOD ve lineer araliklarinin benzer literatiir yontemleriyle

karsilagtirilmasi.
Substrat Kullanilan Mekanizma Lineer LOD (upM)  Ref.
teknik aralik (uM)
Glukoz  Kolorimetri Fe3sOs MNP'ler, ABTS ile Wei ve
enzimatik olarak iiretilen H2O2 5-100 3,0 Wang,
arasindaki reaksiyonu katalize 2008
etmistir.
Kolorimetri ZnFex04 MNP’lerin Su ve dig.,
peroksidaz benzeri aktivitesi. 1,25-18,75 0,3 2012
Enzimatik  olarak iretilen
H>0> TMB’i renklendirmek
icin ZnFe>O4 ler ile reaksiyona
sokulmustur.
Kolorimetri HRP-GOx enzimleri ile 25-200 27,7 Hosu ve
ve akilli birlestirilmis  poli(anilin-co- (iki (akalli tIf  dig, 2019
telefon antranilik asit) (ANI-co-AA) kalibrasyon uygulamasi-
uygulamasi kompozit film kullanilarak egrisi) 49,4)
biyosensor gelistirilmistir.
Kolorimetri GOx-Cu3(PO4)2:3H0  hibrit Zhang ve
(akilli telefon ~ mikrocicekler, Glu ve TMB 1,0-1000 0,3 dig., 2022
uygulamasi) ile reaksiyona girerek renkli
bir Uiriin tiretmistir.
Kolorimetri Yiikseltgenmis pirogallol ve Sunoqrot
PEI arasinda Schiff baz1  22,2- 6250 22,2 ve dig.,
ve/veya  Michael katilma 2021
reaksiyonlar1 yoluyla ¢apraz
bagli kaplamalar olusturularak
GOx immobilize edilmistir.
CUPRAC GOx immobilize MNP'ler ve
Kolorimetri Glu arasindaki reaksiyon ile 11,1 -111,1 0,59 Bu ¢alisma
enzimatik olarak iiretilen H>O>
CUPRAC yontemi ile
belirlenmistir.
Kolin Kolorimetri ChOx ile Ch’den olusturulan Nikzad ve
H>02, DNAzim varliginda 0,1-25 0,022 Karami,
renksiz ABTS'yi yesil 2018
ABTSe+'ye doniistiirmiistiir.
Kolorimetri MoS: nanotabakalarinin H>O» Nirala ve
varliginda TMB’in 1-180 0,4 dig., 2018
oksidasyonunu katalize

etmesinden yararlanilmustir.
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Substrat Kullanilan
teknik

Mekanizma

Lineer arahk
(pM)

LOD (M)

Ref.

Kolin CUPRAC
Kolorimetri

Urik Kolorimetri
asit

Kolorimetri

Kolorimetri

Kolorimetri

Kolorimetri
(akill1 telefon
uygulamast)

CUPRAC
Kolorimetri

ChOx immobilize MNP'ler ve
ChCl arasindaki reaksiyon ile
enzimatik olarak iiretilen H202
CUPRAC yontemi ile
belirlenmistir.

Bir sise Tlizerine immobilize
edilmis UOx ile 4-aminofenazon,
p-hidroksibenzoik asit ve
HRP'den olusan bir renk reaktifi
kullanilmstur.

4-aminoantipirin varliginda bakir
nanozime gomiilii UOx'in
peroksidaz benzeri aktivitesi

Enzimatik olarak {iretilen H202
varhiginda wultra kiigik CuS
NP'lerin TMB'ye kars1 peroksidaz
benzeri aktivitesi

BSA ile stabilize edilmis Au
nanokiimelerinin  (Au  NCl'ler)
peroksidaz mimetik aktivitesi;
enzimatik olarak fiiretilen H>O»,
BSA-Au NC'lerin varliginda
TMB ile reaksiyona sokulmustur.

Poli(vinil alkol) bazl
mikroignelere gomiili UOx ile
peroksidaz  benzeri aktiviteye
sahip polipirol nanopartikiiller ve
TMB  kullanilarak  giyilebilir
sensor gelistirilmistir.

UOx immobilize MNP'ler ve UA
arasindaki reaksiyon ile enzimatik
olarak iretilen H.O. CUPRAC
yontemi ile belirlenmisgtir.

2,78 — 44,4

10-1200

1-50

1-100

2,0-200

200-1000

5,43-65,22

0,2

10

0,6

0,1

0,36

65

0,34

Bu ¢aligma

Chauhan
ve dig,
2014

Chi ve
dig., 2022

Wang ve
dig., 2018

Zhao ve
dig., 2012

Zhang ve
dig, 2022

Bu ¢aligma

Tablodaki literatiirde yer alan kolorimetrik ¢aligmalar incelendiginde cogunun TMB ve ABTS

ile gerceklestirildigi goriilmektedir. Bunlar da HRP gibi ilave bir enzim veya peroksidaz

aktivitesine sahip bir katalizore ihtiya¢c duymaktadir. Yapilan calismada ise CUPRAC

yontemi kullanildigindan bir H>O» aktivatorii gerektirmeden net bir stokiyometri ile reaksiyon

gerceklesmektedir. Ayrica yapilan ¢alismada immobilize enzimlerin kullanilmasi, enzimlerin

birden ¢ok kullanilmasina imkan verdiginden literatiirdeki spektrofotometrik UA, glukoz ve

Ch tayinlerine ustiinliik saglamaktadir.



81

6. SONUC VE ONERILER

Sunulan tez calismasinda, {i¢ farkli dogal oksidaz enzimi; GOx, ChOx ve UOx, MNP'lere ayr1
ayr1 immobilize edilip ilgili enzim substratlarini (sirasiyla Glu, ChCl ve UA) belirlemek i¢in
enzimatik-kolorimetrik bir yoéntem gelistirilmistir. Incelenen her ii¢ madde de biyoloji, insan
saghgr ve gida endiistrisi i¢in olduk¢a Onemlidir. Biyolojik enzimler, substratlari igin
benzersiz bir secicilige sahiptir ve bu oOzellikleri, karmasik matrislerde substratlarinin
belirlenmesine izin verir. Enzim benzeri aktivitelere (nanozimler olarak da bilinir) sahip bazi
nanopartikiiller, dogal enzimler i¢in ekonomik alternatifler olarak sunulsa da nanozimler,
diisiik substrat secicilikleri ve donilisiim oranlar1 agisindan biyolojik enzimlerle etkili bir
sekilde rekabet edemezler. Genel olarak, enzimlerin kati bir destek {izerinde
immobilizasyonu, onlar1 tekrar kullanilabilir hale getirmekte ve maliyeti diisiirmektedir. Bu
caligmada, GOx, ChOx ve UOx, MNP'lere kovalent olarak baglanmis, boylece tekrarlanan
kullanimlarda enzim kaybi en aza indirilmistir. Genel anlamda, gelistirilen yontem enzimatik
olarak {iretilen H2O2'nin CUPRAC kolorimetrik yontemiyle belirlenmesine dayanmaktadir.
Burada agik mavi renkli CUPRAC reaktifi, Cu(II)-Nc kompleksi, giiclii yiik transferi
absorpsiyonu gosteren kararli sari/turuncu renkli Cu(I)-Nc kelatina indirgenmektedir.
Reaksiyon mekanizmasi, net bir stokiyometri ile basit bir elektron transferini igermektedir,
clinkii Cu(II)-Nc, bir H2O» aktivatorii gerektirmeden hidrojen peroksidi molekiiler oksijene
doniistiirebilen nadir oksidanlardan biridir ve bu 2e” oksidasyonu, indirgenmis bakir-
neokuproin kelatinin absorbansi okunarak dolayli bi¢imde H»O, i¢in yiiksek bir molar
absorptivite saglamaktadir. Diger taraftan, H>O; yoluyla enzimatik kolorimetrik tayinler icin
yapilan c¢alismalarin ¢ogu, bir katalizor varliginda TMB, ABTS ve 4-AAP gibi kromojenik bir
peroksidaz substratinin oksidasyonuna ihtiya¢ duymaktadir. Ayrica bazen bu katalizéor HRP
gibi bagka bir enzimdir ve analizlerde enzim inhibisyonu riskini de beraberinde getirir.
Cogunlukla nanozimlerin kullanildig: bu tiir reaksiyonlar, ¢ogu zaman stokiyometrik olmayan
sekilde yiirliyebilmektedir, ¢iinkii katalitik belirleme sirasinda TMB benzeri peroksidaz
substratlarini oksitleyen H>O» ¢esitli reaktif oksijen tiirlerine (ROS) ayrisabilir, ayn1 zamanda
olusan iiriinler H>O; ile redoks dongiisiine girebilmektedir. Bu olgular, peroksidaz substratlari
tizerinden yapilan hidrojen peroksit tayinlerinin stokiyometrisini karmasik kilar. Buna

karsilik, bu caligmada kullanilan basit redoks reaksiyonu tek iiriin olusumuna (yani Cu(I)-Nc)
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bagli oldugundan ¢ok daha az karmagik ve daha net stokiyometrilidir. Tek iiriin olusumu da
Beer kanununa miikemmel bir sekilde uymaktadir, ¢iinkii ¢oklu iiriin olusumuyla ortaya ¢ikan
Beer kanunundan kimyasal sapmalar en az diizeye inmektedir. Ayn1 zamanda, CUPRAC
yontemi baslangigta TAC tayini icin gelistirildiginden, bir diger 6nemli parametre olan UA's1z
TAC de aynm1 yontem kullanilarak belirlenebilmistir. Ek olarak, immobilizasyondan sonra,
immobilizasyon ile enzim afinitesinin azalma olasilig1 kinetik deneylerle arastirilmistir.
Kinetik calismalar sayesinde serbest ve immobilize enzimlerin afiniteleri karsilastirilmis ve
immobilizasyondan sonra enzimlerin substratlarina afinitesinde higbir degisiklik olmadig:
(veya ¢ok az) sonucuna varilmistir. Ancak immobilize enzimler i¢in belirlenen Vmax degerleri,
serbest enzimler icin hesaplananlara gore, muhtemelen aktif bdolgelerin erisilebilirlik
kisitindan dolayr diisiis gdstermistir. Son olarak gelistirilen yontem, kompleks matrise sahip
gercek numunelerde Glu, Ch ve UA tayini i¢in uygulanmistir. Bu ¢alismanin sonuglari,
saglam analizlerle desteklenen ve biyolojik sivilarda seciciligi yliksek olan oksidaz enzim-

substrat reaksiyonlarini aragtiran daha ileri biyokimyasal ¢aligmalarin yolunu agabilir.
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