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OZET

Bu calismada, kreatin tayini icin yeni bir amperometrik biyosensor
gelistirldi. Bu amacla, platin levha tUzerinde pirolun polivinilstlfonatl
ortamda elektropolimerlesmesi ile polipirol-polivinilstlfonat filmi
hazirlandi. Kreatinaz ve sarkozin oksidaz enzimleri, polipirol-
polivinilstulfonat film Uzerine glutaraldehit ile capraz baglama
yontemiyle immobilize edildi. Kreatin tayini, hazirlanan biyosensoriun
yuzeyinde gerceklesen enzimatik tepkime sonucu olusan hidrojen
peroksitin 0,4 V ‘da yukseltgenmesine dayanarak yapildi. Kreatin
biyosensoérin cevabina pH, sicaklik, substrat konsantrasyonu, enzim
orani ve enzim miktarinin etkisi arastirildi. Biyosensorun kreatin igin
dogrusal calisma araligi tayin edildi. Biyosensorun tekrar
kullanilabilirligi ve raf dmru belirlendi. Hazirlanan biyosensoérle biyolojik
sivida (kan) kreatin tayini yapildi. Biyolojik ortamlarda olabilecek

girsimlerin biyosensor cevabi Uzerine etkileri incelendi.
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ABSTRACT

In this study, a new amperometric biosensor for determination of
creatine was  developed. For this reason, polypyrrole-
polyvinylsulphonat films have been prepared on the platinum electrode
by the electropolymerization of pyrrole was carried out in the presence
of polyvinylsulphonate. Creatinase and sarcosin oxidase enzymes have
been immobilized on polypyrrole-polyvinylsulphonat film crosslinking
method via glutaraldehyde. Creatine detection is based on the oxidation
of hydrogen peroxide at 0,4 V produced by the enzymatic reaction on
the biosensor surface. The effect of creatine biosensor response of pH,
temperature, substrate concantration, enzyme ratio and enzyme
amount were investigated. The linear working range of biosensor for
creatine was determined. Reproducibility and storage stability were
determined of the biosensor. Determination of creatine was carried out
in biological fluid (in blood) by biosensor. interference effects were
investigated on the amperometric response of the biosensor.
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1. GIRIS

Kreatin; L-Arjinin, Glisin ve S-Adenosilmetiyoninden sentezlenen bir

aminoasit tarevidir [1].

ClI,

HOOC,_ N __NH
C C
H, |
NH,

Sekil 1.1. Kreatin’in kimyasal formuli

Kreatin aminoasit metabolizmasinin bir yan trind ve kas dokulari i¢in ener;i
kaynagidir. Kanda dehidrojenize formu olan kreatinin seklinde tasinir.
Kandaki normal degeri 44-106 uM arasindadir. Konsantrasyonu 1000 pyM

gectiginde kesin patolojik bir durumu gosterir [2,3].

Kreatin karaciger, bobrek ve pankreasta sentezlenir ve kan yoluyla kas ve
beyin gibi organlara tasinir, fosforillenir ve fosfokreatin seklini alr.
Fosfokreatin yuksek enerijili bir bilesiktir. Kreatinfosfatin ve kreatinin molekl
ici degisimi bu bilesiklerin kas derisiminin metabolik yolunun bir 6zelligidir.
Kasdaki kreatin’in bir kismi anhidrat formu olan kreatinine dénusuir. Bu oran
ginde %1-2 civarlarindadir. Endojenik kreatinin tretim orani kas kitlesiyle
yas ve cinsiyetle dogrudan orantihdir. Erkeklerde idrarla atilan kreatinin
miktari 1,5g/dl iken kadinlarda bu oran 1,2g / dl'dir [4]. Kreatinin son

zamanlarda ayrica popduler bir ergojenik yardimcihigi vardir [5].



CH

[ [
H,C— N\\ B HG—N,_
0—¢ c=NH + ATP %% o= ‘C=NH + ADP
| i !
0" NH, sk N—H
Kreatin 0= :IP =0
O-
Fendillgnden, nonanzimaii sIKizasyon Fosfokreatin
. Kendiiljindan,
CH, 4
Hz(_,‘, N - //// \\p
H 20 + . ‘ :‘, C=NH P : i
0=C— rlrf
Kreatinin

Sekil 1.2. Kreatin’in kreatinin’e déntusim tepkimesi

Argininin terminal amidino grubunun glisine transferi sonucunda guanidino
asetik asit sentezlenir. S-Adenozilmetyoninden guanido asetik aside transfer
edilen metil grubu ile kaslar icin 6nemli bir bilesik olan kreatin sentezlenir.
Kreatin kinaz enzimi ATP’deki fosforil grubunu kreatine geri dondsumli

olarak transfer eder [6].

NH&“- o
-00C Ornitin NH*
H;ww \ g of ’
- DOC—CHy=—N MH,
H,N—CH, —COOH H
+ Gligin i ’f CGuanido asetide asit
v SAM i
MH, /JT{:_; ’ﬁ'
TOE—EH NH; ——— = 00C=CH=H" NP0
CH; ATP  ADP _ CH OH
Kreatin Kreatin Fosfat

Sekil 1.3. Metabolizmada kreatin’in sentez basamaklari

Kreatin karaciger ve bdbreklerde koordine bir yol ile arginin, glisin ve
metiyoninden sentezlenebilir. Kreatin disuk derisimlerde kan yolu ile kaslara

tasinir [7]. Kreatin, genel olarak kirmizi etten giunde yaklasik olarak 1,2 g



alinir. Kirmizi etteki kreatin icerigi yaklasik 4g/kg’dir [8]. Tamamen kreatin
yoklugunda viicut besinlerle alinan kreatin iceriginin yalnizca %70 ile %80’ini
alir [9].

Hem amatér hem de profesyonel atletler bir dizi performans arttirici
tekniklerle kendilerini zorlayarak fiziksel kondisyonlarini yukseltebilirler.
Anabolik steroidler ile kas protein miktarini ve kan dopingleri ile alyuvarlarin
kaslara oksijen transferini artirirlar. Ancak her iki yontem de saglik acisindan
riskler tasir. Bu ylzden bunlarin uygulamalari bircok spor dalinda
yasaklanmistir. Bu gunlerde popduler bir hile olarak kas performansini
arttirmak amach kreatin katki diyeti sporcular tarafindan kullaniimaktadir.
Burada amaclanan dokulardaki fosfokreatin degerini blyuk oranda arttirmak
ve ATP nin rejenarasyonunu hizlandirmak ve bu yolla kas aktivitesinde bir

patlama yaratmaktadir [9].

Bir ¢ok calisma gostermistir ki kreatin yiklemesi yukleme 6ncesi duruma
gore maksimum guc¢ egzersizlerini veya tekrarlanan egzersizlerdeki kas
glcuni ve performansini arttirmistir [10]. Bu nedenle halterciler, kisa mesafe
kosuculari ve vyuziculer oral kreatin desteginin goOsterdigi yararlardan
faydalanmistir [11].

Kreatin tayini icgin; yuksek performansh sivi kromatografisi [12], kitle
spektroskopisi [13], IR spektroskopisi [14], kapiler zone elektroforez [15,16]
ve UV/Vis spektrometresi [17], yOntemleri kullaniimistir. Ancak kreatin
genellikle Jaffe yontemi ile ya da enzimatik reaksiyona dayanan yontemle
tayin edilir. Bu iki yontem de cesitli reaktiflerle reaksiyon sonucu olusan renkli

bilesiklerin absorpsiyonunun 6l¢ciimine dayanir [18].

Bu yontemlere bir alternatif de, numunedeki analitlerin dogrudan tayinini
saglayan enzim sensorleri kullanmaktir. Enzim sensorleri zaman tasarrufu
saglar ve klinik analizlerde maliyeti disurur. Literatirde kreatin tayini igin

gelistiriimis  potansiyometrik ve amperometrik enzim sensorlerine



rastlanmaktadir [5,18,19]. Bu c¢alismalarda enzim immobilizasyonu igin
gerekli matriks ortami olarak PVC, karboksilli PVC, polipirol, polianilin gibi

polimerler kullaniimaktadir.

Bu tez calismasinda kreatine duyarli yeni bir amperometrik biyosensor
hazirlandi.  Bunun i¢in  Platin/Polipirol-polivinilsilfonat  (Pt/PPy-PVS)
elektrotlari piroltin elektropolimerlesmesiyle hazirlandi. Daha sonra kreatinaz
(Cl) ve sarkozin oksidaz (SO) enzimleri carpraz baglama yontemiyle
immobilize edilerek Pt/PPy-PVS-CI-SO biyosensoru hazirlandi. Enzimlerin

katalizledigi reaksiyonlar soyledir.

Kreatin + H2.O0 —<" Sarkosin + Ure

Sarkosin + H,0 + 0, —2-Glisin + H,0, + Formaldehit

Kreatin tayini, enzimatik reaksiyon sonucu olusan H,Oin 0,4 V elektrot
potansiyelinde yukseltgenmesi esasina dayanilarak yapildi. Enzim
elektrodun en iyi calisma kosullari belirlendi ve performansini etkileyen
faktorler incelendi. Daha sonra biyolojik sivilardaki olabilecek muhtemel

girisimler incelendi.

Bu calisma Pt/PPy-PVS-CI-SO biyosensérinin hazirlanma kosullarr,
immobilizasyon teknigi ve tayin yontemi acisindan diger calismalardan
farkhdir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Enzimler

Enzimler, biyolojik sistemlerdeki reaksiyonlarin canliliga zarar vermeyecek
ihmli kosullarda  gerceklesmesini  saglayan biyokatalizorler  olarak
tanimlanirlar. Bununla beraber yeterli kosullarin saglanmasi durumunda
etkilerini gosterebiliyor olmalari enzimlerden dogal ortamlarin disindaki pek
cok alanda da yararlanabilme imkanini ortaya cikarmaktadir. Bu nedenle
enzimlere iliskin tim nitelik ve 6zellikleri bir batlin olarak inceleyen enzimoloji
bilim dali, basta biyokimya ve molekuler biyoloji olmak lzere fizikokimya,
bakteriyoloji, mikrobiyoloji, genetik, botanik, tarim, farmakoloji, toksikoloji,
patoloji, fizyoloji, tip, muhendislik ve biyoteknoloji gibi bilim dallari ile cesitli

endustriyel alanlar icin blyuk dnem tasimaktadir.

Enzimler hulcre icerisinde meydana gelen binlerce tepkimenin hizini ve
Ozgulluguna yapisi degisiklige ugramadan dizenleyebilirler. Her metabolik
reaksiyon enzimler tarafindan kontrol edilip hizlandinlir. Reaksiyonun
baslangic asamasinda enzimin etki ettigi madde substrat, reaksiyon sonucu
miktarinda artis gorulen ve agiga cikan madde ise Urin olarak adlandirilir.
Enzimler ¢ok yuksek sicakliklarda protein yapisi bozundugu icin etkilerini
kaybederler [20,21].

Enzimlerin en o©6nemli 6zelliklerinden birincisi, katalizledikleri reaksiyon
tiplerine ve Urine donusturdukleri substratlara karsi son derece spesifik
olmalarndir. Bundan dolayl enzimler hicre iginde reaksiyonlarin hatasiz ve
hicbir yan iriin olusturmadan yiirimelerini saglarlar. ikincisi ise laboratuvar
sartlarinda gerceklesmesi ¢cok zaman alan ve bircok basamaga ihtiyac
duyan, bazen de yuksek sicaklik, yiksek basing, asiri bazik ve asidik ortam
gerektiren reaksiyonlarin, enzimler sayesinde hicre i¢i sartlarda birkag
saniye gibi cok kisa bir zamanda meydana gelmesini saglayan katalizleme

gucleridir. Ornegin Ureaz enziminin, Ureyi NHs ve COJe parcaladij



reaksiyonun hiz sabiti 3,0x10™° s iken enzim varligind bu hiz 3,0x10*s™dir.
Buradan da anlasilacagi gibi ireaz enzimi bu reaksiyonu 10 kat
hizlandirmistir [22-24].

Enzim miktarlarini saptamak zor oldugundan ve birgcok enzimin saf drnekleri
olmadigindan, enzim miktari yerine enzim Unitesi kullaniimaktadir. Enzim
aktivitesi turnover sayisi ile ifade edilir. Turnover sayisi, enzim molekili
tarafindan bir saniyede urine cevirilen substrat molekilt sayisidir. Birgok
enzimin turnover sayisi 1,0x10*tiir. Bazi enzimler 1,0x10° turnover sayisina
sahiptir. Bilinen en yiiksek turnover sayisi 4 x 10" 'lik degerle katalaza aittir.
ikinci olarak en yiiksek degere 4 x 10° ile karbonik anhidraz sahiptir.
Turnover sayisi sadece saf enzim icin ifade edildiginden enzim aktivitesi,
spesifik aktivite ile belirtilir. Spesifik aktivite 1 mg protein basina enzim Unitesi
(EU/mg protein) olarak tarif edilir. Klinikte, biyolojik sivilarda ¢lciilen enzim
aktiviteleri optimum sartlarda 1 saniyede 1 mol substratin Griine dontusimanu
katalizleyen enzim miktarl olarak tanimlanir. Bu birim, uluslar arasi birim
(katal) olarak kabul edilir [23].

2.1.1. Enzimlerin yapisi ve Ozellikleri

Enzimler genellikle protein yapisinda molekdllerdir. Enzimin protein yapisinin
yaninda ona aktiflik kazandiran gruplar vardir. Enzimin protein kismina
“apoenzim”, protein olmayan parcasina ise “kofaktdr” denir. Apoenzim ve

kofaktoriin olusturdugu aktif yapiya da “holoenzim”denir [25].

Siklhkla karsilasilan kofaktorler arasinda metal iyonlar (Zn**, Fe** gibi) ve
organik yapida olan (NAD", FAD gibi) koenzimler yer alir. Enzimler genellikle
bir tek substrati Grine dondsturir. Enzim molekillerinde aktif merkez denilen
Ozel bir cep ya da yuva bulunur. Aktif merkez substrata uyumlu olan Ug-
boyutlu bir ylzey olusturan amino asit yan zincirleri icerir (Sekil 2.1.). Aktif

merkez substrati baglayarak bir enzim — substrat (ES) kompleksi meydana



getirir. ES kompleksi, enzim-iriin (EU) kompleksine doénisur ve enzim

artnden ayrilr,

Substrat ZA
4

\Enzim 3

Sekil 2.1. Bir substrat molekdlind baglayan enzimin sematik olarak

gosterilmesi

2.1.2. Enzimatik reaksiyon hizini etkileyen faktorler

pH

Enzim, substrat ve koenzim molekillerinde asidik veya bazik gruplar vardir.
“ES” kompleksinin en kararli bir sekilde olusmasi, yani olusma hizinin
maksimum olmasi i¢in bu gruplarin belirli bir iyonik formda olmasi gereklidir.
Bunun disindaki formlarda “ES” kompleksi zayiflar ve reaksiyon hizi duser.
Bu, optimum bir pH’da reaksiyon hizinin en yiksek olmasi demektir. Kuvvetli
asidik ve kuvvetli bazik ortamlarda enzim molekuli denatire olacagindan
reaksiyon hizi tersinmez olarak sifira diser. pH-hiz grafigi can egrisi
seklindedir [25].

Sicaklik

Sicaklik molekdllerin hareketini arttirdigindan tim kimyasal reaksiyonlarin ve
biyokimyasal reaksiyonlarin hizlarini artirir. Enzimler protein yapisinda
olduklarindan, belirli bir sicakliktan sonra denatire olmaya baslar. Bu 6nce

enzim molekulinun tersiyer yapisinin ve sicaklik arttikga sekonder yapisinin



bozulmasi demektir. Yapinin bozulmasindan enzimin aktif merkezi de

etkilenir, reaksiyon hizi keskin bir sekilde diiser [25].

Substrat derisimi

Enzimatik bir reaksiyonun hizi substrat derisimi arttikca artar ve belirli bir
substrat derisiminde hiz maksimum olur. Bu noktada enzim substrata

tamamen doymustur, bu noktadan sonra hiz degismez [25].
2.1.3. Kreatinaz enziminin ozellikleri

Kaynak: Pseudomanas turleri recombinant E.Coli

isimlendirme: Kreatin amidinohidrolaz, EC 3.5.3.3

Molekuler Agirhk: 94 000 kDa (jel filtrasyonu)

izoelektrik pH: 4,8

Optimum pH: 8,0

Optimum Sicaklhk: 35°C

inhibitérler: Hg*?, zn*?, Ag*, Ni*?, Cd*?, Cu*?, Fe*?, Pb*?, Ca™ Co*? ve Mg*?
Termal Kararllik: 30°C’nin altinda

pH Kararhhgr: 6,0 - 9,0

Kararlihk: Kuru kosullarda 4 °C’de 12 ay [26].

2.1.4. Sarkozin oksidaz enziminin ozellikleri

Kaynak: Mikroorganizma recombinant E.Coli

isimlendirme: Sarkosin oksidaz, EC 3.5.3.3

Molekuler Agirhk: 65 000 kDa (jel filtrasyonu)

izoelektrik pH: 5,3

Optimum pH: 8,0

Optimum Sicaklik: 40°C

inhibitorler: Hg*?, Ag™, Cu*™, NaNs, ZnCl, ve monoiyodoasetat

Termal Kararhlik: 55°C’nin altinda



pH Kararhhgr: 7,0 — 10,0
Kararlihk: Kuru kosullarda -20 °C’de 12 ay [26].

2.2. Biyosensorler

Biyosensdr immobilize olmus biyolojik ya da biyokimyasal bir bilesenin analit
ile etkilesimi sonucu uygun bir donustartct aracihgiyla analitin miktari ile
orantili bir sinyal olusmasini saglayan analitik bir sistem olarak tanimlanir.

Biyosensoarlerin ilk 6rneklerini amperometrik enzim elektrotlar olusturur.

Clark ve Lyons (1962) ilk defa biyosensor terimini ifade etmislerdir.
Biyosensor kompleksini imal eden ikili, bu kompleksi glukoz senséri olarak

kullanmiglardir. Sensor, oksido-rediktaz enzim olan glukoz oksidazin platin
elektroda immobilize olmasindan ibarettir. Platin elektrod enzim tarafindan
uretilen H,O, tarafindan +0,6 \’da polarize olur. iste basitce bu prensibe
gore calisan tarihin ilk biyosensori 1974 yilinda piyasada Yellow Springs

Instrument (YSI) olarak goralmastdar.

YSI sensorinin gelistiriimesinde ana 0zellik yeni membranlardir. Clark
burada sandvic membran kullanmistir. Enzim nikleopor polikarbonat
membran ve selluloz asetat membran arasina hapsolmustur. Bu membranlar
normalde ortamin potansiyel yapisini etkileyecek olan diger faktorleri elimine
etmekte ve cihazin duyarlihgini ve 6zgunlugint artirmaktadir. Mesela,
Clark'in kullandigi membran H,0;'1 diffiize ederken askorbat ve diger

kimyasallarin gecisini engellemektedir.

Biyosensorler klinik tipta teshis ve tayin amaciyla, fermantasyon analizi ve
kontroliinde, biyoloji, kimya, gida endustrisi, ziraat ve veterinerlikteki cesitli
analizlerde, endustriyel gaz ve sivilarin analizinde, c¢evre kirlenmesinin
izlenmesinde, patlayicilar ve diger askeri alanda kullaniimaktadir. En basit
tanimiyla biyolojik katalizor tasiyan sensorler olarak tanimlanir. Biyosensorler

canhlardaki cesiti maddelerin algilanmasini  midmkuin kilan biyolojik
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maddelerin birlestiriimesiyle ortaya ¢ikmistir. Bu sistemler bir yandan biyolojik
sistemin yuksek secimliligini diger yandan sensorlerin tayin duyarlihgini
birlestirmis ve c¢ok genis uygulama alani bulmustur. 1962 yilinda Clark ve
Lyons’un ilk enzim elektrot fikrini ortaya atmasiyla baslayan, sonraki yillarda
gelisen biyosensor teknolojisinin trinleri ginimuizde c¢ok degisik alanlarda
¢cok sayida maddenin tayin ve izlemesinde yaygin olarak kullanilir hale
gelmistir. Cizelge 2.1’'de biyosensorlerle tayin edilebilen maddeler
verilmektedir [27].

Cizege 2.1. Biyosensorlerle tayin edilebilen maddeler [27,28].

Analizi Yapilan Maddeler Ornekler

Aminoasitler Alanin, arginin, asparjin, aspartik asit,
sistin, glutamin, glutamik asit,
glutatiyon histidin, lisin, metiyonin,
fenil alanin, sarkozin, serin, valin

Gazlar NH3, Hy, CH4, SO5, NO

Kofaktorler AMPT, ATP, NAD(P)H

Amidler ve aminler Aminopirin, anilin, aromatik aminler,
asetil kolin,kreatin, kreatinin,
guanidin, guanosin, penisilin,

spermin, urik asit, Ure

Karboksilik asitler Asetik asit, formik asit, glukonik asit,
izositrik asit, askorbik asit, laktik asit,
malik asit, okzalik asit, piruvik asit,

suksinik asit
Kompleks maddeler Antibiyotikler, mutajenler, vitaminler
inorganik iyonlar F, NO, , NO3, POs?, SO37? S04,
Hg*?, zn*?

Bir biyosensor algilayici ile buttinlesmis veya tamamen birlestiriimis hassas
biyolojik molekil iceren bir analitik cihazdir. Biyosensorler esas olarak (c¢
temel bilesenden ibarettir. Birinci kisim biyolojik olarak duyarli materyal yani

biyokatalizér tabakasi, ikinci kisim kovalent bagh biyolojik bilesenlerle temas



11

edecek sekilde olan algilayicidir (transduser, senstr). Bu kisim kovalent
bagh aktif biyolojik bilesenlerin absorbsiyonuna ve eliminasyonuna izin veren
yarl gecirgen bir zar icerir. Biyosensorin ucincu kismi ise dogrudan

biyokatalizor tabakasina bagli elektronik aygittir.

Bir biyosensorde; biyokatalizor ile tayin edilecek maddenin temasi sonucu
ortaya cikan biyokimyasal reaksiyon sonucu olusan akim uygun bir

donustiarici ile kantitatif olarak elektrik sinyaline déntsturaltr [27].

sinyallere
. donasturalen
reseptior ‘ kimyasal etkilesim elektronik

subs tr:;t l
(analit) = |
diniistiiriici

d

verl dongiisi

ortamdaki diger
molekillar Bivosensor, uvgun bir droek icerisinde
el bulunan analifi tanir ve bu analiti
konsantrasyoouyla orantih olarak bir
bivolojik tamma sisteminin ve uygun bir
doniistiiriciiniin izerinden elektrik
sinyallerine cevinr

substrat ve rezeptor bilge
arasmda spesifik molekiil
belirlenmesi

Sekil 2.2. Bir biyosensorin sematik gosterimi [29].

Biyosensodrlerin ¢calismasi sirasinda ilk dnce substratin ¢ozelti icerisinden
biyosensor ylzeyine tasinmasi gerceklesir. Substratin tasinmasi difiizyon,
karistirma vb. gibi cesitli sekillerde olabilir. Substrat biyobilesenin aktif
bdlgesine diflzlenir. Biyobilesen polimerik gézenekli membrana (selulozik
diyaliz membrani gibi) emdiriimis veya algilayici ile polimerik membran

(selofan, selllloz, asetat/nitrat, polivinil alkol, politretan vb. ) arasina sandvi¢
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edilmis veya polimerik bir jel icinde hapsedilmis olabilir. Bu hapsetme islemi
icin akrilamid, jelatin, agaroz vb. gibi dogal veya sentetik polimerler
kullanilabilir. Biyobilesen ve substrat arasinda reaksiyon meydana gelir. Bu
etkilesme sonucu gaz molekilleri (O,, CO,, NHs, vb. ) salinabilir veya
kullanilabilir, segimli iyonlar olusabilir (H*, NH,", diger tek degerlikli anyon ve
katyonlar), 1si ortaya ¢ikar veya kaybolur, optik yogunluk degisebilir, elektron
salinabilir veya kullanilabilir. Biyobilesenler ve substrat reaksiyonu sonucu
olusan 0rin algilayict ylzeyine tasinir. Algilayici yuzeyinde yukarida
bahsedilen degisimler algilanip elektriksel devrelerle 6l¢ilebilecek bir boyuta
donustarilir. Olgulen elektriksel sinyal analit derisimiyle orantihdir [27].

2.2.1. Biyobilesenler

Biyosensorlerin yapisinda gorev alan biyobilesenler cogu kez biyoreseptor
olarak da adlandirlirlar. Bunlarin icinde en yaygin kullanilanlar enzimler ve
antikorlardir [30].

Enzimler, mikroorganizmalar, organeller, doku kesitleri, antikorlar, nukleik
asitler ve biyolojik zarlar icine yerlestiriimis kimyasal reseptdrler, sensoérlerde
biyobilesen olarak kullanilirlar. Biyoreseptoérler analiz edilecek maddeyi
dondsime ugratir ve bu donusime eslik eden degisimler donustiricl
tarafindan algilanir. Yiksek spesifikliklerinden dolayr enzimler en yaygin
kullanilan biyomateryallerdir. Uygun bir enzimin bulunamamasi veya enzimin
kararsiz olmasi ve birden ¢ok sayida maddenin tayini durumlarinda htcre

sistemleri ve tercinen mikroorganizmalar kullanilir [30].
2.2.2. Donusturuculer (Transduserler)

Transduserler, reseptdrlerin biyolojik reaksiyonunu olculebilir fiziksel bir
sinyale donuastururler. Biyokimyasal reaksiyona goOre transduser segilir.
Elektrodlar amperometrik ve potansiyometrik dl¢cimlerde kullanilir ve burada

hedef; analitdir. (0% elektrodunda ¢dziinmiis O, pH elektrodunda H* iyonu
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gibi). Optik sensorlerde hedef; isik, piezoelektrik sensorlerde ise kristalin

salinim rezonansinin kitle yuklenimi sebebiyle degismesidir [30].

2.2.3. Biyosensor hazirlanmasinda dikkat edilmesi gerekenler

Biyosensor tasarimlarinda 6énce biyosensérin hangi analiti taniyacagi tespit
edilmelidir. Sonrasinda ise asagidaki maddeler dikkate alinarak biyosensoler
dizayn edilmelidir. Bunlar sirasiyla;
i) Analite uygun biyoreseptérin secimi,
i) Biyoreseptdrtu donustirticiye sabitlemede kullanilacak uygun ve verimli
immobilizasyon metodunun sec¢imi,
i) Biyoreseptorun analiti tanimasiyla olusan kimyasal veya fiziksel sinyali
anlasilabilir sinyal formuna dénustirecek olan doénustircinin  secimi

ve dizayni, olarak siralanabilir [31].

2.2.4. Biyosensorlerde kullanilan biyoaktif yapilar

Biyosensorlerde kullanilan ve analizlenecek madde ile spesifik bir sekilde
etkilesime giren biyoaktif bilesenler, etkilesim mekanizmalarina gore basitten
karmasiga dogru bir siralama yapildiginda; iyonoforlar, antikorlar, enzimler,
nukleik asitler, lipozomlar, biyomembranlar, hiicre organelleri (6rnegin;
mitokondri), tim hucreler, doku kesitleri ve homojenatlar ile organlar
(6rnegin; koku alma organi) olarak siniflandirilabilirler. Biyoaktif maddeler
analizlenecek maddeyi donusume ugratir ve bu doénisime eslik eden
degisimler  donustirict  (transduser) tarafindan  algilanir.  Yiksek
spesifikliklerinden dolayr enzimler en yaygin kullanilan biyoaktif yapilardir
[30].

2.2.5. Sensor ve biyosensaorlerin uygulama alanlari

Biyosensorler tip, tarim, gida, eczacilik, ¢evre Kirliligi, savunma ve birgok
endustriyel aktivitede 0Ozellikle otomasyon, kalite kontroll, durum tesbiti ve
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enerji saklanmasinda ¢ok 6nemli rol oynarlar. Bugtine kadar 180'den fazla
farkli madde i¢in sensor hazirlanmis olup bunlardan ancak 25 kadarn ticari

olarak Uretilmektedir. Biyosensoérler icin mimkin uygulama alanlari Cizelge

2.2'de gosterilmistir [30].

Cizelge 2.2. Biyosensoarler icin uygulama alanlari

Klinik teshis, biyomedikal sektor
Proses kontrolu

Biyoreaktor kontroli

Gida uretim ve analizi

Tarim ve veterinerlik

Bakteri ve virts teshisinde

llac analizi

Endustriyel atik su kontrolu

Cevre koruma ve kirlilik kontrolt
Maden isletmelerinde zehirli gaz
analizleri

Askeri uygulamalar

Hi¢ kuskusuz biyomedikal sektor biyosensorler icin en iyi pazardir. Bu alanda
uygulama olanagi bulan ilk biyosensérler enzim sensoérleridir. Ticari olarak
uretilen ilk biyosensor ise seker hastaligl teshisi icin kan ve idrarda glukoz

tayinini mumkuan kilan glukoz oksidaz elektrodudur [30].

Biyoteknoloji ve gida endustrisinde basta glukoz olmak Uzere birgok
monosakkarit, amino asitler, organik asitler (laktik asit) tUre ve alkol
tayinlerinde enzim sensoérleri kullanilmaktadir. Ayrica gidalardaki yabanci
maddeler (pestisidler, toksinler ve yabanci hormonlar vb.) yaninda aroma ve

tazelik gibi kompleks parametreler icin de biyosensorler hazirlanabilir [30].

llaclarin kot amagla kullanimi ve uyusturucu ile milcadelede biyosensorler
kullanilabilecektir. Uyusturucu arayan képeklerin yerini biyosensdrler alabilir.
Boylece ozellikle gumriklerde, karakollarda zaman kazanilacaktir. Toprak,
hava ve su kirliliginin kontroliinde mikrobiyal sensérler ve enzim sensorleri
kullaniimaktadir [30].
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2.3. lletken Polimerlerle Doniisturiict Hazirlanmasi
2.3.1. iletken polimerler

lletken polimerlerin kimyasal, biyosensor teknolojisi, enerji korunumu ve

depolanmasi, ila¢ ve enzim faaliyetlerinde énemli bir yeri vardir.

iletken polimerlerle ilgili ilk 6nemli calisma, Shirakawa'nin poliasetileni (PA)
sentezleyerek katkilama vyoluyla iletkenliginin blyuk d&lgtide arttigini
belirlemesidir [32,33].

Onemli bir calisma ise polipirol (PPy) uzerinde yapilmistir. Piroltin ilk
elektrokimyasal  polimerizasyonu  Bocchi tarafindan 1968 yilinda
gerceklestirildi. Bocchi “siyah piroli” adli maddeyi 8 S/cm elektrik
iletkenliginde elde etti. 1979 yilinda havanin neminden etkilenmeyen
iletkenligi 100 S/cm olan free standing filmler hazirladi. Glinimizde PPy
filmleri oda kosullarinda 1000 S/cm iletkenliine sahip olarak
hazirlanabilmektedir. Polimerlerin mekanik 0Ozelliklerinin gelistirilmesinin bir
diger yolu da kopolimerizasyondur. Stake polimetilmetakrilat Gzerine pirolin
grafitini yayinladi. Metilmetakrilat ve 2-(-pirol) etilmetakrilat komonomerlerini
pirol Gzerine FeCls yukseltgenini kullanarak grafit kopolimerini sentezlemeyi
basardilar. Mc. Diamid iletken polimerler konusunda 6nemli bir ¢alismasiyla
Nobel 6duli almistir [42].

Anatilik kimya ve biyosensoér alanlarinda iletken polimerler ile calisan pek
¢cok arastirmaci vardir. Yeni ve ilging dzellikler sunan bu maddelerle yaygin
olarak kullanilan elektronlarin ylzey modifikasyonlari igin farkli imkanlar
olusmakta ve elektrokataliz, membran ayirmalari ve kromatografi alanlarinda
uygulanmaktadir. Ayni zamanda kimyasal ve biyokimyasal sensoér tretiminde
de yeni teknolojik imkanlar olusmaktadir [34,35]. Cizege 2.3, bu ve benzeri
alanlarda yaygin olarak kullanilan iletken polimerleri gbstermektedir.
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Cizelge 2.3. Yaygin olarak kullanilan bazi iletken polimerler

Iietlc:enPolimer netkenl:' olitmer
(Iletkenlik Sfcm) ¥ ap (Tletkenlik 3/cm) Fap

H
¥
Poliasetilen - Poliarnilin
(1000) ASE (1-100) \P /©/ @i\
N
H 1l
Polipitol M Pdlikarbezol O O
(40-100) ar (10-100) =

M
H

Politiyofen m P ali(parafenilervirilen e
(10-100) s” In (3
n

Poli(parafeniler) P oli(parafenilen)silfir [/ Yy 5]
(100-500) @: (1-100) [ 4 In

lletken polimerlerin en 6nemli problemlerinden biri herhangi bir ¢dziicide
¢cozinebilme problemleridir. Son yillarda bu ¢6zinme problemi de bilinerek
yapisal modifikasyon olmadan polipirolin ¢6zinebilme problemini ¢6zmek
icin sulu demirklortr, ¢ozeltisi, suda ¢ozlnebilen polimerizasyon sistemleri
arastirilmistir.  Bu sistemlerde, metilseltloz, polivinilalkol, polivinil pirolidon
veya poliakrilamit gibi nétral polimerler kullanilarak polipiroliin  kolloidal

cOzeltileri elde edilmistir [42].

lletken polimerlerin  ¢6zinme zorluju onlarin antielektrostatik ~filmler,
elektronik pencereler, kimyasal sensorler, sarj edilebilen piller gibi
uygulamalar icin gerekli elektronik ve optik Ozelliklerini veren molekuler
karakteristikleri olan tt-elektronik yapilarinin delokalize Tt-elektronik yapi
onlarin yuksek elektronik polimerizasyonuna dolayisiyla zincir icinde yuksek
Tt-1t etkilesmesine yol agar. Bu da polimerin ¢6ziinme yerine agregasyonuna

neden olur [42].

Polipiroliin ¢éziinmeme probleminin orjini bilindiginden hemen akla gelen

¢bzim, polimerinin elektronik polarizibilitesini azaltmaktir. Bunu yapisal
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modifikasyonla yaparsak polimer ¢Oztnebilir ama ayni zamanda tum yararl
optik ve elektronik o6zelliklerini kaybedebilir. Bu yluzden son zamanlarda
Uzerinde calisilan ¢6zum, polimerin baska bir polimer ile interpolimer

kompleksini olusturmaktadir [42].

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

deneysel rezonans enerjisi 22-27 kcal/mol'dr.
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Sekil 2.3. Pirol molekilu

Pirol’'iin 2 veya 5 pozisyonuna gruplar atak yapabilir. Piroliin heterosiklik azot
grubu zayif bazik Ozelliktedir. Pirol suda az c¢6zunur. Fakat organik
cObziculerde c¢ok miktarda c¢oOzunur. Pirol alkali iyonlarla ¢O6zinmez

polimerizasyonla birlikte asit varliginda yavas ¢6zinar.

2.4. Elektrokimyasal Polimerizasyon

Elektrokimyasal polimerizasyon iletken polimerin sentezinde kullanilan en

yaygin yontemlerden birisidir.

Basit ve genellikle tek basamakta uygulanabilen elektropolimerizasyon
yontemiyle olusturulan film kalinhgi, morfolojisi, iletkenligi ve secilen iyonlarin
daha kontrolli birlestiriimesi s6z konusudur. Bunlarin yaninda tepkimenin
oda sicakhginda gerceklestirilebilmesi, elektrot ylzeyinde polimer filmlerin
olusturulabilmesi, homojen film elde edilebilmesi, polimer katkilanmasinin
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film olusumu ile ayni zamanda gerceklestirilebilmesi, kopolimerlerin elde

edilebilmesi yontemin diger avantajlari olarak siralanabilir [36].
2.4.1. Pirolun elektrokimyasal polimerizasyonu

Elektronik iletken polipirol filmlerinin olusumu anodik olarak asetonitrilin
yukseltgenmesiyle ilk olarak Diaz tarafindan yapilmistir. Coztcu, elektrolit,
fonksiyonel gruplar, elektrot potansiyeli, ve diger 6zelliklerin degistiriimesiyle
literatirde  oldukca fazla miktarda calisma bilinmektedir. Fakat

polimerizasyon mekanizmasini anlamak uzun sturmastar [37].
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Sekil 2.4. Piroliin polimerizasyonuna ait mekanizmasi [37]
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2.5. lletken Polimerlerle Enzim immobilizasyonu

Son on yildan bu yana polimerler, biyosensérlerin  yapiminda ve
gelistiriimesinde artan bir sekilde yer almaktadir. Enzimler tek baslarina iken
zayif iletkendir, cunki redoks merkezleri kalin bir protein tabakasi ile
cevrelenerek yalitilmistir. iletken polimerler ise bu tabakadan isleyerek
redoks merkezleri ile elektrot ylzeyi arasinda direkt bir elektriksel iletkenlik
saglayabilirler. Bu olay iletken polimer grup serilerinin redoks yiklerinin
delokalizasyonu ile basarilir ve iletken polimerler burada elektron transfer
ortamlari olarak davranirlar. Sonug olarak elektron transferinin gergeklesmesi
icin herhangi bir ek difiizyon ortamina ihtiya¢ duyulmaz. Burada sensorlerin
uzun sdreli kararhh@r acisindan bazi avantajlar vardir; ¢ctiinkli membranin
kirlenmesi Bu durum bu

onlenmistir. tip biyosensorlerin - kullanimini

kolaylastirmaktadir [43].

Cizelge 2.4. iletken polimerlerin kullanildigi biyosensérler

Enzim Polimer Tayin yontemi
D-Alanin D-Aminoasit oksidaz | Polipirol Amperometri
Atrazin Tirosinaz Polipirol Amperometri
Kolesterol Kolesterol oksidaz PPD Amperometri
Kolesterol  oksidaz | Polipirol Amperometri
ve Kolesterol esteraz
Kolin Kolin oksidaz Polipirol Amperometri
Dopamin Tirosinaz Polipirol
Katekolamin
Galaktoz Galaktoz oksidaz Polianilin Amperometri
Glutamat Glutamat Polipirol Amperometri
dehidrojenaz Polipirol Amperometri
Fruktoz Fruktoz dehidrojenaz | Polianilin Amperometri
Hemoglobin Pepsin Polipirol Konduktometri
Hidrojen peroksit | Peroksidaz Polianilin
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2.5.1. Biyobilesen immobilizasyonu

Biyosensorler farkh ozellikteki iki elemanin (donustirict ve biyobilesen)
kombinasyonu ile olusurlar. Uygun biyoreseptor ve donusturici secildikten
sonra bunlarin birbirine baglanmasi asiimasi gereken en énemli sorundur. Bu
baglama islemi biyoreseptér immobilizasyonu olarak tanimlanir. Baglama
isleminde c¢ok degisik yontemler kullanilabilir. Hangi yontemin kullanilacag!
secilen donistiricii ve biyoreseptore goére belirlenir. immobilizasyon
biyoreseptorin kararhligr ve tekrar kullanimi acisindan buytk avantaj saglar
[30].

2.5.2. Enzim immobilizasyon yontemleri

Enzimin, elektrot ylzeyine yiksek aktivite ile ince tabaka icerisine fiziksel
olarak vyerlestiriimesi kovalent ve kovalent olmayan yodntemlerle
gerceklestirilir. Basitce immobilizasyon, serbest haldeki enzimi elektrot
ylzeyinde vyari gecirgen bir membran kullanarak tutmak suretiyle
gerceklestirilir. Elde edilen elektrot, cogunlukla kotl stabilite gosterir ve fazla

miktarda enzime gereksinim duyar.

immobilize enzimlerin serbest enzimlere Ustinliikleri soyle siralanabilir;

Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilir (stizme,
santrifijleme vb.) ve drlnlerin enzim tarafindan kirletiimesi gibi bir
problem yaratmaz.

- Cevre kosullarina(pH, sicaklik vb.) karsi daha dayanikhdir.

- Birgok kez ve uzun sure kullanilabilir.

- Surekli islemlere uygulanabilir.

- Serbest enzime kiyasla daha kararlidir.

- Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir.

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

- Bazi durumlarda, serbest enzimden daha yuksek bir aktivite gosterebilir.
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- Enzimin kendi kendini parcalamasi olasiligi azalir.

- Mekanistik ¢calismalar i¢in uygundur.

Cizelge 2.5’de enzim immobilizasyon yontemleri sematik olarak gosterilmistir.

Cizelge 2.5. Enzim immobilizasyon yontemleri

| Enzim lmmobdizasvon |
Y batelen
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Fiziksel ya da kimyasal olarak immobilize edilen enzimler, daha iyi bir
stabilite gosterir ve diger maddelerle etkilesimi daha azdir. Tercih edilen

immobilizasyon metotlari asagidaki gibidir;

Taslyiclya baglama yontemleri

Taslyiclya baglamada bir protein olan enzim molekilinin yapisindan
yararlanilir. Molekul ylzeyindeki fonksiyonel gruplar, iyonik gruplar ve

hidrofobik bolgeler bu baglamada rol alirlar.

Enzim immobilizasyonunda kullanilacak tasiyicilar reaktif degillerse yardimci
bir reaktif ile aktivite edilmeleri gerekir. immobilizasyon, cok yumusak
kosullarda (oda sicakligi, notral pH vb.) gerceklestiriimelidir. Tasiyici suda

cbziinmemeli ancak buyidk olcide hidrofobik karakterli de olmamali, suda




22

Islanabilmeli, ayrica mekanik kararli olmalidir. Bu tir tastyicilarin segiminde,
enzim-tastyici baginin aktivite icin zorunlu gruplar Uzerinden olmamasi
yaninda, tastyicinin enzim tarafindan parcalanmamasi, mikroorganizma
Uremesine olanak vermemesi, pH ve ¢oziculere karsi dayanikli olmasi gibi

Ozellikler tasimasina dikkat edilir.

Kovalent baglama

Enzimlerin reaktif tasiyicilara kovalent baglanmasi genelde sulu ortamda
gerceklestirilir. Reaktif tasiyicida ve enzimde bulunup enzimin baglanmasini

saglayan fonksiyonel gruplar asagidaki gibidir;

Cizelge 2.6. Enzimin baglanmasini saglayan fonksiyonel gruplar

Reaktif Gruplar
Taslyicl Enzim
OH NH,
COOH NH,
NH, COOH, NH,
COOH NH,
CH,COOH CH,CON3
CHO NH,

Enzimin tasityiciya kovalent baglanmasinda dikkat edilecek 6nemli nokta,
baglanmanin enzim aktivitesi icin zorunlu gruplar Gzerinden olmamasi ve
baglanma sirasindaki sterik engellemeler nedeni ile bu gruplarin rahatsiz
edilmemesidir. Taslyictya kovalent baglanma enzimin  zincirindeki

aminoasitlerin tasidigi fonksiyonel gruplar Gzerinden gerceklesir.

Enzim

Yizey

Sekil 2.5. Kovalent baglama
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Adsorpsiyon

Enzim immobilizasyonunda kullanilan en eski ve en basit yontemdir.
Proteinler ve o6zellikle enzimlerin kati ylzeylerde adsorpsiyonu detaylica
arastirilmistir. Adsorpsiyonun asil amaci enzim immobilizasyonu olmayip,
enzim saflastirmakti. Fakat suda c¢Ozinmeyen taslyicilarda adsorpsiyon

yonteminin enzim immobilizasyonunda oldukga sik kullanildigini gérmekteyiz.

Yontem, ylzey aktif suda ¢cozinmeyen bir adsorbanin enzim c¢ozeltisi ile
karistiriimasi ve enzimin asirisinin iyice yikanarak uzaklastiriimasi temeline
dayanir. Taslyiclya baglanmada etkin olan Van der Walls kuvvetleridir.
Adsorbanlar c¢ok degisik tirde olmakla birlikte iyi bir adsorpsiyon

saglayabilmek icin genellikle adsorbanin bir 6n islemden gecirilmesi gerekir.

Enzim immobilizasyonunda en sik kullanilan adsorbanlar; aktif karbon,
gozenekli cam, diatome topragi, CaCOgs, kil, silikajel, bentonit, hidroksiapatit,
nisasta, gluten ve kalsiyum fosfattir.

Bir enzimin suda c¢6zinmeyen taslyicida adsorpsiyonu pH, ¢6zlcu, iyon
siddeti, enzim-adsorban orani ve sicaklik gibi faktorlere bagimhdir. Bu
faktorlerin arastirilmasi, adsorpsiyon ve aktivitenin dnemli 6lgide geri
kazanilmasi icin optimal kosullarin saptanmasi ¢cok 6nemlidir. Adsorpsiyon
mekanizmasi genellikle ¢ok karisik olup, bircok olasiliktan hangisinin

gercekleseceginin 6nceden saptanmasi gugctir.

Prensip olarak, bir proteinin aktif ylizeylerde adsorpsiyonu tersinir bir islem
olmalidir. Ancak bazi durumlarda (6rnegin; kolenitte adsorplanmis Ureaz)
tersinir olmayan adsorpsiyon s6z konusu olabilmektedir. EQer aktivite sabit
kaliyor ve immobilize enzim surekli islemlerde kullanilabiliyorsa, bu tur
adsorpsiyon enzim immobilizasyonu icin idealdir. Desorpsiyon, reaksiyon
artnlerinin kirlenmesine ve aktivitede surekli bir degismeye neden olur.

Tersinir adsorpsiyonlar enzim immobilizasyonu icin pek uygun degildir.
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Bazi adsorbanlar bir enzimin farkh bicimlerini, aktif veya inaktif bigcimlerinden
birini adsorbe ederken, digerini desorbe etmektedir. Eger enzimin aktif sekli
desorbe edilirse bazi durumlarda immobilize enzimin bagil aktivitesi ylzde
100’den buydk degerler ahr, tersi durumda bagil aktivite sifir olur, yani

immobilizasyon Urinu hi¢ aktivite gostermemektedir.

Yontemin yararlari; enzimin immobilizasyon isleminin basit olusu, degisik
bicim ve yukteki tasiyicilari se¢cme olanagli  vermesi ve bir yandan
immobilizasyonu gerceklestirirken diger yandan enzim saflastiriimasina
olanak saglamasidir. Yontemin sakincalari; her ne kadar immobilizasyon
islemi kolaysa da optimal kosullarin saptanmasi ¢ok gugtir. Eger enzimle
tastyici arasinda kuvvetli bir baglanma yoksa, bu durumda desorpsiyon
sonucu enzim serbest halde reaksiyon ortamina gecer ve Urinlerin

kirlenmesine neden olur.

Enzim

Yizey

Sekil 2.6. Adsorpsiyon
lyonik baglama

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

yaninda fiziksel adsorpsiyon da etkili olmaktadir.

lyonik baglama c¢ok yumusak kosullarda gerceklestiginden, enzimin
konformasyonunda ve aktif merkezde degisiklige neden olmaz. Ancak; enzim
ile tasiyici arasindaki bag kovalent bag kadar gucli olmadigindan enzim

kagisi s6z konusudur.
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Sekil 2.7. iyonik baglama
Selat baglama

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

1971 yihinda uygulanmis olup, daha sonra da kullaniimaya devam edilmistir.
Biyospesifik baglama

Enzimler ile antikorlar ve lektinler arasindaki biyospesifik etkilesimden
yararlanilarak enzim immobilize edilebilir. Lektinler, spesifik karbonhidrat
atiklarini iceren enzimlere kuvvetlice baglanirlar. Ornegin bu yodntemle
immobilize edilen invertaz, sakkarozun kesiksiz inversiyonunda kullaniimistir.
Spesifik monoklonal antikorlari suda ¢6zinmeyen materyale baglayarak
hazirlanan tastyicillar enzim immobilizasyonunda basarnli  bicimde

kullaniimaktadir.

Capraz baglama ydntemleri

Kiguk molekdlld, bi veya multi fonksiyonel reaktiler enzim molekdlleri
arasinda kovalent baglar yaparak sonugta suda ¢oziinmeyen komplekslerin
olusmasini saglarlar. Capraz baglanma derecesi ve immobilizasyon, protein
ve reaktif derisimine, pH ya da immobilize edilecek enzime ¢ok bagimhdir.
intermolekiler baglanmalar yaninda, intramolekiller bagdlanmalar da s6z

konusudur.
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Bu yontem ile enzim immobilizasyonu 4 farkh sekilde gerceklesir:

- Enzimin yalniz bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu

- Enzimin ikinci bir protein varliginda bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu

- Enzimin suda c¢O6zinen bir tasiyicida adsorpsiyonundan sonra
bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu

- Enzimin bifonksiyonel reaktif tarafindan aktive edilmis polimer tasiyici ile

reaksiyonu

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

benzokinon, transizyon metal iyonlari ve epiklorhidrinlerdir.

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

gluteraldehitdir.

Enzim

Sekil 2.8. Capraz baglama

Kopolimerizasyon yontemleri

Enzimler bir kopolimerizasyon reaksiyonunda monomerlerden biri gibi

davranir ve bdoylelikle polimer matrikse baglanmis olur. Yéntem, polimer
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matrikse tutuklamaya benzemekle birlikte enzim kacgisinin dnlenmis olmasi

gibi Ustunlaga vardir.

Tutuklama ydntemleri

Prensip olarak tutuklama enzim molekulinid belirli bir mekanda durmaya
zorlamaktir. Enzim bulundugu cevreden disariya ¢ikamaz. Bu islem, polimer
matriks icindeki kafeslerde gerceklestirilebilecegi gibi yar gecirgen
membranlar icinde mikrokapstulleme ile de gerceklestirilebilir. Bu yéntemi
kovalent baglama ve capraz baglama ile immobilizasyondan ayiran en
onemli dzellik; enzim molekudlindn fiziksel veya kimyasal olarak herhangi bir

tasiyiclya baglanmamis olmasidir.

Polimer matrikste tutuklama

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

metilenbisakrilamid ile ¢capraz baglanmis poliakrilamiddir.

Yontem, yuksek derece capraz bagli bir polimerin enzim cozeltisi icinde
olusturulmasi temeline dayanir. Polimerlesme sonucu enzim molekulleri
capraz bag aglari arasinda tutuklanmakta ve bdylece ana ¢ozeltiye gecmeleri

engellenmektedir.

Capraz bag yuzdesi 6yle ayarlanmahdir ki, enzim molekulleri tutuklanabilsin
ama substratin enzimlere ulasmasina engel olunmasin. Capraz bag
yuzdesinin asiri olmasi substratin enzim aktif merkezlerine ulasmasini
engellemekle kalmayip enzimin zincir yapisini da zorlayip aktivite kaybina
veya tamemen inaktif olmasina neden olabilir. Bu nedenle optimal bir capraz
bag yluzdesi saptanmasi 6nemlidir. Bu oran, enzime ve taslyiclya bagl olarak
degisir.
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Uygun caph substrat molekilleri polimer kafes iginde tutuklanmis enzim
molekdllerine ulasir ve reaksiyon drunleri de disar cikar. Bu ydntemde
kullanilacak  substratin  kiicik molekdlll  olmasi gerekir. Bu tip
immobilizasyon, ilk kez 1963 yilinda tripsin, kimotripsin ve diger enzimlerin

immobilizasyonunda kullaniimigtir.

Molekul kutlesi 15000'den fazla olan enzimlerin bu ybntemle
immobilizasyonlari oldukc¢a kolaydir. Bu tlr immobilizasyon isleminde en ¢ok
kullanilan tastyicilar; hidrofilik temele dayali poliakrilamid jeli ve jel olusturan
polisakkaritlerdir. Ayrica silikon lastigi ve silikajel de kullaniimaktadir.
Tutuklama yaninda 6zellikle yukli polimerlerde fiziksel adsorpsiyonun da

etkin oldugu saptanmistir.

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

baglanmasi N,N’-metilenbisakrilamid ile gerceklestirilir.

Capraz bagl tasiyicilarin hazirlanmasinda, monomer ve capraz baglayici
reaktiflerin mol oranlar ¢ok ©nemlidir. Bu durum bir yandan enzim
molekdllerinin tutuklanacagi htcrelerin capina etki ederken, diger yandan

tastyicinin fiziksel 6zelliklerinde 6nemli degismelere de neden olacaktir.

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

dogal enzime kiyasla ¢cok dnemli degismelere neden olmaktadir.

Bu yontemin yararlari; ¢ok kolay uygulanmasi, gercek bir fiziksel yontem
olmasi ve ¢ok az miktarlarda enzim kullanilarak gergeklestiriimesidir. Notral,

suda c¢ozinmeyen taslyicilarla da immobilizasyon gerceklestiriimekte ve
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kimyasal bir baglanma olmadigindan  yUkli  tasiyiclya  gerek

duyulmamaktadir.

Yontemin sakincalarl ise; immobilizasyon islemi sirasinda inaktivasyonun
deney kosullarina ¢ok siki bagiml olusu ve immobilize enzimin ancak kucuk

molekilli substratlara karsi iyi bir aktivite gostermesidir.

?‘& 2~ Polimer

A

Enzim

Sekil 2.9. Polimer matrikste tutuklama
Mikrokapsulleme

Bu yobntem enzim molekdllerinin yari gecirgen bir membran icinde
tutuklanmasindan ibarettir. Mikrokapsdullerin biyukligd 1-100 um arasinda

degisir.

Enzimler daha ¢cok kimyasal mikrokapsullemede immobilize edilir. Bu yontem
ile enzim immobilizasyonu; surekli ve surekli olmayan yari gegirgen membran

mikrokapsullerde tutuklama olmak tzere iki grupta incelenebilir.

Surekli mikrokapsullerde cerceve membran kati, streksiz mikrokapsillerde
lipozomlar ise bir sivi tabakadir. immobilizasyonda kullanilan cerceve
maddesinin(membran) yari gecirgen olmasi zorunludur. Ayrica bu vyari
gecirgen membranin gbzenek caplari; substrat molekdllerinin kapsul igine
girisine ve urin molekdllerinin disart ¢ikisina olanak verecek buytklukte
olmalidir. Substrat molekulleri ne kadar kicikse bu ydntemle immobilize

edilmis enzimin verimliligi o 6lctide yuksek olacakdir [32].
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Membran

Enzim

Sekil 2.10. Mikrokapstlleme
2.6. Enzim Sensorleri

Biyosensor teknolojisinde elektrokimyasal esasli enzim sensorlerinin
tartisiimaz bir Gstinligu vardir. Bunun en 6nemli nedeni canh sistemlerle ilgili
hemen hemen her tirlii maddenin tayininde dogrudan ya da dolayl olarak
kullanilabilecek binlerce enzimin varligidir. Diger biyosensorlerde oldugu gibi
enzim sensorleri de biyoaktif tabaka, iletici ve 6lcim sisteminden olusur.
Diger biyosensorlerden tek farki biyoaktif tabakada biyomolekul olarak

enzimlerin yer almasidir [30].

Biyosensor  teknolojisinde  kullanilan  biyolojik  materyaller  artan
kompleksliklerine goére siralandiklarinda; iyonoforlar, antikorlar, enzimler,
lipozomlar, biyomembran parcalari (6rn: reseptor ), hicre organelleri (6rn:
mitokondri ), doku veya tum htcreler ve organlar ( 6rn: gérme ve koklama

organlari ) seklinde siniflandirilabilirler.
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Organ (Omegin: koku alima organai)
Doku

T hiicre
T

Hiicre organcli (Omegin: mitokondri)
T

Bivomembran (Omegin: reseptidnr)
T

Lipozom
T

Enzim
T

Antikor
T

ivonofor

Sekil 2.11. Biyosensor teknolojisinde kullanilan  biyoaktif materyal
siralamasinda enzimlerin yeri

2.6.1. Genel calisma ilkesi

Enzim sensorleri, biyobilesen olarak enzimin kullanildigi iletici ve 6lgcme
sisteminden olusur. Diger biyosensérlerde oldugu gibi enzim sensdérlerinde
de aktif tabakanin i¢ ve dis ylzeylerinde zarlar, sinyali yukselticiler, mikro
islemciler, kaydedici veya bilgisayar sistemleri amaca yoOnelik olarak
kullanilabilir. Bir enzim sensérinin genel gosterimi Sekil 2.13'de verilmistir
[38].
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Sekil 2.12. Enzim sensorlerinin genel sematik gosterimi

Bir enzim elektrodunda enzimi iceren biyoaktif tabaka, enzimin katalizledigi
tepkime uygun bir iletim ve 6lcim sisteminin uzantisi olan bir iletici ile
birlestiriimektedir. iletim sistemi biyoaktif tabakada gerceklesen enzimatik
tepkime sonucu olusan urintn miktarindaki artisi tespit edebilecek sekilde
secilmelidir. Biyoaktif tabakadaki ve biyoaktif tabaka iletici ara ylzeyindeki
derisimlerin hizli bir sekilde dengeye ulasabilmesi icin diflizyon engelini en
aza indirmek amaciyla biyoaktif tabaka kalinliginin mimktn oldugunca ince
olmasi gerekmektedir.iletici sistemin olcme sistemine goénderdigi sinyal,
biyoaktif tabaka ile iletici ara yuzeyindeki derisimlerde meydana gelen
degisiklige baghdir. Ancak s6z konusu derisimler, denge halinde 6lcme
cOzeltisindeki derisimlerle orantili oldugu icin cogu zaman kalibrasyon grafigi

cizilerek sonuca varilr [38].
2.6.2. Enzim sensorlerinin siniflandiriimasi

Enzim sensorleri enzimatik reaksiyon sonucu ortaya ¢ikan sinyalin iletilmesi
ilkesine gore siiflandirihr.  Cizelge 2.6.’da enzim sensorlerinin

siniflandiriimasi verilmistir.



Cizelge 2.7. Enzim sensdrlerinin siniflandiriimasi [38]
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1. Elektrokimyasal Esasli Enzim Sensorleri
a. Amperometrik esasli enzim sensorleri
Birinci nesil amperometrik enzim elektrotlari
ikinci nesil amperometrik enzim elektrotlari
Uciincii nesil amperometrik enzim elektrotlari

b. Potansiyometrik esasli enzim sensarleri
Protona duyarll potansiyometrik enzim elektrotlari
Amonyuma duyarl potansiyometrik enzim elektrotlari
Karbondioksite duyarli potansiyometrik enzim elektrotlari
Diger iyonlara duyarli potansiyometrik enzim elektrotlar

c. Yari iletkenleri esas alan enzim sensorleri
Enzim alan etki transistorleri (ENFET)

2. Optik Esasli Enzim Sensorleri
Absorpsiyon esasli optik enzim sensorleri
Floresans esasli optik enzim sensorleri
BiyolUminesans esasli optik enzim sensorleri

3. Kalorimetrik Esasli Enzim Sensorleri

4. Piezoelektrik Esasli Enzim Sensorleri

2.6.3. Amperometrik enzim elektrotlar

Amperometri sabit bir potansiyeldeki akim siddetinin Olcimunt esas alir.

Sinyal, elektrot ylizeyine kitle aktarim hizina baghdir. Elektroaktif bir Grindn

salinivermesi ya da reaktifin biyokatalitik reaksiyona bagll olarak tiketimi

platin gibi inert bir calisma elektrodunda dogrudan izlenebilir. ikinci elektrot

referans elektrot olarak is gorir. Sekil 2.14.’"de amperometrik esasli bir enzim

sensoOrunun semasi verilmistir.
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Sekil 2.13. Amperometrik esasli bir enzim sensoériiniin sematik gosterimi
(A)Calisma  elektrodu(Pt), (B)Referans  elektrot(Ag/AgCl),
(C)Elekrolit ¢ozelti(KCl), (D)ic gaz gecirgen membran(Teflon),
(E)immobilize enzimi iceren biyoaktif tabaka, (F)Dis koruyucu
membran(Seliloz asetat), (G)O-ring

lletici sistem olarak bir amperometrik sensoriin kullanilmasi durumunda
potansiyometrik sensérden en blyuk fark, Griinlerden sinyal olusturan tirin
elektrot ylzeyinde tuketilmesidir. Oksijen tuketimine iligskin reaksiyonlar
asagida verilmistir:

Katodik reaksiyon;
0,+2H,0+2¢"—>H,0, +20H"
H,0, + 26— >20H"

Anodik reaksiyon;
Ag(k)+Cl-——AgCI(k)+e

Toplam reaksiyon;

4Ag(k)+0, +2H,0 + 4CI- ——4AgCI(k)+ 40H"
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Sinyal olusturan turin sensoér yuzeyinde tiketilmesi nedeniyle, iletici ile
biyoaktif tabaka ara yuzeyindeki Griin derisiminin sifir oldugu varsayilir. Bu
nedenlerden dolayl, amperometrik enzim sensorlerinde denge durumundaki
reaksiyon hizi, enzim iceren biyoaktif tabakanin bir yari gecirgen membranla
cevrelenmis oldugu kosulda, substratin s6z konusu membrandan diflizyon
hizina esittir [30].

Birinci nesil enzim elektrotlar

Birinci nesil enzim elektrotlarin en klasik 6érnegini Clark ve Lyons tarafindan

tanimlanan ve asagidaki reaksiyonu esas alan sistem olusturur.

Glukoz + O, + H,0 —22 Glukonik Asit+H,0,

Bu sistemde reaksiyon sonucu 6lgulen akim platin elektrot Gzerinde oksijenin
indirgenmesinden kaynaklanir ve oksijen derisiminin bir fonksiyonudur.
Birincil nesil enzim elektrotlarinin diger bir uygulamasi da reaksiyon drtna
hidrojen peroksitin +0,6 V’luk sabit potansiyelde yukseltgenmesini esas alir.
Bu turin en 6nemli avantaji digerine nazaran degisen oksijen derisimlerinin
analizde oOnemli bir problem yaratmamasi ve daha duyarli sonuclar
alinmasina imkan vermesidir. Buna Kkarsilik sistemin 6zellikle biyolojik
orneklerde askorbik asit gibi ayni potansiyelde yukseltgenebilecek tirlerin
girisimine ac¢ik olmasi 6nemli bir dezavantajdir. Halbuki gaz gecirgen bir
membranla cevrelenmis ve oksijenin indirgenmesini esas alan bir 6nceki
sistemde girisim olasiligi yok denecek kadar azaltilmistir. Son yillarda glukoz
tayinine yonelik ticari analizorlerin buyidk cogunlugu bu iki tlr sistemi esas
almaktadir [30].

ikinci nesil enzim elektrotlar

ikinci nesil diger bir deyisle aracili enzim elektrotlari enzimatik reaksiyonda

elektron aktarim reaktifi olarak oksijen yerine diger oksitleyici reaktiflerin
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kullanilmasini esas alir. Buna, yine en iyi 0rnek olarak, glukozun glukoz

oksidaz varliginda tayini verilebilir:

Glukoz + GOD(FAD) ——s Glukonik Asit + GOD(FADH,)
GOD(FADH,) + 0, —GOD(FAD) + H,0,

Glukoz oksidaz (GOD) prostetik grup olarak FAD icerir ve glukozun glukonik
aside yukseltgenmesi sirasinda substrattan FAD’ye elektronlarin transferi
gerceklesir. FADH2'nin tekrar FAD'ye yukseltgenmesi ile rejenerasyonu
elektronlarin oksijene aktarimiyla gerceklesir. Aracisiz sistemlerde reaksiyon
oksijene bagimhdir. Aracili sistemlerde ise oksijen yerine baska bir elektron
alicisi kullanilarak reaksiyonun oksijene bagimhhgina son verilir. Araci
molekil olarak yaygin bir medyattr olan ferrosenin kullanilmasi durumunda

gerceklesen reaksiyon asagidaki sekildedir:

Glukoz + GOD(FAD) —— Glukonik Asit + GOD(FADH,)
GOD(FADH,) + 2Fc* ——> GOD(FAD) + 2Fc + 2H"

2 Fc—_Elektotylzeyi o5 Fet 4 @

Uciincil nesil enzim elektrotlar

Ucuincu nesil enzim elektrotlarinin temelini, enzimin redoks merkezi ile
elektrot yuzeyi arasinda dogrudan bir iliski kurulmasi olusturur. Bu iligki ortam
sicakhginda metalik nitelikler gosteren organik iletken tuzlar sayesinde
kurulur. N-metilfenotiyazin (NMP), tetrasiyanokinodimetan (TCN¢) ve
tetratiofulvalen (TTP)'den hazirlanan organik iletken tuzlar sikhikla kullantlir.
Bu organik tuzlar genelde kristal olarak pellet seklinde sikistirilarak veya
grafit tozu ile pasta seklinde elektrot ile kombine edilebilirler [30].
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2.6.4. Enzim sensdrlerinin performans faktorleri

Bir enzim sensorunu karakterize eden, onun c¢alisma niteliklerini ve verimini

belirleyen bes temel performans faktéru vardir;

- Kararlihk

- Duyarhhlk

- Segcicilik

- Yanit siresi

- Tekrarlanabilirlik

Kararlilik

Kararhlik, biyosensortn kullanim émri hakkinda bilgi verir. Ayni bir sensor ile
cok sayida Olcim yapilabilmesi, is glicu ve maliyet acisindan ¢cok 6nemli
avantajlar saglar. Biyosensérin ©Omrl, onlarin saklanma ve calisma

kosullarina baghdir.

Hibrit bir yapiya sahip olmalari nedeniyle enzim sensdrlerini, hem sensoér
hem de enzim kararliigi acisindan degerlendirmek gerekir. Amperometrik
sensorlerde 6zellikle yiksek potansiyelde calisildiginda, reaksiyon Grinleri

tarafindan yuzeyin bozulmasi problemi ile karsilasilabilir.

Enzimin saflik dizeyi, kaynagi ve immobilizasyon yontemi enzim sensorinin
kararhligini 6nemli élctide etkilemektedir. Saflik duzeyi ile kararlilik arasinda
dogrusal bir iliski yoktur. Safsizligin artmasi durumunda ise ilgilenilen
enzimatik reaksiyonla girisim yapacak turler arasi olumsuz reaksiyonlarin

olabilecegi dusunulmelidir.

Hazirlanan bir biyosensor ile rutin uygulamara gecmeden once calisma ve

depolama kararlliginin spesifik olarak belirlenmesi gereklidir.
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Duvyarlilik

Kalibrasyon grafiginde substrat derisimi ile sensor yaniti arasindaki iligkinin
dogrusal oldugu bolgeye “dogrusal aralik” denir. Bu dogrusal araligin en alt
sinirt da tayin siniri olarak tanimlanir. Potansiyometrik enzim sensdérlerinde
kalibrasyon grafigi, Griin derisimin logaritmasi ile potansiyel arasinda cizilir.
Amperometrik esasli enzim sensdrlerinde ise trtn derisimiyle akim arasinda
dogrusal grafikler elde edilir. Genelde tayin sinirinin 10° M'dan daha diisiik

olmasi istenir [38].

Biyosensor yanitini  etkileyen parametrelerin  sensor kalibrasyonunu
etkileyeceg@i unutulmamalidir. pH, sicaklik ve girisim yapici tirler, sensorin
yanitini bunun da tayin sinirini degistirecedi kesindir. Ornegin sicaklik,
optimum kosuldan uzaklasildiginda enzim sensorinin yanitl olumsuz yonde
etkilerken, bazi kimyasal turlerin diftizyon hizlarinin sicaklikla artmasi enzim

sensoru yanitinda artisa sebep olur.

Ayni analit derisime karsilik ne kadar blyuk yanit elde edilirse duyarlihigin o

kadar iyi oldugu soéylenir.
Secicilik

Diger analiz sistemleri ile kiyaslandiginda biyosensorler icin en 6nemli
Ozelliktir. Enzimler, spesifik enzimler hari¢ secimlilik sirasinda antikor ve

nikleik asitlerden sonra gelmektedir.

Secimliligi etkileyen bazi parametreler vardir. Bunlar; sensorle girisimler,
biyokatalizorle girisimler ve pH'dir. Sensérde meydana gelebilecek girisimleri
onlemenin en iyi yolu érnekteki diger maddelere yanit vermeyen, sadece ilgili
reaksiyonu izleyebilecek bir sensor kullanmaktir [39]. Amperometrik sensérler
sabit bir potansiyelde calismalarina ragmen potansiyometrik olanlara
nazaran daha spesifiktir.
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Yanit suresi

Bir biyosensor ile pratik bir islem sonucunda kisa surede sonug alinabilmesi
biyosensoarlerin yayginlasmasini saglamistir. Bir biyosensorin yanit siresini

asagida belirtilen tic asama etkilemektedir;

- Substratin analiz ortamindan membran yizeyine difiizlenme hizi
- Substratin membran icine difizlenme hizi ve biyokatalizorin aktif
merkezi ile ne kadar hizl reaksiyon verdigi

- Elde edilen Griiniin sensor yuzeyine ne kadar hizh diftzlendigidir.

Cozeltinin kanstiriima hizi, substrat derigimi, enzim derigsimi, pH, sicaklik ve
sensOr ylzeyinde herhangi bir membranin kullanilip kullanilmadigr ve
kullaniliyorsa membranin niteligi ile kalinligi ve morfolojisi yanit siresini

etkileyen baslica unsurlardir [40].

Tekrarlanabilirlik

Enzim aktivitesi, kararlihgi ve saflik diizeyi hazirlanacak olan enzim sensori

ile tekrarlanabilir sonuclar alinmasinda oldukca 6nemlidir.

En basit anlamiyla tekrarlanabilirlik, ayni 6rnekte ard arda 6lcim yapilmasi ile
elde edilen degerlerden sapma ve korelasyon katsayisinin hesaplanmasiyla
ifade edilir [41].

2.7. Kaynak Arastirmasi

Stefan ve arkadasglari kreatin icin kreatinaz ve sarkozin oksidaz enzimlerini,
kreatinin icin kreatininaz, kreatinaz ve sarkozin oksidaz enzimlerini kullanarak
iki enzimli ve u¢ enzimli amperometrik biyosensorler gelistirmislerdir.
Enzimler karbon pastaya fiziksel olarak immobilize edilmislerdir. Biyosensor
icin tim enzim c¢ozeltileri 0,1M pH=7,6" da fosfat tamponunda hazirlanmistir.

Kreatin i¢in en iyi cevap karakteristikleri 240 mV’ da kreatinin i¢in ise 650 mV’
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da alinmistir. Biyosensorler bir haftadan daha uzun sire hergin yapilan
testlerde iyi bir kararllik ve tekrarlanabilirlik gdstermislerdir. Her iki
biyosensorin segciciligi, ayri ¢ozelti yontemi ve karisik ¢ozelti yontemi
kullanilarak dogrulanmistir. Karisik ¢ozelti yontemi ile kreatin igin
amperometrik segicilik katsayisi (pKamp); 0lctimler 240 mV’ da yapilinca 2,09;
Olcimler 650 mV’ da yapilinca 2,75 bulunmustur [5].

Yadav ve arkadaslari amperometrik kreatinin biyosensori icin keatininaz,
kreatinaz ve sarkozin oksidaz enzimlerini platin elektrot ylzeyi Uzerinde
polianilin/karboksilatll ¢cok duvarli karbon nanotiipleri (C-MWCNT / PANI) ile
kaplanmis bilesik film Uzerine immobilize etmislerdir. Kreatinin biyosensoru
enzim/C-MWCNT/PANI/Pt  calisma  elektrodu olarak  kullanilarak
olusturulmustur. Ag/AgCI referans elektrot ve Pt tel karsit elektrot olarak
kullaniimistir. Enzim elektrot taramali elektron mikroskopu (SEM), FTIR ve
elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS) tarafindan  karakterize
edilmistir. Biyosensorun tayin seviyesi 0,1 uM kadar disiuk bulunmustur.
Optimize biyosensoriin dogrusal tayin arali§ 10-750 pM bulunmustur. insan
serumunda kreatinin belirlenmesi igin calisiimis ve olusturulan biyosensor
basarili bir sekilde kullaniimistir. Biyosensor +4 °C’de saklandigi zaman 180
glnin sonunda baslangi¢ cevabinin sadece %15’ini kaybettigini gormuslerdir
[44].

Joe Ha Shin ve arkadaglari dizlemsel mikrogip temelli amperometrik
kreatinin biyosensori gelistirmiglerdir. Hazirlanan ¢ tabakali kreatinin
mikrosensoérl (enzim tabakasi, koruyucu tabaka ve oksitleyici tabaka) cevap
suresi, tayin siniri, dogrusal aralik ve biyosensor dmri gibi parametrelerde iyi
bir performans gostermistir. Kreatininaz, kreatinaz ve sarkozin oksidaz
enzimlerinin immobilizasyonu icin hidrojel icine fiziksel hapsetme, capraz
baglama, elektropolimer filme hapsetme ve vyilzeye topolojik isleme
yontemleri kullaniimistir. Bunlarin arasindan hidrojel icine fiziksel tutuklama
yontemi secilmistir. Redoks aktif interferans maddeleri redoks inaktif tGrlnlere

donusturerek girisimlerin  Ustesinden gelmek icin koruyucu membran
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Uzerinden ek bir oksitleyici tabaka konulmustur. PbO,, CeO, ve MnO»-PbO,
gibi ¢Ozinmez oksitleyici ajanlardan PbOy'nin girisimleri gidermede en iyi
performansi gosterdigi bulunmustur. Biyosensoriin cevap suresi 98 saniye,
tayin sinin 0,8uM olarak bulunmustur. Dogrusal cevap araligi 1-1000 pM
arasl bulunmustur. Biyosensor omrunin yaklasik 35 gin olduguda
belirtilmistir [45].

Erden ve arkadaslari kreatin tayini icin yeni biri enzim elektrot
hazirlamislardir. Platin / Polivinilferrosen calisma elektroda kreatinaz ve
sarkozin  oksidaz  enzimlerini  immobilize  etmislerdir.  Enzimlerin
immobilizasyonu i¢in adsorpsiyon, glutaraldehite daldirma ve capraz
baglama olmak Uzere u¢ farkli yontem denemislerdir. En iyi immobilizasyon
yonteminin capraz baglama olduguna karar vermislerdir. Kreatin tayini
enzimatik olarak olusan hidrojen peroksitin 0,7 V' da yukseltgenmesine
dayanmaktadir. Enzim elektrodun cevabina pH, sicaklik, enzim orani ve
tampon derisiminin etkisini arastirmislardir. Enzim elektrodun dogrusal
calisma araligini 2,0 x 10° M — 3,2 x 10™* M, cevap siiresini 30-50 saniye
olarak Dbelirlemislerdir. Enzim elektrot icin pH, sicaklik, enzim orani ve
tampon derigimini sirasiyla 7,5; 37°C; 1:3 (SO/CI) ve 0,05M olarak

bulmuslardir. Elektrodun raf Gmrint yaklasik olarak 15 gin bulmuslardir [46].

Khan ve arkadaslari ¢ enzimin adsorpsiyonuna dayanan yuksek duyarlikli
amperometrik kreatinin sensor gelistirmislerdir. Elektrotlar platin siyahinin
gecirgen bir elektroiletken polimer film (polianyon uyusmus polipirol) tzerinde
elde edilmistir. Coklu enzim (kreatininaz, kreatinaz ve sarkozin oksidaz)
sistemi platin siyahi matriksine adsorbe edilmistir. Enzim adsorbe edilmis film
kurutulduktan sonra 90 saniye glutaraldehite daldirarak c¢apraz baglama
gercgeklestirilmistir. Sensor performansi 25°C’de Ag/AgCl elektroda karsi 0,4
V’luk sabit polarize potansiyel saglanarak batch analiz ve stop flow analiz
yontemleri kullanilarak olgulmastur. Gelistirlen sensorlerin duyarliligi sarkozin

oksidazin kaynagina, hazirlama kosullarina, ¢ enzimin oranina ve platin
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siyahin yuklemesine bagl oldugu bulunmustur. Calismada 1-2 uM’ lik tayin
sinirtyla 5 mM seviyesine kadar dogrusal aralik elde edilmistir [47].

Yamato ve arkadaslari kreatinin tayini i¢in kreatininaz , kreatinaz ve sarkozin
oksidaz enzimlerini aktif bir polipirol matrikse immobilize ederek bir enzim
elektrot yapmislardir. Ayrica platin, sulfatlanmis fenoksi recine (S-PHE) ile
uyusmus polipirol ile birlikte bir calisma elektrodu olarak kullaniimistir. Enzim
tabakasinin hazirlanmasi icin fosfat tamponu, pirol ve enzimlerden olusan
elektrolit ¢ozelti kullanilmis ve enzim immobilizasyonu + 800 mV’ da
karistirimis ¢oOzeltide potansiyostatik olarak gergeklestirilmistir. Sensor
hazirlamak igcin PPy / S-PHE temel elektrot olarak kullanildiginda + 400 mV’
da Ag / AgCl elektroda karsi temel elektrot olarak platin elektrodun
kullanildigi calismalara gore daha yuksek cevaplar elde edilmistir.
Deneylerde polianyonik dopantlar arasinda kullanilan, poli(stiren sulfonat)
(PSS) , kismen sulfatlanmis poli(hidroksi metakrilat) ve vinil alkol ile vinil
asetattan kismen sulfatlanmis kopolimeri (S-VA-VAC) ‘den daha ustin
killnmistir.  Yani PSS kreatinine en yliksek cevabi vermistir. Enzim
¢Ozeltilerdeki sarkozin oksidaz derisiminin sensor cevabina etkisi arastiriimis
ve 5 mg/mL ‘lik sarkozin oksidaz derisimi optimum deger olarak bulunmustur
[48].

Madaras ve arkadaslar serumdaki kreatin ve kreatinin belirlenmesi icin
amperometrik minyatlr enzim elektrotlar gelistirmiglerdir. Kreatin sensori
kreatinaz ve sarkozin oksidaz enzimlerini icerir. Kreatinin sensorl ise ek
olarak kreatininaz enziminide icerir. Enzimatik tabakaya enzimlerin bovine
serum albumin (BSA) varliginda glutaraldehit ile capraz baglamasi ile elde
etmisler ve iki diyaliz membran arasina yerlestirmiglerdir. Ayrica enzim
yuklemelerinin optimizasyonu icin cesitli buyuklukteki makro elektrotlarda
gelistirmiglerdir. Tum calismalari pH=7,3 fosfat tamponunda 25 + 0,2 °C’ de
gerceklestirmiglerdir. Biyosensorlerin 2mM’lik derisime kadar dogrusal bir
aralik gosterdigini, duyarlliklarinin iyi oldugunu ve biyosensorlerin en az 3 ay

kararli olduklarini  bulmuslardir. Kreatin ve kreatinin biyosensorlerinin
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kontroliindi insan serumlarinda test etmisler ve tayin sinirlarinin sirasi ile 20

UM ve 30 uM oldugunu gormuslerdir [49].

Tiwari ve arkadaslari kreatin biyosensori icin ¢itozan - g — polianilin filme bir
kreatinaz enzimi immobilize etmislerdir. Kreatinazin immobilizasyonunu
arastirmak icin citosan—asi—polianilin (CHIT-g-PANI)’'in yeni bir matrikse
bilesimini elektrokimyasal olarak hazirlamislardir. Kreatinaz enzimini CHIT-g-
PANI matriks yiizeye glutaraldehiti bir baglayici olarak kullanarak kovalent
olarak immobilize etmistir. Daha sonra CA/CHIT-g-PANI biyomatrikisi atomik
kuvvet mikroskopisi (AFM), temas agisi, FTIR ve dénusumli volatmetri (CV)
gibi ylizey analizleri tarafindan karakterize edilmistir. Matriks icinde kreatinaz
enzim aktivitesinde cesitli parametrelerin ( pH, sicaklik ve zaman) etkileri
arastirilmistir. Calismalar sonucu optimum pH=7,0; optimum sicaklik ise 30 —
32 °C aras! bulunmustur. CA/CHIT-g-PANI enzim elektrodu + 4 °C’ de 300
gun kadar saklandigr bulunmustur. Kreatinaz enzimi icin Micheal Menten

sabiti Km= 0,51 mM olarak hesaplanmistir [50].

Kim ve arkadaslari kalin film karbon elektrodu kullanarak amperometrik
kreatinin sensoru gelistirmislerdir. %10 platin tozu iceren karbon pasta kalin
film, karbon elektrotlarin aktivasyonu icin saf oksijen atmosferinde UV isinlari
ile 1sinlanmistir. Calismada hidrojen peroksitin  kalin film elektrotlarda
yukseltgenmesi incelenmis ve 500 mV’ dan daha ylksek potansiyellerde
calisildigr zaman akimlarin yuksek oldugu gorilmustir. Bu yiuzden calisma
potansiyeli olarak 500 mV secilmistir. Oksijen ile muamele edilmis
elektrotlarin hidrojen peroksite duyarliiginin oksijen ile muamele edilmemis
elektrotlardan daha yuksek oldugu bulunmustur. Kreatininaz, kreatinaz ve
sarkozin oksidaz enzimlerinden olusan ince tabaka, enzimlerin kalin film
karbon elektrodunun tzerine dokulmesiyle elde edilmistir. Sensor 0,1 M pH=
7,5 fosfat tamponunda kreatinin i¢in 0,2 — 2 mM arasinda yuksek duyarlikli
dogrusal cevap verdigi gozlenmistir. Oksijen plazma tedavisinde kalin film

elektrotlarinin etkili gelistirici voltametrik davranisi bulunmustur [51].
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Hsiue ve arkadaslari bir immobilize ¢oklu enzimli membranin ince katmani ile
birlikte bir platin / gumus kapli elektrotundan olusturulan amperometrik
kraetinin biyosensori calisiimistir. Poliakrilik asit asi kopolimerizasyonu
tarafindan gotzenekli polipirolin membran ylzeyinde tedavi organ plazma
Uzerine koyulmustur. Daha sonra kreatininaz, kreatinaz ve sarkozin oksidaz
enzimleri bu yeni asil membran ylizeye immobilize edilmistir. Bu ¢oklu enzim
membran 4 °C’de saklanmistir. Sensériin performansi biyokimyasal analizler
ile birlikte degerlendirilmistir. Ayrica bu reaksiyonlarin ilerleyisini teyit etmek
icin ATR / FTIR, kimyasal analizler icin elektron spektroskopisi (ESCA) ve
taramali elektron mikroskopisi (SEM) gibi ylzey Ozelliklerinin analizleri
yapilmistir. Gelistirilen biyosensor 0,1 M pH=7,4 fosfat tamponunda kreatinin
icin dogrusal tayin araligi 3,2 — 320 pM bulunmustur. immobilize enzim

membrani en az 3 hafta kullaniimistir [52].

Ramanavicius yaptigi calismada kreatinin belirlenmesi igin bir amperometrik
biyosensor gelistirmistir. Karbon c¢ubuk elektrot ylzeyine kreatinaz ve
sarkozin oksidaz enzimlerini glutaraldehitin buhari altinda ¢apraz baglama ile
kaplamistir. 400 mV potansiyelde analitik sinyalin amperometrik
belirlenmesinde [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)¢]™ medyatéril kullanilmistir.
Biyosensoriin cevap suresi 1 dakikadan daha az bulunmustur. Biyosensor
fizyolojik kreatin konsantrasyon seviyelerinde kreatin konsantrasyonunun
sinyal dogrusalligini gostermistir. 3,5 mM’ dan daha yukarda bir dogrusallik
bulunmustur. Optimum pH, 0,1 M Tris-HCI tamponunda 8 olarak
bulunmustur. Biyosensorin yart émri 20 °C’ de pH=8 de 0,1 M Tris-HCI

tamponunda 8 giin olarak bulunmustur [53].

Karakus ve arkadaslan kreatinin belirlenmesi icin palmitik asit iceren
polivinilklorir (PVC) membrana potansiyometrik yontemle iki enzimli
biyosensor yapmislardir. Ureaz ve kreatinaz enzimlerini palmitik asit iceren
PVC amonyum membran elektroda immobilize ederek kreatin
biyosensorunu hazirlamislardir. Karboksilath PVC kullanilarak hazirlanan
biyosensor ile karsilastiriimasi yapilmistir. Elektrodun analitik karakteristikleri
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arastirnlmistir. Biyosensorun kreatine verdigi cevapta enzim immobilizasyon
prosedurleri, pH, tampon konsantrasyonu, sicaklik, enzim orani ve karistirma
hizinin etkisi arastirimistir. Ayrica biyosensoriin dogrusal calisma araligl ve
duyarlihgr belirlenmistir. Palmitik asit iceren PVC membran kullanilarak
hazirlanan biyosensorin daha etkili bir performans gosterdigi bulunmustur.
Ek olarak serumda kreatin deneyleri standart ekleme yontemi kullanilarak
basarili bir sekilde uygulanmistir. Bu sonuclar % 95 glven dizeyinde jaffe

yontemiyle bulunan sonuclar ile uyum icerisinde oldugu bulunmustur [54].

Tsuchida ve arkadagslari kreatin ve kreatininin belirlenmesi igin kreatininaz,
kreatinaz ve sarkozin oksidaz enzimlerini kullanarak enzim elektrotlar
gelistirmislerdir. Bu enzimler sellloz asetat membraninin gézenekli kismina
capraz baglama yontemiyle immobilize edilmistir. Bu ¢oklu enzim elektrotlarin
her ikiside hidrojen peroksite duyarl polarografik bir elektrodun immobilize
enzim membrani ile birlestiriimesiyle hazirlanmistir. Coklu enzim elektrotlari
kreatin ve kreatinine 100 mg/L’ kadar dogrusal cevap gdstermistir.
Elektrotlarin cevap siresi 20s ve tayin siniri 1 mg/L olarak bulunmustur.
Elektrotlarin ¢ok kararli oldugu ve 11 gin sonunda 500 deneyden sonra
elektrodun ayni performansini korudugu gozlenmistir. Elektrotlar +4 °C’ de
saklanmistir ve 9 ay sonunda immobilize enzimlerin aktivitesinde kayip
olmadigi gozlenmistir. Elektrotlar insan serumu numunelerindeki kreatinini
belirlemede kullaniimis ve elde edilen sonuglar jaffe yontemi ile elde edilen

sonuglarla kiyaslandiginda c¢ok iyi bir uyum géstemistir [55].

Walsh ve arkadasi biyolojik sivilarda kreatinin  belirlenmesi icin
elektrokimyasal, elektroforetik ve spektrofotometrik yontemleri
karsilastirmigtir. Kreatinin kantitatif analizini elektrokimyasal akis hicresi
bazli biyosensér ve misel elektrokinetik kromatografi (MEKC) ayirma
yonteminin ikisinide kullanarak basarmistir. Kreatinin biyosensoru bir platin
elektroda glutaraldehit ve bovine serum albumin (BSA) kullanilarak
kreatininaz, kreatinaz ve sarkozin oksidaz enzimlerinin immobilize

ediimesiyle yapilmistir. Olcumler 0,7 V' da Ag/AgCl elektroda karsi
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yapilmistir. Biyosensor bir akis hicresi icine 4,5 pM tayin siniri, 1 dakika
cevap zamani, 0-500 uM calisma araligi ve % 1,14 hassasiyetle birlikte idrar
orneklerinde kreatinin konsantrasyonunun hizli bir tayini icin yapilan bes idrar
orneginde alinan Olcumler ile jaffe yontemiyle yapilan ol¢cumler
karsilastinimistir. Yapilan dlgimler sonucunda spektrofotometrik yontem ile
bulunan sonuglarin akis hicresi yontemiyle bulunan sonuclardan % 36,7
daha iyi oldugu bulunmustur. Ayrica kreatinin belirlenmesi icin serum
analizleri icin MEKC yontemi gelistirilmis ve calisiimistir. Bu yontem ile tayin
sinirt 11,5 pM ve calisma arahgr 0-4,4 mM arasi bulunmustur. MEKC
yontemi bobrek diyalizine bagl hastalardan alinan kan drneklerinde kreatinin
belirlenmesi icin uygulanmis ve jaffe yontemi ile karsilastiriimistir. Jaffe
yontemiyle olusturulan ortalama deperleri MEKC ydntemiyle bulunan

sonuclardan % 26,7 daha yiksek oldugu bulunmustur [56].

Tombach ve arkadaslari hemodiyaliz hastalari icin amperometrik kreatinin
biyosensori gelistirmistir. Kreatinin belirlenmesi icin kreatininaz, kreatinaz ve
sarkozin oksidaz enzimleri immobilize edilmistir. immobilize islemi capraz
baglama yontemiyle gercgeklestiriimistir. Enzimatik olarak olusturulan hidrojen
peroksit bir platin calisma elektrotta amperometrik olarak bulunmustur. insan
serumundaki girisim yapan maddelerden gelen sinyalleri dnlemek icin ek bir
nafyon membranla modifiye edilmistir. Sensér kreatinin icin 0,06 - 1,7 mg/dL’
lik bir dogrusal tayin araliji gostermistir. Olgiimler 0,05 M fosfat tamponunda
pH=7,5" de 22 °C’ de +600 mV potansiyelde yapilmistir. Sensortin duyarlihgi
0,45 pAcm™?/mgdL™ olarak bulunmustur [18].

Yadav ve arkadaslari kreatinin  belirlenmesi icin demir  oksit
nanopartikil/gitosan-g-polianilin modifiye edilmis platin elektroda kreatininaz,
kreatinaz ve sarkozin oksidaz enzimlerini immobilize etmistir. immobilizasyon
islemi glutaraldehit ile birlikte capraz baglama yontemiyle yapmislardir.
Fes04-NPs elektrodunun karakterizasyonu transmisyon elektron mikriskopu
(TEM) kullanilarak yapilmistir. Kreatin biyosensori icin enzimler/Fe;Og4-
NPs/CHIT-g-PANI/Pt calisma elektrodu olarak, Ag/AgCI referans elektrot ve
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Pt tel ise karsit elektrot olarak kullaniimistir. Biyosensorun karakterizasyonu
ise donusumli voltametri (CV), taramali elektron mikroskopu (SEM), FTIR,
spektroskopik ve elektrokimyasal impedans spekroskopisi (EIS) kullanilarak
yapilmistir. Biyosensor 0,4 V potansiyelde optimum pH’ 7,5; sicakligi 30 °C
ve cevap suresi 2s olarak bulunmustur. Kreatinin konsantrasyon calisma
araliyl 1 — 800 pM olarak bulunmustur. Biyosensériin duyarlihd 3,9 uMcm™2
ve tayin sinirt 1uM bulunmustur. Kreatinin icin Micheal-Menten sabiti (Km)
0,17 mM bulunmustur. Biyosensoriin 200 gin sonunda 120 6lcimden

itibaren performansinin % 10’ unu kaybettigi géralmustar [57].

Isildak ve arkadaslar kreatininin belirlenmesi igin yiksek hassasiyetli ve
kararli yeni bir konduktometrik biyosensor gelistirmiglerdir. Gelistirilen
biyosensor kati hal temas amonyum duyarli sensor bazh bir biyosensorduir.
Kreatininaz enzimi kati hal temas amonyum secici membrana glutaraldehit
uzerinden kovalent olarak kimyasal olarak immobilize edilmistir. Gelistirilen
konduktometrik kreatinin biyosensori kreatinine karsi kisa cevap suresi
yiksek duyarlilik gostermistir. Biyosensoriin tayin siniri 2 x 10° M ve cevap
suresi 10s’ den daha kisa bulunmustur. Tum bu dlgcimler pH=7,2 fosfat
tamponunda yapiimistir. Biyosensorin dogrusal dinamik ¢alisma araligr 1 x
10 M ile 9 x 10 M arasi bulunmustur. Biyosensér 4-6 °C’ de depolanarak
en az 4 hafta sdresince iyi Olcimler gdstermistir. Biyosensorin
tekrarlanabilirligi ve kararli cevabl en az 10 saat calistiginda bile
performansinin iyi oldugunu goOstermistir. Bagil standart sapmasi % 0,5

(n=48) olarak hesaplanmistir [58].

Raluca ve arkadaslarn kreatin ve kreatinini belirlemek icin amperometrik
elmas pasta biyosensorleri hazirlamislardir. iki enzimli biyosensor kreatinaz
ve sarkozin oksidaz enzimleri kullanilarak kreatin deneyleri yapilmistir. Ug
enzimli biyosensor ise kreatininaz, kreatinaz ve sarkozin oksidaz enzimleri
kullanilarak hazirlanmistir ve kreatinin deneyleri yapilmistir.  Kreatin
biyosensorinun c¢alisma potansiyeli 200 mV, kreatinin biyosenorinin
calisma potansiyeli ise 400 mV olarak belirlenmistir. Kreatin biyosensorinin
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calisma araligi 4 x 10* M — 1 x 10° M ve tayin sinin 2 x 10* M olarak
bulunmustur. Kreatinin biyosensériiniin calisma araligi 2 x 10* M — 2 x 10
M ve tayin siniri ise 1 x 10® M olarak bulunmustur. Tim 6lciimle pH=7,6
fosfat  tamponunda  gerceklestirilmistir. Hazirlanan ~ amperometrik
biyosensdrler serum ve ilag hammadde Urinlerinde kreatin ve kreatinin

belirlenmesi igin son derece guvenilir oldugu saptanmistir [59].
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3. DENEYSEL KISIM

3.1. Cihazlar ve Malzemeler

3.1.1. Elektrokimyasal analiz cihazi

Amperometrik 6lcme islemlerinde BAS Epsilon-EC-Ver 1.40.67 NT
elektrokimyasal analiz cihazi kullanildi.

3.1.2. Hucre ve elektrotlar

Amperometrik 6lgme islemlerinde Sekil 3.1’ de verilen Uc¢ elektrotlu 6lgme
sistemi kullanildi. Referans elektrot olarak BAS RE-5B no’lu Ag/AgCl, karsit
elektrot olarak MW-1032 no’lu platin tel ve ¢alisma elektrodu olarak 0,5 cm?
ylzey alanl ve polipirol-polivinilstilfonat ile kaplanmis platin levha elektrotlar

kullanildr.

Sekil 3.1. Kaplama ve 6lgiimde kullanilan hiicre sistemi
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3.1.3. pH metre

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

iyonmetre cihazi kullanildr.

3.1.4. Su banyosu

Isitma, sogutma ve sabit sicaklik ¢calismalarinin gerektigi durumlarda Grant
GD120 marka termostatli dolasimli su banyosu kullanildi.

3.1.5. Mikro pipet

5 pL — 500 pL ve 100 pL — 1000 pL c¢ozelti ilaveleri icin Bland marka + 0,05

ML hassasiyeti olan mikro pipetler kullanildi.

3.1.6. Argon gazi

Cozeltide ¢ozunmis halde bulunan oksijeni uzaklastirmak icin Kargaz

firmasindan temin edilen yuksek safliktaki (% 99,999) argon gazi kullaniidi.

3.1.7. Saf su

Cozeltinin hazirlanmasinda kullanilan saf su; GFL marka saf su cihazindan

saglandi.

3.1.8. SEM cihazi

Gazi Universitesi Teknik Egitim Fakultesi Metal béliminde JEOL JSM-6060
LV markalil cihazda elektrotlarin yiizey fotograflari elde edildi.
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3.1.9. AFM cihazi

Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Fizik boliminde Omicron AFM/STM kombine

sistem markali cihazda elektrotlarin yizey fotograflari elde edildi.

3.1.10. FTIR cihazi

Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya boliminde Thermo Nicolet 670 marka
(ABD) MCT dedektorli FTIR spektrometresinde elektrotlarin ytizey analizi
yapildi.

3.1.11. Temas acisl cihazi

Gazi Universitesi Fen Fakultesi Kimya boliminde flas kamera aksesuarli
Kriss DSA100 markali cihazda elektrotlarin ylizey fotograflari elde edildi.

3.1.12. Elipsometre cihazi (Film kalinhginin élgtlmesi)

Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya boliumiinde DRE EL X-02C Ratzeburg
markall cihazda elektrotlarin ylizey kalinligi belirlendi.

3.2. Kullanilan Reaktifler ve Ozellikleri

Calismada kullanilan kimyasal maddelerin adlari, saflik dereceleri ve temin

edildikleri firmalar Cizelge 3.1’de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan kimyasal maddelerin adlari, saflik
dereceleri ve temin edildikleri firmalar

Kimyasal Madde Saflik Derecesi Temin Edildigi Firma
Pirol %98 Aldrich
Polivinilslfonat %25 Aldrich
Kreatin %98 Sigma-Aldrich
Sodyum perklorat (NaClO,) | %98 Sigma-Aldrich
Sodyum monohidrojen | %99 Merck
fosfat(NaHPO,)
Sodyum dihidrojen fosfat %99 Merck
(NapHPO,)
Sodyum hidroksit (NaOH) %99 Aldrich
Hidroklorik asit (HCI) %36,5 BDH
Hidrojen peroksit (H20,) %35 Merck
Ul'lk asit (C5N403H4) % 99 Slgma
Askorbik asit (CgHgOg) % 99,7 Carlo Erba
Parasetamol (Asetaminofen) | % 99,4
Glisin (NH,CH,COOH) %98,5 Kimetsan
Ure %99,8 Carlo Erba
Formaldehit %37 Merck

3.2.1. Kullanilan cozeltiler

Hidrojen peroksit: % 35’lik 6=1,13 g/mL olan hidrojen peroksitten 255 pL
alinarak derisimi 0,1 M olacak sekilde 25 mL stok ¢Ozelti hazirlandi. 25’er
mL 1,0x10° M ve 1,0x10°> M  hidrojen peroksit cozeltileri de suyla

seyreltilerek hazirlandi.

Fosfat tamponu: Monosodyum hidrojen fosfat ve disodyum hidrojen fosfattan
sirasiyla 2,310 ve 11,818 gram tartilarak saf suda ¢6zuldd, hazirlanan
¢cOzeltinin pH’ s1 1,0 M NaOH ve 1,0 M HCl ile 7,5'a ayarlandi ve ¢ozeltideki
analitik derisimi 0,1 M olacak sekilde seyreltildi. Farkli pH ve derisimlerdeki
tampon c¢oOzeltileri hazirlamak icin ayni yol izlendi. Tampon c¢ozelti

buzdolabinda +4 °C’de muhafaza edildi.

Kreatinaz enzim ¢o6zeltisi: Toplam aktivitesi 1000 tnite olan kreatinaz enzimi

alindi ve saf suda co6zildikten sonra hacim 0&lcili balonda 10 mL'ye
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tamamlandi (100 tnite/mL). Deney sirasinda kullanilacak olan enzim ¢ézeltisi
buzdolabinda bekletildi. Uzun sure kullanilmadigr zaman c¢ozelti derin

dondurucuda muhafaza edildi.

Sarkozin oksidaz enzim c¢ozeltisi: Toplam aktivitesi 1000 nite olan sarkozin
oksidaz enzimi alindi ve saf suda ¢ozuldukten sonra hacim 6l¢ulu balonda 10
mL’ye tamamlandi (100 Unite/mL). Deney sirasinda kullanilacak olan enzim
cOzeltisi buzdolabinda bekletildi. Uzun sire kullanilmadigr zaman c¢ozelti

derin dondurucuda muhafaza edildi.

Kreatin c¢ozeltisi: 0,3728 gram kreatin tartilarak fosfat tamponunda 0,1M
25 mL stok ¢Ozeltisi hazirlandi. Bu ¢o6zeltiden belirli bir miktar alinarak ve
ayni sekilde 0,1 M fosfat tamponuyla seyreltilerek 25'er mL 1,0x102 M,
1,0x10° M, 1,0x10* M ve 1,0x10° M kreatin cozeltileri hazirlandi. Farkli
pH’larda kreatin ¢ozeltisi hazirlamak igin 0,1 M fosfat tamponu, 1 M NaOH ve
1 M HCI ile istenilen pH’lara ayarlandi ve ayni yol izlendi. Hazirlanan kreatin
cOzeltisi tazeligini 7 gun muhafaza etti. Bu sire icinde kreatin cozeltisi

buzdolabinda muhafaza edildi.

Askorbik asit ¢ozeltisi: Kati askorbik asitten 0,440 gram tartilarak fosfat
tamponunda 0,1 M 25 mL stok askorbik asit ¢dzeltisi hazirlandi. Farkli
derisimlerdeki askorbik asit cozeltileri stok co6zeltiden belli hacimlerde

alinarak fosfat tamponuyla seyreltilerek hazirlandi.

Urik asit cozeltisi: Kati Urik asitten 0,395 gram tartilarak 0,1 M sodyum
hidroksit ¢ozeltisinde ¢oziildiikten sonra fosfat tamponu eklenerek 5,0x107

M 25 mL stok Urik asit ¢ozeltisi hazirlandi.

Parasetamol c¢oOzeltisi (asetaminofen): Kati parasetamolden 0,1511 gram
tartilarak, fosfat tamponunda 0,1 M 10 mL stok parasetamol cozeltisi
hazirlandi. Farkli derigimlerdeki parasetamol ¢ozeltileri stok ¢ozeltiden belli

hacimlerde alinarak fosfat tamponuyla seyreltilerek hazirlandi.
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Glisin ¢Ozeltisi: Kati glisinden 0,1876 gram tartilarak, fosfat tamponunda 0,1
M 25 mL stok glisin ¢6zeltisi hazirlandi. Farkh derisimlerdeki glisin ¢ozeltileri
stok c¢oOzeltiden belli hacimlerde alinarak fosfat tamponuyla seyreltilerek

hazirlandi.

Ure c¢ozeltisi: Kati tireden 0,1501 gram tartilarak, fosfat tamponunda 0,1 M 25
mL stok ure ¢oOzeltisi hazirlandi. Farkli derigimlerdeki Ure coOzeltileri stok
cOzeltiden belli hacimlerde alinarak fosfat tamponuyla seyreltilerek

hazirlandi.

Formaldehit ¢ozeltisi: %37’lik sivi formaldehitten 500uL alinarak derisim 0,1M
olacak sekilde 50 mL stok c¢ozeltisi hazirlandi. Farkh derisimlerdeki
formaldehit co6zeltileri stok c¢ozeltiden belli hacimlerde alinarak fosfat

tamponuyla seyreltilerek hazirlandi.

Sodyum perklorat ¢Ozeltisi: Kati sodyum perklorattan 12,25 gram tartihp 1 M
100 mL NaClO4 ¢ozeltisi hazirlandi.

Sodyum hidroksit ¢ozeltisi: Kati sodyum hidroksitten 1,01 gram tartiip saf
suda cozilerek 1 M 25 mL NaOH c¢ozeltisi hazirlandi.

Hidroklorik asit ¢ozeltisi: Derisik HClI'den 2,3 mL alinip saf su ile seyreltilerek
1 M 25 mL HCI ¢ozeltisi hazirlandi.

3.3. Platin Ytzeye Polipirol-polivinilstlfonat (PPy-PVS) Kaplanmasi

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

Her kaplama isleminden 6nce yizey bu sekilde temizlendi [60].
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Temizlenmis Pt levha elektrodunun ytzeyi polipirol-polivinilsilfonat film ile
kaplandi. Polipirol, elektrot yizeyine pirolin elektropolimerlesmesi ile
biriktirildi. Elektropolimerlesmede (cli elektrot sistemi kullanildi. Calisma
elektrodu olarak platin levha(0,5 cm?), karsit elektrot olarak platin tel ve
referans elektrot olarak da Ag/AgCl elektrot kullanildi. Polipirol-
polivinilsilfonat film elde etmek amaciyla pirolin hicre igi derisimi 0,1 M
olacak sekilde 71 pL pirol, 2,5 mL polivinilsilfonat (%25), 7,43 mL saf su
eklenmesiyle toplam 10 mL’lik bir ¢ozelti hazirlandi. Bu ¢ozeltiye temizlenmis
platin elektrot daldirldi ve 10 dakika argon gazi gecirilerek ¢ozeltideki oksijen
uzaklastirildi. Elektropolimerizasyon islemi dontsumli voltametri  teknigi ile
-1,0V ile +2,0V potansiyelleri arasinda 50 mV/s tarama hizinda 4 dénusimde
yapildi [61]. Kaplama isleminden sonra elektrot ylzeyi saf su ile yikanarak
ylzeye baglanmayan monomerlerden ve Kkirlilikten arindirildi [62]. Boylece
platin/polipirol-polivinilstlfonat (Pt/PPy-PVS) elektrot hazirlandi. Calismalarda

kullaniimak tzere tampon ¢ozeltide bekletildi.
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Sekil 3.2. Pt/PPy-PVS film elektrodunun voltamogrami
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3.3.1. Pt/PPy-PVS film elektrodun SEM analizi

Bolum 3.3’ de hazirlanan film elektrodun SEM analizi yapiimak icin degisik
fotograflari cekildi ve cekilen fotograflar arasinda en uygun olan goruntt
secildi (Sekil 4.7).

3.3.2. Pt/PPy-PVS film elektrodun AFM analizi

Bolim 3.3 de hazirlanan film elektrodun AFM analizi yapiimak icin degisik
fotograflari cekildi ve cekilen fotograflar arasinda en uygun olan goruntt
secildi (Sekil 4.9).

3.3.3. Pt/PPy-PVS film elektrodun temas agisi analizi

Bolim 3.3 de hazirlanan film elektrodun temas acisi analizi yapilmak igin
degisik fotograflari cekildi ve cekilen fotograflar arasinda en uygun olan
gorunta secildi (Sekil 4.11).

3.3.4. Pt/PPy-PVS film elektrodun kalinliginin 6lgtlmesi (Elipsometre)

Bolum 3.3' de hazirlanan film elektrodun kalinh@i elipsometre cihazi ile

slculdi,

3.3.5. Pt/PPy-PVS film elektrodun FTIR analizi

Bolum 3.3." de hazirlanan film elektrodun yapisal karakterizasyonu FTIR
spekrometresi ile 6lguldu ve spektrum pikleri elde edildi (Sekil 4.13).

3.4. Platin/ Polipirol-Polivinilstlfonat Elektrodunun Hidrojen Peroksite
Duyarliliginin Belirlenmesi

Bolum 3.3'de hazirlanan Pt/Polipirol-polivinilstilfonat elektrot, Ag/AgCl
referans elektrodu ve platin tel; 9 mL 0,1 M fosfat tamponu ve 1 mL 1 M

NaClO,  c¢Ozeltisinin icine daldirildi. Calisma elektrodu 0,4 V sabit
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potansiyelde dengeye getirildi ve denge akimi kaydedildi. Daha sonra artan
derisimlerde hidrojen peroksit ilaveleri yapildi. Her ilave sonunda hicre
icerisi 600 s karistirihp, karistirmanin bitiminden itibaren 200 s sonrasindaki
akim olculdi. Okunan akimlar ile denge akimi arasindaki farklar alinarak her
bir derisim icin Ai degerleri hesaplandi. Elde edilen Ai degerleri hidrojen
peroksit derisimine karsi grafige gecirildi (Sekil 4.2).

3.5. Platin/Polipirol-polivinilstlfonat Elektrodunun Serbest Enzim
Varhginda Kreatine Duyarliliginin Belirlenmesi

Hazirlanan ¢calisma elektrodu 8,7 mL tampon c¢6zeltisi 1 mL sodyum perklorat
(NaClO4) bulunan c¢ozeltiye daldirilarak +0,4 V sabit potansiyelde dengeye
getirildi. Ardindan 150 yL Kreatinaz (Cl) ve 150 pyL Sarkozin Oksidaz (SO)
enzim coOzeltilerinden ilave edilerek, enzimli ortamda dengeye gelmesi
beklendi ve denge akimi kaydedildi. Daha sonra artan derisimlerde kreatin
ilaveleri yapildi. Her ilavede c¢ozelti 600 saniye karistirildi, 200 saniye akim
okundu. Okunan akimlar ile denge akimi arasindaki farklar alinarak her bir
derisim icin Ai deQerleri hesaplandi. Elde edilen Ai degerleri kreatin

derisimine karsi grafige gecirildi (Sekil 4.3).

3.6. Tutuklama Yontemi ile Pt/PPy-PVS-CI-SO Biyosensorunin
Hazirlanmasi

Platin elektrot yakma ve asitte bekletme islemlerinden sonra zimparalanip saf
su ile temizlendi. Ardindan htcre icerisine 6,43 pL saf su, 71 pL pirol, 2,5
mL polivinilstlfonat, 0,5 mL kreatinaz (100U/mL) ve 0,5 mL sarkozin oksidaz
(100U/mL) enzimleri ilave edilerek 10 mL’lik bir hiicre hazirlandi. Hicreden
10 dakika argon gazi gecirilerek oksijen uzaklastirildi. Daha sonra
donuasumlu voltametri teknigi kullanilarak -1,0V ile +2,0 V arasinda 50 mV/s
tarama hizinda 4 cevrim alinarak CV taramasi yapildi. Kaplanan elektrot saf
suyla yikandi ve tampon co6zelti icerisinde bir sure bekletildi. Tampon ¢ozelti
ve destek elektrolit intiva eden hicre sisteminde dengeye getirildi. Dengeye

gelen sisteme artan kreatin konsantrasyonlarinda olgimler alindi. Okunan
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akimlar ile denge akimi arasindaki farklar alinarak her bir derisim igin Al
degerleri hesaplandi. Elde edilen Ai degerleri kreatin derisimine karsi grafige
gecirildi (Sekil 4.4).

3.7. Capraz Baglama Yontemi ile Pt/PPy-PVS-CI-SO Biyosensorinin
Hazirlanmasi

Hazirlanan Pt/PPy-PVS elektrodunun yluzeyi saf su ile yikandiktan sonra, 60
ML % 2,5'luk Glutaraldehit (GA), 1 mg BSA, Cl ve SO enzimlerini ihtiva eden
cOzeltiden elektrodun her iki ylzeyine de esit miktarda damlatilarak kuruyana
kadar bekletildi [68]. Kuruyan Pt/PPy-PVS-CI-SO biyosensérin yizeyi bol saf
su ile yikandi. Biyosensor kullaniimadigi zamanlarda buzdolabinda +4 °C‘de

fosfat tamponunda bekletildi.

3.8. Pt/PPy-PVS-CI-SO Biyosensorinde Cevap Akimi Uzerine Enzim
Oranlarinin Etkisi

Hazirlanan Pt/PPy-PVS elektrota enzimler capraz baglama yontemiyle
immobilize edildikten sonra bu iki enzimin birbirine gére oran calismasina
gecildi. Enzimlerin hicre ici Uniteleri sirasiyla; Cl ve SO enzimlerinin hiicre igi
uniteleri birbirlerine esit, SO enzim miktari Cl enzim miktarinin iki kati, SO
enzim miktart ClI enzim miktarinin G¢ kati, ClI enzim miktari SO enzim
miktarinin iki kati, Cl enzim miktari SO enzim miktarinin U¢ kati olacak
sekilde elektrotlar hazirlandi. Ayri ayri hazirlanan her bes elektortda sisteme
konularak dengeye getirildi.Her bes ortam icinde artan derisimlerde kreatin
ilaveleri yapildi. ilaveler sonrasi 600 s karistirilip, 200 s akim okundu.
Okunan akimlar ile denge akimi arasindaki farklar alinarak her bir derisim
icin Ai degerleri hesaplandi. Elde edilen Ai degerleri kreatin derisimine karsi

grafige gecirildi (Sekil 4.5).
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3.9. Pt/PPy-PVS-CI-SO Biyosensoriinde Cevap Akimi Uzerine Enzim
Miktarlarinin Etkisi

Hazirlanan Pt/PPy-PVS elektrota enzimler immobilize edilip enzimlerin
birbirlerine orani belirlendikten sonra enzim miktari ¢calismasina gecildi. 50 pL
Cl ve 50 puL SO enzimleri kullanilarak biyosensér hazirlandi ve dengeye
getirilerek denge akimlari kaydedildi. Daha sonra 600 s karistirilip 200 s akim
okundu. Ayni iglemler 100 pL CI ve 100 pL SO, 150 pL CI ve 150 pL SO, 200
puL CI ve 200 pL SO enzimleri ile yapilarak tekrarlandi. Okunan akimlar ile
denge akimi arasindaki farklar alinarak her doért sistem icin elde edilen Ai
degerleri grafige gecirildi. Elde edilen Ai degerleri kreatin derisimine karsi

grafige gecirildi (Sekil 4.6).

3.9.1. Pt/PPy-PVS-CI-SO biyosensorunun SEM analizi

Bolum 3.9 ‘daki gibi hazirlanan biyosensdrin SEM analizi yapilmak igin
degisik fotograflari cekildi ve cekilen fotograflar arasinda en uygun olan
gorunti secildi. Pt/PPy-PVS film elektrot ile Pt/PPy-PVS-CI-SO biyosensorin
SEM fotograflar karsilastirildi (Sekil 4.8).

3.9.2. Pt/PPy-PVS-CI-SO biyosensorinun AFM analizi

Bolum 3.9 ‘daki gibi hazirlanan biyosensérin AFM analizi yapilmak igin
degisik fotograflari cekildi ve c¢ekilen fotograflar arasinda en uygun olan
gorunti secildi. Pt/PPy-PVS film elektrot ile Pt/PPy-PVS-CI-SO biyosensorin
AFM fotograflari karsilastirildi (Sekil 4.10).

3.9.3. Pt/PPy-PVS-CI-SO biyosensoriuniun temas acisi analizi

Bolum 3.9 ‘daki gibi hazirlanan biyosensorin temas acisi analizi yapiimak
icin degisik fotograflari ¢ekildi ve cekilen fotograflar arasinda en uygun olan
goruntl secildi. Pt/PPy-PVS film elektrot ile Pt/PPy-PVS-CI-SO biyosensorin
temas acisi fotograflar karsilastirildi (Sekil 4.12).
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3.9.4. Pt/PPy-PVS-CI-SO biyosensorunun film yuzey kalinliginin
Olculmesi (Elipsometre)

Bolum 3.9 ‘daki gibi hazirlanan biyosensoriin yizey kalinligi elipsometre
cihazi ile olculdid. Pt/PPy-PVS film elektrot ile Pt/PPy-PVS-CI-SO

biyosensadrunin film kalinliklari karsilastirildi.

3.9.5. Pt/PPy-PVS-CI-SO biyosensorunun FTIR analizi

Bolum 3.9’ daki gibi hazirlanan biyosensorin yapisal karakterizasyonu FTIR
spektrometresi ile Olculdi ve spektrum pikleri elde edildi. Pt/PPy-PVS film
elektrot ile Pt/PPy-PVS-CI-SO biyosensoérinin spektrum pikleri karsilastirildi
(Sekil 4.14).

3.10. Biyosensorun Kreatine Duyarlihginin Belirlenmesi

Bolum 3.9'daki gibi hazirlanan biyosensoérin kreatine duyarliiginin
belirlenmesi igin Ucli elektrot sistemi kullanildi. Uglii elektrot sisteminde
calisma elektrodu olarak hazirlanan biyosensor, referans elektrot olarak
Ag/AgCI elektrot, karsit elektrot olarak ise platin tel kullanildi. Elektrokimyasal
hiicreye fosfat tamponundan 9 mL ve 1 M’'lik sodyum perklorat ¢dzeltisinden
1 mL konuldu. 0,4 V sabit potansiyelde biyosensor dengeye getirildi. Denge
akimi  kaydedildikten sonra farkli derisimlerde hazirlanan kreatin
¢Ozeltilerinden ilaveler yapildi. Her ilavede c¢o6zelti 600 saniye karistirildi ve
200 saniye sonra akim degerleri okunup kaydedildi ve denge akimi ile farklari
alinarak her bir kreatin derisimi icin Ai degeri hesaplandi. Elde edilen Ai
degerleri bolim 3.8'de elde edilen degerlerle birlikte grafige gecirilerek
karsilastinldi (Sekil 4.6).
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3.11. Biyosensorun En lyi Calisma Kosullarinin Belirlenmesi

Biyosensorun en iyi c¢alisma kosullarinin belirlenmesi icin pH'nin etkisi,
sicakhgin  etkisi, substrat derisiminin  etkisi, biyosensérin tekrar

kullanilabilirligi ve raf 6mrinin belirlenmesi calisildi.
3.11.1. pH’nin etkisi

Bolum 3.9'da aciklandigi gibi hazirlanan ve kararli hale getirilen
biyosensdriin amperometrik cevap akimi tGzerine pH'nin etkisini incelemek
icin pH’'si 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 8,5 ve 9,0 olan 0,1 M fosfat tamponlari
hazirlandi. Bir hiicre icerisine pH degeri 5,5 olan tampon ¢6zeltisinden 9 mL
ve 1 M sodyumperklorat ¢ozeltisinden 1 mL konuldu. Elektrot bu ¢b6zeltide
0,40 V'da dengeye getirildi ve denge akimi kaydedildi. Sonra pH degeri 5,5
olan tampon c¢ozeltisiyle hazirlanan stok kreatin c¢ozeltisinden hicredeki
kreatin derisimi 1,0x10° M olacak sekilde hiicreye ilave edildi. Cozelti 600
saniye karistirildi ve 200 saniye sonra okunan akim kaydedildi ve denge
akimi ile farki alinarak pH=5,5 icin Ai degeri hesaplandi. Ayni islemler pH
degeri 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 85 ve 9,0 olan fosfat tamponlari icin
tekrarlandi. Okunan akimlar ile denge akimi arasindaki farklar alinarak her
bir derisim icin Ai degerleri hesaplandi. Elde edilen Ai degerleri pH’ ya karsi
grafige gecirildi ve biyosensérin en iyi calistigi pH degeri belirlendi (Sekil
4.15).

3.11.2. Sicakligin etkisi

Bolum 3.9'da aciklandigi gibi hazirlanan ve kararh hale getirilen
biyosensoriin amperometrik cevap akimi tizerine sicakligin etkisini incelemek
icin 20 °C, 25 °C, 30 °C, 35 °C, 40 °C, 45 °C, 50 °C, 55 °C, 60 °C, 65 °C ve
70 °C sicaklktaki ortamlarda biyosensérin amperometrik cevap akimi
Olculdi. Hucre icine pH’si 8 olan 0,1 M 9 mL tampon ¢o6zeltisi ve 1 mL 1 M

sodyum perklorat ¢ozeltisi konuldu ve biyosensor hicreye daldinidi. Su
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banyosu kullanilarak hicre icindeki ¢ozeltinin sicakhgr 20 °C olacak sekilde
ayarlandi. 0,4 V sabit potansiyelde dengeye getirildi ve denge akimi
kaydedildi. Daha sonra hicre i¢i derisimi 1,0x10® M olacak sekilde kreatin
cOzeltisi ilave edildi. Cozelti 600 saniye karistirildi, 200 saniye sonra akim
degerleri okunup, denge akimi ile farki alinarak 20 °C icin bir Ai degeri
hesaplandi. Ayni islemler diger sicaklik degerlerinde de yapilarak okunan
akimlar kaydedildi. Elde edilen akimlardan Ai degerleri sicaklija karsi grafige
gecirildi (Sekil 4.16).

3.11.3. Substrat derisiminin etkisi

Bolum 3.9'daki gibi hazirlanan biyosensor; igerisinde, pH's1 8,0 olan 0,1 M 9
mL fosfat tamponu ve 1 mL 1 M sodyum perklorat bulunan cozeltiye
daldinidi. 0,4 V sabit potansiyelde dengeye getirilerek denge akimi
kaydedildi. Daha sonra 1,0x107 — 5,0x10° M derisim aralijinda kreatin
ilaveleri yapildli. Her ilavede c¢ozelti 600 saniye karistirilip, 200 saniye
sonundaki akim okundu ve denge akimi ile arasindaki farklar alinarak her bir
kreatin derisimi icin Ai degerleri belirlendi. Kreatin derisimlerine karsi Ai
grafigi cizildi(Michaelis-Menten egrisi) (Sekil 4.17). Cizilen bu grafikten
yararlanilarak biyosensorin calisma araligi belirlendi. Ayrica elde edilen
verilerden Lineweaver-Burk grafigi cizildi ve bu grafikten yararlanarak
kreatinaz ve sarkozin oksidaz enzimine 6zgl olan Kwygszienen) V€ Imaks(gozienen)
degerleri belirlendi (Sekil 4.18).

3.11.4. Biyosensorun tekrar kullanilabilirliginin belirlenmesi

Bolum 3.9’da belirlendigi gibi hazirlanan ve dengeye getirilen biyosensoriin
optimum sartlarda tekrar kullanilabilirligini belirlemek icin 1,0x10> M
derisiminde kreatin ¢ozeltileri ile arka arkaya 6lgumler yapildi. Her 6l¢im igin
denge akimi ile 6lgiilen akim arasindaki farktan Ai degeri hesaplandi .Olgiim
sayisina karsi Ai degerleri grafige gecirildi ve elektrodun tekrarlanabilir

sonuclar verdigi belirlendi (Sekil 4.20).
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3.11.5. Biyosensorun raf omrunun belirlenmesi

Bolum 3.9'da anlatildi§i gibi hazirlanan biyosensoriin amperometrik cevap
akimi 36 gun boyunca ¢ gunluk periyotlarda 1,0x10° M sabit kreatin
derisiminde 6lculdl. Bu sire esnasinda biyosensor +4 °C’de buzdolabinda
bekletildi. Her olcim sirasinda denge akimi ile okunan akim arasindaki
farklar alinarak Ai degerleri hesaplandi. Saklama suresine karsi Ai degerleri

grafige gecirilerek enzim elektrodun raf 6émri belirlendi (Sekil 4.21).
3.12. Biyosensor Uzerine Girisim Yapan Maddeler

Hazirlanan biyosensorin amperometrik akim cevabina arik  asit,
parasetamol, glisin, Ure, formaldehit ve askorbik asidin girisim etkileri

incelendi;

Urik asidin girisim etkisinin incelenmesi

Bolum 3.9'da aciklandigl gibi hazirlanan Pt/PPy-PVS-CI-SO biyosensord,
icerisinde 9 mL 0,1 M fosfat tamponu ve 1 mL 1 M NaClO,4 bulunan, toplam
10 mL’lik hicrede, 0,4 V elektrot potansiyelinde dengeye getirilerek denge
akimi kaydedildi. Daha sonra hiicreye derisimi 1,0x10° M olacak sekilde
kreatin ilavesi yapildi. Cozelti 600 saniye karistirilip, 200 saniye sonundaki
akim okundu ve denge akimi ile arasindaki fark alinarak; 1,0x10° M kreatinin
sebep oldugu cevap akimi kaydedildi. Ayni ¢Ozelti tzerine hicre ici derisimi
3,0x10* M olacak sekilde urik asit ilavesi yapildi. Cozelti 600 saniye
karistirilip, 200 saniye sonundaki akim okundu ve denge akimi ile arasindaki
fark alinarak; 1,0x10° M kreatin ve 3,0x10* M (rik asidin sebep oldugu
toplam cevap akimi kaydedildi. Bu akimdan 1,0x10° M kreatinin sebep
oldugu cevap akimi cikarilarak 3,0x10* M (rik asidin sebep oldugu cevap
akimi bulundu. Bulunan bu akim toplam cevap akimina oranlanarak 3,0x10™

M Urik asidin ylzde girisimi hesaplandi.
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Parasetamoliin (asetaminofen) girisim etkisinin incelenmesi

Bolum 3.9'da aciklandigi gibi hazirlanan Pt/PPy-PVS-CI-SO biyosensord,
icerisinde 9 mL 0,1 M fosfat tamponu ve 1 mL 1 M NaClO4 bulunan, toplam
10 mL’lik hicrede, 0,4 V elektrot potansiyelinde dengeye getirilerek denge
akimi kaydedildi. Daha sonra hiicreye derisimi 1,0x10° M olacak sekilde
kreatin ilavesi yapildi. C6zelti 600 saniye karnstirilip, 200 saniye sonundaki
akim okundu ve denge akimi ile arasindaki fark alinarak; 1,0x10° M kreatinin
sebep oldugu cevap akimi kaydedildi. Ayni ¢ozelti Gizerine hiicre ici derisimi
1,0x10* M olacak sekilde parasetamol ilavesi yapildi. Cozelti 600 saniye
karistirilip, 200 saniye sonundaki akim okundu ve denge akimi ile arasindaki
fark alinarak; 1,0x10° M kreatin ve 1,0x10* M parasetamoliin sebep oldugu
toplam cevap akimi kaydedildi. Bu akimdan 1,0x10° M kreatinin sebep
oldugu cevap akimi cikarilarak 1,0x10* M parasetamoliin sebep oldugu
cevap akimi bulundu. Bulunan bu akim toplam cevap akimina oranlanarak

1,0x10™* M parasetamoliin yiizde girisimi hesaplandi.

Askorbik asidin girisim etkisinin incelenmesi

Bolum 3.9'da aciklandigi gibi hazirlanan Pt/PPy-PVS-CI-SO biyosensord,
icerisinde 9 mL 0,1 M fosfat tamponu ve 1 mL 1 M NaClO4 bulunan, toplam
10 mL’lik hicrede, 0,4 V elektrot potansiyelinde dengeye getirilerek denge
akimi kaydedildi. Daha sonra hiicreye derisimi 1,0x10° M olacak sekilde
kreatin ilavesi yapildi. C6zelti 600 saniye karnstirilip, 200 saniye sonundaki
akim okundu ve denge akimi ile arasindaki fark alinarak; 1,0x10™ M kreatinin
sebep oldugu cevap akimi kaydedildi. Ayni ¢Ozelti tzerine hiicre ici derisimi
1,0x10* M olacak sekilde askorbik asit ilavesi yapildi. Cozelti 600 saniye
karistirilip, 200 saniye sonundaki akim okundu ve denge akimi ile arasindaki
fark alinarak; 1,0x10™ M kreatin ve 1,0x10™ M askorbik asidin sebep oldugu
toplam cevap akimi kaydedildi. Bu akimdan 1,0x10° M kreatinin sebep

oldugu cevap akimi cikarilarak 1,0x10* M askorbik asidin sebep oldugu
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cevap akimi bulundu. Bulunan bu akim toplam cevap akimina oranlanarak

1,0x10™* M askorbik asidin yiizde girisimi hesaplandi.

Glisinin girisim etkisinin incelenmesi

Bolum 3.9'da aciklandigi gibi hazirlanan Pt/PPy-PVS-CI-SO biyosensérd,
icerisinde 9 mL 0,1 M fosfat tamponu ve 1 mL 1 M NaClO4 bulunan, toplam
10 mL’lik hicrede, 0,4 V elektrot potansiyelinde dengeye getirilerek denge
akimi kaydedildi. Daha sonra hiicreye derisimi 1,0x10° M olacak sekilde
kreatin ilavesi yapildi. Cozelti 600 saniye karistirilip, 200 saniye sonundaki
akim okundu ve denge akimi ile arasindaki fark alinarak; 1,0x10™ M kreatinin
sebep oldugu cevap akimi kaydedildi. Ayni ¢ozelti Gzerine hicre igi derigimi
3,0x10™ M olacak sekilde glisin ilavesi yapildi. Cozelti 600 saniye karistirilip,
200 saniye sonundaki akim okundu ve denge akimi ile arasindaki fark
alinarak; 1,0x10° M kreatin ve 3,0x10* M glisinin sebep oldugu toplam
cevap akimi kaydedildi. Bu akimdan 1,0x10° M kreatinin sebep oldugu
cevap akimi cikarilarak 3,0x10* M glisinin sebep oldugu cevap akimi
bulundu. Bulunan bu akim toplam cevap akimina oranlanarak 3,0x10™* M

glisinin yuzde girisimi hesaplandi.

Urenin girisim etkisinin incelenmesi

Bolum 3.9'da aciklandigi gibi hazirlanan Pt/PPy-PVS-CI-SO biyosensérd,
icerisinde 9 mL 0,1 M fosfat tamponu ve 1 mL 1 M NaClO4 bulunan, toplam
10 mL’lik hicrede, 0,4 V elektrot potansiyelinde dengeye getirilerek denge
akimi kaydedildi. Daha sonra hiicreye derisimi 1,0x10° M olacak sekilde
kreatin ilavesi yapildi. Cozelti 600 saniye karistirilip, 200 saniye sonundaki
akim okundu ve denge akimi ile arasindaki fark alinarak; 1,0x10° M kreatinin
sebep oldugu cevap akimi kaydedildi. Ayni ¢ozelti Gzerine hlcre i¢i derigimi
1,0x10* M olacak sekilde ure ilavesi yapildi. Cozelti 600 saniye karistirilip,
200 saniye sonundaki akim okundu ve denge akimi ile arasindaki fark

alinarak; 1,0x10° M kreatin ve 1,0x10™ M urrenin sebep oldugu toplam cevap
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akimi kaydedildi. Bu akimdan 1,0x10™ M kreatinin sebep oldugu cevap akimi
cikarilarak 1,0x10™ M direnin sebep oldugu cevap akimi bulundu. Bulunan bu
akim toplam cevap akimina oranlanarak 1,0x10™ M drenin yilzde girisimi

hesaplandi.

Formaldehitin girisim etkisinin incelenmesi

Bolum 3.9'da aciklandigr gibi hazirlanan Pt/PPy-PVS-CI-SO biyosensoru,
icerisinde 9 mL 0,1 M fosfat tamponu ve 1 mL 1 M NaClO,4 bulunan, toplam
10 mL’lik hicrede, 0,4 V elektrot potansiyelinde dengeye getirilerek denge
akimi kaydedildi. Daha sonra hiicreye derisimi 1,0x10° M olacak sekilde
kreatin ilavesi yapildi. C6zelti 600 saniye karnstirilip, 200 saniye sonundaki
akim okundu ve denge akimi ile arasindaki fark alinarak; 1,0x10° M kreatinin
sebep oldugu cevap akimi kaydedildi. Ayni ¢Ozelti tzerine hiicre ici derisimi
1,0x10* M olacak sekilde formaldehit ilavesi yapildi. COzelti 600 saniye
karistirilip, 200 saniye sonundaki akim okundu ve denge akimi ile arasindaki
fark alinarak; 1,0x10° M kreatin ve 1,0x10™* M formaldehitin sebep oldugu
toplam cevap akimi kaydedildi. Bu akimdan 1,0x10° M kreatinin sebep
oldugu cevap akimi cikarilarak 1,0x10™ M formaldehitin sebep oldugu cevap
akimi bulundu. Bulunan bu akim toplam cevap akimina oranlanarak 1,0x10™

M formaldehitin ytizde girisimi hesaplandi.

Urik asit, askorbik asit, parasetamol, (re, glisin ve formaldehit igin

hesaplanan yuzde girisimler Cizelge 4.1‘de verildi.
3.13. Biyolojik Sivida (Kanda) Kreatin Tayini

Kanda kreatin tayini icin bes saglikli bireyden kan 6rnegi alindi. Bu 6rnekler
uygun sartlarda muhafaza edildi. Kan orneklerinden 2 numune alinarak biri
Gazi Universitesi Saglik ve Kultir Merkezi Biyokimya Laboratuvarina analiz
icin birakildi. Diger kan ornekleri ise analiz edilmek tzere laboratuvarimiza

getirildi ve buzdolabina konularak muhafaza edildi. Kan serumunda kreatin
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tayini icin seyreltme islemleri yapildl. Seyreltme islemi sayesinde kan
serumundaki kreatin derisimi biyosensoriin  dogrusal calisma arahgdina
getirilmesi ve girisim yapan maddelerin biyosensoérin tayin sinirinin altindaki

bir derisime indirilmesi saglandi.

Bolum 3.9'da ki gibi hazirlanan ve dengeye getirilen biyosensdrin kandaki
kreatin miktarininin  belirlenmesi amaciyla, Ugli elektrot sistemli
elektrokimyasal hicre kullanildi. Bu hicrede calisma elektrodu olarak
hazirlanan enzim elektrot, karsit elektrot olarak platin tel ve referans elektrot
olarak Ag/AgCI elektrot kullanildi. Elektrokimyasal hiicreye pH’ si 8,0 olan
fosfat tamponu c¢o6zeltisi ve sodyum perklorat c¢ozeltisi konuldu. Kan
serumundan belli hacimler alindi ve 200 defa seyreltme islemi olacak sekilde
biyosensoriin bulundugu hticreye ilave edildi. Daha sonra 0,40 V sabit
potansiyel uygulanip hiicreden gecen akim kaydedildi. Ayni islemler alinan
bes kan numunesi icinde gerceklestirildi. Olgulen akim degerleri kullanilarak

kalibrasyon egrisi yontemiyle kreatin derisimleri belirlendi.

Cizelge 4.2’ de hesaplanan derisim degerleri belirtildi.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu calismada platin ylzey Uzerine iletken bir polimer olan polipirol ve
polivinilsilfonat kaplandi. Bu film Uzerine kreatinaz ve sarkozin oksidaz
enzimleri capraz baglama yontemiyle immobilize edildi. Hazirlanan
biyosensorin analitik ve biyokimyasal 6zellikleri incelendi. Film elektrot ve
enzim elektrot ylzeyinin morfolojik yapisi SEM, AFM, FTIR, Film kalinhgdi ve
Temas Acisi 6lcimi gibi yontemlerle karakterize edildi. Biyosensor Gzerine
pH, sicaklik, substrat derisimi, girisim etkisi incelendi. Ayrica biyosensorin
takrarlanabilirligi ve raf 6mrl belirlendi. Enzimatik reaksiyonlarin bir kisminda
reaksiyon urind olarak hidrojen peroksit aciga c¢ikar. Hazirlanan enzim
elektrotlarin bir kismi, uygulanan sabit potansiyelde calisma elektrodunun
ylzeyinde enzimatik reaksiyon sonucunda olusan hidrojen peroksidin
yukseltgenmesi esasina dayanir [63]. Hidrojen peroksit asagidaki reaksiyona

gore olusmaktadir.

Cl
Kreatin + H,O — Sarkozin + (Jre

50
Sarkezin + H.O + O, — Glisin + Formaldehit + H,O,

Kreatinaz enziminin gorevi kreatini, sarkozin ve tGreye donustirmek; sarkozin
oksidaz enziminin gorevi ise sarkozini glisin, formaldehit ve hidrojen peroksite
donustirmektir. Olusan bu hidrojen peroksit platin elektrot ylizeyinde sabit bir

potansiyelde asagidaki reaksiyona gore yukseltgenmektedir [63].

H,0O, ——> 0, +2H " + 2e"

Enzimatik reaksiyon sonucunda kreatinin dl¢ilmesinde, ¢ozeltide ve elektrot

yuzeyinde gerceklesen olaylar Sekil 4.1'de gdsterilmektedir.
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Sekil.4.1. Elektrot yuzeyinde gerceklesen elektron aktarimi

4.1. Hazirlanan Pt/PPy-PVS Film Elektrodunun Hidrojen Peroksite
Duyarliliginin Belirlenmesi

Kreatinin kreatinaz ve sarkozin oksidaz araciligiyla formaldehit ve glisine
doénistima sirasinda reaksiyon trinua olarak hidrojen peroksit aciga cikar. Bu
yluzden hazirlanan biyosensoérin temeli de reaksiyon sonunda aciga c¢ikan
hidrojen peroksitin elektrot ylzeyinde ytkseltgenmesi esasina dayanir. Bu
sebeple Bolim 3.3’ de anlatildigi gibi hazirlanan Pt/PPy-PVS elektrodun
H,O,' ye duyarlihgi arastirildi ve artan H,O, derisimine karsi elde edilen Ai
degerleri grafige gecirildi. Elde edilen veriler sonucunda elektrodun H,0O; ‘e
karsi duyarh oldugu gorildu.Grafik incelendiginde elde edilen egrinin

dogrusaliginin (R?=0,998) cok yiiksek oldugu gorildii (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Pt/PPy-PVS elektrodun H,O,' ye duyarliligi

4.2. Pt/PPy-PVS Film Elektrodun Serbest Enzimli Ortamda Kreatine
Duyarliliginin Incelenmesi

Bolum 3.5’ de aciklandigi sekilde hazirlanan hiicrede serbest enzimin kreatin
ile reaksiyonu sonucu aciga cikan hidrojen peroksitin elektrot ylzeyine
diftizlenerek vyikseltgenmesi sonucu olusan anodik akimin kreatin
derisiminin artmasiyla arttigi gorildi. Elde edilen Ai degerleri gafige gecirildi
(Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Pt/PPy-PVS film elektrodun serbest enzimli ortamda kreatine
cevabi

Grafikte de goruldugu gibi kreatin derisiminin artisina paralel olarak
akimlarda da bir artis gézlenmistir. Bu sonug, kreatinin enzimatik reaksiyonlar
sonucu olsturdugu driin olan H,O.'nin elektrokimyasal olarak tespit
edilebileceginin ve dolayisi ile biyolojik sivilarda veya baska orneklerdede

kreatin tayininin hazirlanan biyosensorle yapilabileceginin gostergesidir.

4.3. Pt/PPy-PVS Filme Kreatinaz ve Sarkozin Oksidaz Enzimlerinin Farkli
Immobilizasyon Yodntemleri

Kreatinaz ve sarkozin oksidaz enzimlerinin immobilizasyonu ilk olarak
tutuklama yontemiyle denendi. Bélim 3.6’ de anlatildi§i sekilde Pt/PPy-PVS-
CI-SO biyosensoru hazirlandi ve bu elektrot ile dlgimler alindi. Sonra enzim
immobilizasyonu Bolum 3.7’ da anlatildigi sekilde carpraz baglama yontemi
ile yapildi. Bu iglemlerin hepsinde kreatinaz ve sarkozin oksidaz enzim
miktarlari ayni olacak sekilde ayarlanarak immobilizasyon gercgeklestirildi. Her
iki durum icinde Ai degerleri kaydedilerek tek bir grafikte toplandi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Farkhh immobilizasyon tekniklerinin amperometrik akim cevabi
uzerine etkisi

Grafikte goruldugu gibi carpraz baglama yontemi ile immobilizasyon
yapildiginda daha yiksek ve daha dogrusal akimlar elde edildi. Tutuklama
yonteminde akimlarin azaldigi gortlmastir. Tutuklama ydnteminin, capraz
baglama yontemine gore bazi Ustlnlikleri olsada fazla miktarda enzimin
kullaniimasi, yani immobilizasyon yoénteminin masrafli olmasi enzimlerin

pahali maddeler olmasi distnuldiginde ciddi bir dezavantajdir.

Capraz baglama yonteminde glutaraldehitin karbonil gruplarinin BSA (Bovine
Serum Albumin) ’'in —NH; gruplarina baglanarak enzimlerin aktif merkezlerini
bloke etmesini engellemektir. Glutaraldehit, enzim ve serum albumin

arasindaki reaksiyon soyledir:
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Glutaraldehit ~ Albumin |

Glutaraldehitin iki fonksiyonel grubu bulundugundan bir ucuna enzim diger
ucuna albumin baglanarak suda ¢6zulmeyen bir jel tabakasi olusturur. Bu jel
tabakasi oda sicakhiginda kurutuldugunda, elektrot ylzeyine yapisarak
yluzeyde enzimlerin tutunmasini saglar. Bu yontemde enzimlerden ve tampon
cOzeltiden belirli miktarlar alinarak hazirlanan ¢ozeltiye BSA ve glutaraldehit
eklenerek BSA ve enzimlerin glutaraldehit ile ¢capraz baglanmasi saglandi.
Bu sekilde elde edilen enzim elektrodun kreatine duyarhliginin en iyi oldugu
bulundu [64].

4.4. Pt/PPy-PVS-CI-SO Biyosensoérinde Cevap Akimlari Uzerine Enzim
Oraninin Etkisi

Kreatinin formaldehit ve glisine déniismesi iki basamakli bir reaksiyondur. ilk
reaksiyon basamagini kreatinaz enzimi katalizlerken, ikinci reaksiyonu ise
sarkozin oksidaz enzimi katalizlemektedir. Bu ytuzden bu iki enzimin birlikte
kullanilacagl analitik 6lcim ortaminda, enzimlerin birbirlerine gdére oranlari
onemlidir. Bu amacla immobilize enzimli ortamda enzimlerin orani Bolim 3.8’

da anlatildigi gibi yapildi ve sonuclar grafikte verildi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Kreatinaz ve sarkozin oksidaz enzimlerinin birbirlerine gore
oranlarinin kreatin duyarliligina etkisi

Grafik incelendiginde en yuksek ve en dogrusal akimlari enzimlerin
birbirlerine gore esit oranlarda alindigi durumda gorulduginde bu oranlarda
enzim alinarak calismalara devam edildi. Kreatinaz ve sarkozin oksidaz
enzimlerinin biribirlerine oranlar iki kat ve ¢ kat alindigi durumlara
bakildiginda, akimlarin azaldigi gozlenmektedir. Literatir calismalarina
baktigimizda enzim oraninin énemli oldugu ve bununla ilgili ¢alismalarin

yapildigi goérilmektedir [42, 46].

4.5. Pt/PPy-PVS-CI-SO Biyosensorinde Cevap Akimlari Uzerine Enzim
Miktarinin Etkisi

Bolum 3.9’ de aciklandigi gibi yapilan enzim miktari calismasi esit miktarda
kreatinaz ve sarkozin oksidaz enzimleri kullanilarak yapildi.Uygulanan dort
farkli enzim miktar calismasinda elde edilen amperometrik cevap akimlari

kreatin derisimine karsi grafige gecirildi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Kreatinaz ve sarkozin oksidaz enzim miktarlarinin karsilastirilmasi

Grafige bakildiginda en yiksek ve en dogrusal akimlar 150uL kreatinaz ve
sarkozin oksidaz enzimleri ile 200uL kreatinaz ve sarkozin oksidaz
enzimlerinin kullanildigr zaman g6zlenmistir. Her iki enzim miktarida yiksek
ve dogrusal akim verdigi icin calismalara daha disuk maliyetten dolayi
150pL CI ve 150puL SO enzim miktarlarn kullanilarak devam edilmistir.
Enzimlerin yiksek maliyetli maddeler oldugu dikkate alinirsa dusuk miktarh

enzim miktarinin secilmesi dogrudur.
4.5.1. SEM (Taramali Elektron Mikroskopu) analizi

Bolim 3.3’ de anlatildigi sekilde hazirlanan film elektrot ile bélim 3.9’ da
anlatildigi sekilde hazirlanan biyosensoérin taramali elektron mikroskobu ile

cekilen fotograflar sirasiyla sekil 4.7 ve sekil 4.8’ de gosterilmektedir.
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Sekil 4.7. Pt/PPy-PVS filminin SEM fotografi

18k GUTEF MLZ.

Sekil 4.8. Pt/PPy-PVS-CI-SO biyosensérinin SEM fotografi
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Enzim ile kaplanan elektrot filminin SEM fotografi ile enzimsiz kaplanan film
elektrodun SEM fotografina bakildiginda ikisinin birbirinden ¢ok farkh oldugu
gorulmektedir. Biyosensoriin ylizeyinin SEM fotografina bakildiginda enzim
molekullerinin, polimer yapinin Ustiinde degisik bir sekilde yerlesmis olarak
bulundugu godzlenmektedir. PPy filminin dogal gorintisu tanecikli yapiya
sahiptir. Blyultme orani artirilarak bu dogal gorintiye bakildiginda bu
yapinin karnibahar yapisina benzedigi gortlmektedir. Kreatinaz ve sarkozin
oksidaz enzimleri immobilize edildikten sonra karnibahar yapisininin
bozuldugu go6zlenmektedir. Enzimlerin immobilizasyonu ile yeni bir morfolojik
yapi olusmustur. Bu morfolojik yapi bize enzimlerin basarili bir sekilde
Pt/PPy-PVS filme immobilize edildigini gbstermektedir. PPY-PVS film yapisi
ve PPy-PVS-CI-SO biyosensoru icin alinan goruntuler literattir goruntdleri ile
desteklenmektedir [44,52,57].

4.5.2. AFM (Atomik Kuvvet Mikroskopu) analizi

Bolim 3.3' de anlatildigr sekilde hazirlanan film elektrot ile bdlim 3.9’ da
anlatildigi sekilde hazirlanan biyosensoriin atomik kuvvet mikroskobu ile

cekilen fotograflar sirasiyla sekil 4.9 ve sekil 4.10’ de gorulmektedir.

i |

g -

Sekil 4.9. Pt/PPy-PVS filminin AFM fotografi
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Sekil 4.10. Pt/PPy-PVS-CI-SO biyosensorinin AFM fotografi

Goruntuler dGzerinde ayrintih bir galisma yapilmis olup farkli buytkluklerde
goruantuler ahnmistir. Yapiyi en iyi gosteren goruntiler yukarida verilmektedir.
PPy-PVS filminin ylzeyi Uzerinde gayet homojen bir ylizey gbézlenmektedir.
Enzimli ve enzimsiz goruntuler birbirinden acik bir sekilde ayirt edilebilir
durumdadir. Yapiya kreatinaz ve sarkozin oksidaz enzimleri immobilize
edilmesiyle, morfolojik yapiyi daha homojen hale getirdigi ve purizltlik
acisindan yapiyl duzenledigi gbézlenmektedir. Bu sonug, ylizey purizltlik
degeri olan Root Mean Square (RMS) (karekdk ortalama) degerleri ile
desteklenmektedir. Sekil 4.9 da verilen enzimli gorintd icin RMS degeri
31nm ve sekil 4.10’ da verilen enzimli gorunti icin RMS degeri ise 21nm
civarinda  bulunmustur.  Alinan  sonuglar literatir  sonuclari ile
desteklenmektedir [50]. Butin bu sonuglar yuzeyde enzim molekdillerinin

varligini ispatlamaktadir.

4.5.3. Temas acisi analizi

Bolim 3.3' de anlatildigr sekilde hazirlanan film elektrot ile bdlim 3.9’ da
anlatildigi sekilde hazirlanan biyosensorin temas acisi fotograflari sirasiyla
sekil 4.11 ve sekil 4.12’ de gorulmektedir.
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Sekil 4.11. Pt/PPy-PVS filminin Temas Acisi fotografi

Sekil 4.12. Pt/PPy-PVS-CI-SO biyosensorinin Temas Agisi fotografi

Yuzeylerin hidrofobik-hidrofilik 6zelliklerinin belirlenmesi birgok biyokimyasal
uygulamada biyok ©6nem tasimaktadir. Yuzeylerin hidrofilik-hidrofobik
karakterlerinin belirlenmesi icin ylzeylerin su degme acisi Olctimleri
alinmaktadir. Her iki sekilde incelendiginde enzim immobilize edilen filmin
diger filmden daha yayvan oldugu gézlenmistir. Bu da bize enzim immobilize
edilen filmin hidrofilik, enzim olmayan filmin ise hidrofobik oldugunu
gostermektedir. Zaten enzimler protein yapisinda oldugundan hidrofilik
olmasi bekledigimiz bir sonuctur ve buda bize enzimin polimer ylzeye
basarili bir sekilde immobilize edildigini gostermektedir. Ayrica temas acilari
Olcilduginde PPy-PVS film elektrodunun temas acisi 52°, PPy-PVS-CI-SO
biyosensoriiniin temas agisi ise 9° bulunmustur. Ylzeyin su degme agisinin
9° olmasi yuzeyin hidrofilik gruplarca zengin hale geldigini ve hidrofilik
karakter kazandigini gostermektedir. Bulunan sonuglar literatlir sonuclari ile
de desteklenmektedir [50,65,69].
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4.5.4. Elipsometre (Film kalinlig1 6lcilmesi)

Bolim 3.3’ de anlatildigi sekilde hazirlanan film elektrot ile bolum 3.9' da
anlatildigi sekilde hazirlanan biyosensoériun film kalinhklari él¢tldi. Bunun icin
yluzeyin u¢ farklh noktasindan olcim alindi ve bu U¢ degerin ortalamasi
alinarak film kalinliklari hesaplandi. Sonuglar incelendiginde platin levha ile
film arasindaki kalinhk farkinin ortalamasi 39,16 nm olarak bulunmustur.
PPy-PVS film ile PPy-PVS-CI-SO biyosensoru yuzeyi arasindaki kalinhk
farkinin ortalama degeri ise 86,05 nm olarak bulunmustur. Bu sonuglara
bakildiginda biyosensorin film kalinliginin daha blyidk olmasi sebebiyle
ylzeye protein ve enzim molekdllerinin basarih bir sekilde immobilize

edildiginin géstermektedir.
4.5.5. FTIR analizi

Bolim 3.3’ de anlatildigi sekilde hazirlanan film elektrot ile bolum 3.9' da
anlatildigr sekilde hazirlanan biyosensoriin spektrum pikleri sirasiyla sekil
4.13 ve sekil 4.14’ de verilmektedir.
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Sekil 4.13. Pt/PPy-PVS filminin FTIR spektrumu
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Sekil 4.14. Pt/PPy-PVS-CI-SO biyosensorinin FTIR spektrumu

PPy-PVS film elektrodu ve PPy-PVS-CI-SO biyosensorinin ylzeylerin
yapisal karakterizasyonu FTIR spektrometresi ile yapilmistir. Her iki sekile
bakildiginda biyosensorin FTIR spektrumunun digerinden daha farkli oldugu
gozlenmektedir. 1650 cm™ civarinda C=0 baginin olusturdugu pik ve 3300
cm’” civarinda olusan N-H baginin olusturdugu pikler gozlenmektedir. Sonuc
olarak bu pikler g6z 6niine alindiginda enzimlerin polimer ylizeye immobilize
oldugunu gozlenmektedir. Ayrica sonuclar literatir kaynaklari ile de
desteklenmektedir [44,50,52].

4.6. Biyosensorun En lyi Calisma Kosullarinin Belirlenmesi
4.6.1. pH’nin etkisi

Enzim aktivitesini etkileyen en onemli degiskenlerden biride pH'dir. Her
enzimin aktivitesinin en yiksek oldugu bir pH degeri vardir. Bu nedenle her
enzimin dolayisi ile de her enzim elektrodunun en uygun calisma pH’sinin
belirlenmesi gerekmektedir. Cift enzimli elektrot sistem icin en iyi calisma
pH’'sini belirlemek amaci ile Bolum 3.11.1'deki islemler yapilarak sonuclar

grafige gecirilmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Biyosensorin pH degisimine karsi duyarlihgi

Grafik incelendiginde pH=6 ve pH=8'de olmak ulzere iki maksimum nokta
gozlenmektedir. Birinci maksimumdan sonra akimlarin diasup tekrar
yukseldigi ve ikinci maksimumun daha yiksek akim de@erine sahip oldugu
gorulmektedir. Bundan sonra ise akim degerleri azalmaktadir. Kreatin icin
yapilan calismalarda pH degerinin 8,0- 8,5 civarinda oldugu bilinmektedir.
Bundan sonraki calismalarda en yiksek akim degerinin gézlendigi pH=8
degeri secilmistir. Daha 6nce yapilmis calismalara bakildiginda [53, 59] bu

degerlere yakin pH degerlerinin bulundugu g6zlenmektedir.

4.6.2. Sicakhgin etkisi

Enzimlerin aktivitesi sicaklikla buyik oranda degisir. Her enzimin maksimum
aktivite gosterdigi bir sicaklik vardir [30]. Bu nedenle, hazirladigimiz enzim
elektrodunun cevabinin sicaklikla nasil degistiginin incelenmesi 6nemlidir. Bu
amagcla, hazirlanan enzim elektrot sistemi icin en iyi calisma arahginin
belirlenebilmesi icin Bolum 3.11.2" de anlatildigi sekilde élcimler alindi ve Ai

degerlerine karsi sicaklik degerleri grafige ecirildi (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Biyosensorin sicaklik degisimine karsi duyarlihgi

Elde edilen veriler yardimiyla cizilen sicakliga karsi cevap akimlari grafigine
bakildiginda sicaklik 20°C’ den 60°C’ ye kadar arttiginda akimlarda artma,
60°C’ den sonra ise akimlarda azalma oldugu gorulmuastir. Bu sicakhk
yuksek bir sicakhktir ve literatir degerlerinden biraz ytksektir. Ancak
bolumumuzde ayni film ile yapilan tez calismalarinda da benzer durumlarla
karsilasiimistir [65,66]. Enzimler protein yapisinda olduklarindan dolayi
yuksek sicakliklarda enzimin protein yapisi denatirasyona ugrar ve boylelikle
aktivitesini kaybederler [67]. Uzun sureli calisma durumlarinda yuksek
sicaklikta calismak enzimin yapisin bozacagindan dolayr bundan sonraki

calismalar oda sicakliginda yapilmistir.

4.6.3. Substrat derisiminin etkisi

Enzim derisimi ve diger butin sartlarin sabit oldugu bir ortamda enzimatik
tepkimenin hizi, substrat derisiminin arttiriimasiyla baslangigta dogrusal bir
artis gosterir; fakat substrat ilave edildikge enzimin aktif merkezinin dolmasi

sebebiyle; hiz, giderek daha az artar ve belirli bir diizeyde sabit kalir.
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Bolium 3.11.3'de aciklandigi gibi, Pt/PPy-PVS-CI-SO enzim elektrodu ile 0,4
V elektrot potansiyelinde; enzimin substrat doygunluguna kadar 6lguim
alinmistir. Elde edilen sonuclara gore cizilen Michaelis-Menten grafigine
(Sekil 4.17) bakildiginda, 1,0x10™* M kreatin ilavesinden sonra cevap akimlari

sabit kalmaya baslamistir.
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Sekil 4.17. Biyosensérin amperometrik cevabina kreatin derisiminin etkisi
(Michaels-Menten grafigi)

Michaelis-Menten denklemi bir hiperbolik egrinin denklemidir ve hiperbolik
bir egrinin karakteristik noktalarini belirlemek zordur. Bu durumu
kolaylastirmak icin; Michaelis-Menten denkleminin tersine cevirilip
carpanlarina ayirilmasiyla elde edilen denklemin grafigi(Lineweaver-Burk,
Sekil 4.18) cizilmistir. Dogrusal olan bu grafikten yararlanilarak, cift enzimli
elektrot sistemi igin Kugszienen) V€ Imaksgszieneny degerleri sirasiyla 5 x 10° mM
ve 0,34 pA/dk olarak hesaplanmistir. Literatlrlerde benzer calismalar icin
verilen Km degerleri 5,2mM; 5,15mM ve 0,26mM’dir [49,51,52].
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Sekil 4.18. Biyosensoriin kreatine duyarhligini gosteren Lineweaver-Burk
grafigi

Belirli bir miktardaki enzimin reaksiyon hizi ile substrat derisimi arasindaki

iliski baslangicta dogrusal olarak devam ederken, daha sonra hiperbolik bir

sekil almaktadir. iliskinin dogrusal olarak devam ettigi aralikta, enzim birinci

dereceden bir kinetik gosterir. Bu arahigin en dusik ve en yiksek derisim

degerleri, enzim elektrodun calisma araligini belirlemektedir.

Enzim elektrodunun cevap akimlari ile artan kreatin derisimleri arasindaki
iliskinin dogrusal oldugu kalibrasyon grafigine (Sekil 4.19) bakildiginda
5,0x10° M - 1,0x10™* M aralifinda dogrusalligin cok iyi oldugu ve bu araligin

kantitatif analizlerde kullanilabilecegi séylenebilir.
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Sekil 4.19. Biyosensorin kalibrasyon grafigi
4.6.4. Biyosensorun tekrar kullanilabilirliginin belirlenmesi

Bolum 3.11.4'te aciklandigi gibi, biyosensorin tekrar kullanilabilirligi
incelendi. Olcme sayisina karsi cevap akimlari grafige gecirildi (Sekil 4.20).
Grafik incelendiginde biyosensorin 25 6lgim sonrasinda performansinin
%77,7" sini korudugu gozlenmistir. Bagil standart sapma 1,0x10° M kreatin
derisimi icin % 9,28 olarak hesaplanmistir. Enzimler tek baslarina veya bir
tasiyiclya bagli olsun bekleme siresince aktivitelerini kaybederler. Ancak bu
aktivite kaybinin yiksek olmasi biyosensorler icin iyi bir durum dedgildir.
Hazirladigimiz biyosensor icin gozlenen aktivite kaybi ideal bir biyosensor
icin beklenen degerler arasindadir. Literatilere bakildiginda hazirlanan

biyosensorin diger turlere yakin oldgu gorilmektedir [46,52,57].
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Sekil 4.20. Biyosensorin tekrar kullanilabilirliginin incelenmesi

4.6.5. Biyosensorun raf 6mrintn belirlenmesi

Biyosensdrde aranan en dnemli dzelliklerden biri de elektrodun uzun émurla
olmasidir.Bu amacla biyosensorin raf 6mrinin belirlenmesi Bolim 3.11.4'te
anlatildigr gibi yapildi. Biyosensor +4 °C’de buzdolabinda fosfat tamponu
icinde bekletildi. Saklama suresine karsi akim degisimi degerleri grafige
gecirildi (Sekil 4.21).
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.Sekil 4.21. Biyosensorun raf Gmrunin incelenmesi

Grafik incelendiginde 36 gunun sonunda biyosensérin baslangic
amperometrik cevabinin % 57,9’ unu korudugu gorildi. Hesaplanan bagil
satandart sapma degeri ise %18,19’ dur. Literatlr degerlerine bakildiginda
hazirladigimiz biyosensoérin raf émrindn ideal bir biyosensor icin beklenen

degerler arasinda oldugu goérulmektedir [44,45].

4.7. Biyosensor Uzerine Girisim Yapan Maddeler

Hazirlanan biyosensoriin amperometrik cevabina urik asit, askorbik asit,
parasetamol, glisin, tre ve formaldehitin girisim etkileri Bolum 3.12°de ifade

edildigi gibi incelenmis ve elde edilen sonuclar Cizelge 4.1'de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Biyosensér (zerine (1,0x10> M kreatin derisiminde) girisim
yapan maddeler ve girisim etkileri

Girisim Calisilan Toplam Girisim Girisim
yapan derisimler cevap yapan yapan
maddeler (M) akimi maddenin maddenin
(HA) cevap cevap
akimi (LA) akiminin
toplam akima
orani (%)
Urik Asit 3,0x10™ 0,423 0,196 46,33
Urik Asit 1,0x10° 0,456 0,097 21,27
Askorbik 1,0x10™ 0,518 0,4864 93,89
Asit
Askorbik 1,0x10° 0,479 0,244 50,93
Asit
Parasetamol | 1,0x10™ 0,501 0,243 48,51
Parasetamol | 1,0x10° 0,499 0,079 15,83
Glisin 3,0x10™ 0,0859 0,0389 45,28
Glisin 1,0x10° 0,146 0,044 30,11
Ure 1,0x10™ 0,138 0,034 24,63
Ure 1,0x10° 0,285 0,043 45,08
Formaldehit | 1,0x10™ 0,167 0,012 7,18

Cizelge 4.1’e bakildiginda biyosensoriin amperometrik cevabina Urik asit,

askorbik asit,parasetamol, glisin, Ure ve formaldehitin girisim etkileri sirasiyla
%46,33, %93,89, %48,51, %45,28, %24,63 ve %7,18 olarak bulunmustur.
Bu girisim dedgerleri oldukca yuksek degerlerdir. Askorbik asit girisimi

salatalik suyu ve askorbik oksidaz enzimi, Urik asit girisimi Urikaz, Gre girigimi

ise Ureaz ile giderilebilir. Ama enzimler pahali materyaller oldugu icin yiuksek

maliyet gerektirmektedir. Ayrica seyreltme ile bu girisimleri azaltmakda

mumkudndr.

4.8. Biyolojik Sivida (Kanda) Kreatin Tayini

Kan numunelerinde yapilan kreatin analizi sonunda o6l¢ilen amperometrik

cevap akimlarina karsi gelen derisim degerleri kalibrasyon egrisi yontemi

kullanilarak gerekli hesaplamalar yapilarak sonuglar karsilastirildi.
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Cizelge 4.2. Kalibrasyon grafigi yontemiyle kan numunelerinde kreatin

derisimleri
Kan numunesi Hesaplanan sonuclar Hastane sonuclari
(Enzim elektrot ile) (Spektrofotometrik
(mg/100mL) yontem ile (mg/100mL)

1 4,27 1,13

2 1,99 0,55

3 2,31 0,51

4 3,13 0,78

5 1,91 0,83

4.9. Sonuclar

Sonug olarak; bu calismada hazirladigimiz kreatin biyosensorindn;

- Dogrusal calisma araligi 50 x 10° M ile 1,0 x 10* M arasinda

bulunmustur.
- Optimum calisma pH’si 8,0 olarak bulunmustur.
- Optimum calisma sicaklhgi 60°C olarak bulunmustur.
- 25 dlgum sonunda performansinin %77,7’sini korumustur.

- 36 gunin sonunda performansinin %57,9’ ini korumustur.

- Kreatinaz ve sarkozin oksidaz enziminin Kmgszenen) V€  Imaks(gozienen)

degerleri sirasiyla 5 x 10 mM ve 0,34 uA/dk olarak hesaplanmistir.
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