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OZET

Bu calismada, glukoz tayini igin N-ferroseniliden-4-aminoantipiren (4AA-Fc) ile modifiye
edilmis yeni bir enzim biyosensorii gelistirildi. Bu amagla, 4AA-Fc ile modifiye edilmis
karbon pasta ylizeyine glukoz oksidaz enzimi ¢apraz baglama yontemi ile immobilize
edildi. Glukoz tayini, hazirlanan enzim elektrotun yiizeyinde gergeklesen enzimatik
tepkime sonucu olusan hidrojen peroksidin +0,4 V ‘da yiikseltgenmesi esasina dayanilarak
yapildi. Glukoz tayinine pH ve sicakligin etkisi arastirildi ve optimum parametreler sirasi
ile 8 ve 60 °C olarak bulundu. 1,0x107- 1,0x10® M dogrusal ¢alisma araligi olarak
belirlendi. Ayrica enzim elektrotun tekrar kullanilabilirligi ve raf omri tayin edildi.
Olabilecek girisimlerin hazirlanan biyosensor cevabi {izerine etkileri incelenerek,
biyosensor meyve suyunda glukoz dl¢limii i¢in test edildi.
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ABSTRACT

In this study, a new enzyme biosensor modified with N-ferrocenylidene-4-
aminoantipyrene (4AA-Fc) was developed for glucose determination. For this purpose,
glucose oxidase enzyme was immobilized to the carbon paste surface modified with 4AA-
Fc by crosslinking method. Glucose determination was performed on the basis of oxidation
of hydrogen peroxide formed as a result of the enzymatic reaction taking place on the
surface of the prepared enzyme electrode at +0.4 V. The effect of pH and temperature on
glucose determination was investigated and the optimum parameters were found to be
pH=8 and 60 °C, respectively. The linear working range of 1.0x107- 1.0x10® M was
determined. In addition, the operational stability and storage stability of the enzyme
electrode were determined. The effects of possible interventions on the prepared biosensor
response were examined and the biosensor was tested for glucose determination in fruit
juice.

Science Code : 20104
Key Words . Glucose, ferrocene-attached 4-Aminoantipyrene, biosensor

Page Number : 79
Supervisor . Prof. Dr. Fatma ARSLAN



vi
TESEKKUR

Universite hayatim boyunca degil her zaman benim yamimda olan, daima bilgi ve
tecriibeleriyle yoluma 1s1k tutan, yanina ne zaman gitsem bana zaman ayirip sabirla
sorunlarim1 ¢6zen, o sevecen davraniglartyla giiler yiiziinii benden hicbir zaman
esirgemeyen ¢ok kiymetli, degerli danisman hocam Prof. Dr. Fatma ARSLAN’a ¢ok
tesekkiir ederek ellerinden Opiiyorum. Tiim ¢alismalarimda her daim yanimda olan, her
saat her dakika her saniye sorularima cevap veren, o istiin bilgilerini bana aktaran ve
stirekli motive eden kiymetli hocam  Ars. Gor. Onur Can BODUR’a tesekkiir ederim.
Yiiksek lisansim boyunca ve hayatimin her alaninda arkamda dag gibi duran, insaatta
caligarak beni bu zamana getiren babam Sencar ERBAS’a, destegiyle her sorunuma kosan,
ben agladigimda aglayan annem Naciye ERBAS’a, canimin yaris1 askerde olan kardesim
Erkan ERBAS’a benim her zaman iyi yerlere gelmemi cani goniilden isteyen rahmetli
dayim Erdogan DANACI ve anneannem Semsi DANACI’ya sonsuz tesekkiirlerimi
sunarim. Son olarak benim daima yanimda olan her derdimi dinleyip ¢6zen niganlim Sezer

KUCUK ’e tesekkiir ederim.



vii

ICINDEKILER
Sayfa
OZET oottt iv
ABSTRACT ettt sttt bt b e h e re e nae e Y
TESEKKUR......ocviiiiiieeteieee ettt eeete et es sttt s sttt s st s s sttt as s nenae s e Vi
ICINDEKILER ....oviiececteeee ettt n st nan et an s s, vii
CIZELGELERIN LISTESI.....citiiiiiiiiiteeseeeeee ettt X
SEKILLERIN LISTESI .....oiuitiiiiieceetete et eeeeeee sttt en ettt sn e Xi
SIMGELER VE KISALTMALAR .......coiiiisesss e Xiil
L GRS et 1
2. GENEL BILGILER..cnsmsmsssmssms 3
2.1. Glukozun Tanimi ve Glukoz Tayininin Onemi.............cccoeveveveviieicrcreeneeenne, 3
2.2. GluKoZ Tayin YONTEMIETT ......ccveiveiiiieiisieee s 5
2.2.1. Kanda gluKOZ tayiNi .......cccoeiiiiciieiiceeeees e 5
2.3. ENZIMIErin TanImMI.......ccceiiiiieiieiieieeic e see e ee s e et esne e sneaneens 6
2.3.1. Glukoz Oksidaz ENzimi (GOD) ......ccccceeeiiiiieieiciee e 7
2.3.2. Glukoz Oksidaz Enziminin (GOD) genel 6zellikleri...........cc.ccoeeniinnnnene 8
2.3.3. Glukoz Oksidaz Enziminin (GOD) reaksiyon mekanizmast..................... 9
2.3.4. Glukoz Oksidaz Enziminin (GOD) kullanim alanlart...........c.cccecerevninnee 13
2.4, BIYOSENSOTIT .....cviviiiitiiiiiiici st 13
2.4.1. BiyOSenSOTIerin YaAPIST...ccuuiviiieiiiiiiiieiiisie et 15
2.4.2. Biyosensorlerin Siniflandirtlmast ........ocoveiiieiiiiiiiice 16
2.4.3. Biyosensorlerin ¢alisma alanlart .........cccocoeeiiiiiiiiiiiic e 17
2.5. Biyosensoriin Performans Faktorleri ........ccoooovoiiiiiniiiiiicccis 18

2.5.1 SECICTITK ..t 18



Sayfa

2.5.2. Kullanim OmIt ......oveviiiiiiiiiiiii i 18
2.5.3. KararlliK ..o 18
2.5.4. TekrarlanabilirliK...........c.ccocooviiiiiiiiii e, 19
2.5.5. YUKSEK AuyarliliK ........cocovviviiiiiiiiieceese e 19
2.5.6. H1zI1 CEVAP ZAMANI......ciiiiiiiiiii it 19
2.5.7. Yeterli diizeyde taYin SINITT ......ccceveiieiiirieie e 19
2.5.8. Genis OlCUM AralIZl ....ccveeiieiiiieiiieiee e 20
2.5.9. Basitlik Ve UCUZIUK ..o, 20

2.6. Enzim Esasli BiyosensOrler ..........ccocviiiiiiiiiiis e 21
2.7. Amperometrik Enzim BiyosensoOrleri ..o 22
2.8. Biyosensorlerde IMmOobiliZasyon ............ccccurveeieevciiceeiesciseiesee s 23
2.8.1 Kovalent Daglama...........ccooeeriiiiniiiinieeee e 24
2.8.2 Capraz Daglama ..........coeeiriiiiiie 27
2.8.3 TULUKIAMA ..o 29
2.8.4 AUSOIPSTYON ...ttt 29

2.9. Immobilize Enzimlerin Serbest Enzimlere Gére UstiinlikIeri .............ccccvnne.. 30
2.10. Karbon Pasta EleKtrotlar..............cccooiiiiii, 31
2.11. Kaynak ATaSHITNAST.....ueviuieeiiteieiisieesieseeeste e 33
DENEYSEL KISIM ..o 37
3.1. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler ............ccocoeiniiiininiincinccnn 37
3.2. Deneylerde Kullanilan COZeItler.........cooviiiiiniiiiiiicieecee e 37
3.3. Deneylerde Kullanilan Cihazlar ..o 39
3.3.1. Elektrokimyasal analiz clhazi .........c.ccccoeviiniiiiiniiicccce 39

3.3.2. HUCTE VE ClEKITOLIAT oottt ettt e e e e e e e e e e e e e e eeenneees 39



Sayfa
3.3.3. IMIKIO PUPEL ...ttt 40
3.3 A PH MEITE .. 40
3.3.5. SUDANYOSU ..ttt a e e 40
3.3.6. Saf su elde etmek i¢in CINAZ........cccovviiiiiiicececec s 40
3.4. Glukoz Biyosensériiniin Hazirlanmasi ve En Iyi Calisma Kosullarinin
BEITTENMEST. ... 40
3.4.1. Calisma elektrotun hazirlanmasi: Karbon pasta elektrot (CPE),
Modifiye karbon pasta elektrot (MCPE) hazirlanmasi............c.ccccovnenee. 41
3.4.2. Karbon pasta elektrotun (CPE) sabit akima getirilmesi .........c.ccccoverernnnns 43
3.4.3. CPE ve MCPE’nin H202 duyarliliginin belirlenmesi ..........cccccoviniiinenne 44
3.4.4. Calisma potansiyelinin belirlenmesi...........ccoccoovininiininininie, 45
3.4.5. MCPE’nin H202 duyarliligina 4AA-Fc miktarinin belirlenmesi.............. 45
3.4.6. MCPE’ye Glukoz Oksidaz enziminin immobilizasyonu ............c.ccce...... 46
3.4.7. Glutaraldehit miktarinin belirlenmesi.........ccocevveereiererinieseesesee e 47
3.4.8. Glukoz biyosensoriiniin en iyi ¢alisma kosullarinin belirlenmesi ............ 48
3.4.9. Glukoz tayinine girigsim yapan tiirlerin incelenmesi............ccocoeeerreennnne 50
3.4.10. Gergek numunede (meyve suyu) gluKOZ tayini .........cccovveevvceeinccninns 52
4. SONUCLAR VE TARTISMA .....cooieeee e 53
4.1. CPE ve MCPE’nin H202’ye Duyarliliginin Belirlenmesi ..........ccccooeovviniinennne 54
4.2. Calisma Potansiyelinin Belirlenmesi ...........ccocovriniiininninceccee 55
4.3. 4AA-Fc Miktarinin Belirlenmesi .........ccccoceviiiiiiiiiiieeee e 56
4.4. Glutaraldehit Miktarinin Belirlenmesi..........ccccoceviiiiininnnicccceee 57
A5, OPUMUM PH oottt 60
4.6. Optimum S1CAKIIK ....c.oiviiiiiiiiiic 61

4.7. Substrat Derigiminin EtKiSi.......cccooiiiiiiiiiiiinee s 62



Sayfa
4.8. Enzim Elektrotun Tekrar Kullanilabilitligi..........ccccevvverieienciesiseiesesiceseseee s 63
4.9. Raf Omriiniin Belirlenmesi.........cc.cuevreiiiinieieiesissisisiese s ssesssssssssesens 64
4.10. Glukoz Tayinine Girisim Yapan Tiirlerin EtKisi.......cccccoviviiieniiniiciciescseee, 65
4.11. Gergek numunede glUKOZ taYiNI......cccceiiiiiieiiiniieiieie e 66
5. SONUC VE ONERILER ......cccooomiuimiiecomeeeecoeeeeeeeoeeeeeeeseeeeeeeeeeeeee oo 67
KAYNAKLAR .ttt st n e bt et e b e s 69

(07463 2001 1 OO 79



Xi

CiZELGELERIN LiSTESI

Cizelge Sayfa
Cizelge 2.1. 1970-1992 doénemleri arasinda biyosensorlerin tarihsel ilerleyisi.............. 14
Cizelge 2.2. Cesitli enzim immobilizasyon yontemleri .........ccccovvveeviieniieesiieesiiee s, 24
Cizelge 2.3. Cesitli immobilizasyon yontemlerinin karsilagtirilmasi .........c.cccvevvveennneen. 30
Cizelge 3.1. Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler..............ccooovvnvniiieiincnnnnen, 37

Cizelge 5.1. Calisma sonuclarinin literatiir ile karsilastirtlmast ..., 68



Sekil
Sekil 2.1.
Sekil 2.2.
Sekil 2.3.
Sekil 2.4.
Sekil 2.5.
Sekil 2.6.
Sekil 2.7.
Sekil 2.8.
Sekil 2.9.
Sekil 2.10.
Sekil 2.11.
Sekil 2.12.
Sekil 2.13.
Sekil 2.14.
Sekil 2.15.
Sekil 2.16.
Sekil 2.17.
Sekil 2.18.
Sekil 2.19.
Sekil 2.20.

Sekil 2.21.

Sekil 2.22.

SEKILLERIN LISTESI
Glukozun moOleKUl YapIST......cciiuieiiiieiiiieiiiie e
Glukozun kristal formlart ..........ccooveiiiiiiie
Glukozun oksijen molekiilii ile kimyasal tepKimesi.........ccccvvvvvriiieriiieenne
GOD protein kism1” *” ile gosterilen kisim enzim aktif yapisidir ...............
Indirgenme yart tepKimesi .........ccvevveeeverereiieceeieieieseeeeeese e,
Yiikseltgenme yart tePKIMEST .....ccoiiiiiiiiiieie e
Glukoz oksidazin aktif merkezindeki amino asit kalintilar1 ve FAD ...........
GOD enziminin yapisindaki FAD .........cccciiiiiiiie,
Glukozun glukoz oksidaz enzimiyle tepKimesi ..........ccccovvevveveiicse e
Biyosensor sistemlerinin gesitli alanlarla etkilesimi...........ccooeveriiieiinnnnns
Biy0oSensOrlerin YapIs1 .....ccuiiviiiiiiiiieiiei e
Biyosensorlerin bileSenleri ..........ccvcviiiiiiiiiiii
Biyosensorlerin siiflandirtlmast.........ccooviiiiiiiiiii
Biyosensorlerin uygulama alanlart ...
Biyosensorlerin performansini etkileyen faktorler ...
Enzim biyosensorlerinin genel goriniimii............coovvviiiiiienenciencseen
Enzim esasli biyosensorlerin gelismesi .........coeevveiiiiiiiiiiiciiiciic
Enzim esasli biyosensorlerin ¢alisma $emast ..........ccceevvveiiriiienieniiennene
Bir amperometrik biyosensoriin sematik gosterimi..........ccoovveviiivviieninnnn
Kovalent immobiliZaSyOn ..........cooiiiiiiiiiie e

Enzim immobilizasyonunda kullanilan maddelerde(tasiyict) bulunan
reaktif gruplar ve reaksiyona girdikleri aminoasitlerin fonksiyonel
0] (0] ] -1 SRR OPRRN

Enzim molekiilleri aras1 ¢apraz baglanma...........cccooveiiiiiiiiiiiicicie

Xi

Sayfa



Sekil
Sekil 2.23.
Sekil 2.24.
Sekil 2.25.
Sekil 2.26.
Sekil 2.27.
Sekil 2.28.
Sekil 2.29.
Sekil 3.1.

Sekil 3.2.

Sekil 3.3.

Sekil 3.4.
Sekil 3.5.
Sekil 3.6.
Sekil 4.1.
Sekil 4.2.
Sekil 4.3.
Sekil 4.4.
Sekil 4.5.
Sekil 4.6.
Sekil 4.7.
Sekil 4.8.

Sekil 4.9.

Xii

Sayfa
Bazi ¢apraz baglayicilarin formulleri .......coocovvviiiiiiiiiiiii e 28
Enzim molekiiliinlin glutaraldehit ile capraz baglanmasi ..........c.ccccccveriinenne 28
Enzim molekiiliiniin jel i¢inde veya polimer matrikste tutuklanmasi .......... 29
Adsorpsiyon yontemi ile immobilizasyon .........ccccovcvviiiieiniiiesiiie e 30
Karbon bazli malzeme OrneKIeri..........ccoiiiiiiiiiiiieiiecee e 32
Grafit molekTIINTN YaAPIST ....overviiiiiiiiiiiiieieie e 32
Grafit tozunun elektrot govdesine doldurulmast ..........ccceeveeviiiiiniieiieennne, 33
Teflondan yapilan karbon pasta eleKtrot...........ccocerveiiiiciicninienecc e 40
MCPE hazirlanmasi ve ¢aligma hiicresi $Emast.........cocveveeriieeieesiieesieeniinens 42
Calismada kullanilan Schiff bazlar1 a-) 4AA-Fc (N-ferroseniliden-
4-aminoantipiren) b-) 4AA-5F3MSA (5-floro-3-metilsalisiliden-4-
aminoantipiren) c-) 4AA-3C5FSA (5-floro-3-kloro-4-aminoantipiren)
d-) 4AA-5FSAA (5-florosalisiliden-4-aminoantipiren) e-) 4AA-SA
(Salisiliden-4- aminOantiPIren) .........ccocuerierererere e 43
Caligma hliCTIEST SEMAST...ceivvieiieieiiiie ittt 44
4AA-Fc Miktar calisma elektrotlart..........ccocceiiiiiiiiiiiiiiiniee e 46
Elektrot ylizeyine enzim immobiliZzaSyonu ............cccccvvvveieiiieeniinnee e 47
Glukoz tayini 1¢in 1€aKSIYON SEMAST ....eevveerrriereerireeieesireereesee e siee e 53
4AA-Fc (N-ferroseniliden-4-aminoantipiren) .........coccooeveeeeieienenenennnnens 54
CPE ve MCPE’nin H20;’ye duyarliliginin belirlenmesi............ccccccecvernnne. 55
MCPE’nin H20;’ye duyarliligina ¢aligma potansiyelinin etkisi................. 56
4AA-FC Miktarinin belirlenmesi ........ccocveeriiiiiiiiiiiieeiiec e 57
Biyosensoriin glukoz duyarliligina glutaraldehit miktarinin etkisi .............. 59
Biyosensoriin glukoz duyarliligina pH’nin etkiSi..........cccccovivevviieiveinennnn, 60
Biyosensoriin glukoz duyarliligina sicakligin etkisi.........ccoovvevviiiniveriennnnnn 61

Biyosensoriin amperometrik cevap akimina glukoz derisiminin etkisi........ 62



Sekil Sayfa
Sekil 4.10. Glukoz biyosensorii igin kalibrasyon grafigi ..........ccocvevevveienencienincnnnn 63
Sekil 4.11. Biyosensoriin amperometrik cevap akimina derisiminin etkisi,
Lineweaver-Burk grafigi.........ccccciveiiieiiiieiieeic s 63
Sekil 4.12. Tekrar kullanilabilirliK...........coiiiiiiiiiniiiecee e 64

Sekil 4.13. Depolama KararliliZl .......c..ooiiiiiiiiiiiieiiie e 65



Xiii

SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

verilmistir.

Simgeler Aciklamalar

°C Santigrat derece

% Yiizde

mg Miligram

g Gram

mL Mililitre

pL Mikrolitre

M Molar derisim

mM Milimolar derisim
pM Mikromolar derigim
\% Volt

nA Mikroamper

nA Nanoamper

Ai Akim farki

R? Lineer regresyon katsayisi
S Saniye

dk Dakika



Kisaltmalar

AA
BSA
CPE
EC
GOD
GC
Imax
IUB
Km
LOD
LC
MCPE
RSD
UA
4AA-Fc

4AA-5F3MSA
4AA-3C5FSA

4AA-5SFSAA
4AA-SA

Xiv

Aciklamalar

Askorbik Asit
Bovin serum albiimin
Karbon pasta elektrot
Enzim Kodu
Glukoz oksidaz
Gaz kromatografisi
Maksimum akim farki
Uluslararas1 Biyokimya Birligi
Michaelis-Menten sabiti
Gozlenebilme sinir tayini
S1v1 kromatografisi
Modifiye karbon pasta elektrot
Yiizde bagil standart sapma
Urik asit
N-ferroseniliden-4-aminoantipiren
5-floro-3-metilsalisiliden-4-aminoantipiren
5-floro-3-kloro-4-aminoantipiren
5-florosalisiliden-4-aminoantipiren

Salisiliden-4-aminoantipiren



1. GIRIS

Glukoz karbon, hidrojen ve oksijen atomundan olusmus, erime noktasi1 146 °C olan bir
monosakkarittir. Glukoz daha ¢ok merkezi sinir sisteminin en bilyiikk boliimii olan beyin
icin enerji kaynagi olmakla beraber, ¢cok az veya hi¢ mitokondrisi olmayan hiicrelerin

ihtiya¢ duyduklar bir enerji kaynagidir (Olsan,1991).

Glukoz oksidaz enziminde (EC 1.1.3.4) prostetik grup olarak FAD (flavin adenin
diniikleotid) bulunur. Glukoz oksidaz enzimi glukozun molekiiler oksijen ile yiikseltgenip
glukono-8-lakton (glukono-1,5-lakton) ve hidrojen peroksidin (H202) olustugu reaksiyonu
katalizler. Lakton sulu ortamda herhangi bir enzime ihtiyag duymaksizin hidroliz olarak

glukonik aside dontisiir (Arslan ve digerleri, 2011).

Glukoz tayini; gida islemleri, klinik, biyolojik ve kimyasal 6rneklerde oldukga 6nemlidir.
Ornegin obezite giiniimiizde birgok iilkede en énemli saglik sorunu olarak yer almaktadir.
Obeziteye bagli olarak seker hastalarimin sayisinda da artis s6z konusudur. Kan glukoz
degerinin hizl, diisiik maliyetli ve pratik bir sekilde tayin edilmesi onem arz etmektedir.
Seker hastalifinin izlenmesi ve tibbi teshisi amaciyla glukoz tayinleri yaygin olarak
kullanilmaktadir. Deri alti dokularinda glukoz derisimini siirekli bir degerlendirmeye tabi
tutabilmek ve kandaki glukoz seviyesini belirleyebilmek amaciyla duyarli, segici, glivenilir
ve diisiik maliyetli glukoz sensorii tiretimi giderek artmaktadir (Arslan ve digerleri, 2011;

Fitzpatrick, 2015).

Biyosensorler cabuk yanit verebilme 6zelligine sahip, basit bir sekilde ¢ok az miktarlarda
olsa dahi ornek tespitinin yapilabildigi pahali olmayan cihazlardir (Bodur, 2019). Bu
sebeple biyosensorlerin hastaliklarin hizli teshis edilmesinde ve tedavisinde kullanimi ¢ok

fazladir (Keskin ve Arslan, 2020).

Glukoz oksidaza dayanan enzim esasli amperometrik biyosensor, faaliyeti ve karmasik
olmayan yapisiyla hastalik teshisinde timit verici bir sistem olarak kabul edilmektedir
(Arslan ve Arslan, 2011).



Bu tez ¢alismamizda; karbon pasta elektrot ilk defa N-ferroseniliden-4-aminoantipiren
(4AA-Fc) Schiff bazi ile modifiye edilerek glukoz biyosensorii hazirlandi. Bdoylece
glukozun tayini i¢in Schiff bazi ile enzim esasli yeni bir glukoz biyosensorii elde edildi.
Enzimatik tepkimeler sonucunda siklikla meydana gelen hidrojen peroksite (H202) duyarli
modifiye karbon pasta elektrot (MCPE) hazirlanmasi hedeflendi. Bu hedefle, 5 farkli
madde  (N-ferroseniliden-4-aminoantipiren,  Salisiliden-4-aminoantipiren,  5-floro-3-
metilsalisiliden-4-aminoantipiren, 5-floro-3-kloro-4-aminoantipiren, 5 florosalisiliden-4-
aminoantipiren) karbon pasta elektrotu modifiye etmek i¢in kullanildi. Daha sonra glukoz
oksidaz enzimi modifiye edilen karbon pasta elektrot yiizeyine ¢apraz baglama yontemi ile
immobilize edildi. Tasarlanan biyosensoriin; amperometrik cevabina 4AA-Fc (N-
ferroseniliden-4-aminoantipiren) miktarinin, g¢alisma potansiyeli degerinin ve substrat
derisiminin etkisi arastirildi. Hazirlanan biyosensor ile glukoz tayini; enzimatik reaksiyon
sonucu agiga c¢ikan H202’in anodik akimlarmin 6lgiilmesi esasina dayanilarak yapildi.
Literatiir arastirmasi yapildiginda 4AA-Fc (N-ferroseniliden-4-aminoantipiren) ve glukoz

oksidaz enzimiyle hazirlanan bir glukoz biyosensoriiniin bulunmadigr tespit edilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Glukozun Tanim ve Glukoz Tayininin Onemi

Glukozun, kimyasal formiili CsHi120e seklinde olup molekiil yapisi Sekil 2.1.’de

verilmistir.
CH,OH
H O OH
H
OH H
HO H
H OH

Sekil 2.1. Glukozun molekiil yapisi

Glukoz, viicuttaki biitiin hiicrelerde ve en 6nemlisi viicudun enerji metabolizmasinda aktif
rol alan bir karbohidrattir. Dogada bolca bulunan D-glukoz ¢ogu meyve sularinda var olan
alt1 karbonlu bir sekerdir (Olsan, 1991).

19. Yiizyilin sonlarina dogru, glukozun genel yapist Emil tarafindan aydinlatildi. Alt1 tane
karbon atomu molekiile diiz zincir olarak baglanmaktadir. D-glukozun ii¢ kristal sekilde
bulundugu belirtilmektedir (Sekil 2.2). Bunlar susuz halde olan o ve B formlaridir. Her iki
sekilde ortorombik iken a-D-glukoz monoklinik yapidadir (Dean, 1974). Sulu ¢ozeltide D-
glukoz o ve B formunun bir karisimi halinde bulunur. Yaklasik olarak % 62  ve% 38 o

seklindedir (Pigman ve digerleri, 1972).



R

Sekil 2.2. Glukozun Kristal Formlar1 (Newkirk,1924, Dean, 1974) A) a.- Mono hidrat B) o
- Susuz; C) B — Susuz

Glukoz viicudumuzda ki metabolik olaylarda ara iiriin olarak aktif goérev yapar. Ozellikle
beyin ve hiicreler i¢in bir enerji kaynagi olmakla beraber hiicre solunumu glukoz ile
baglamaktadir. Bitkilerde fotosentezde ki 6nemi biiyiiktiir. Bu 6nemli molekiiliin tayini,
kandaki glukoz degerlerine gore olusan hastaliklarin tespit edilmesi i¢in gereklidir (Atan,
2013).

Glukoz insan yasaminda cok Onemli bir rol alarak, merkezi sinir sisteminin hiicre dis1
stvisindaki derisimini, beyin enerjisi ve sinaptik iletim ile yakindan baglantili olan beyin

aktivitesini kontrol etmektedir (Yang ve digerleri, 2014).

Gilinlimiiz diinyasinda, modern insanlarin yeme aligkanliklar1 farklilasiyor ve giin gectikge
giinliik yapilan diyete giderek fazla miktarda islenmis gida ekleniyor. Ama 6denmesi
gereken bedel ¢ok sinsi bir saglik sorunu olan bozulmus glukoz tolerans: ve diabetes
mellitustur (Sebekova, ve digerleri, 2007). Diabetes mellitus, ¢agdas diinyada en sik
rastlanan ve maliyeti biiyiik olan hastaliklardan biridir. Bu hastalik, retinopati, nefropati,
kalp hastaligi, ayak iilserleri ve alt ekstremite amputasyonlarinin kigkirtict etkisidir
(Karagollu ve digerleri, 2013). Kandaki glukoz derisiminin tespiti diabetes mellitusun
erken tanisinda ve tedavisinde anahtar faktordiir (Guo ve digerleri, 2011).

Diabetes mellitusun kontrol edilememesi insani, ekonomik ve kiiresel zorluklara yol
acacaktir. Bu sebeple kan, gidalar ve ilaglar gibi ¢esitli maddelerde glukoz derisiminin
tayin edilebilmesi amaciyla hizli, giivenilir ve kararli yontemler gelistirmenin asir1 aciliyeti

vardir ( Baghayeri ve digerleri, 2020).


https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/extracellular-fluid
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/extracellular-fluid

2.2. Glukoz Tayin Yontemleri

Diinya Saghk Orgiitii’'niin (WHO) son bilgilendirmesine gére 2000 yilinda diinya
genelinde yaklasik 171 milyon insanin diyabet hastast oldugu ve bu sayinin 2030 yilinda
366 milyona kadar ¢ikacagini sdylemistir. Bu durumun sebebi hareketsiz bir yasam sekli
ile beslenme bozukluklarinin birlesmesidir. Glukoz enerji metabolizmasinda aktif rolii olan
bir karbohidrattir. Boylece kandaki glukoz miktarinin tespiti ve HbAlc diizeyinin tayin
edilmesi diyabet hastalig1 i¢in ¢ok 6nemlidir. Diyabet hastalarinin giinliik kandaki glukoz
seviyesini olgmeleri, glukozu en ¢ok analiz edilen analit yapmistir (Colak ve Arslan,
2011). Glukozun tayini biyokimya, klinik kimya, gida iirlinleri ve fermantasyonda énemi
fazladir. Kirilma indisi, UV ve kolorimetri gibi eskiden beri kullanilmakta olan karbohidrat
tayin yontemleri diisiik duyarliiga sahiptir (Nogueira, 2005). Elektroforezde veya
kromatografik yontemlerde yer alan dedektdre bagli olarak kompleks matrislerde tayin
caligmalar1 basit degildir. Bunun sebebi ¢ok sayida sinyal algilanmasi ya da bazi analitler
icin tayin smirlariin  uygun olmamasidir. Bu durumda kullanilan analitlerin
cesitlendirilmesi gerekmektedir, ancak bu durumu ortadan kaldirabilecek enzimler,
mikroorganizmalar, organeller, doku kesitleri, antikorlar ve niikleik asitlerin biyobilesen
olarak kullanildig1 biyosensor tasarimlaridir (Baldwin, 1999; Telefoncu, 2011). Son
yillarda yapilan calismalar incelendiginde, tim biyosensér pazarinin % 85'ini glukoz
biyosensorii  olusturmaktadir. Biyosensorler c¢ok biiylik pazarlama alanina sahip
oldugundan dolayr farkli tipte uygulama alanlar1 igin g¢esitli glukoz biyosensorleri

gelistirilmistir (Colak ve Arslan, 2011).

2.2.1. Kanda glukoz tayini

Kanda bulunan glukoz miktarinin normal deger araligi iginde olup olamadigini tespit
etmek, hiperglisemi, hipoglisemi ve diyabet gibi glukoza bagli hastaliklarin arastirilmasi,
erken teshis i¢in olduk¢a onemlidir. Kanda glukoz tayini kolorimetrik ve enzimatik olarak
iki farkli yontemle yapilmaktadir. Kolorimetrik yontemler yiikseltgenme indirgenme
tepkimeleri (Modifiye Somogy1-Nelson Metodu) ve Ortotoluidin Metodu olmak tizere iki
farkli sekildedir. Yiikseltgenme indirgenme tepkimelerinde glukozun indirgenme
ozelliginden faydalanilmistir. Ortotoluidin Metodu ise rengin siddetine bagli olarak
gelistirilmistir. Enzimatik yontem ise Glukoz Oksidaz Metodu ve Hekzokinaz Metodu
(Enzimatik Ultraviyole) olmak tizere iki sekildedir (Savk, 2019).



Bu yontemlerin 15181ndan yola ¢ikilarak gelistirilen ve son yillarda popiilerligi yilikselen bir

diger yontem ise biyosensorlerdir.

Modifive Somogyi-Nelson Metodu

Bu yontemde glukoz tayini yapilacak olan kan, serum ya da plazma i¢inde mevcut olan
glukozun yaninda indirgeyici olarak bulunan proteinlerin ¢oktiiriilerek ortamdan
uzaklastirilmasi gerekir. Bu islem igin ¢inko hidroksit kullanilarak bir sonraki adimda
numune bazik bakir c¢ozeltisiyle 1sitilmaktadir. Boylece Cu*? iyonlar1 glukozu
yiikseltgeyerek Cu® iyonlari olusmaktadir. Ayni zamanda elde edilen bakir miktarina esit
miktarda arsenomolibdat indirgenmektedir. Cu* ile arsenomolibdat tepkimesi sonucu
meydana gelen renk degisimi kolorimetrik olarak olgiilerek glukoz tayini gergeklestirilir
(Atan, 2013).

Glukoz oksidaz ( Fermco Test ) Metodu

Bu yontemde glukoz tayini yapilacak olan kan, serum ya da plazma i¢cinde mevcut olan
glukoz, GOD enziminin enzimatik kataliz tepkimesiyle molekiiler oksijen tarafindan
glukonik asit ve H202’ye yiikseltgenir. H2O2> kromojen peroksidaz enziminin etkisiyle
oksitlenerek H.SOj etkisiyle kalict kirmizi renk olusturur. Kimyasal tepkimse sonrasinda
meydana gelen renk degisimi kolorimetrik olarak olgiilerek ve glukoz tayini gerceklestirilir

(Atan, 2013).

2.3. Enzimlerin Tanimi

Enzimler, birden fazla gergeklesen biyokimyasal tepkimelerde katalizor gorevi
yaparak canli yapidaki metabolik siirecin meydana gelmesini saglarlar (Banctrof,
1990).

Enzimler yiikksek molekiil kiitlesine sahip protein yapili maddelerdir. Aktif protein
birbirinden farkli iyonize yapili gruplari barindirir. Bu protein yapili maddeler
bagimsiz bir sekilde bulunabilir. Ayrica 6zel hiicre yapilarina (desmoenzim)
baglanmis halde ya da sitoplazmada ¢oziilebilir formda olabilir. Enzimatik

tepkimenin baslamas1 i¢in bir kofaktér gerekmektedir. Cogunlukla kullanilan



kofaktorler ~magnezyum, mangan aktivatorleri, metal iyonlari, koenzim olan
maddelerden nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADP), nikotinamid adenin
diniikleotid (NAD) gibi maddelerdir (Ketani ve digerleri, 2015).

Enzimler biyokatalizér olmalariyla canli yapilarin yasamsal siireci i¢in vazgecilmezdir.
Canli metabolizmasinda, beslenmede, enerji ihtiyacinda ve yasamsal aktivite i¢in sayisiz
kimyasal tepkimede yer alir. Biyokatalizorler ile daha kolay c¢alisabilmek ve enzimatik
tepkimelerin ozelliklerine gore 1961 yilinda Uluslararas1 Biyokimya Birligi (IUB), Enzim
Komisyonu (EC) denilen uluslararast bir komisyon kurdu. Yapilan isimlendirme enzimin
ana smifini, alt smifini, alt alt sinifin1 ve substrat simifin1 gostermektedir. Bu Enzim
Komisyonu, oksidorediiktazlar (EC1), transferazlar (EC2), hidrolazlar (EC3), liyazlar
(EC4), izomerazlar (EC5) ve ligazlar (EC6) seklinde 6 ana sinifa ayirdi. Bu alt1 ana gruba
2018 yili agustos ayinda translokazlar (EC7) denilen yeni bir grup eklenerek toplam grup
sayist yediye yiikseldi (Tao ve digerleri, 2020).

2.3.1. Glukoz Oksidaz Enzimi (GOD)

Glukoz oksidaz (GOD) enzimi ilk defa 1904 yilinda Maksimow tarafindan Aspergillus ve
Penicillum tiirlerinden elde edilmistir (Dai ve digerleri, 2002; Clark, 2006). Miiller 1928 de
enzimin oksidatif etkisinin oldugunu agiklayarak, enzim saflastirildiginda biinyesin de var
olan sar1 rengin yapisinda bulundurdugu prostetik gruptan (FAD, flavin adenin
diniikleotid) kaynaklandigini séylemistir. 1948 de Keilin ve Hartree yiikseltgenmenin
prostetik grup tarafindan saglandigini ve enzimin agiga ¢ikan H>O> ile antimikrobiyal
aktivite gostererek antibiyotik olarak davranig gosterdigini 6ne siirmiislerdir (Atan, 2013).
Enzimin ticari tiretimine ilk defa 1952 yilinda baslanmistir. Enzim Penicillum notatum ve
Penicillum glaucum kaynaklarindan iretilirken simdi ise A.niger veya Penicillum
amagasakienese kaynaklar1 kullanilmaktadir (Ozyilmaz, 2015). Glukoz oksidaz enzimi, -
D-glukoz’ un D-glukono-1,5-lakton ve H20;’ ye yiikseltgenmesini katalizlemektedir. D-
glukono-1,5-laktonda glukonik asite hidroliz olmaktadir (Wolhfarht ve digerleri, 2005).
Kimyasal tepkime Sekil 2.3 ‘te gosterilmistir.



GOD

B-D-glukoz + O, Glukono-1,5-lakton + H,0,

H,0

-

Glukonik asit

Sekil 2.3. Glukozun oksijen molekiilii ile kimyasal tepkimesi

2.3.2. Glukoz Oksidaz Enzimi (GOD) Genel Ozellikleri

Glukoz oksidaz (GOD) molekiil agirligi 160 kDa olan ve 6zdes iki alt kisimdan olusan
dimerik yapida bir proteindir (igli, 2008). Farkli kaynaklardan saflastirilan enzim farkli
kimyasal ozelliklere sahiptir. Penicillium kaynakli olan enzim 4 alt kisimdan olugmustur.
Kendi aralarinda disiilfiit kopriisii olan iki ¢ift alt kisim bir araya gelerek dordiincii yapiy
olusturur. A. Niger kaynakli enzim ozdes iki alt kisimdan olusur. Bu 6zdes kisimlar
birbirine disiilfit kopriileriyle baglanmistir (Ozyilmaz, 2005). Yapidaki monomerlerin her
biri 583 amino asit kalintisindan olusmus tek bir polipeptid zinciri igerir. Yapidaki
monomerleri tuz kopriisii ve hidrojen baglari ile birlesirler (Wolhfarht ve digerleri, 2004,
Haouz ve digerleri, 2001). Glukoz oksidaz (GOD), yapisinda yaklasik olarak % 74 protein,
%16 notral seker ve %2 amino sekeri bulunmaktadir. Yapida var olan karbohidratin %
80’ini mannoz olusturur (I¢li, 2008). Karbohidrat molekiilii N ya da O-glikozit seklinde
proteine baglanmaktadir (Wolhfarht, 2005). Yapida var olan karbohidrat molekiilii
tamamen yapidan uzaklastirilsa bile enzim aktivitesinde herhangi bir etkilenme
olamamakla beraber termal stabilite azalmaktadir. Ag*, Cu* ve Hg" enzimin baslica
inhibitdrleridir (Ozyilmaz, 2005).



carbohydrate

Sekil 2.4. GOD protein kismi1 “*” ile gdsterilen kistm enzimin aktif kismidir (I¢li, 2008).

2.3.3. Glukoz Oksidaz Enzimi (GOD) Reaksiyon Mekanizmasi

A. Niger kaynakl glukoz oksidazin biyokimyasal tepkime mekanizmasi Bentley (1963)
tarafindan basitge agiklanmistir. Bright ve Porter (1975) ile Willson ve Turner (1992)
tarafindan ise ayrintili bir sekilde ortaya konmustur. Onceki zamandan bugiine enzimin
fonksiyonu ve yapist hakkindaki bilgilerde 6nemli farkliliklar olmustur. Yapilan X-Ray
calismalarinda 2,3 A° ¢6ziiniirliikte olan GOD kristal yapisi ¢oziilmiis ve birbirinden farkli
substratlarla biyokimyasal tepkime mekanizmasinda biiyiik gelisim olmustur (Wolhfarht
ve digerleri, 2005). Biyokimyasal tepkime flavoenzimin ilk olarak indirgenip daha sonra

da yiikseltgenmesinden meydana gelmistir. Mekanizma iki basamaklidir.

Indirgenme vari reaksiyonu

Indirgenme yar1 basamaginda enzimdeki bir su molekiilii glukoz ile yer degistirerek aktif
merkezde var olan His516° nin N3 protonu da su molekiiliiyle beraber yapindan ayrilir.
Bdoylece His516’ ya bir protonun ve bir hidriiriin FAD’ e es zamanl aktarilmasiyla glukoz
glukolaktona dontigiir. Su ile lakton yer degistirerek yapidan ayrilirken FADH2 ve
protonlanmis His516 meydana gelmektedir. (Wolhfarht ve digerleri, 2005). Sekil 2.5’de

kimyasal tepkime gosterilmistir.
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FADGMa ¢ —FAD o FADH, WO Dim o papy
— B0 Glkoz — Lakln ——<— |- H0
HisH' ~ His HisH' — High'

Sekil 2.5. indirgenme yar1 tepkimesi (I¢li, 2008).

Yiikseltgenme vyari basamagi

Molekiiler oksijen ile su molekiilii yer degistirerek indirgenmis enzim-oksijen kompleksi
(bir negatif yiikli flavin ve iki azotu da protonlanmis His516 ve His559) olusmaktadir
(Wolhfarht ve digerleri, 2005). indirgenmis koenzim FADH>, oksijen molekiiliiyle H202’
ye indirgenip, tekrardan FAD’ e yiikseltgenmektedir. Sekil 2.6’da kimyasal tepkime

gosterilmistir.
—FAD ind — FAD —FAD
L H0 s 0 e | HO+ H0;
HisH* HisH® ~—HisH*

Sekil 2.6. Yiikseltgenme yar1 tepkimesi (I¢li, 2008).

Sekil 2.7 ‘de glukoz oksidazin aktif merkezindeki amino asit kalintilar1 ve FAD’

pozisyonu, Sekil 2.8 ‘de GOD enziminin yapisinda bulunan FAD grubu gosterilmistir.
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cq12 H:O

FAD (oks.)

Sekil 2.7. Glukoz oksidazin aktif merkezindeki amino asit kalintilar1 ve FAD’1n pozisyonu
(Icli, 2008).
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Sekil 2.8. GOD enziminin yapisinda bulunan FAD grubu (Ozyilmaz, 2005).

Elektron alict olan FAD glukozu yiikseltgeyerek hemen sonra oksijen molekiiliinii
indirgeyerek hidrojen peroksite doniistiiriip kendini de yeniden oksitlemis olur. Sonug
olarak Sekil 2.9’da enzimin glukozu glukonik aside oksitledigi biyokimyasal tepkime

goriilmektedir. Indirgenme yar1 basamaginda glukoz 2 proton ve elektronu enzime transfer
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ederek glukolaktona doniismekte, yiikseltgenme yari basamaginda ise enzim oksijen
molekiililyle yiikseltgenmekte ve tepkime sonucunda hidrojen peroksit olugsmaktadir.
Biyokimyasal tepkimenin mekanizmasi tam anlamiyla anlasilamamis olup aktif merkezde
mevcut olan Glu412, His516 ve His559 amino asit artiklar1 biyokimyasal tepkimede yer
aldig1 goriilmektedir. Enzim kinetigiyle ilgili yapilan ¢aligmalar deprotonasyon igleminin

diisiik pH’da olabilecegini ortaya koymustur (Weibel, 1971).

+GOD — K o +GODH,

B — D-Glukopiranoz D-Glukono-1,5-lakton

GODH, + 0O, —® GOD + H0,

CH,OH CHOH
0 —0OH
o +H0 —_— K COOH
D-Glukono-1,5-lakton Glukonik asit

Sekil 2.9. Glukozun glukoz oksidaz enzimiyle tepkimesi (Ozyilmaz, 2005).
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2.3.4. Glukoz Oksidaz Enziminin (GOD) Kullanim Alanlar

Katalizledigi biyokimyasal tepkimeler géz Oniine alindiginda bu enzim hidrojen peroksit
iretiminde ayrica bir karisimda veya ¢ozelti icinde bulunan glukoz ve oksijenin
uzaklastirilmasinda Ornegin yumurta beyazindan glukozun uzaklastirilmasinda, dis
hekimliginde laktoperoksidaz (LPOD) ile birlikte kullanimda, tip alaninda, glukonik asit
ve glukonat {iretiminde, diisiik alkollii sarap fiiretiminde kullanilmaktadir. Bu farkli
amaglarin yaninda kan, idrar gibi biyolojik sivilarda glukoz miktarinin tespit edilmesi
amaciyla biyosensor ve enzim elektrotu tasariminda oldukg¢a onem arz etmektedir. Ayrica
mesrubatlar, sekerlemeler ve igerisinde direkt olarak glukoz bulunan gidalarda seker
miktariin belirlenmesi amaciyla da biyosensor yapiminda yaygin olarak kullanilmaktadir
(Petuccioli ve digerleri, 1999; Rodriguez ve digerleri, 2004). Glukoz oksidaz glukonik asit
tiretiminde de kullanilmaktadir. Glukonik asit glukozun aerobik fermantasyonuyla elde
edilebilecegi gibi glukoz oksidaz enzimiyle enzimatik sekilde tiretilebilmektedir (Bao ve
digerleri, 2001). Glukonik asit, yiyeceklerde beyazlatict gorevi yapar. Deterjanlara su
sertligini azaltic1 olarak eklenir (Betancor ve digerleri, 2006; Eryomin ve digerleri, 2006;
Rauf ve digerleri, 2006). GOD, yiyecek ve i¢ecekler de bulunan artik glukozu ve oksijeni
uzaklagtirmada kullanilarak gidalarin raf Omriiniin uzatilmasimi saglar (Karmali ve
digerleri, 2004; Eryomin ve digerleri, 2006; Rauf ve digerleri, 2006; Mislovicova ve
digerleri, 2007).

2.4. Biyosensorler

Canlilar yasamlarin1 devam ettirebilmek amaciyla bulunduklar1 ortamda meydana gelen
ortam kosullarini algilayarak kisa siirede adapte olmalar1 gerekmektedir. Ortaya sunulan bu
davraniglardan hareketle, dis cevreden gelebilecek tehlikelere karst koruyucu bir duvar
olusturmak i¢in genellikle enzim, hiicre, doku, antikor, DNA, vb. biyolojik maddelerin
etkili oldugu dogal sensdrleri tercih ederler (Giimiisderelioglu ve digerleri, 2013). Iste bu
yiizden canli sistemlerde bulunan algilama yeteneginden yola ¢ikarak bilim insanlar
biyosensorleri gelistirmislerdir. Biyosensor sistemleri hassas ve ayirt edici analitik
sinyaller {ireterek biyolojik algilamayr saglayan yapilardan meydana gelmis analitik
cihazlar olarak bilinmektedir (Moon ve digerleri, 2018). Biyosensorler analitik kimya,
biyokimya, biyoloji vb. alanlarda yaygin kullanimi olan cihazlardir (Sekil 2.10).

Biyosensorler, nitel ve nicel analizlerde kullanilan ve farkli 6zellikteki kimyasal maddelere
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kars1 verilen biyolojik yanitlarin optik, 1s1l, elektrik gibi sinyallere doniistiiriilmesini saglar
(Tiylek, 2017). Boylelikle biyolojik yapilarin iist diizey duyarlilikla yanit vermesi,
mikroelektronik alaninda kesfedilen gelismeleri artirmistir. Bu nedenle biyosensor tiretim
hizina yetismek oldukg¢a zahmetlidir. Bu sensor iiretimindeki hizli gelisme sayesinde ¢ok
sayida cesitli biyosensor sistemleri iiretilmeye baglanmistir (Tiiylek, 2021). Cizelge 2.1 ‘de

1970-1992 donemleri arasinda biyosensdrlerin tarihsel ilerleyisi gosterilmistir.

Cizelge 2.1. 1970-1992 donemleri arasinda biyosensorlerin tarihsel ilerleyisi (Ozdemir,
2019).

1970 Bergveld tarafindan iyona duyarli alan etkili transistoriin (ISFET) kesfi
(Bergveld, 1970)

1975 Lubbers ve Opitz tarafindan karbon dioksit ve oksijen tespiti i¢in fiber optik
biyosensor (Vestergaard vd., 2015)

1975 YSI tarafindan glikoz tespiti igin ilk ticari biyosensor (Yoo vd., 2010)

1975 Suzuki vd. Tarafindan 1975 Ilk mikrobe tabanli immiinosensér. (Suzuki
vd.,1975)

1982 Schultz tarafindan glikoz tespiti igin fiber-optik biyosensor (Schultz, 1982)

1983 Liedberg vd. Tarafindan 1983 Yiizey plazmon rezonansi (SPR)
immiinosensorii. (Liedberg vd., 1983)

1984 1984 Ilk aracili amperometrik biyosensor: glikoz oksidazinda glikoz tespiti
i¢in kullanilan ferrosen (Cass vd.,1983)

1990 Pharmacia Biacore tarafindan 1990 SPR tabanli biyosensor (Vestergaard vd.,
2015)

1992 I-STAT tarafindan elde edilen el kan biyosensorii (Vestergaard vd., 2015)

2.4.1. Biyosensorlerin yapisi

Biyosensorler, biyobilesenler (reseptor) ile fiziksel bilesenlerin ayn1 ortamda bulusmasiyla
olusurlar. Biyomolekiiler yapiya sahip olan reseptorlere biyoreseptor denilmektedir.
Biyoreseptorler, analiti algilayabilme yetenegine sahiptir. Biyosensor sistemlerinin hizla
gelismesinde kilit bilesen olan biyoreseptdrler, analizi yapilacak reaktif ile segici olarak

etkilesimde bulunan duyarliigi yiiksek bir yapidir (Scott ve digerleri, 2012). Genel
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anlamda, bir biyosensor sistemi biyolojik, kimyasal ya da biyokimyasal sinyali 6lgerek
islenebilir 6zellikte elektrik sinyaline g¢evirmektedir. Elde edilen bu elektriksel sinyal
dontstiiriicti yardimiyla akim, potansiyel, sicaklik degisimi, 1s181n absorbsiyonu, ya da
elektrokimyasal, termal, optik olarak ya da piezoelektrik anlamda kiitle artisiyla dlgiilebilir
forma dontistirilir (Sekil 2.11) (Atan, 2013) . Daha sonra sonuglar dijital ortama aktarilir.
Bir biyosensor sistemindeki calisilan adimlar igin veri tabani, veri temini ve kontrolii,
modelleme, ag baglantis1 ve kablosuz iletisim gibi ¢esitli birimlere gereksinim vardir.
Biyoalgilama materyalleri doniistiiriiciilere baglanirken etkin sabitleme yO&ntemi
kullanilmaktadir (Ttylek, 2022). Gergeklesen biyokimyasal tepkimeden hareketle uygun
dontistirtciler kullanilir. Dontistiiriictiler sistemde kullanilan elektrotlar amperometrik ve
potansiyometrik Olgme yOntemlerinde yer almaktadir (Tiylek, 2017). Sekil 2.12°de

biyosensorlerin bilesenleri gosterilmistir.

Bivosenséirler hamya Biyolamya Biyoloji Mithendishk

Sekil 2.10. Biyosensor sistemlerinin gesitli alanlarla etkilesimi (Tiylek, 2022).

Substrat

\\\\

—AE—

j’\ \H
/

- Son iiriin Olgiim

Déniistiiriicii Cogalma

Sekil 2.11. Biyosensorlerin yapist (Bulut, 2011).
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Cevresel kirleticiler: agir metaller, kalic1 organik kirleticiler v.b.

Sekil 2.12. Biyosensorlerin bilesenleri (Di Pietrantonio ve digerleri, 2019).

2.4.2. Biyosensorlerin simiflandirilmasi

Biyosensorler, biyolojik malzemeler veya doniistiiriicii (transdiiser) elemanlarina gore 2
gruba ayrilabilir (Sekil 2.13). Biyolojik malzemeler niikleik asitler, enzimler, antikorlar,
reseptorler ve mikroorganizmalart kapsar. Transdiiser elemanlari, algilama esash
fizikokimyasal degisime baghdir. Baslica Transdiiser biyosensorler kiitle bazl
biyosensorler, elektrokimyasal — biyosensorler ve optik  biyosensorler — olarak

smiflandirilmaktadir (Savk, 2019).

Biyosensdrler ]7

\
Optik | Biyomalzemeler

Yiiksek Plazma
Rezanansi SPR

b
Magnetoelektrik

i; N
Kiitle Transdiiserler

Piezoelektrik

L

i

Nikleik asitler

Elektrokimyasal

Amperometrik

e Potansiyometrik

Reseptérler

Kondiiktometrik

Mikroorganizmalar

impedimetrik

il

Sekil 2.13. Biyosensorlerin siniflandirilmasi (Savk, 2019).
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2.4.3. Biyosensorlerin calisma alanlari

Biyosensorler; biyomedikal alan, proses kontrolii, biyoreaktor kontrol, gida iiretim ve
analizi, tarla tarimi, bag-bahge tarimi ve veterinerlik, bakteriyel ve viral tani, endiistriyel
atik su kontrolii, cevre koruma ve kirlilik kontrolii, maden ve igletmelerinde toksik gaz
analizlerinde ve askeri uygulamalarda ¢ok onemli rol oynarlar (Sekil 2.14). Diinden
bugiine kadar 180°den fazla ¢esitli madde i¢in biyosensor hazirlanmis olup sadece yaklasik
25°i ticari olarak {iretilmektedir. ilaglarin viicuttaki seviyelerinin ayarlanmasi ve
kontrolinde  kullanilmas1 ~ yakin  bir  gelecekte  biyosensorler  tarafindan
gerceklestirilebilecegi  Ongorilmistir. Buna en Onemli Ornek Yapay Pankreas
calismalaridir. Bu c¢alismanin  disinda biyo siireglerin  niikleik asit seviyesinde
izlenebilmesi, ilaglarin reseptorlere olan etkisi, transmitter-reseptor etkilesimi
biyosensorlerin gelecekteki Onemli tibbi uygulama alanlari arasinda gosterilecektir

(Kokbas ve digerleri, 2013).

Saghk Hizmetleri
(Glikoz, Yapay Pankreas)

\
,7 3
/
4
‘\5/'

Sekil 2.14. Biyosensorlerin uygulama alanlar1 (Savk, 2019).
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2.5. Biyosensoriin Performans Faktorleri

Bir biyosensorlerin sahip oldugu statik ve dinamik 6zellikler ve bu 6zelliklerin optimize

edilmesi biyosensoriin performansini 6nemli 6l¢tide etkilemektedir (Sekil 2.15).

2.5.1. Secicilik

Hazirlanan enzim elektrotunun karmasik bir ortamda yani ¢esitli katki maddelerini ve
kirletici maddeleri igeren bir ornekte tek sekilde analitik bir 6l¢im cihazi olarak analitin
tespit edilebilmesini saglar. Seciciligin gii¢lii olmadigir durumlarda olusabilecek problemler
elektrotun kullanimini zorlastirict etki gdstermektedir (Savk, 2019). Segicilik ilk defa
Nicolsky tarafindan bir denklem ile agiklanmistir. Denklem, bir elektrotun OSlgiimii
yapilacak X iyonu ve tiim girigim yapan diger iyonlara verdigi yaniti gostermektedir.
Hazirlanan enzim elektrotun gesitli iyonik tiirlere olan duyarliligi segicilik katsayisi ile
aciklanabilmektedir. Secicilik katsayisi arttikca hazirlanan enzim elektrotun oOlglimii

yapilacak olan X iyonuna olan duyarliligi azalmaktadir (Atan, 2013).

2.5.2. Kullanim omru

Enzim kullanildigi zamanlarda enzim aktivitesinin yarattigi etki yani bu aktivitenin

azalmasi kullanim émriinii etkileyen en 6nemli faktor olmaktadir (Bal, 2012).

2.5.3. Kararhhk

Bu performans faktorii hazirlanan enzim elektrotun uzun yillar kullanabilirligi hakkinda
bilgi vermektedir. Eger hazirlanan biyosensor uzun yillar kullanilabiliyorsa bu durum ¢ok
fazla madde analizi ve calisma demektir. Boylece enzim elektrotun maliyeti oldukca
diisiik olmakla beraber ¢ok avantajlidir. Caligma ortaminda yeterli kosullar ayarlandiginda
diistik sicakliklarda ¢alisilmasi biyosensoriin dmriinii uzatmaktadir. Boylece kullanilmadigi

durumlarda +4 °C da saklanmas1 kullanim émriinii artiric1 etki yapacaktir (Atan, 2013).
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2.5.4. Tekrarlanabilirlik

Biyosensoriin  birden fazla tekrarlanan deneysel calismalar sonucunda ayni cevap
akimlarin1 ~ verebilme  yetenegi  tekrarlanabilirlik  etkisi  olarak  bilinmektedir.
Tekrarlanabilirligin belirlenmesi isleminde ayni1 6rnekle pes pese alinan 6l¢iim sonucundan
alinan cevap akimlarindan yola ¢ikarak standart sapma ve korelasyon katsayisinin
hesaplanmasiyla elde edilen sonuca gore belirlenmektedir. Bu sonucun iyi olmast iyi bir

biyosensoriin hazirlandiginin gostergesidir (Savk, 2019).

2.5.5. Yiiksek duyarhhk

Enzimler sadece belirli maddelere karsi duyarlidirlar. Yani enzimler substratlarina spesifik
etki gostermektedir. Bu nedenle enzim elektrot ylizeyine immobilize edilmis olan enzim
oldukca duyarli olmalidir. Duyarlilik, akim-konsantrasyon egrisinin egimiyle dogru

orantilidir (Ustabag, 2010).

2.5.6. Hizh cevap zamani

Amperometrik ¢aligmalarda analizi yapilacak maddeyi caligma hiicresine ilave etmeden
once denge akiminin sabit degeri okunmali ve kaydedilmelidir. Daha sonra analizi
yapilacak madde c¢aligma hiicresine ilave edilince cevap akimi okunarak kaydedilir ve
boylece ilk ilaveden sonra denge akimina kadar gecen siire cevap zamanidir (Ustabas,

2010). Cevap akiminin hizli olmasi istenmektedir (Atan, 2013).

2.5.7. Yeterli diizeyde tayin sinir1

Substrat derisimi-biyosensér cevap akimi arasindaki iligkinin gosterildigi kalibrasyon
grafiginde bu iliskinin dogrusal oldugu derisimi araligi dogrusal ¢alisma araligi olarak
belirtilir. Elde edilen grafigin en alt siuri; tayin smirt olarak belirtilmektedir. Tayin
sinirinin belirlenmesinde analizi yapilacak maddenin ¢aligma ortamindaki miktar1 biiyiik
Oonem tasimaktadir (Atan, 2013).
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2.5.8. Genis ol¢iim aralig:

Biyosensdriin cevabindan elde edilen cevap akimi-derisimi grafiginde ¢izilen egrinin lineer
oldugu bolge calisma araligidir. Biitlin biyosensor calismalarinda belirli bir derisime
cikildiktan sonra cevap akimi-derisimi egrilerinde lineerlikten sapma goriilmektedir.
Lineerlikten sapmanin nedeni yanit olarak okunan akim degerlerindeki degisimin
azalmasindan kaynaklanir (Ustabas, 2010). Ideal hazirlanan bir biyosensdriin genis
dogrusal Ol¢lim aralifina ve diisiik gozlenebilme smirina ulagmasimin gerekli oldugu

savunulur (Savk, 2019).

2.5.9. Basitlik ve ucuzluk

Enzim elektrotlarin her daim kullanim1 kolay, hazirlanisi basit ve maliyetinin diisiik olmasi

hedeflenmistir (Bal, 2012).

Sekil 2.15. Biyosensorlerin performansini etkileyen faktorler (Savk, 2019).

2.6. Enzim Esash Biyosensorler

Amperometrik ve potansiyometrik 6lgiimlerde popiiler olarak kullanilan kilit madde enzim
elektrotlardir (Tiylek, 2017). Diinden bugiine biyosensér pazarma bakildiginda bu
alandaki ilk biyosensor c¢alismasi hi¢ kuskusuz enzim sensorleridir (Turna, 2006) (Sekil
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2.17). Glnlimiizde, milyarlarca insan, gbz Oniine alindiginda enzim bazli biyosensorler
biiyiik ilgi odagidir. Enzim bazli biyosensorler, uzaktan tip ve yerinde analiz igin giicli
araglar1 temsil etmektedir (Bollella, 2022). Enzim esasli biyosensorler, hizli, 6zgiil,
hassasiyeti yiiksek, maliyeti olduk¢a diisiik, ¢evrimi¢i ve/veya gercek zamanli algilama
olanaklarin1 igermekle beraber; peroksidazlar, oksidorediiktazlar, amino oksidazlar ve
polifenol oksidazlar bu sensor sistemlerini tasarlamada en ¢ok kullanilan enzim ¢esitleridir
(Pérez ve digerleri, 2019). Enzim esashi sensorler, biyoaktif tabaka, transdiiser ve dl¢iim
sisteminden meydan gelmektedir (Sekil 2.18). Enzim bazli sensorleri diger sensoérlerden
ayiran Ozellik biyoaktif tabaka {izerinde biyomolekiil olarak enzimin mevcut olmasidir
(Tuylek, 2017) (Sekil 2.16). Elektrokimyasal esasli enzim sensorleri; amperometrik enzim
sensorleri (birinci nesil, ikinci nesil, liglincii nesil), potansiyometrik enzim sensdrleri
(proton duyarli, amonyak duyarl, karbondioksit duyarli, diger iyon duyarli), yar

iletkenleri esas alan enzim sensorleri olarak gruplandirilabilir (Bal, 2012).

EMEIM
NH4+ MEMBRAN

PLASTIK YALITIM

BAKIR LEVHA (ILETIC)

Sekil 2.16. Enzim biyosensorlerin genel goriintimii (Tiylek, 2017).

Glucose

2010-2020
Wearable Enzyme-based Biosensor

1962
First Enzyme-based Amperometric Biosensor
By Clark and Lyons

Sekil 2.17. Enzim esasl biyosensorlerin gelismesi (Bollella, 2022).
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Sekil 2.18. Enzim esasli biyosensorlerin ¢alisma semasi (Campaiia, 2019).

2.7. Amperometrik enzim biyosensorleri

Elektrokimyasal biyosensorler arasinda en fazla tercih edilen amperometrik enzim temelli
biyosensorlerdir. Calisma prensibi  kullanilan  substratin  yiikseltgenmesi ya da
indirgenmesiyle okunan akimdaki farkliliga dayanir (Polatoglu, 2018) (Sekil 2.19).
Okunan cevap akiminin biiyiikliigli kullanilan tiirlerin ¢ozeltide bulunan derisimiyle
orantili bir sekilde ya artmakta ya da azalmaktadir (Towseef ve digerleri, 2013).
Amperometrik biyosensorlerde enzimin biyokimyasal tepkimesi ile Oz ve H202’nin farkli
miktarlardaki nicel analizleri ¢alisilmaktadir (Coskun, 2021). Amperometrik c¢aligmalarda
cogunlukla calisma elektrotu olarak altin (Au), karbon (C) veya platin (Pt) elektrotlar,
referans elektrot sabit potansiyelde olan ayrica ¢alisma elektrotunun potansiyelini kontrol
altinda tutan glimiis/giimiis kloriir (Ag/AgCl) elektrottur. Karsit elektrot ise akisin
olgiilmesinden sorumludur (Biik ve digerleri, 2017). ilk defa enzim bazli amperometrik
biyosensorler 1960'larda Clark ve Lyons tarafindan baslatilmistir (Bollella, 2022). Bu
nedenle giiniimiizde en yaygin amperometrik biyosensor sistemlerinde Clark Oksijen

elektrotu kullanilmaktadir (Savk, 2019).
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Amperometrik esash bir biyosensdriin
sematik gosterimi

A ——)lT * A:Cahgma elektrodu (Pt)

B * B: Referans elektrod (Ag/AgCl)

* C: Elektrolit ¢ozelti (KCI)

D A «—C « D: ¢ gaz gecirgen membran (Teflon)

. : * E:immobilize enzimi igeren biyoaktif tabaka

F j : G * F: Dis koruyucu membran (Seliiloz asetat v.s)

H,0,+H,0, —3812Z_. o o4 0

Sekil 2.19. Bir amperometrik biyosensoriin sematik gosterimi (Savk, 2019).

2.8. Biyosensorlerde Immobilizasyon

Enzimler suda ¢o6ziinebilen protein yapili molekiillerdir. Biyokimyasal tepkimeler sulu
ortamda gergeklesmektedir. Bu durum enzimin istenilen zamanda deney ortamindan
alimmasin1 zorlastirir. Deneysel ortama inhibitér madde ilave edilerek reaksiyon
durdurulabilmektir. Ancak ¢alisma da inhibitor maddeden gelen bir kirlilik olacaktir ve bu
kirliligin yok edilmesi maliyeti yiikseltecektir. Bu problemin ortadan kaldirilmasi igin
enzim immobilizasyonu igin ¢esitli yontemler gelistirilmistir (Icli, 2008) (Cizelge 2.2).
Immobilizasyonun kelime anlami hareketi sinirlandirmadir.  Gergekten hareketleri
sinirlandirilan enzimler immobilize enzimlerdir. Enzim molekiillerinin, suda ¢oziinmeyen
bir tasiyiciya fiziksel veya kimyasal olarak baglanmasiyla immobilizasyonu
gerceklestirilir. Immobilizasyonunda dogal veya yapay organik ve inorganik materyal

secilmelidir. Ik defa enzim immobilizasyonu 1950 yilinda yapilmustir (Turna, 2006).
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Cizelge 2.2. Cesitli enzim immobilizasyon yontemleri (Bodur, 2019).

T —

2.8.1. Kovalent baglama

Bu yontemde enzim tasiyiciya sulu ortam igerisinde kovalent olarak baglanmaktadir. Bu
baglanma da en hassas kriter baglanmanin enzim aktif merkezi i¢in zorlayicit gruplar
tarafindan olamamasi ve baglanma esnasinda sterik etkiden kaynakli bu zorlayici gruplarin
etkilenmesidir (Sekil 2.20). Baglanma olay1 enzim molekiiliindeki amino asitlerde mevcut
olan fonksiyonel gruplar aracilifiyla gergeklestirilir (Ozdemir, 2010). Kovalent
immobilizasyon, reseptOrlerin ylizeylere geri doniislimsiiz baglanmasini saglar, ancak
reseptorlerin  biyolojik aktivitelerini ve analitleri ¢Ozeltiden baglama yeteneklerini
etkileyebilecek rastgele bir oryantasyonuna yol agar. Kovalent immobilizasyon, 6zellikle

baglanma adimi sirasinda pahali ve diisilk konsantrasyonlu reseptor c¢ozeltilerinin
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kullanilmasi gerektiginde zaman alabilir. Mikroakigkan c¢iplerde yapilan tahliller igin
reseptorlerin geri doniisiimsiiz immobilizasyonu i¢in siklikla kullanilir (Salva ve digerleri,

2021).

Enzim immobilizasyonunda kullanilan maddelerde (tasiyici) bulunan reaktif gruplar ve

reaksiyona girdikleri amino asitlerin fonksiyonel gruplart Sekil 2.21° de gosterilmistir.

Kat destek

Sekil 2.20. Kovalent immobilizasyon (I¢li, 2008).
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Tagiyicimn reaktif grubu Enzimdeki fonksiyonel grup
ve ilgili amino asit
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Sekil 2.21. Enzim immobilizasyonunda kullanilan maddelerde (tasiyici) bulunan reaktif

gruplar ve reaksiyona girdikleri amino asitlerin fonksiyonel gruplar1 (Atan,
2013).
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2.8.2. Capraz baglama

Enzimlerin endiistriyel diizeyde uygulanmasi genellikle kati destekler {iizerinde
immobilizasyonlarin1 gerektirir (Sekil 2.22). Bu nedenle, immobilizasyonu stabilizasyona
baglamak ¢ok uygun goriinmektedir (Alonso ve digerleri, 2005). Kimyasal ve iyonik
capraz baglayicilar gibi ¢esitli ¢apraz baglama ajanlar1 vardir (Sekil 2.23). Bu ¢apraz
baglayicilar, kovalent, iyonik ve hidrojen baglari dahil olmak {izere farkli etkilesimler
yoluyla polimerik bir zinciri diger zincirlere baglayabilir. Iyi bir ¢apraz baglama ajani
hiicreler tizerinde sitotoksik etki gostermez. Glutaraldehit (GA), polimerlerin amin veya
hidroksil gruplariyla etkilesime girebilen kimyasal bir gapraz baglayicidir (Sekil 2.24).
Bulundugu ortamdaki konsantrasyonu %2-5 (w/w) olmalidir (Atan, 2013). Bununla
birlikte, GA'nin reaksiyona girmemis aldehit gruplar1 canli hiicreler i¢in toksiktir ve

viicutta yogun inflamasyona yol agabilir (Doustdar ve digerleri, 2022).

(apraz baglayicilarla birbirine baglanmig enzimier

Sekil 2.22. Enzim molekiilleri arasi capraz baglama (Igli, 2008).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/hydrogen-bond
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Sekil 2.23. Bazi ¢apraz baglayicilarin formiilleri (Bal, 2012).
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Sekil 2.24. Enzim molekiiliiniin glutaraldehit ile ¢apraz baglanmasi (Kogak, 2020).
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2.8.3. Tutuklama

Biyoreseptoriin bir zar ya da tabaka (matriks) icerisinde hapsedilmesi yontemidir. Bu
yontem enzimler disinda hiicre ve organeller, antikorlar i¢in de kullanilmaktadir. Enzim
yapilart polimer jel matrikste tutuklanabilmektedir (Sekil 2.25). Tasarlanan ilk enzim
elektrotunda glukoz oksidaz (GOD) poliakrilamid jelinde tutuklama ile sabitlenmistir.
Ayrica bir baska gelistirilen lireaz elektrotunda iireaz enzimi elektrot yiizeyinde diyaliz zar1
ile sarilarak tutuklanmistir. Nisasta, poliakrilamid, silikon lastigi, polivinil kloriir ve
polivinil alkol bu yontemde oldukga tercih edilen film veya matrikslerdir (Atan, 2013).
Tutuklama islemi kovalent baglama ve ¢apraz baglama immobilizasyonundan apayri bir
yerdedir. Ciinkii bu islemde enzim yapisi fiziksel veya kimyasal olarak herhangi bir

tastyiciya baglanmamustir (Ozdemir, 2010).

Sekil 2.25. Enzim molekiiliiniin jel iginde veya polimer matrikste tutuklanmasi (Atan,
2013).

2.8.4. Adsorpsiyon

Kovalent olmayan baglanma, c¢ok eski ve en basit uygulanabilen immobilizasyon
yontemidir (Sekil 2.26). Suda ¢oziinmeyen bir adsorbanin enzim ¢ozeltisi ile karistirilir ve
asirist  yikanarak kimyasal ¢alisma ortamindan giderilir. Enzim tasiyict {izerine
sabitlenmesin de etkin etkilesim tiirii Van der Waals kuvvetleridir. Gegmisten giiniimiize
oldukga tercih edilen absorbanlar Kollajen, polimetrik aromatik regineler, seliiloz, silikajel,

10 hidroksiapatit, polistiren, polivinil kloriir ve silikadir (Ozyilmaz, 2005).
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Sekil 2.26. Adsorpsiyon ydntemi ile immobilizasyon (Igli, 2008).

Cizelge 2.3. Immobilizasyon yontemlerinin karsilagtiriimasi (Bodur, 2019).

F=A = [

Hazirlama Kolay Zor Zor Zor

Baglanma Giicii Zayif Kuvvetli Kuvvetli Kuvvetli

Enzim Aktivitesi Diisiik Orta Yiiksek Yilksek

Tekrar Kullamlabilirligi Mitmkiin Imkansiz Nadiren Imkansiz

Maliyeti Diisiik Orta Yiiksek Yiiksek

Kararhhk Diisiik Yiiksek Yiiksek Yiiksek

Uygulanabilirhik Diisiik Diisiik Orta Yiiksek

2.9. immobilize enzimlerin serbest enzimlere gore iistiinliikleri

Enzim molekiillerinin, suda ¢oziinmeyen bir tasiyiciya fiziksel veya kimyasal olarak

baglanmasiyla immobilizasyonu gerceklestirilir. Immobilize enzimlerin serbest enzimlere

gore iistiinliikleri agagida siralanmastir.

e Kimyasal tekime ortamindan basit¢e ayristirilir.

e pH, sicaklik gibi ortam kosullarina kars1 yiiksek dayaniklilik saglar.

e (Coklu tekrarlarda ve uzun vadeli kullanimda aktif olarak kullanilir.

e Pes pese gergeklestirilecek ¢alismalarda popiiler bir kullanima sahiptir.

e Oldukga yiiksek kararliliga sahiptir.
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e (Calisma ortaminda ki iirlin olusumunu kontrol atina alir.

e (Calisilacak enzimin kendi kendini pargalama olasilig1 azalir.

e Bazi durumlarda serbest haldeki enzimlerden daha yiiksek aktiviteye sahiptir (Bodur,
2019).

2.10. Karbon Pasta Elektrotlar

Gliniimiizde oldukga fazla bir kullanima sahip olan elektrotlar arasinda en ¢ok tercih edilen
karbon pasta elektrotlardir. Yapisinda birgok 6zellik bulunduran elektrot ticari camsi
karbon elektrotlardir. Ancak maliyetinin yiiksek boyutta olmasi karbon pasta elektrotlara
ihtiyact dogurmaktadir. Bununla beraber ¢esitli bir¢ok elektrot bulunmaktadir. Bunlar
karbon nanotiipler, kompozit elektrotlar ve bizmut, altin, glimiis, platin gibi metal
elektrotlardir. Elektrot yapiminda kullanilan elementlerden altin, platin ve karbon,

kimyasal ve mekanik 6zelliklerinden dolay1 kararliliklart ok ytiksektir.

Karbonun iyi bir elektrot malzemesi olmasinin en biiyiik nedeni, genis bir yiikseltgenme
potansiyel aralig, diisiik elektriksel direng, diisiik artik akim, tekrarlanabilir yiizey yapisi
ve sulu ortamda hem indirgenme hem yiikseltgenme bdlgesinde genis bir calisma araligi
saglamasidir. Bununla birlikte bircok karbon tiirii elektrot malzemesi olarak
kullanilmaktadir (Sekil 2.27). Yaygin olarak kullanilan malzemeler; yiiksek diizenlilikte
pirolitik grafit (HOPQ), tek kristalli grafit, gdmme karbon, lif karbon, karbon siyahi, cams1
veya seramik karbon ve toz grafittir. Tercih edilen tiir toz haline getirilmis grafittir (Sekil
2.28). Sebebi grafit tozunun yiiksek safliga, diisik sogurma kapasitesine ve mikron
boyutlarda partikiiller bulundurmasidir.
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Graphite Diamond Graphene

Carbon nanotube Fullerene

Sekil 2.27. Karbon bazli nanomalzeme 6rnekleri

ol Kovalent Baglar

[Karbon Atomisn—""

Van der Waals—
Baglan ———*

Sekil 2.28.Grafit molekiil yapist (Bodur, 2019).

Karbon pasta elektrotu olusturan diger malzeme baglayici sivilardir. Kullanilan sivi yiiksek
viskozite, hidrofilik, ugcucu olmayan, organik ¢oziiciilere dayanikli olan ve topaklanmaya
engel olmayan bir sivi olmalidir. Mineral yagi olarak belirtilen nujol en ¢ok tercih
edilendir. Ayrica organofosfat sivilar, elektrolitik sivilar veya silikon yagi da pasta

baglayic1 sivi olarak kullanilabilmektedir. Pasta elektrot grafit tozunun nujol ile karilip
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elektrotun govdesine sikica doldurulmasiyla hazirlanmaktadir (Sekil 2.29). Elektrik
iletkenligi icin ise iletken tel bulunmaktadir (Polatoglu, 2018).

’
. £/ -
' 4

Sekil 2.29. Grafit tozunun elektrot gévdesine doldurulmasi (Bodur, 2019).
2.11. Kaynak Arastirmasi

Izadyar ve arkadaslar1 2022 yilinda, misirdan tiiretilen ikili enzim ile glukozu 6lgmek igin
kolay, hizli ve uygun maliyetli yeni bir biyosensor gelistirmislerdir. Bitki tarafindan
retilen mangan peroksidaz ve glukoz oksidaz enzimleri kullanilarak modifiye enzim
elektrotu hazirlayip glukozu tespit etmek i¢in kullanmiglardir. Modifiye elektrotun ¢alisma
araligi 20,0 uM — 15,0 mM derisimleri arasindadir. Deneylerde, karsit elektrot olarak bir
platin tel, c¢alisma elektrotu olarak 5 mm ¢apinda bir altin elektrot ve referans elektrot
olarak Ag/AgCl elektrotlart kullanilmistir. Modifiye edilen altin elektrot yilizeyindeki
glukozun oksidasyonu, 0,1 M fosfat tamponunda (pH 7,0) amperometrik olarak
Ol¢iilmiistiir. Caligma potansiyelini 0,84 V olarak belirlemislerdir, tayin alt sinir1 2,9 uM
olarak hesaplanmistir. Biyosensoriin tekrarlanabilirligi de incelenmistir. Biyosensoriin,
askorbik asit ve sitrik asit gibi maddelere karsi girisimi arastirilmistir. Biyosensoriin
tekrarlanabilirliginin yiiksek oranda oldugu, hassas ve secici oldugu tespit edilmistir
(Izadyar ve digerleri, 2022).

Jedrzak ve arkadaglar1 2018 yilinda, silika/lignin (S10/Lig) hibrid materyaline dayali enzim
biyosensorii hazirlamiglardir. Glukoz oksidazin (GOx) ylizeyinde biyohibrid SiO/Lig
adsorpsiyon yoluyla immobilize edilmistir. Bu sistem, tek duvarli karbon nanotiipler /
platin nanopartikiiller deste§iyle bir araya getirilmistir. Ferrosen redoks aracili GOx-
SiO/Lig bazli karbon pasta elektrotu hazirlamislardir. Referans elektrot olarak Ag/AgCl
karsit elektrot olarak Pt tel kullanilmistir. GOXx-SiO/Lig/CPE, voltametri (CV) ve
kronoamperometri teknikleri kullanilmigtir. Hidrojen peroksitin elektrooksidasyonu ve


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/working-electrode
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/amperometry
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/electrooxidation
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elektrorediiksiyonu ile ilgili anodik ve katodik akimlar gozlenerek oksidasyon akimi +0,3
V olarak belirlenmistir. pH 7,0 biyosensor ¢aligsmasi i¢in en uygun olarak belirlenmistir.
Glukoz algilama hassasiyeti 0,78 mM olarak elde edilmistir. 145 uM'lik bir algilama sinir1
(LOD) ile 0,5-9 mM'lik dogrusal bir tepki araligi belirlenmistir. Tekrarlanabilirlik RSD %
0,49 olarak hesaplanmistir. L-askorbik, iirik asit ve L-sistein gibi yaygin girisim tiirleri

glukoz tespitinde incelenmistir (Jedrzak ve digerleri, 2018).

Kausaite ve arkadaslari 2020 yilinda, poli(1,10-fenantren-5,6-dion), poli(pirrol-2-
karboksilik asit) (PPCA), altin nanopartikiiller (AuNP) ve glukoz oksidaz (GOx)'dan
olusan nanobiyokompozite dayali yeni bir amperometrik glukoz biyosensori
tasarlamiglardir. Bu amagla, adsorbe edilmis 1,10-fenantropolin-5,6-dion (PD) i¢eren grafit
cubuk elektrotu, pirrol-2-karboksilik asit (PCA) ve kolloidal AuNP igeren bir tampon
¢ozeltisi ile doldurulmus elektrokimyasal hiicreye daldirilmistir. Calismada kovalent
immobilizasyon ile yapilmistir. Biyosensoriin dogrusal araligi 0,2-150,0 mM arasinda
olup, tespit sinir1 0,08 mM olarak belirlenmistir. Tekrarlanabilirlik RSD %4,22 ve
depolama Omrii i¢in ise 14 giin boyunca baslangi¢c aktivitesinin sadece % 3,98’ini

kaybettigi gozlemlenmistir (Kausaite ve digerleri, 2020).

Khumngern ve arkadaglari 2021 yilinda, yeni bir glukoz oksidaz enzim biyosensorii
hazirlamak igin bir politiramin tabakasi (AuNP'ler / Pty) lizerinde adsorbe edilen altin
nanopartikiiller iizerine glukoz oksidaza (GOD) ¢apraz baglama ile immobilize edilerek
hazirlanmistir. Biyosensorii iiretmek i¢in Prusya mavisi (PB) modifiye edilmis karbon
elektrot iizerine kaplanmistir. Biyosensoriin yaniti, indirgeme akimi boyunca bir Ag
referans elektrotu kullanilarak -0,10 V potansiyelde ol¢iilmistiir. Optimize edilmis
deneysel kosullar altinda, gelistirilen biyosensor 1,0 puM-1,0 mM glukoz derigimi
araliginda dogrusallik ve 1,0 uM algilama sinir1 gostermistir. Michaelis Menten sabiti
(Km) 0,21 mM olarak hesaplanmistir. Gelistirilen biyosensor, 374 enjeksiyon iizerinde
kullanim, 3 hafta boyunca uzun siireli kullanim, iyi tekrarlanabilirlik (RSD =% 1,9-4,3) ve
yiiksek secicilik sergilemistir (Khumngern ve arkadaslari, 2021).

Yang ve arkadaslar1 2014 yilinda, giimiis nanokiipler (AgNC) ve kitosan ile yaban turpu
peroksidaz ve glukoz oksidaz enzimlerine dayanan bir amperometrik glukoz biyosensorii
tiretmislerdir. Elde edilen biyosensoriin performansini incelemek ve optimize etmek icin

siklik voltametri (CV) ve amperometrik 6l¢timleri kullanilmistir. Béylece, 0,6977 uM'da


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/electrooxidation
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/uric-acid
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bir tespit smir1 ile 10 uM - 1,5 mM derisim araliginda glukozun &lgiimii yapilmustir.
Olgiimler igin 6,0 — 8,5 arasinda bir pH degeri aralig1 incelenmistir. Biyosensoriin raf dmrii
9 giin boyunca incelendikten sonra aktivitenin % 93 korundugu ve iki hafta sonra da

yaklasik aktivitenin % 70 oranda korundugu tespit edilmistir (Yang ve digerleri, 2014).

Baghayeri ve arkadaslari 2020 yilinda, modifiye camsi karbon elektrotunun tiyol ile
manyetik nanopartikiiller kullanilarak glukozun amperometrik tespiti i¢in yeni bir sensor
gelistirmislerdir. (Fe30s-SH) substrati, AgNP'lerin nanokompozit filmi ile modifiye
edilmistir. Calisma potansiyeli 0,67 V, dogrusal ¢alisma araligi 0,06-1000 pM
arasindadir. Tespit smnir1, sinyal giiriilti oranina gére 15 nM elde edilmistir. Elektrotun
tekrarlanabilirliginde RSD = % 4,5'lik bir standart sapma elde edilmistir (Baghayeri ve
digerleri, 2020).

Karagollu ve arkadaglar1 2013 yilinda, glukoz oksidaz immobilize enzim elektrotlarinin
hazirlanmast  ve  glukozun amperometrik tespiti i¢in yeni bir  biyosensor
gelistirmiglerdir. Bu amagla, farkli konfigiirasyonlara sahip iki enzim elektrotu (A ve B
elektrotlar) hazirlamiglardir. Enzim elektrot yiizeyine kovalent baglanma ile glukoz
oksidazin (GOD) immobilizasyonu gergeklestirilmistir. Glukozun amperometrik tayinleri
pH 7,0'da gergeklestirilmistir. Caligmalar +0.4 V'luk sabit bir potansiyelde yapilmistir
(Karagollu ve digerleri, 2013).

Cano ve arkadaslar1 2008 yilinda, glukoz tayini i¢in PVC / TTF-TCNQ kompozit elektrot
tabanli basit ve etkili bir amperometrik biyosensor gelistirmislerdir. Glukoz oksidaz
glutaraldehit ile capraz baglanarak immobilize edilmistir. Glukoz tayini i¢in dogrusal
aralik 0,1 mM - 8,0 mM arasinda ve elde edilen algilama sinirlart 8,5x10°® olarak
bulunmustur, pH 7,4 degerinde c¢alisilmistir. Calisma potansiyeli +0,15 V olarak
belirlenmistir. Km=9,0 = 0,5 mM olarak hesaplanmistir. Biyosensoriin tekrarlanabilirligi,

bes ardisik belirleme i¢in RSD %1,2 olarak tespit edilmistir (Cano ve digerleri, 2008).

Singh ve arkadaslar1 2009 yilinda, polipirol (PPy) bazli amperometrik glukoz biyosensorii
gelistirmiglerdir. Bu amagla glukoz oksidaz (GOD), PPy matrisinde, platin calisma
elektrotu iizerine, Ag/AgCl'ye kars1 piroliin elektrokimyasal oksidasyonuyla immobilize
edilmistir. Calisma potansiyeli +0,55 V oldugu belirlenmistir. Biyosensor, 0,2-1,0 mM


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/glassy-carbon
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/amperometric
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dogrusal ¢alisma araligina ve 5 giinliik aktivite korunumuna sahiptir (Singh ve digerleri,
2009).

Zor ve arkadaglar1 2014 yilinda, glukoz oksidazinin karbon nanotiipler (CNT'ler) ve 1,10-
fenantropolin-5,6-dion (PD) modifiye grafit elektrotlar tizerine immobilizasyonu ile glukoz
tayini i¢in amperometrik yeni bir biyosensdr iiretmistir. Biyosensor, oksijen varliginda O-
50,0 mM glukoz derisimde dogrusal c¢alisma araligina sahiptir. LOD 5,4 - LOQ 16,2
olarak hesaplanmustir. Urik asidin elektrot icin girisim etkisi incelendiginde, belli bir

derisime kadar girisim etkisi gozlenmemistir (Zor ve digerleri, 2014).

Garjonyte ve arkadaglart 2000 yilinda, elektrokimyasal olarak biriken bir polianilin (PA)
tabakasinda Prusya Mavisi modifiye edilmis bir platin elektrot lizerinde glukoz oksidazin
immobilizasyonu ile amperometrik glukoz biyosensorii hazirlanmistir. Hazirlanan
elektrot, pH 7,3’te, 0,6 V'luk bir c¢alisma potansiyeline sahip oldugu belirlenmistir
(Garjonyte ve digerleri, 2000).

Liu ve arkadaslar1 2022 yilinda, glukozu analit olarak kullanarak, bir dis fir¢as1 iizerinde
amperometrik bir biyosensoriin basarili bir sekilde gelistirilmesini ilk kez tasarlamislardir.
Dis fir¢as1 sensorii, calisma elektrotu olarak karbon grafit ve referans elektrotu olarak
Ag/AQCIl  kullanilmistir, ardindan c¢alisgma elektrotu {izerinde glukoz oksidazin
immobilizasyonu yapilmistir. Biyosensor, 0,18 mM ile 5,22 mM arasinda degisen
derisimde c¢alisma araligina ve 5 dakikadan kisa algilama siiresi gostermistir boylece
algilama smirt 5,0 uM olarak hesaplanmigtir. Calisma potansiyeli 0,6 V olarak

belirlenmistir. Biyosensor 7 gilin boyunca aktivitesini korumustur (Liu ve digerleri, 2022).

Popov ve arkadaslar1 2021 yilinda, amperometrik glukoz biyosensorii gelistirmek igin
polianilin (PANI), nafion ve glukoz oksidaz ile kombinasyon halinde indirgenmis grafen
oksit (rGO) kullanmislardir. PANI nanoyapilarinin ve rGO, nafion ve GOD'un dagilimi ile
onceden modifiye edilmis bir grafit elektrotu g¢alisma elektrotu olarak kullanilmistir.
Optimum pH 6,0 olarak belirlenmistir. Calisma +0,3 V potansiyelde gerceklestirilmistir.
Gelistirilen glukoz biyosensorii, genis bir dogrusal aralik (0,5-50 mM), diistik algilama
smirt (0,089 mM), iyi secicilik, tekrarlanabilirlik ve stabilite ile karakterize edilmistir

(Popov ve digerleri, 2021).
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3. DENEYSEL KISIM

3.1. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu ¢alismada siiresince deneylerde kullanilan kimyasal maddelerin adlar1 ve temin edildigi

firmalar Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Madde Temin Edildigi Uretici Firma
Grafit tozu Merck
Mineral yag (nujol) Sigma
Glukoz (CeH1206) Merck
Disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4) Merck
Monosodyum dihidrojen fosfat (NaH2POa) Merck
Glisin (C2HsNO2) Sigma
Sodyum hidroksit (NaOH) Merck
Asetik asit (CH3COOH) Merck
Glutaraldehit (CsHgO>) Aldrich
Sigir serum albiimin (BSA) Sigma
Sodyum kloriir (NaCl) Sigma-Aldrich
Glukoz oksidaz enzimi (Aspergillus niger’den Sigma
saflastirilmistir)
Urik Asit (CsH4N4O3) Sigma
Askorbik Asit (CsHgOg) Sigma
Parasetamol (Asetaminofen, CgHyoO2N) Fluka
Ure (C2H10) Sigma
Sodyum asetat (CoH3NaO») Aldrich
Hidrojen peroksit (H205) Merck

3.2. Deneylerde Kullanilan Cozeltiler

Glukoz oksidaz enzimi ¢ozeltisi: Aktivitesi 10000 iinite/mg olan glukoz oksidaz
enziminden (Aspergillus niger’den saflastirilmis) belli miktarda tartildi ve toplam hacim
10,0 mL olacak sekilde saf su ile seyreltildi. Her biri 1 mL lik ¢ozeltiler halinde
eppendorfa alindi (1000,0 iinite/mL). Deney sirasinda kullanilacak olan enzim ¢ozeltisi

buzdolabinda, uzun siire kullanilmadig1 durumlarda ise derin dondurucuda saklandi.

Glukoz ¢ozeltisi: Kati halde bulunan glukozdan gereken miktarda tartildi ve fosfat
tamponu icinde ¢6ziildii. 100 ml 1,0x10° M, 1,0x102 M, 1,0x10* M ii¢ farkli stok ¢ozelti
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hazirlandi. Stok ¢ozeltiden gerekli miktarlarda seyreltilerek uygun derisimlerde glukoz
cozeltileri hazirlandi. Mutarotasyondan dolaytr bir gece Onceden hazirlanmasi

gerekmektedir.

Fosfat tamponu: Derisimi 0,1 M pH degeri 6,0; 7,0; 8,0 olan fosfat tamponu ¢ozeltileri
hazirlamak i¢in disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4) ve monosodyum dihidrojen fosfat
(NaH2PO4) uygun miktarda tartildi ve saf su iginde ¢oziildii. Cozeltilerin pH ayarlamasi
derigimi 0,1 M NaOH yardimu ile yapildi. Tampon ¢6zeltiler kullanilmadigi zamanlarda +4
°C’de buzdolabinda bekletildi.

Glisin tamponu: pH degeri 9,0 olan tampon ¢6zeltinin hazirlanmasinda kati glisin uygun
miktarda tartildi ve saf su i¢inde ¢oziildii. Cozeltinin pH ayarlamasi derisimi 0,1 M NaOH
yardimi ile yapildi. Tampon ¢ozelti kullanilmadigi zamanlarda +4 °C’de buzdolabinda
bekletildi.

Asetik asit- sodyum asetat tamponu: pH degeri 5,0 olan tampon ¢dzeltinin hazirlanmasinda
sodyum asetat uygun miktarda tartildi ve saf su i¢inde ¢oziildii. Cozeltinin pH ayarlamasi
derisimi 0,1 M CH3COOH yardimu ile yapildi. Tampon ¢ozelti kullanilmadigi zamanlarda
+4 °C’de buzdolabinda bekletildi.

Hidrojen peroksit ¢ozeltisi: %35,0‘luk hidrojen peroksit ¢ozeltisinden uygun miktarda
alinarak iki farkli derisimde 0,01 M ve 0,1 M’ lik stok ¢ozeltiler hazirlandi. Bu stok
cozeltilerden seyreltme yapilarak istenilen derisimlerde hidrojen peroksit cozeltileri

hazirlandi.

Glutaraldehit c¢ozeltisi: %25°lik glutaraldehit c¢ozeltisi once %35,0°lik  glutaraldehit
¢ozeltisine seyreltildi. Sonra %5,0’lik glutaraldehit ¢6zeltisinden %2,5’luk glutaraldehit
cozeltisi seyreltilip hazirlandi, ¢cozelti +4 °C’de buzdolabinda saklanda.

Askorbik asit ¢Ozeltisi: Kat1 askorbik asitten gereken miktarda tartilip tampon iginde

¢oOziilerek askorbik asit ¢ozeltisi hazirlandi, ¢6zelti +4 °C’de buzdolabinda saklandi.

Urik asit ¢dzeltisi: Kati iirik asitten gereken miktarda tartilip tampon iginde ¢oziilerek iirik

asit ¢Ozeltisi hazirlandi, ¢ozelti +4 °C’de buzdolabinda saklandi.
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Parasetamol c¢ozeltisi: Kati1 parasetamolden gereken miktar tampon ¢ozelti igerisinde

coziilerek parasetamol ¢ozeltisi hazirlandi, ¢ozelti +4 °C’de buzdolabinda saklandi.

Ure ¢ozeltisi: Kat1 iireden gereken miktar tampon ¢dzelti icerisinde ¢dziilerek iire ¢ozeltisi

hazirlandi, ¢6zelti +4 °C’de buzdolabinda saklandi.

Sodyum hidroksit ¢ozeltisi: Derisimi 0,1 M olan sodyum hidroksit ¢ozeltisinin
hazirlanmasi i¢in kati sodyum hidroksitten uygun miktarda tartildi ve saf su iginde
¢oOzildi.

3.3. Deneylerde Kullamilan Cihazlar

3.3.1. Elektrokimyasal analiz cihaz

Tez ¢aligmasindaki biitiin elektrokimyasal deneyler bilgisayar baglantili sekilde calisan
CHI firmasmin 1230-A modeli elektrokimyasal analiz cihaz1 kullanilarak yapildu.

3.3.2. Hiicre ve elektrotlar

Amperometrik dl¢iim islemleri, ti¢ elektrotlu elektrokimyasal hiicre kullanilarak yapildi.
Bu ii¢ elektrottan galisma elektrotu olarak 0,3 cm ¢apindaki karbon pasta elektrot Sekil
3.1’de gosterilmistir. Referans elektrot olarak BAS RE-5B numarali Ag/AgCI elektrot ve
karsit elektrot olarak MW-1032 numarali platin tel kullanildi. Calisma elektrotu yapilan
deneylerden sonra deneyin ilerleme basamaklarina gore saf suda ya da tampon ¢ozelti
igerisinde +4 °C’de buzdolabinda bekletildi.

e —

Sekil 3.1. Teflondan yapilmis karbon pasta elektrot
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3.3.3. Mikro pipet

Brand marka +0,05 pL hassasiyeti olan mikro pipetler 10 pL- 1000 uL ¢6zeltilerin hiicre

igerisine eklenmesinde ve gereken tiim ¢ozeltilerin hazirlanmasinda kullanildi.

3.3.4. pH metre

Tim deneyler siiresince hazirlanan tampon ¢ozeltilerin pH’1t ORION 720A pH metre ile

slgiildi.

3.3.5. Su Banyosu

Sicaklik ¢aligmalarinda 1sitma islemi ve su dongiisii bulunan termostatli Grant GD120 su

banyosu kullanildi.

3.3.6. Saf su elde etmek i¢in cihaz

Tiim ¢alisma siiresince kullanilan ¢ézeltiler, GFL marka saf su cihazindan alinan saf su ile

hazirlanip kullanilmistir.

3.4. Glukoz Biyosensoriiniin Hazirlanmasi ve En Iyi Calisma Kosullarinin
Belirlenmesi

Bu tez calismasinda Prof. Dr. Nursen SARI ve Aras. Gor. Selin Su DIKIM tarafindan
sentezlenen 5 farkli, 4-aminoantipiren iceren Schiff bazlar1 ile modifiye karbon pasta
elektrotlar hazirlayarak glukoz biyosensorii tasariminda kullanildi.

Deneysel ¢aligmada yapilan islemler;

1) Sentezlenmis (N-ferroseniliden-4-aminoantipiren, Salisiliden-4-aminoantipiren, 5-
floro-3-metilsalisiliden-4-aminoantipiren, 5-floro-3-kloro-4-aminoantipiren, 5
florosalisiliden-4-aminoantipiren) maddeleri ile modifiye karbon pasta elektrotlar
hazirland.

2) Literatiirlerde genellikle glukoz biyosensorlerinin prensibi, glukoz ile glukoz oksidaz
enzimi arasindaki tepkime sonucu agiga cikan H>O2 ‘nin yiikseltgenme akimlarinin
Olglilmesi esasina dayandirilmistir. Bu prensip esas alinarak hazirlanan 5 modifiye

karbon pasta elektrotun hidrojen perokside duyarliliklar tespit edildi.
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3) Modifiye elektrotlardan H>O2’ye en duyarli olanlar segilerek glukoz biyosensorii
tasariminda kullanildi.

4) Segilen modifiye karbon pasta elektrot ile H2O2 ‘in anodik akimlarinin 6l¢tildigii en
iyi potansiyel ve en iyi miktar optimizasyonu yapildi.

5) Optimize edilen modifiye karbon pasta elektrota glukoz oksidaz enzimi immobilize
edilerek biyosensor hazirlandi.

6) Biyosensoriin  glukoza duyarliligina immobilizasyon islemlerinde kullanilan
glutaraldehit miktarinin etkisi incelendi.

7) Biyosensoriin en iyi ¢alisma pH’1 ve sicakligi belirlendi.

8) Hazirlanan biyosensoriin glukoza cevabina substrat derisiminin etkisi ve kalibrasyon
grafigi belirlendi.

9) Son olarak biyosensoriin performansini etkileyen faktorlerden olan tekrarlanabilirlik,

girigim etkileri, raf dmrii ve gercek numune ¢alismalart yapildi.

3.4.1. Cahsma elektrotunun hazirlanmasi: Karbon pasta elektrot (CPE) ve modifiye
karbon pasta elektrot (MCPE) hazirlanmasi

Calisilacak karbon pasta elektrot (CPE) saf su ile iyice temizlendi. Elektrotun hazirlanmasi
icin 62,5 mg grafit tozu hassas terazi ile tartildi. Uygun bir saat cami {izerine alindi. Saat
cami iizerinde bulunan grafit tozunun tizerine bir arada tutma 6zelligi olan mineral yagdan
(nujol) 20 uL mikro pipet yardimiyla alinarak damlatildi. Boylece grafit tozu ve mineral
yag uygun bir kivam alana kadar birbiriyle iyice yoguruldu. Istenilen kivamda olan grafit
tozu ve mineral yag karisimi saf su ile iyice temiz hale getirilen karbon pasta elektrot
icerisindeki bosluga dolduruldu. Doldurma islemi yapilirken madde kaybi olmamasina
onemle dikkat edildi (Sekil 3.2). Doldurma isleminin ardindan karbon pasta elektrotun
yiizeyi piiriizsiiz hale getirildi. Bu islem i¢in 6zel bir ped kullanildi. Hazirlanan CPE saf su

ile yikand1 ve kullanima hazir hale getirilmis oldu.

Modifiye karbon pasta elektrot hazirlanmasinda ise; yukarida verilen CPE’nin
hazirlanmasi isleminden farkli olarak, hazirlanan karbon pasta (grafit tozu + nujol) iizerine
uygun miktar Schiff bazi eklenip istenilen kivami alana kadar yogurulmas: ve elektrot
icine doldurulmasi ile yapildi. MCPE tiim deneysel siirecte bu sekilde hazirlanip kullanildi.
Bu tez calismasinda modifiye islemi ig¢in kullanilan Schiff bazlarn Sekil 3.3’

gosterilmektedir.
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Sekil 3.3. Calismada kullanilan Schiff bazlar1t a-) 4AA-Fc (N-ferroseniliden-4-
aminoantipiren) b-) 4AA-5F3MSA (5-floro-3-metilsalisiliden-4-
aminoantipiren) c-) 4AA-3C5FSA (5-floro-3-kloro-4-aminoantipiren) d-)
4AA-5FSAA (5 florosalisiliden-4-aminoantipiren) e-) 4AA-SA (Salisiliden-
4-aminoantipiren)

3.4.2. Karbon pasta elektrotun sabit akima getirilmesi

Elektrokimyasal hiicre igerisine pH’1 7,0 olan 0,1 M 9 mL fosfat tamponu ilave edildi.
Uzerine 1M 1 mL NaCl destek elektrolit ¢ozeltisi eklendi. Deneysel calismamizda
kullanacagimiz MCPE, karsit elektrot (Pt tel) ve referans elektrotumuz olan (Ag/AgCl)
elektrot ¢alisma hiicresi igerisine yerlestirildi (Sekil 3.4). Calisilacak potansiyelde elektrot
akimi sabitlenene kadar bir siire bekletildi. Sabitlenme oldugu anda akim degeri denge

akimi olarak kaydedildi. Tiim ¢aligsmalar boyunca bu iglem yapildi.
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Sekil 3.4. Calisma Hiicresi

3.4.3. CPE ve MCPE’ lerin H202 duyarhiliginin belirlenmesi

Elde edilen CPE ve MCPE’nin H202’ ye olan duyarliliginin karsilastirilmas: standart H20:
cozeltileri ile yapildi. CPE ve MCPE elektrotlarinin H20; ‘ye duyarliliginin belirlenmesi,
H202’nin artan anodik akimlarimin 6lgiilmesin esasina dayanmaktadir. Bu oOl¢limlerde
amperometrik yontem kullanilmistir. Calisma hiicresi igerisine pH’1 7,0 olan 0,1 M 9 mL
fosfat tamponu ¢ozeltisi, 1M 1 mL NaCl destek elektrolit ¢6zeltisi eklendi. CPE ve MCPE
+0,7 V potansiyelde sabit akima getirildikten sonra denge akimi kaydedildi. Calisilan
hiicre igine HO2 derisimi 1,0x107-1,0x10° M araliginda olacak sekilde eklendi. Her
ekleme yapildiginda ¢6zelti manyetik karistirict yardimiyla 1dk karistirildi. Daha sonra
siire 200 saniyeye ayarlanarak olgiilen akim degerleri kaydedildi. Her bir ekleme sonrasi
Olglilen akim degerleri denge akimindan ¢ikarilarak akim farki (Ai) degerlerinin hesabi
yapildi. Artan derisimlerde H>O eklemelerine karsi artan akim farki degerleri grafige
gecirildi. Ayni islem 5 farkli madde (N-ferroseniliden-4-aminoantipiren, Salisiliden-4-
aminoantipiren, 5-floro-3-metilsalisiliden-4-aminoantipiren, 5-floro-3-kloro-4-
aminoantipiren, 5-florosalisiliden-4-aminoantipiren) i¢in de yapildi ve elde edilen akim
farki degerleri grafige gecirilerek CPE ve MCPE’nin grafikleri karsilastirildi. Bu
karsilastirma sonucu duyarlilik cevap akimi CPE’den daha biiyiik olan 4AA-Fc (N-
ferroseniliden-4-aminoantipiren) oldugu belirlendi. Bundan sonraki ¢aligmalarda 4AA-Fc
iceren MCPE kullanildi.
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3.4.4. Calisma potansiyelinin belirlenmesi

Bu MCPE i¢in en uygun calisma potansiyelinin belirlenmesi amaciyla, farklh
potansiyellerde (+0,7 V, +0,6 V, +0,5 V, +0,4 V) H;02 ‘nin anodik akimlar 6l¢iildii.
Calisma hiicresi igerisine pH’1 7,0 olan 0,1 M 9 mL fosfat tampon ¢ozeltisi, 1 M 1 mL
NaCl destek elektrolit ¢ozeltisi eklendi. MCPE caligilan potansiyelde sabit akima getirilip
denge akimi kaydedildi. Calisma hiicresi i¢ine H202’nin derisimi 1,0x107- 1,0x10° M
araliginda olacak sekilde ¢ozelti eklemeleri yapildi. Her ekleme yapildiginda ¢ozelti
manyetik karistirict yardimiyla 1dk karistirildi. Daha sonra siire 200 saniyeye ayarlanarak
Olgiilen akim degerleri kaydedildi. Her bir ekleme sonrasi olgiilen akim degerleri denge
akimindan c¢ikarilarak akim farki (Ai) degerleri hesaplandi. Artan derisimlerde H20:
eklemelerine karsi artan akim farki degerleri grafige gegirildi. Bu islemler ¢alisilan tiim

potansiyeller i¢in tekrar edildi ve en uygun calisma potansiyel belirlenmis oldu.

3.4.5. MCPE’nin H202 duyarhhgina 4AA-FCc miktarinin belirlenmesi

Elektrotlar fark miktarlarda (1,5 mg, 2,5 mg, 3,5 mg) 4AA-Fc eklenerek hazirlandi (Sekil
3.5). Calisma hiicresi igerisine pH’1 7,0 olan 0,1 M 9 mL fosfat tampon ¢ozeltisi, 1 M 1
mL NaCl destek elektrolit ¢ozeltisi eklendi. MCPE calisilan potansiyelde sabit akima
getirilip denge akim1 kaydedildi. Calisma hiicresi icine H202’nin derisimi 1,0x107- 1,0x10°
8 M araliginda olacak sekilde ¢ozelti eklemeleri yapildi. MCPE belirlenen galisma
potansiyelinde (+0,4 V) sabit akima getirilikten sonra denge akimi kaydedildi. Calisma
hiicresi i¢ine HO2’nin derisimi 1,0x107- 1,0x10° M araliginda olacak sekilde ¢ozelti
eklemeleri yapildi. Her ekleme yapildiginda ¢dzelti manyetik karistirict yardimiyla 1dk
karistirildi. Daha sonra siire 200 saniyeye ayarlanarak dlcililen akim degerleri kaydedildi.
Her bir ekleme sonrasi 6lciilen akim degerleri denge akimindan ¢ikarilarak akim fark: (A1)
degerlerinin hesabi yapildi. Artan derisimlerde H>O>» eklemelerine karsi artan akim farki
degerleri grafige gecirildi. Bu islemler sirasiyla ¢aligilan tiim miktarlar icin tekrar edildi ve

en uygun calisilacak miktar belirlenmis oldu.



46

Sekil 3.5. 4AA-Fc Miktar ¢alisma elektrotlar

3.4.6. MCPE’ ye glukoz oksidaz enziminin immobilizasyonu

Glukoz oksidaz enziminin MCPE’ ye capraz baglama ydntemiyle immobilizasyonu
yapildi. Bu ¢aligma i¢in 2,0 mg sigir serum albiimin (BSA), 50 uL pH 7 fosfat tampon
¢ozelti, 50 pL glukoz oksidaz enzimi (1000 {iinite/ml) ve 30 uL glutaraldehit igeren bir
karigim hazirlandi. Hazirlanan karigim, daha onceden hazirlanmig olan modifiye karbon
pasta elektrot yilizeyinin her tarafina esit miktarda dagilacak sekilde mikro pipetle
damlatildi ve oda sicakliginda kurutulmaya birakildi (Sekil 3.6). Elektrot kuruduktan sonra
saf su ile yikandi. Enzim elektrot kullanilmadigi zamanlarda fosfat tamponu igerisinde +4
°C’ de buzdolabinda bekletildi. Bu sekilde hazirlanan elektrotun glukoza duyarliligi
incelendi. Bunun i¢cin MCPE belirlenen calisma potansiyelinde (+0,4V) sabit akima
getirilikten sonra denge akimi kaydedildi. Calisma hiicresi igine glukozun derisimi
1,0x108- 1,0x10° M araliginda olacak sekilde ¢ozelti eklemeleri yapildi. Her ekleme
yapildiginda ¢6zelti manyetik karistirici yardimiyla 15 dk karistirildi. Enzimatik tepkime
sonrasinda olusan H>O2’nin anodik akimi 200 saniye sonra Olgiildii. Artan derisimlerde
glukoz ¢ozeltileri eklemelerine kars1 artan akim farki degerleri grafige gecirildi. Glukoz

oksijen ile glukoz oksidaz enzimi varliginda; Glukoz + O> > Glukonik asit +

H20, tepkimesini vermektedir.
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Sekil 3.6. Elektrot yiizeyine enzim immobilizasyonu

3.4.7. Glutaraldehit miktarinin belirlenmesi

Glukoz oksidaz enziminin immobilizasyonunda c¢apraz baglamak i¢in kullanilan
glutaraldehitin etkisini incelemek amaciyla 2,0 mg sigir serum albiimin (BSA), 50 uL pH 7
fosfat tampon ¢ozelti, 50 pulL glukoz oksidaz enzimi ve sirastyla farkli miktarlarda (20, 30,
40 pL) glutaraldehit igeren karisimlar hazirlandi. Hazirlanan karigim, daha onceden
hazirlanmis olan modifiye karbon pasta elektrot yiizeyinin her tarafina esit miktarda
dagilacak sekilde mikro pipetle damlatildi ve oda sicakliginda kurutulmaya birakildi.
Elektrot kuruduktan sonra saf su ile yikandi. Bunun i¢gin MCPE belirlenen calisma
potansiyelinde (+0,4V) sabit akima getirilikten sonra denge akimi kaydedildi. Caligma
hiicresi igine glukozun derisimi 1,0x108- 1,0x10° M araliginda olacak sekilde ¢ozelti
eklemeleri yapildi. Her ekleme yapildiginda ¢ozelti manyetik karistirict yardimiyla 15 dk
karistirildi. Daha sonra siire 200 saniyeye ayarlanarak olciilen akim degerleri kaydedildi.
Artan derisimlerde glukoz c¢ozeltileri eklemelerine kars1 artan akim farki degerleri grafige

gecirildi. Boylece en uygun caligilacak glutaraldehit miktar belirlenmis oldu.
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3.4.8. Glukoz biyosensoriiniin en iyi ¢calisma kosullarinin belirlenmesi

pH etkisi

Hazirlanan glukoz biyosensoriiniin amperometrik cevap akimina pH etkisinin incelenmesi
icin 5 farkli pH’a sahip tampon ¢6zeltiler hazirlandi. pH 5,0 i¢in asetik asit sodyum asetat
tampon ¢ozeltisi(CHsCOOH-CH3COONa); 6,0; 7,0; 8,0 i¢cin fosfat tampon ¢ozeltisi
(Na2HPO4-NaH2POs4); 9,0 i¢in glisin tampon ¢ozeltileri hazirlandi. Daha sonra bu tampon
¢ozeltiler ile aym pH’> da olacak sekilde derisimi 1,0x10* M olan glukoz ¢ozeltileri
hazirlandi. Boylece glukoz biyosensorii belirlenen ¢alisma potansiyelinde(+0,4V) sabit
akima getirilip ve denge akimi kaydedilmis oldu. Sonra ¢alisma hiicresi i¢ine glukozun
derisimi 1,0x10* M olacak sekilde ¢ozelti eklemesi yapildi. Her ekleme yapildiginda
cozelti manyetik karistirict yardimiyla 15 dk karistirildi. Daha sonra siire 200 saniyeye
ayarlanarak oOlclilen akim degeri kaydedildi. Ekleme sonrasi dlgiilen akim degeri denge
akimindan ¢ikarilarak akim farki (Ai) degerinin hesabi yapildi. Bu islem 5 farkli pH
degerindeki (5,0-6,0-7,0-8,0-9,0) biitiin tampon ¢ozeltileri igin tekrarlandi. Akim farki (Ai)
degerleri ve pH degerleri grafige gecirildi. Akim degerleri karsilastirilarak en uygun pH
degeri belirlendi.

Sicaklik etkisi

Hazirlanan glukoz biyosensoriiniin cevap akimina sicaklik etkisinin incelenmesi ig¢in
caligma hiicresi igerisine pH’1 8,0 olan 0,1 M 9 mL fosfat tampon ¢ozeltisi, | M 1 mL
NaCl destek elektrolit ¢ozeltisi eklendi. MCPE calisilan potansiyelde(+0,4V) sabit akima
getirilip denge akimi kaydedildi. Hazirlanan biyosensor i¢cin Grant GD 120 termostath
dolasimli su banyosu kullanildi. Calisma hiicresindeki ¢ozeltinin sicakligi 20 °C’ye
ayarlandi. Sonra calisma hiicresi i¢ine glukozun derisimi 1,0x10* M olacak sekilde ¢ozelti
eklemesi yapildi. Ekleme yapildiginda ¢ozelti manyetik karigtirict yardimiyla 15 dk
karistirildi. Daha sonra siire 200 saniyeye ayarlanarak olgiilen akim degeri kaydedildi.
Ekleme sonrasi Olgililen akim degeri denge akimindan ¢ikarilarak akim farki (Ai) degerinin
hesab1 yapildi. Yapilan tiim deneysel basamaklar 20, 30, 40, 50, 60, 70 °C sicakliklar1 i¢in
de tekrarlandi. Akim farki (Ai) degerleri ve sicaklik degerleri grafige gecirildi. Akim
degerleri karsilastirilarak en uygun immobilize enzim elektrotun en iyi aktivite gosterdigi

sicaklik tespit edildi. Ancak deneysel ¢alismalar oda sicakliginda gergeklestirildi.
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Substrat derisiminin etkisi

Hazirlanan glukoz biyosensoriiniin cevap akimina substrat derisiminin etkisini incelemek
icin caligma hiicresi icerisine pH’1 8,0 olan 0,1 M 9 mL fosfat tampon ¢ozeltisi, 1 M 1 mL
NaCl destek elektrolit ¢cozeltisi eklendi. MCPE c¢alisilan potansiyelde (+0,4V) sabit akima
getirilip denge akimi kaydedildi. Sonra ¢alisma hiicresi igine glukozun derisimi 1,0x108-
1,0x10° M olacak sekilde glukoz cozeltileri eklendi. Her ekleme yapildiginda ¢ozelti
manyetik karistirict yardimiyla 15 dk karistirildi. Daha sonra siire 200 saniyeye
ayarlanarak Olciilen akim degeri kaydedildi. Eklemeler sonrasi Slgiilen akim degerleri
denge akimindan c¢ikarilarak akim farki (Ai) degerlerinin hesab1 yapildi. Akim farki (Ai)
degerleri ve glukoz derisimleri grafige ge¢irildi (Michaelis-Menten egrisi). Bu grafikten
yola ¢ikilarak glukoz tayini i¢in kullanilabilecek dogrusal ¢alisma araligi tespit edildi.
Daha sonra Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Lineweaver-Burk grafiginden de Kmgs,) ve

Imaksgs,) degerleri belirlenmis oldu.

Bivosensoriin tekrar kullanilabilirliginin belirlenmesi

Hazirlanan glukoz biyosensoriiniin tekrar kullanilabilirliginin incelenmesi i¢in, c¢alisma
hiicresi igerisine pH’1 8,0 olan 0,1 M 9 mL fosfat tampon ¢ozeltisi, | M 1 mL NaCl destek
elektrolit ¢cozeltisi eklendi. MCPE calisilan potansiyelde(+0,4V) sabit akima getirilip denge
akimi kaydedildi. Sonra galisma hiicresi i¢ine glukozun derisimi 1,0x10® M olacak sekilde
glukoz ¢ozeltileri eklendi. Her ekleme yapildiginda ¢6zelti manyetik karistirici yardimiyla
15 dk kanstirildi. Daha sonra siire 200 saniyeye ayarlanarak oOlciilen akim degeri
kaydedildi. Eklemeler sonrasi Olgiilen akim degerleri denge akimindan ¢ikarilarak akim
farki (A1) degerlerinin hesabi yapildi. Bu ¢alisma 15 kez tekrar edildi. Akim farki (Ai)

degerleri ve ol¢lim sayist grafige gecirildi.

Bivosensoriin raf 6mriiniin belirlenmesi

Hazirlanan glukoz biyosensoriiniin raf dmriiniin incelenmesi i¢in, ¢alisma hiicresi igerisine
pH’1 8,0 olan 0,1 M 9 mL fosfat tampon c¢ozeltisi, 1 M 1 mL NaCl destek elektrolit
cozeltisi eklendi. MCPE calisilan potansiyelde(+0,4V) sabit akima getirilip denge akimi
kaydedildi. Sonra calisma hiicresi i¢ine glukozun derisimi 1,0x10° M olacak sekilde

glukoz c¢ozeltileri eklendi. Her ekleme yapildiginda ¢ozelti manyetik karistiric1 yardimiyla
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15 dk kanstirildi. Daha sonra siire 200 saniyeye ayarlanarak Olgiilen akim degeri
kaydedildi. Ekleme sonras1 6l¢iilen akim degeri denge akimindan ¢ikarilarak akim farki
(A1) degerinin hesab1 yapildi. Yapilan deneysel calisma farkli araliklarla (1-3-5-15. giin)
tekrar edildi. Akim farki (Ai) degerleri ve ¢alisma yapilan giin sayis1 grafige gegcirildi.

Boylece hazirlanan glukoz biyosensoriiniin raf dmrii tespit edilmis oldu.

3.4.9. Glukoz tayinine girisim yapan tiirlerin incelenmesi

Hazirlanan biyosensoriin amperometrik cevap akimi lizerine gergek numunede bulunan ve
girisim etkisi yapabilecek farkli maddelerden iirik asit, parasetamol (asetaminofen), lire ve
askorbik asidin etkileri incelendi. Bu farkli maddeler ve derisimleri su sekilde; askorbik
asit (1,0x10* M), iirik asit (3,0x10* M), parasetamol (1,0x 10* M) ve iire (2,5x 102 M)

siralanabilir.

Askorbik asidin girisim etkisinin incelenmesi

Calisma hiicresi icerisine pH’1 8,0 olan 0,1 M 9 mL fosfat tampon ¢o6zeltisi, 1 M 1 mL
NacCl destek elektrolit ¢ozeltisi eklendi. MCPE c¢alisilan potansiyelde (+0,4V) sabit akima
getirilip denge akimi kaydedildi. Sonra galisma hiicresi igine glukozun derisimi 1,0x10° M
olacak sekilde glukoz c¢ozeltisi eklendi. Her ekleme yapildiginda ¢ozelti manyetik
karistirict yardimiyla 15 dk karistirildi. Daha sonra siire 200 saniyeye ayarlanarak 6lgiilen
akim degeri kaydedildi. Ekleme sonrasi Olgiilen akim degeri denge akimindan ¢ikarilarak
akim farki (Ai) degerinin hesab1 yapildi. Aym ¢alisma hiicresi igerisine hiicre i¢i derisimi
1,0x10*M olacak sekilde askorbik asit ilave edildi. Her ekleme yapildiginda ¢ozelti
manyetik karistirict yardimiyla 15 dk karistirildi. Daha sonra siire 200 saniyeye
ayarlanarak olgiilen akim degeri kaydedildi. Ekleme sonras1 dl¢iilen akim degeri glukozun
cevap akimindan ¢ikarilarak askorbik asidin neden oldugu cevap akiminin hesabi yapildi.
Bu akim farki ile glukoz tayinine askorbik asidin yiizde ne kadar girisimi oldugu hesap
edildi.
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Parasetamoliin girisim etkisinin incelenmesi

Calisma hiicresi igerisine pH’1 8,0 olan 0,1 M 9 mL fosfat tampon ¢ozeltisi, | M 1 mL
NaCl destek elektrolit ¢cozeltisi eklendi. MCPE c¢alisilan potansiyelde (+0,4V) sabit akima
getirilip denge akimi kaydedildi. Sonra calisma hiicresi igine glukozun derisimi 1,0x10° M
olacak sekilde glukoz ¢ozeltisi eklendi. Her ekleme yapildiginda c¢ozelti manyetik
karistiric1 yardimiyla 15 dk karistirildi. Daha sonra siire 200 saniyeye ayarlanarak ol¢iilen
akim degeri kaydedildi. Ekleme sonrasi dlgiilen akim degeri denge akimindan ¢ikarilarak
akim farki (Ai) degerinin hesab1 yapildi. Ayn1 ¢alisma hiicresi igerisine hiicre i¢i derigimi
1,0x10*M olacak sekilde parasetamol ilave edildi. Her ekleme yapildiginda ¢ozelti
manyetik karistirict yardimiyla 15 dk karistinlldi. Daha sonra siire 200 saniyeye
ayarlanarak oOlgiilen akim degeri kaydedildi. Ekleme sonrasi dlgililen akim degeri glukozun
cevap akimindan c¢ikarilarak parasetomoliin neden oldugu cevap akiminin hesab1 yapildi.

Bu akim farki ile glukoz tayinine parasetomoliin yiizde ne kadar girisimi oldugu hesap

edildi.

Urik asidin girisim etkisinin incelenmesi

Calisma hiicresi icerisine pH’1 8,0 olan 0,1 M 9 mL fosfat tampon ¢o6zeltisi, 1 M 1 mL
NaCl destek elektrolit ¢ozeltisi eklendi. MCPE ¢alisilan potansiyelde (+0,4V) sabit akima
getirilip denge akimi kaydedildi. Sonra ¢alisma hiicresi igine glukozun derisimi 1,0x10° M
olacak sekilde glukoz c¢ozeltisi eklendi. Her ekleme yapildiginda ¢ozelti manyetik
karistirict yardimiyla 15 dk karigtirildi. Daha sonra siire 200 saniyeye ayarlanarak olgiilen
akim degeri kaydedildi. Ekleme sonrasi Olgiilen akim degeri denge akimindan ¢ikarilarak
akim farki (Ai) degerinin hesab1 yapildi. Ayni calisma hiicresi igerisine hiicre i¢i derisimi
3,0x10“M olacak sekilde iirik asit ilave edildi. Her ekleme yapildiginda ¢dzelti manyetik
karistirict yardimiyla 15 dk karistirildi. Daha sonra siire 200 saniyeye ayarlanarak ol¢iilen
akim degeri kaydedildi. Ekleme sonrasi 6l¢iilen akim degeri glukozun cevap akimindan
cikarilarak iirik asidin neden oldugu cevap akiminin hesabi yapildi. Bu akim farki ile

glukoz tayinine {irik asidin ylizde ne kadar girisimi oldugu hesap edildi.
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Urenin girisim etkisinin incelenmesi

Calisma hiicresi igerisine pH’1 8,0 olan 0,1 M 9 mL fosfat tampon ¢o6zeltisi, | M 1 mL
NaCl destek elektrolit ¢ozeltisi eklendi. MCPE calisilan potansiyelde (+0,4V) sabit akima
getirilip denge akimi kaydedildi. Sonra galisma hiicresi igine glukozun derisimi 1,0x10° M
olacak sekilde glukoz c¢ozeltisi eklendi. Her ekleme yapildiginda ¢ozelti manyetik
karistiric1 yardimiyla 15 dk karistirildi. Daha sonra siire 200 saniyeye ayarlanarak ol¢iilen
akim degeri kaydedildi. Ekleme sonras1 dlgiilen akim degeri denge akimindan ¢ikarilarak
akim farki (Ai) degerinin hesab1 yapildi. Ayni ¢aligma hiicresi igerisine hiicre i¢i derigimi
2,5x10°M olacak sekilde iire ilave edildi. Her ekleme yapildiginda ¢ozelti manyetik
karigtirict yardimiyla 15 dk karistirildi. Daha sonra siire 200 saniyeye ayarlanarak 6l¢iilen
akim degeri kaydedildi. Ekleme sonrasi dl¢lilen akim degeri glukozun cevap akimindan
cikarilarak iirenin neden oldugu cevap akiminin hesabi yapildi. Bu akim farki ile glukoz

tayinine iirenin yiizde ne kadar girisimi oldugu hesap edildi.

3.4.10. Gercek numunede (meyve suyu) glukoz tayini

Biyosensoriin gergek oOrneklere uygulanabilirligini belirlenmek i¢in LC/MS ve GC/MS
yontemleri kullanilarak igerigindeki glukoz miktar1 tespit edilen meyve suyu Ornegi
referans olarak kullanildi (Walker ve digerleri, 2014). Bu amagla, biyosensor +0,4 V
potansiyelde, pH 8,0 tampon c¢ozeltisinde, 25 °C’de dengeye getirilerek denge akimi
kaydedildi. Daha sonra biyosensoriin dogrusal caligma araligmma denk gelen, hiicre igi
glukoz derisimi 1,0x107 - 1,0x10® M arasinda olacak sekilde 4 farkli derisim eklenerek bir
kalibrasyon grafigi elde edildi. Caligma hiicresi igerisine, 10° kat seyreltme olacak sekilde
meyve suyu Ornegi ilave edilerek akim degisimi Ol¢iildii ve kaydedildi. Kaydedilen
akimdan denge akimi ¢ikarilarak akim farki (A1) hesaplandi. Bu islem 3 kere tekrar edildi.
Boylece elde edilen akim degerlerinden, kalibrasyon grafigi yardimi ile, glukoz derisimi

hesaplandi.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu tez caligmasinda, glukozun tayini i¢in Schiff baz1 ile enzim esashi yeni bir glukoz
biyosensorii gelistirildi. Bunun igin ilk 6nce, enzimatik tepkimeler sonucunda meydana
gelen hidrojen peroksite (H202) duyarli modifiye karbon pasta elektrot (MCPE)
hazirland1.4AA-Fc karbon pasta elektrotu modifiye etmek i¢in kullanildi. Daha sonra
glukoz oksidaz enzimi modifiye edilen karbon pasta elektrot yiizeyine ¢apraz baglama
yontemi ile immobilize edildi. Glukoz oksijen ile etkilestiginde ve glukoz oksidaz
enziminin etkisiyle glukonik asit ve H>O; agiga ¢ikmaktadir. Enzimatik tepkime sonucu
aciga c¢ikan H»O: elektrot ylizeyinde yiikseltgenmektedir. Boylece glukozun tayini H20-
‘in +0,4 V’ da anodik akiminin 6l¢iilmesiyle yapild: (Sekil 4.1) (Bodur, 2019).

Glukoz oksidaz

N [ 1

Glukoz I > " 2
Glukoz (FAD) H202 re__\ ol D | [=> e |
H202

Oksijen A ‘:—-;>

molekili :}
L ——]
‘ 02
Glukonik

Glukonik Glukoz oksidaz 02 | | &= asit
asit (FADH2) . .
Elektrot Yiizeyi Elektrot Yiizeyi
0,aV
H:0; ——see— ,,, 02+ H20

Sekil 4.1. Glukoz tayini igin reaksiyon semasi

MCPE ylizeyinde immobilize edilmis glukoz oksidaz enzimi ile glukoz arasinda
biyokimyasal bir tepkime gerceklesmektedir. Ilk olarak glukoz oksijen molekiilii ile
glukonik asit olusturur. Glukoz oksidazin prostetik grubu olan FAD, elektron alip
FADH’ye indirgenir. Enzim i¢indeki FADH, kimyasal tepkimeyi tersinir kilmak igin
cozelti igerisindeki oksijene elektronlarmi verip yiikseltgenmektedir. Boylece enzim ilk
haline geri doner. Oksijen molekiili de elektronlar1 alip H202’e indirgenmektedir.
Enzimatik tepkime sonucu agiga cikan H20: elektrot yiizeyinde yiikseltgenmektedir.
Boylece glukozun tayini H20:‘in  +0,4V’da anodik akiminin  dlgiilmesiyle

yapilabilmektedir.

Tasarlanan  biyosensoriin; amperometrik cevabna 4AA-Fc  (N-ferroseniliden-4-
aminoantipiren) miktarinin, calisma potansiyeli degerinin ve substrat derisiminin etkisi

amperometrik i-t yontemi ile belirlendi. Biyosensoriin performansini etkileyen faktorler
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olan tekrarlanabilirlik, raf omrii, girisim etkisi, pH, sicaklik, substrat derisiminin etkisi

parametreleri incelendi.

4.1. CPE ve MCPE’ nin H202’ye Duyarhhginin Belirlenmesi

Karbon pasta elektrot ve modifiye karbon pasta elektrotun H202’ye duyarliliginin
belirlenmesi ¢alisma hiicresi igindeki H2O2’nin olusturdugu yiikseltgenme (anodik) cevap
akimmin karsilastirilmasiyla belirlendi. CPE ve MCPE (4AA-Fc) +0,7 V potansiyelde
sabit akima getirilerek, denge akimi kaydedildi. Calisma hiicresi igindeki H2O2’nin
derisimi 1,0x107- 1,0x10° M araliginda olacak sekilde eklemeler yapildi. Her bir ekleme
sonrast Olgiilen akim degerleri denge akimindan ¢ikarilarak akim farki (Ai) degerlerinin
hesab1 yapildi. Artan derisimlerde H2O. eklemelerine karsi artan akim farki degerleri
grafige gegirildi (Sekil 4.3). Grafik incelendiginde 5 farkli madde (N-ferroseniliden-4
aminoantipiren, Salisiliden-4-aminoantipiren, 5-floro-3-metilsalisiliden-4-aminoantipiren,
5-floro-3-kloro-4-aminoantipiren,  5-florosalisiliden-4-aminoantipiren)  karbon pasta
elektrotu modifiye etmek i¢in kullanilmisti. En iyi cevap akimi 4AA-Fc (N-ferroseniliden-
4-aminoantipiren) (Sekil 4.2) maddesi olarak belirlendi. MCPE’ de elde edilen cevap
akiminin CPE’ de elde edilen cevap akimindan yaklasik olarak 2 kat daha fazla oldugu
goriildii. Bundan sonraki ¢alismalarda 4AA-Fc ile modifiye edilmis karbon pasta elektrot
kullanildi. Glukoz biyosensoriiniin tasarimi bu madde ile yapildi. 4AA-Fc maddesinde
ferrosen yapis1 vardir. Ferrosen elektron aktarimini kolaylastirdigindan dolay:r diger Schiff

bazlarindan daha yiiksek cevap akimlari olusturdugu diistiniilmektedir.

Sekil 4.2. 4AA-Fc (N-ferroseniliden-4-aminoantipiren)
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Sekil 4.3. CPE ve MCPE’ nin H202’ye duyarliginin belirlenmesi

4.2. Calisma Potansiyelinin Belirlenmesi

Modifiye karbon pasta elektrotun H202’ye duyarliginin belirlenmesi igin farkli ¢aligma
potansiyellerinde (+0,7V, +0,6V, +0,5V, +0,4V, +0,3V) anodik akimlar 6l¢iildii. H20>
derisimine kars1 6l¢iilen akim farki (Ai) degerleri grafige gecirildi. Sekil 4.4 incelendiginde
potansiyel arttikga hidrojen peroksidin anodik akimlarinin da arttigi goriilmektedir.
Yiiksek potansiyellerde calismak gergek orneklerde calisirken girisim problemi yarattigi
literatiirde belirtilmektedir (Ustabas, 2010). O nedenle dogrusalligi iyi olan +0,4 V calisma
potansiyeli olarak secildi. +0,3V da ki dogrunun da korelasyon katsayis1 iyiydi ama diisiik

akimlar gosterdiginden dolay1 bu potansiyel ¢aligma potansiyeli olarak se¢ilmedi.
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Sekil 4.4. MCPE’ nin  H202’ye duyarliligina ¢alisma potansiyelinin etkisi

4.3. 4AA-Fc Miktarmin Belirlenmesi

Hazirlanan modifiye karbon pasta elektrotta kullanilan 4AA-Fc (N-ferroseniliden-4-
aminoantipiren) miktarinin glukoza duyarliligi incelendi. Elektrot farkli miktarlarda (1,5
mg, 2,5 mg, 3,5 mg) 4AA-Fc eklenerek hazirlandi. Calisma hiicresi icerisine pH’1 7,0 olan
0,1 M 9 mL fosfat tampon ¢ozeltisi, 1 M 1 mL NaCl destek elektrolit ¢ozeltisi eklendi.
MCPE calisilan potansiyelde sabit akima getirilip denge akimi kaydedildi. Calisma hiicresi
icine H202’nin derisimi 1,0x107- 1,0x10° M araliginda olacak sekilde ¢ozelti eklemeleri
yapildi. MCPE belirlenen ¢alisma potansiyelinde (+0,4V) sabit akima getirilikten sonra
denge akimi kaydedildi. Calisma hiicresi igine H202’nin derisimi 1,0x107- 1,0x10° M
araliginda olacak sekilde ¢ozelti eklemeleri yapildi. Artan derisimlerde H2O, eklemelerine

kars1 artan akim farki degerleri grafige gegirildi (Sekil 4.5).

Sekil 4.5° de ki grafik incelendiginde 4AA-Fc miktar: artirildiginda hazirlanan elektrotun
1,5 mg’dan 2,5 mg’a artirildiginda cevap akimlarmin yiikseldigi 3,5 mg’a ¢ikarildiginda
ise cevap akimlarinin azaldigi goriilmektedir. 3,5 mg 4AA-Fc kullanildiginda hazirlanan
karbon pasta elektrotun mekanik kararliliginin iyi olmadigi, yiizeyden pasta parcalarinin
ayrildig1 gozlendi. Bu nedenle 2,5 mg 4AA-Fc miktarint optimum alinarak bundan sonraki

caligmalarda bu deger kullanildi.
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Sekil 4.5. 4AA-Fc miktarinin belirlenmesi

4.4. Glutaraldehit Miktarimin Belirlenmesi

Enzim immobilizasyon yontemleri arasinda ¢apraz baglama yOntemi, biyokatalitik esasl
biyosensorlerin hazirlanmasi sirasinda en ¢ok kullanilan yontem olarak kabul edilmistir.
Bu yontemin uygulanmasi oldukg¢a kolaydir. Kopolimerizasyon seklinde de ifade edilen

capraz baglama yontemi, matris veya destegin olmadigi bir yontemdir (Jun, 2019).

Bu yontemde glutaraldehit, bisdiazobenzidin, heksametilen diizosiyanat gibi iki veya ¢ok
fonksiyonlu reaktifler tarafindan enzim molekiilleri arasinda ¢apraz baglantilar
yapilmaktadir. Genel olarak, immobilizasyon iglemindeki ilk basamak enzimi ¢okeltmedir.
Boylece enzimin fiziksel kiimesi elde edilir. Bu kiime daha saglam bir yap1 olusturmak
amaciyla fonksiyonlu reaktif olan glutaraldehit ile ¢apraz baglanmaktadir (Jegannathan,
2008). Glutaraldehit (CHO-CH2CH2CH2-CHO), birgok protein gapraz baglama ajani
arasinda yiiksek reaktiviteye sahip ve diisiik maliyeti olmasiyla ¢ok fazla kullanima
sahiptir (Okuda, 1991). Monoaldehit (formaldehit), iki veya alti karbon atomu (glioksal,
malonaldehit, siiksinaldehit, glutaraldehit ve adipaldehit) i¢eren dialdehitlerle c¢apraz
baglama c¢alismalar1 yapilmistir. Bu calismalar sonucunda en yiiksek reaktivitenin bes
karbonda elde edildigi tespit edilmistir. Bu yiizden en etkili protein ¢apraz baglama ajani
glutaraldehittir (Bowes, 1968). Enzim yapisinda var olan amin gruplariyla kimyasal
reaksiyona girerek c¢apraz baglanmayi yapmaktadir (Nimni, 1987). Capraz baglama
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yontemiyle suda ¢ozlinmeyecek enzim tlirevlerinin elde edilebilmesinde, kullanilan enzim
ve glutaraldehit derisimlerine dikkat edilmelidir. Diisiik derisimler kullanildiginda,
glutaraldehit fonksiyonel gruplari ayni enzimle kimyasal tepkimeye girme istegi
artmaktadir. BOylece enzim molekiilleri arasinda, ayn1 anda olusabilecek istenmeyen
molekiil i¢i yapilarla etkilesmesini engellemek amaciyla kosullar titizlikle secilmelidir.
(Broun, 1976; Bano, 1980; Grupta, 1993). Diisiik glutaraldehit derisimleri enzimin
¢okmesini saglamak i¢in gerekli capraz baglanmayi olusturamayip, daha yiiksek
derigsimlerde ise enzim tiirevini ¢6ziinmeyecek duruma getirmek igin su molekiilleri
digindakileri baglayip Saglam bir yapi olusturmaktadir (Broun, 1976). Enzim aktivitesi
caligmada kullanilan glutaraldehit derisimiyle ters orantilidir. Fazla capraz baglanma
enzim aktif bolgesinin bloke olmasina sebep olmaktadir. Bu durumda enzimin aktivitesi
bozulmaktadir (Chui, 1997). Boylece ¢apraz baglama yonteminde kullanilacak

glutaraldehit miktarinin aktiviteye etkisi arastirilmalidir.

Glukoz oksidaz enziminin immobilizasyonunda g¢apraz baglamak i¢in kullanilan farkli
miktarlarda (20, 30, 40 pL) glutaraldehit igeren modifiye karbon pasta elektrot belirlenen
caligma potansiyelinde (+0,4V) sabit akima getirilikten sonra denge akimi kaydedildi.
Calisma hiicresi igine glukozun derisimi 1,0x10%- 1,0x10° M araliginda olacak sekilde
cozelti eklemeleri yapildi. Her ekleme yapildiginda ¢ozelti manyetik karistirici yardimiyla
15 dk karistirildi. Daha sonra siire 200 saniyeye ayarlanarak oOlgiilen akim degerleri
kaydedildi. Artan derisimlerde glukoz c¢ozeltileri eklemelerine karst artan akim farki

degerleri grafige gecirildi (Sekil 4.6).

Sekil 4.5° de ki grafik incelendiginde glutaraldehit miktar1 20 uL’den 30 pL’ye
cikarildiginda cevap akimi artmaktadir. Fakat glutaraldehit miktar1 30 pL’den 40 uL’ye
cikarildiginda ise cevap akimmin diistiigl tespit edilmistir. Buradan ¢ikarilan sonug; 20
puL’de glutaraldehitin miktar1 yeterli gelmeyip immobilize isleminde yapiyr bir arada
tutmamistir. 40 pl’de glutaraldehitin miktar1 ¢ok fazla geldiginden asir1 bir baglanma s6z
konusudur. Bu durumda enzimin aktivitesinin azalmasina sebep olmaktadir. Bu ¢alismada
sonucunda en fazla aktivite 30 puL’de goriilmektedir. Boylece deneysel ¢alismada glukoz

oksidaz enzimi 30 uL glutaraldehit ile gapraz baglanmustir.
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Sekil 4.6. Biyosensoriin glukoz duyarliligina glutaraldehit miktarmin etkisi

4.5. Optimum pH

Enzim esasli biyosensorlerin aktivitesi i¢in en dnemli faktorlerden olan calisilacak deney
ortammin pH degerinin ne olacagidir. Ciinkii enzimlerin aktivitesi pH dan etkilenerek
degismektedir. Enzimin aktivitesi, enzimin aktif bdlgesinde bulunan amino asitlerin
iyonlagsmasina baghdir. Bu amagla pH, enzimin aktivitesini korumak i¢in biiyilk 6nem

teskil etmektedir (Ozdemir, 2014).

Hazirlanan glukoz biyosensoriiniin amperometrik cevap akimina pH etkisinin incelenmesi
icin 5 farkli pH’a sahip tampon ¢ozeltiler hazirlandi. pH 5,0 icin asetik asit sodyum asetat
tampon ¢ozeltisi(CHsCOOH-CH3COONa); 6,0; 7,0; 8,0 i¢in fosfat tampon ¢dozeltisi
(NazHPO4-NaH2PO4); 9,0 icin glisin tampon ¢dzeltileri hazirlandi. Daha sonra bu tampon
¢ozeltiler ile aym pH’> da olacak sekilde derisimi 1,0x10* M olan glukoz ¢ozeltileri
hazirlandi. Boylece glukoz biyosensorii belirlenen ¢alisma potansiyelinde(+0,4V) sabit
akima getirilip ve denge akimi kaydedilmis oldu. Sonra calisma hiicresi i¢ine glukozun
derisimi 1,0x10* M olacak sekilde ¢ozelti eklemesi yapildi. Ekleme sonrasi 6lgiilen akim
degeri denge akimindan c¢ikarilarak akim farki (Ai) degerinin hesabi yapildi. Akim farki
(A1) degerleri ve pH degerleri grafige gecirildi. Sekil 4.7°i incelendiginde maksimum
aktivitenin goriildigi pH degeri 8,0 olarak goriilmektedir. Ortam pH’ sina karsi elde edilen
cevap akimlari pH 8,0 degerine yakinlastikca artarken pH 8,0’dan wuzaklastikca

diismektedir. Aktiflesmis kompleksin basit¢ce olusmasi ve tepkime hizinin maksimum
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seviyesi icin enzim ve glukoz molekiillerinin yapisindaki asidik ve bazik gruplarin
iyonlagmalart belli bir diizeyde olmalidir. Aksi halde iyonlasmada aktiflesmis kompleks
olusumu zor olacaktir. Bu durumda tepkime hizini azaltacagindan cevap akimlarinda diisiis

meydana gelecegini gostermektedir (Bal, 2012).

Literatiirde cesitli reaktiflerle hazirlanan amperometrik glukoz biyosensorii ¢aligmalarinda
bu tez calismasiyla uyum gosteren pH degerleri goriilmektedir. Enzimin ¢alisilacak pH
degerleri 3-10 arasinda degismektedir (Weibel,1971, Bright,1969). Ornegin; pH 6,8
(Gaikwad ve digerleri, 2007). 7,4 (Xian ve digerleri, 2006) 8,0 (Donmez, 2014) .
Literatiirler ile bu tez ¢alismasinda elde edilen pH degeri karsilastirilmis olup bulunan pH
degerinin literatlir degerleriyle uyumlu oldugu goriilmiistiir. Ancak enzimin immobilize
edilmesi sirasinda kullanilan farkli tasiyicilar pH’in  farklilik gostermesine neden

olmaktadir.
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Sekil 4.7. Biyosensoriin glukoz duyarliligina pH’ nin etkisi

4.6. Optimum Sicakhik

Enzimin aktivitesi i¢in ¢alisilan ortamin sicakligi biiyiilk 6nem tasimaktadir. Enzimlerin
hiz1 sicaklik artmasiyla belli bir degere kadar artis gostermektedir ve ¢ok yiiksek bir artis ta

enzim denatiire olarak aktivite kayb1 goriilmektedir (Erdem, 2012).

Hazirlanan glukoz biyosensoriiniin cevap akimina sicaklik etkisinin incelenmesi igin
caligma hiicresi igerisine pH’1 8,0 olan 0,1 M 9 mL fosfat tampon ¢ozeltisi, | M 1 mL
NaCl destek elektrolit ¢cozeltisi eklendi. MCPE c¢alisilan potansiyelde(+0,4V) sabit akima
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getirilip denge akimi kaydedildi. Hazirlanan biyosensor i¢cin Grant GD 120 termostath
dolasimli su banyosu kullanild1 (Sekil 4.8). Grafik incelendiginde sicaklik 20 °C’den 60
°C’ye kadar arttiginda akimlarda artma, 60 °C’den sonra ise akimlarda azalma meydana
gelmistir. En yiliksek cevap akimi 60 °C gézlenmistir. Enzimler immobilize olduktan sonra
sicakliga kars1 daha kararli hale gelmektedir. Bu ¢alismada da kullanilan 4AA-Fc enzimin
termal kararliligini artirarak 60 °C gibi bu yiiksek sicaklikta en yliksek aktivite
gOstermesine neden olmustur. Ancak biyosensor ¢alismalarinin pratik 6l¢iim yapabilmesi

acisindan oda kosullarinda yapilmasi uygun bulunmustur.

Literatiir ~arastirmalarinda ¢esitli maddelerle  hazirlanmis  glukoz  biyosensorii
caligmalarinda optimum sicakliklar farklilasabilmektedir. Glukoz oksidazin c¢alisma
sicakligr 30 °C civarinda oldugu belirtilmistir (Chen ve digerleri, 2006, Shi ve digerleri,
2009). Xu ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada 40 °C den daha yiiksek sicakliklarda akim
degerlerinde diisme gozlemlemislerdir ve sicakligi 25 °C olarak almiglardir (Xu ve
digerleri, 2009). Bagka bir literatiir de ise maksimum sicaklik degeri 33 °C olarak

bulunmustur (Xian ve digerleri, 2006).
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Sekil 4.8. Biyosensoriin glukoz duyarliligina sicakligin etkisi

4.7. Substrat Derisiminin Etkisi

Hazirlanan glukoz biyosensoriiniin cevap akimina substrat derisiminin etkisini incelemek

icin ¢alisma hiicresi igerisine pH’1 8,0 olan 0,1 M 9 mL fosfat tampon ¢ozeltisi, 1 M 1 mL
NaCl destek elektrolit ¢ozeltisi eklendi. MCPE c¢alisilan potansiyelde(+0,4V) sabit akima
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getirilip denge akimi kaydedildi. Sonra ¢alisma hiicresi igine glukozun derisimi 1,0x108-
1,0x10° M olacak sekilde glukoz ¢ozeltileri eklendi. Her ekleme yapildiginda ¢ozelti
manyetik karistirict yardimiyla 15 dk kanstirildi. Daha sonra siire 200 saniyeye
ayarlanarak olgiilen akim degeri kaydedildi. Eklemeler sonrasi oOlgiilen akim degerleri
denge akimindan c¢ikarilarak akim farki (Ai) degerlerinin hesab1 yapildi. Akim farki (Ai)
degerleri ve glukoz derisimleri grafige gecirildi (Sekil 4.9). Grafik incelendiginde 1,0x107'-
1,0x10° M (R? = 1,0) araliginda dogrusal ¢alisma aralig1 bulunmus oldu. Boylece alt tayin
sinirt da 1,0x10® M olarak hesaplandi. Sekil 4.10°da 1,0x107- 1,0x10° M araliginda
dogrusalligin ¢ok iyi oldugu ve bu araligin kantitatif analizlerde kullanilabilecegi
ongoriilebilir. Enzimlerde Km(gozlenen) ve Imaks sabitlerini tespit etmek amaciyla (1/glukoz
derisimi)-(1/A1) grafigi cizildi (Linewear Burk grafigi) (Sekil 4.11). Grafikte egrinin x
eksenini kestigi nokta -1/Km degerini gosterir. Km degeri 1,49x10° mM (0,0149 uM)
olarak hesaplandi. Grafikte egrinin y eksenini kestigi nokta ise Imaks degeri 0,14925 pA/dk
(149,25 nA/dk) olarak hesaplandi. Elde edilen K degeri enzimin substrata olan ilgisini
ortaya koymaktadir. Glukoz oksidaz enzimi i¢in verilen Km degerleri 9,34; 18,0 mM’ dir
(Xue ve digerleri, 2001, Hosbi ve digerleri, 2003). GOD i¢in verilen Imaks degerleri 26,31;
0,45; mM/dk’ dir (Bal, 2012). Literatiirdeki degerlerle bu c¢alismada bulunan degerler
Km(goz.) ve Imaks degerlerinin biraz farklidir. Bunun sebebi tasiyici ortamin farkl

olmasidir.
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Sekil 4.9. Biyosensoriin amperometrik cevap akimina glukoz derisiminin etkisi
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Sekil 4.10. Glukoz biyosensorii i¢in kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.11. Lineweaver-Burk grafigi

4.8. Enzim elektrotun tekrar kullamilabilirligi

Hazirlanan glukoz biyosensoriiniin tekrar kullanilabilirliginin incelenmesi i¢in, calisma
hiicresi igerisine pH’1 8,0 olan 0,1 M 9 mL fosfat tampon ¢6zeltisi, 1 M 1 mL NaCl destek
elektrolit ¢cozeltisi eklendi. MCPE cgalisilan potansiyelde(+0,4V) sabit akima getirilip denge
akimi kaydedildi. Sonra calisma hiicresi igine glukozun derisimi 1,0x10° M olacak sekilde
glukoz ¢ozeltileri eklendi. Her ekleme yapildiginda ¢ozelti manyetik karistirict yardimiyla
15 dk kanstirildi. Daha sonra siire 200 saniyeye ayarlanarak olgiilen akim degeri
kaydedildi. Eklemeler sonrasi dlgiilen akim degerleri denge akimindan ¢ikarilarak akim

farki (A1) degerlerinin hesabi yapildi. Bu ¢alisma 15 kez tekrar edildi Akim farki (Ai)
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degerleri ve Olciim sayist grafige gecirildi (Sekil 4.12). Yapilan 15 6l¢iim sonunda
biyosensoriin baslangi¢ aktivitesinin % 23,48’ini kaybettigi tespit edildi. Elde edilen akim
degisimlerinden bagil standart sapma % 20,63 olarak hesaplandi.
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Sekil 4.12. Tekrar kullanilabilirlik

4.9. Raf Omriiniin Belirlenmesi

Hazirlanan glukoz biyosensoriiniin raf dmriiniin incelenmesi i¢in, ¢alisma hiicresi igerisine
pH’1 8,0 olan 0,1 M 9 mL fosfat tampon ¢o6zeltisi, 1| M 1 mL NaCl destek elektrolit
cozeltisi eklendi. MCPE calisilan potansiyelde(+0,4V) sabit akima getirilip denge akimi
kaydedildi. Sonra calisma hiicresi icine glukozun derisimi 1,0x10® M olacak sekilde
glukoz ¢ozeltileri eklendi. Her ekleme yapildiginda ¢ozelti manyetik karistirict yardimiyla
15 dk kanstirildi. Daha sonra siire 200 saniyeye ayarlanarak oOlgiilen akim degeri
kaydedildi. Ekleme sonrasi dlgiilen akim degeri denge akimindan cikarilarak akim farki
(A1) degerinin hesab1 yapildi. Yapilan deneysel c¢alisma farkli araliklarla (1-3-5-10-15.
giin) tekrar edildi. Akim farki (Ai) degerleri ve ¢alisma yapilan giin sayist grafige gecirildi
(Sekil 4.13). Biyosensoriin 15 giin sonunda baslangi¢ aktivitesinin %20,84’{inli korudugu

goriildil.
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Sekil 4.13. Depolama kararlilig

4.10. Glukoz Tayinine Girisim Yapan Tiirlerin Etkisi

Ger¢ek numunelerde glukoz tayin edilirken glukoz yaninda girisim etkisine ortam
olusturacak ¢esitli maddeler bulunur. Bu amagla gercek numunede bulunabilecek ve
girisim etkisi olusturacak ¢esitli maddelerin glukoz tayini {izerine etkisi incelendi (Colak,
2014). Bu maddeler ve derisimleri; 3,0x10* M iirik asit ve 1,0x10* M askorbik asit,
1,0x10* M parasetamol (Ustabas, 2010), 2,5x10° M iire (Dhawan ve digerleri, 2009)
kandaki degerlerine gore belirlenmistir. Calisma hiicresi igerisine bu maddelerden belirli
bir miktar eklendi ve akim degerindeki degisme belirlendi. Glukoz derisimi 1,0x10° M
olarak sabit tutuldu. Bu maddelerin 1000 kat seyreltme sonucu girisim etkisi incelendi.
Amperometrik biyosensér c¢aligmalarinin ger¢ek numune analizi basamagi igin girigim
etkisi biiyiik onem tagimaktadir. Seyreltme iglemi girisimin etkisini azaltabilir (Park, 2019;
Wen ve digerleri, 2007). Bu islem girisimi engellemek ya da azaltmak icin yaygin olarak
kullanilan bir yontemdir (Bodur, 2019). Calismalar sonucunda tespit edilen girisim

degerleri;

* Urik asit; girisim yok
* Ure; girisim yok
* Askorbik asit; %2,33

* Parasetamol; %4,35 olarak belirlenmistir.
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4.10. Ger¢cek numunede glukoz tayini

Biyosensoriin gergek orneklere uygulanabilirligini belirlenmek i¢in LC/MS ve GC/MS
yontemleri kullanilarak icerigindeki glukoz miktar1 tespit edilen meyve Suyu ornegi
referans olarak kullanildi (Walker ve digerleri, 2014). Bu amagla, biyosensér +0,4 V
potansiyelde, pH 8,0 tampon ¢ozeltisinde, 25 °C’de dengeye getirilerek denge akimi
kaydedildi. Daha sonra biyosensoriin dogrusal ¢alisma araligina denk gelen, hiicre igi
glukoz derisimi 1,0x107 - 1,0x10°® M arasinda olacak sekilde 4 farkli derisim eklenerek bir
kalibrasyon grafigi elde edildi. Caligma hiicresi igerisine, 10° kat seyreltme olacak sekilde
meyve suyu Ornegi ilave edilerek akim degisimi 6l¢iildii ve kaydedildi. Kaydedilen
akimdan denge akimi ¢ikarilarak akim farki (Ai) hesaplandi. Bu islem 3 kere tekrar edildi.
Boylece elde edilen akim degerlerinden, kalibrasyon grafigi yardimi ile, glukoz derisimi

hesaplandi.

Walker ve arkadaslarmin yaptig1 ¢aligmada LC/MS ve GC/MS yontemleri kullanilarak
numune alinan meyve suyu markasina ait glukoz igerigine ait belirlenen miktar ise 45,50
g/L'dir (Walker ve digerleri, 2014). Calismamizda hazirlanan biyosensor ile yapilan
Olctimler sonrasinda, gercek numunenin tespiti, dogrusal aralikta olgiim alabilmek igin,
yapilan seyreltme faktorleri de dikkate alinarak kalibrasyon grafigi yardimi ile 38,43 +
2,94 g/L olarak tespit edilmistir. Bu da ¢alismamizda hazirlanan biyosensoriin galisma

performansinin gayet iyi oldugunu gdstermektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda 4A A-Fc kullanilarak elde edilen glukoza duyarli biyosensoriiniin;
e Dogrusal calisma araligi 1x107 M — 1x10® M olarak bulunmustur. Bu araliktaki
hesaplanan R?=1 degerinin ¢ok iyi oldugu boylece bu aralikta kantitatif analizlerin

yiiksek hassasiyette yapilabilirligi sdylenebilir.

e Hazirlanan biyosensor diisiik bir tayin smirina sahiptir (1,0x10® M). Diisiik tayin smr1
kiigiik derisimlerdeki madde miktar1 tayinine dahi olanak tanimasi a¢isindan ¢ok

onemlidir. Biyosensoriin cevap siiresi ise 200 S olarak belirlenmistir.

e Optimum ¢alisma pH 8,0 fosfat tamponu olarak belirlenmistir. Optimum sicaklik 60° C

olarak belirlenmis olup tiim ¢alismalar oda sicakliginda gerceklestirilmistir.

e Hesaplanan Kn (gdzlenen) ve Imaks (gdzlenen) degerleri sirasi ile 1,49x10° mM (0,0149
uM) ve 0,14925 pA/dk (149,25 nA/dk) olarak bulundu. Literatiirdeki diger glukoz
biyosensorlerine ait Km degerleri ile kiyaslandiginda biyosensoriimiize ait degerin daha
diistik oldugu goriildii. Km degerinin kii¢iik olmasi diisiik derisimleri tayin edebilme
olanag1 saglar. 4AA-Fc maddesi, enzimin substrata olan ilgisini arttirdigini

gostermektedir.

e Tekrarlanabilirlik degerlerinin yiikksek oldugu goézlenmistir. 15 6l¢iim sonrasinda
aktivitesinin yaklasik %76,52’sini muhafaza etmistir. Bu deger literatiir degerleri ile

kiyaslandiginda 1yi bir degerdir.

e Depolama kararliligi (raf omrii) 15 giin sonunda baglangic amperometrik cevabinin
yaklagik 9%20,84’linli korudugu goriilmiistiir. Bu deger literatiir degerleri ile
kiyaslandiginda kabul edilebilir bir degerdir.

e Biyosensor calismalarinda sik¢a rastlanan bir sorun olan girisim, bazi maddeler i¢in
tamamen ortadan kaldirilmasa da diisiik girisim yiizdeleri (Urik asit; girisim yok, Ure;

girisim yok, Askorbik asit; %2,33, Parasetamol; %4,35) elde edilmistir.
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Bu tez c¢alismasinda hazirlanan glukoz biyosensoriiniin bu hali ile uygulama alam
bulabilecegi, kullanim imkaninin olabilecegi ayni zamanda gelistirilmeye acik oldugu

sOylenebilir.

Cizelge 5.1. Calisma sonuglarinin literatiir ile karsilastirilmasi

Tas1yict Glukoz | Immob Dogrusal aralik Tayin Km | Opt. Opt. Raf 6mrii Referans
tayini ilizasy siniri pH sicaklik
metodu on
teknigi
Nafion Ampero | Birden | 0,02-15,0 mM 2,9 - - - - Izadyar ve
metrik fazla uM digerleri,
(+0,84 teknik 2022)
V)
Slika/ligni | Voltamet | Adsor | 0,5-9mM 145 62 7,0 25°C 15 giin | Jedrzak ve
n, ri,kronoa | psiyon uM mM %82 digerleri,
Tek mperom 6,2 21 giin | 2018)
duvarlt etri x10 %73
nanotiipler | (+0,3V) uM)
Poli(1,10- | Ampero | Kovale | 0,2-150,0 mM 0,08M | - 40- | - 14 gin | Kausatie ve
fenantren- | metrik nt m (80 9,0 %96 digerleri,
5,6-dion) bagla uM) 2020
,poli(pirol- ma
2-
karboksilik
asit),altin
nanopartik
iller
Politiramin | Ampero Capraz | 1,0uM- 1,0 mM 1,0 0,21 | 6,0- - % 99, 3 | Khumngem
tabakasi metrik bagla mM mM | 8,0 hafta ve digerleri,
-0,10 V ma (1x10® | (210 %84, 4 | 2021
uM) uM) hafta
Giimiis Ampero | Birden | 10 uM- 0,6977 | - 6,0- | 25°C 9 giin Yang ve
nanopartik | metrik fazla 15mM uM 8,5 % 93 digerleri,
iller ve siklik | teknik 2014
ve kitosan | voltamet 15giin
ri %70
(-0,15V)
PVC/TTF/ | Ampero Capraz | 0,1-8,0mM 8,5x10 | 9,0 7,4 25°C 10 giin | Cano ve
TCNQ metri bagla M mM %72 digerleri,
(+0,15 ma 8,5 (900 2008
V) uM) 0
uM)
Polianilin, | Ampero Birden | 0,5-50mM - 12,0 | 6,0 - - Popov  ve
nafion,graf | metrik fazla mM digerleri,
en oksit (+0,3V) | teknik 1,2 2022
x10%
uM)
4AA-Fc ile | Ampero | Capraz | 1,0x10%-1,0x10° 1,0x10 | 0,00 | 8,0 60 °C 15 giin | Bucalisma
modifiye metrik Bagla | mM 4 M | 0149 sonunda
edilmis +0,4V ma (0,01 uM aktivite
karbon uM) % 20,84
pasta kalmigstir
elektrot
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