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OZET

Bu calismada, glukoz tayini icin yeni bir amperometrik biyosensor
gelistirildi. Glukoz oksidaz enzimi, anilinin polivinilsiilfonath ortamda
elektropolimerlesmesiyle hazirlanan polianilin-polivinilsulfonat film
icine hapsetme yontemiyle immobilize edildi. Bu amagla dnce polianilin-
polivinilsiilfonat filminin optimum c¢alisma sartlar belirlendi. Glukoz
tayini, hazirlanan enzim elektrodun ylizeyinde gergeklesen enzimatik
tepkime sonucu olugan hidrojen peroksitin 0,40 V’ da yukseltgenmesine
dayanarak yapildi. Biyosensoriin glukoz tayini igin caligma arahigi
1,0x10° - 1,0x10° M olarak tayin edildi. Glukoz biyosensériiniin
cevabina pH’ nin ve sicakhigin etkisi incelendi. immobilize edilen glukoz
oksidazin Kygsz) V€ Vmaks(gsz) degderleri 0,186 mM - 1,121mM olarak
hesaplandi. Biyosensoriin tekrar kullanilabilirligi ve raf omri tayin
edildi. 16 6lgiim sonra 1,0x10° M glukoz igin, bagil standart sapma
%12,36 olarak bulundu. Hazirlanan biyosensorle biyolojik sivida (kan)
glukoz tayini yapildi. Biyolojik ortamlarda olabilecek girigimlerin

biyosensor cevabi Uizerine etkileri incelendi.
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ABSTRACT

In this study, new amperometric biosensor for determination of glucose
oxidase was developed. Glucose oxidase enzyme has been immobilized
at media prepared with polyvinylsulphonate of aniline in polyaniline-
polyvinylsulphonate film via the entrapment method. For this reason;
optimum conditions of Pt/ polyaniline-polyvinylsulphonate electrode
were determined. Glucose detection is based on the oxidation of
hydrogen peroxide at 0,40 V produced by the enzymatic reaction on the
enzyme electrode surface. The linear working range of biosensor for
glucose was determined at 1,0x1077 M - 1,0x10® M . The effects of pH
and temperature on the response of the glucose biosensor were
investigated. The immobilized of glucose oxidase Kwgapp.) and Vmaxpp.)
values were found as 0,186 mM and 0,121 mM . Reuse number and
storage stability were determined of the biosensor. Relative Standard
deviation for 1,0x10° M glucose were %12,36 after 16 measurement.
Determination of glucose was carried out in biological fluid (in blood)
by biosensor. Interference effects were investigated on the

amperometric response of the biosensor.
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1. GIRIS

Glukoz (CgH1206, MA: 180,16), erime noktasi 146 °C olan alti karbondan
olusmus bir monosakkarittir. Glukoz beyin igin tercih edilen ener;ji
kaynagiyken, ¢cok az veya hi¢ mitokondrisi olmayan hdcrelerin 6érnegin olgun

eritrositlerin muhtag olduklari enerji kaynagidir [1].

Sekil 1.1. Glukozun yapisi

Kan glukoz duzeyine glisemi adi verilir. Normal sinirlardaki glisemiye
normoglisemi, normal sinirin altindaki glisemiye hipoglisemi ve normal sinirin
ustliindeki glisemiye ise hiperglisemi adi verilir. Kan glukoz seviyesi, glukoz
metabolizmasi ile ilgili butin metabolik yollarin (glikoliz, glikojenoliz,
glikojenez, glukoneogenez vb.) koordineli calismasi ve kontroll ile ayarlanir.
Kan glukoz seviyesinin duzenlenmesinde, karaciger ve hormonlarin etkisi
onemlidir. Kisa sureli acgliklarda, karacigerdeki glikojenden glikojenoliz
sonucu kana glukoz verilirken uzun sureli agliklarda ise karaciger tarafindan

glukoneogenezle kana glukoz verilir [2].

Glukoz tayin metotlari kolorometrik ve enzimatik metotlar olmak Uzere iki
tanedir. Kolorometrik metotlar Folin-Wu metodu ve o-Toluidin metodu;
enzimatik metotlar ise glukoz oksidaz metodu (enzimatik kolorimetrik metot)

ve hekzokinaz metodudur (enzimatik ultraviyole metot) [3].

Glukoz oksidaz enziminde (EC 1.1.3.4, B-D-glukoz:oksijen oksidorediktaz)



prostetik grup (aktif merkez) olarak FAD (flavin adenin dinltkleotid) bulunur.
Glukoz oksidaz enzimi glukozun molekuler oksijen ile yukseltgenip glukono-
O-lakton (glukono-1,5-lakton) ve hidrojen peroksidin (H20;) olustugu
reaksiyonu Kkatalizler. Lakton sulu ortamda herhangi bir enzime ihtiyag
duymaksizin hidroliz olarak glukonik aside donusur [4]. Reaksiyon agsagidaki
gibidir:

Glukoz + 0, —Sukezolsid , G 1ykonik asit + H,0,

Glukoz tayini gida islemleri ve fermantasyonda oldugu kadar klinik, biyolojik
ve kimyasal orneklerde de ¢ok onemlidir. Seker hastaliginin izlenmesi ve
tibbi teshis amaciyla glukoz tayinleri yaygin olarak kullaniimaktadir. Deri alti
dokularinda glukoz derigsimini surekli bir degerlendirmeye tabi tutabilmek ve
kandaki glukoz seviyesini belirleyebilmek amaciyla duyarli, segici, guvenilir

ve dusuk maliyetli glukoz sensorl Uretimi giderek artmaktadir [5].

Literaturler incelendiginde polianilin tabakasina glukoz oksidaz enziminin
immobilizasyonu [6]; polianilin film Gzerine c¢apraz baglama yontemi
kullanilarak glukoz oksidazin immobilizasyonu [7]; polianilin-poliizopren
kompozit filmi Gzerine elektrokimyasal yontemle hapsetme yapilarak [8]; ITO
cam elektrodunun kullanildidi polianilin-polivinilstlfonat kompozit filmi Gzerine
potansiyometrik metot kullanilarak [9] ; capraz bagl olarak gluteraldehit ile
bambu i¢ kabuk membrani Uzerine glukoz oksidazin immobilizasyonu [10];
platin elektrotta p-kolorofenolin elektrokimyasal polimerizasyonuyla glukoz
oksidazin immobilizasyonu [11] gibi amperometrik, potansiyometrik,

florimetrik yontemler kullanilarak glukoza duyarl biyosensorler hazirlanmistir.

Calismamizda glukoza duyarli yeni bir amperometrik biyosensor hazirlandi.
Bunun igin platin/polianilin-polivinilstlfonat (Pt/PANI-PVS) elektrodu anilinin
elektropolimerlesmesiyle hazirlandi. Hazirlanan bu elektrodun en iyi calisma

kosullari aragtirildi. Daha sonra elektrot ylzeyindeki polianilin-polivinilsulfonat



filme glukoz oksidaz enzimi hapsetme yontemiyle immobilize edildi. Glukoz
tayini enzimatik reaksiyon sonucu olusan hidrojen peroksidin 0,40 V' da
yukseltgenmesi esasina dayanilarak yapildi. Enzim elektrodun en iyi galisma
kosullari belirlendi ve performansini etkileyen faktorler incelendi. Daha sonra
biyolojik sivilardaki olabilecek muhtemel girisimler incelendi ve hazirlanan

enzim elektrotla kanda glukoz tayini yapildi.

Bu calisma Pt/PANI-PVS elektrodunun hazirlama kosullari; immobilizasyon

teknigi ve tayin yontemi agisindan diger ¢alismalardan farkhdir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Enzimler

Enzimler, canl igin yagsamsal 6nemi olan pek ¢ok fonksiyonun kontroltinde rol
alan, bir yandan da organizmada hemen hemen butiun kimyasal tepkimelere
katilarak, olugumlarini  inanilmaz  boyutlarda hizlandiran  biyolojik
katalizorlerdir. Cok defa renksizdirler, bazen sari, yesil, mavi, kahverengi ya
da kirmizi olabilirler. Suda ya da tuz ¢ozeltisinde ¢dzulebilirler. Her enzim bir
biyokatalizordUr. Bagka bir deyisle, enerji agisindan normal kosullarda hig
gerceklesemeyecek ya da ¢ok yavas gercgeklesebilecek kimyasal tepkimelere
katilarak, kendileri bir degisiklige ugramadan, bu tepkimelerin ¢ok hizli bir
sekilde gerceklesmesini saglarlar. Kuramsal olarak bir enzim belli bir
tepkimeye girip bir degdisiklige ugramadan ¢oktugu icin, surekli olarak ayni
turden tepkimelere katilabilmelidir. Ancak gercekte durum bodyle dedildir,

¢cUnkl enzimlerin de bir 6mrl vardir [12].

Insanlar gergekte binlerce yil ©ncesinden bu yana enzimlerden
yararlanmiglardir. Ornegin; alkol fermantasyonu, bira ve ekmek yapimi gibi
islemler ilk biyoteknolojik c¢alismalar olarak tanimlanabilir. Buna karsilik
enzimler hakkinda bilimsel denebilecek arastirma ve bulgular ancak
gectigimiz ylzyilda goérulmeye baslanmistir. 1783 yilinda Spallanzani’nin
atmaca mide suyunun eti ¢dzebilecedini bulmasi, 1811 yilinda Kirrchoff’'un
bugday nisastasinin zamanla dekstrin ve diger bilesiklerine donustugunu

belirlemesi enzimoloji konusundaki ilk calismalar olarak gosterilebilir [13].

2.2. Glukoz Oksidaz Enziminin Ozellikleri Ve Glukoz Tayininin Onemi

Glukoz oksidaz (GOD) enziminin aktivitesi ilk defa 1904 de Maksimow
tarafindan Aspergillus Nigerde saptanmistir. Enzimin oksidatif etkisi
oldugunu belirleyen Miiller (1928), saflastirilan enzimin sahip oldugu sari
rengin, bunyesindeki prostetik gruptan (flavin adenin dindkleotid, FAD)



kaynaklandigini 6ne surmustur. Keilin ve Hartree (1948) oksidasyonun FAD
tarafindan gergeklestirildigini; enzimin agiga ¢ikardigi H,O, ile antimikrobiyal

aktivite gosterip antibiyotik olarak davrandigini belirlemislerdir [14].

GOD’nin glukozu glukonik aside oksitledigi reaksiyon Sekil 2.1°de
gorulmektedir. Reaksiyon flavoenzimin once indirgendigi ve sonra da
yiikseltgenmesinin meydana geldigi iki basamak tizerinden yiiriir. indirgenme
yari basamaginda glukoz 2 proton ve elektronu enzime aktarip
glukonolaktona donugur. Yulkseltgenme yari basamaginda ise enzim

molekuler oksijen ile yukseltgenir ve hidrojen peroksit olusur [15].

CH,OH CHOH

DP-Glukoz i D-Glukono- I,S-lakton

0+ HO ————p=

D-Glukono-1,5-lakton o Glukonik asit

Sekil 2.1. Glukoz oksidazin katalizledigi reaksiyon



Sekil 2.1.'de verilen tepkime Glukoz oksidaz enziminin bunyesinde bulunan
FAD grubu Uzerinden yurumektedir. Sekil 2.2° de FAD molekulinun kimyasal

yapisi verilmistir [14].

o;\re’ ZNeR,

4

Riboflavin {

Sekil 2.2. GOD enziminin yapisinda bulunan FAD grubu

FAD’nin indirgenme Ozelligi riboflavin molekilunun indirgenmesi esasina
dayanir. FAD elektron akseptorlu olarak davranarak glukozu yukseltger;
ardindan molekuler oksijeni indirgeyerek hidrojen perokside donusturar ve

kendisi tekrar oksitlenmig formuna donusur [14].

2.3.Biyosensorler

Biyosensoarler; biyoloji, kimya, biyokimya, muhendislik gibi pek ¢ok bilim
alaninin  bilgi birikiminden yararlanilarak biyolojik molekullerin  veya
sistemlerin segicilik oOzellikleri ile modern elektronik tekniklerin iglem
yetenedinin birlestiriimesi sonucu geligtirilen biyoanalitik cihazlar olarak
tanimlanabilir [16]. Biyosensoérlerin tarini 1950°li yillarin ortalarinda L. C.
Clark’in kandaki glukoz seviyesini olgmesiyle basladi. Clark ve Lyons’un
gelistirdigi biyosensorlerde elektron alici olarak oksijen kullanilirken, daha
sonraki calismalarda elektron alici olarak redoks mediyatorleri kullaniimaya
baglanmigtir [17].



Glukoz + 0, —%2— Glukonik asit + H,0,

GOD = Glukoz oksidaz
GOD-FADH, + M,, === GOD-FAD + My + 2H,

Meqg = Moy = redoks medyatori

Uglinct nesil biyosensdrlerde enzimin redoks merkezi ile elektrot yiizeyi
arasinda direkt elektriksel iletisim saglanmis ve redoks mediyatorlerine

gereksinim kalmamistir [17].

Biyosensorlerde biyobilesen olarak enzimler yaninda doku kultirleri,
mikroorganizmalar, organeller, antikorlar ve nukleik asitler de
kullanilabilmekte olup olgum teknigine gore amperometrik, potansiyometrik,
termal, piezoelektrik, optik sensorler olarak adlandiriimaktadirlar [17].
Biyosensorlerin ylksek spesifiklik yaninda; renkli ve bulanik ¢ozeltilerde
genis bir derisim araliginda 6lgime olanak saglamak gibi Ustunlikleri vardir.
Fakat reseptor olarak adlandirilan biyobilesenlerin pH, sicaklik, iyon siddeti
gibi ortam kosullarindan etkilenmesi biyosensériun kullanim  dmrunu

kisalttigindan bir dezavantajdir [17].
2.3.1. Biyosensorlerin yapisi ve fonksiyonu
Biyosensorler biyobilesenler (reseptor) ile fiziksel bilesenlerden (transduser)

olusurlar. Biyosensorin calisma prensibi Cizelge 2.1'de sematize edilmistir
[18].



Cizelge 2.1. Biyosensorlerin yapisi ve ¢alisma prensibi

Biyobilesenler

Dénastartculer

Elektrokimyasal

) ontemler
Enzimler y
Doku kesitleri Potansiyometrik
Organeller Amperometrik : Veri  toplama
Numune Immuno ajanlar Konduktometrik Sinyal ve
J Guglendirici

Nukleik asitler
Mikroorganizmalar

Alan etkili transistorler
Piezoelektrik

degerlendirme

Kutle degisimi
Termistorler

Is1 deg@isimi
Optik

Fotometri

Florimetri

Luminesans

2.3.2. Biyobilegenler

Biyosensorlerin yapisinda gorev alan biyobilesenler ¢ogu kez biyoreseptor
olarak da adlandirilirlar. Bunlarin i¢cinde en yaygin kullanilanlar enzimler ve
antikorlardir [17].

Enzimler, mikroorganizmalar, organeller, doku kesitleri, antikorlar ve nukleik

asitler ve biyolojik membranlar igine yerlesmis kimyasal reseptorler,
sensorlerde biyobilesen (biyoreseptdr) olarak kullanilirlar. Biyoreseptorler
analizlenecek maddeyi donusume ugratirlar ve bu donusime eslik eden
degisimler transduser tarafindan algilanir. Yiksek spesifikliklerinden dolayi
enzimler en vyaygin kullanilan biyoreseptorlerdir. Uygun bir enzimin
bulunamamasi veya enzimin kararsiz olmasi ve birden ¢ok sayida maddenin
tayini durumlarinda hidcre sistemleri ve tercihen mikroorganizmalar kullanilr.
Mikroorganizmalar degisik reseptor davraniglari goOsterirler ve biyolojik
oksijen gereksinimi (BOD), toksisite ve mutajenite testlerinde basar ile

kullaniimaktadirlar [17].




2.3.3. Donustaruciler (Transduserler)

Transduserler, reseptorlerin biyolojik reaksiyonunu olgulebilir fiziksel bir
sinyale donusturarler. Biyokimyasal reaksiyona gore transduser segilir.
Elektrodlar amperometrik ve potansiyometrik dlgumlerde kullanilir ve burada
hedef; analitdir. (O* elektrodunda ¢dziinmiis O, pH elektrodunda H* iyonu
gibi). Optik sensorlerde hedef; 1sik, piezoelektrik sensorlerde ise kristalin

salinim rezonansinin kutle yuklenimi sebebiyle degismesidir [17].
2.3.4. Biyosensorlerin uygulama alanlari

Biyosensorler tip, tarim, gida, eczacilik, gevre Kkirliligi, savunma ve birgok
endustriyel aktivitede Ozellikle otomasyon, kalite kontroll, durum tesbiti ve
enerji saklanmasinda ¢ok 6énemli rol oynarlar. Bugline kadar 180’den fazla
farkh madde igin sensor hazirlanmis olup bunlardan ancak 25 kadarn ticari
olarak Uretilmektedir. Biyosensorler icin  mumkin uygulama alanlan

Cizelge 2.2’ de gosterilmistir [17].

Cizelge 2.2. Biyosensorler icin uygulama alanlari

Klinik teshis, biyomedikal sektor

Proses kontrolu

Biyoreaktor kontrolu

Gida Uretim ve analizi

Tarim ve veterinerlik

Bakteri ve virus teghisinde

ilag analizi

Endustriyel atik su kontrolu

Gevre koruma ve Kirlilik kontrolu

Maden isletmelerinde zehirli gaz analizleri

Askeri uygulamalar
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Hi¢ kuskusuz biyomedikal sektor biyosensorler igin en iyi pazardir. Bu alanda
uygulama olanagi bulan ilk biyosensorler enzim sensoérleridir. Ticari olarak
uretilen ilk biyosensor ise seker hastaligi teshisi i¢in kan ve idrarda glukoz

tayinini mimkuan kilan glukoz oksidaz elektrodudur [17].

Biyoteknoloji ve gida endustrisinde basta glukoz olmak Uzere bircok
monosakkarit, amino asitler, organik asitler (laktik asit) ure ve alkol
tayinlerinde enzim sensorleri kullaniimaktadir. Ayrica gidalardaki yabanci
maddeler (pestisidler, toksinler ve yabanci hormonlar vb. ) yaninda aroma ve

tazelik gibi kompleks parametreler icin de biyosensdrler hazirlanabilir [17].

llaglarin kot amagla kullanimi ve uyusturucu ile miicadelede biyosensérler
kullanilabilecektir. Uyusturucu arayan kopeklerin yerini biyosensorler alabilir.
Boylece ozellikle gumruklerde, karakollarda zaman kazanilacaktir. Toprak,
hava ve su Kirliliginin kontrolinde mikrobiyal sensorler ve enzim sensorleri
kullanilmaktadir [17].

2.4. lletken Polimerlerle Déniistiiriicii Hazirlanmasi

2.4.1. iletken polimerler

Polimerler, ilk bulunuslarindan bu yana genelde yalitkan malzeme olarak
kullanilmiglardir. ilk iletken polimer 1977 yilinda Shirakawa ve arkadaslari
tarafindan sentezlendikten sonra, 1990 yilina kadar yapilan c¢aligmalar,

¢Ozunebilir, kararli ve iletken polimerlerin sentezi Uzerine olmustur.

ElektrolUminesans konjuge polimerler ilk olarak 1990 yilinda sentezlendikten
sonra, polifenilenvinilen kullanilarak polimerik bazli 1sik yayma diyotu (PLED)
hazirlanmistir. Bunu takiben organik boya sensorlu ilk gunes pili 1991 yilinda
(O’Reagen ve Gratzel, 1991) ve ilk polimerik glines pili ise ¢ift tabakali olarak
1992 yilinda uretilmigtir [19].
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lletken polimerler hem kimyasal yolla hem de elektrokimyasal yolla
sentezlenebilmektedir. Elektrokimyasal sentezin, film Uzerine direkt
polimerizasyon ve daha saf polimer eldesi gibi bircok bakimdan kimyasal
senteze gore ustinluklerinin bulunmasina karsin, elektrokimyasal yolla
hazirlanan polimerin molekdl agirligini ve heterojenlik indeksini kontrol etmek

zordur.

2.4.2. Elektrokimyasal polimerizasyon

Elektrokimyasal polimerizasyon, genellikle elektrot ylzeyinde elektroaktif
polimer filmleri hazirlanarak yapilir. Bu yéntemde; kullanilan hticre icinde Gg¢li
elektrot (calisma, referans ve yardimci elektrotlar) sistemi, monomer ¢ozeltisi

ve elektrolit bulunur [20].

Elektrotlar
Referans = Calsma
(B (AgheCD (Bt AuC)

lektFa'rkh tip

Yot yuzaylen

\L'_
Gézenekli tabaka (’

Sekil 2.3. Elektrokimyasal hucre

Elektroindirgenme yonteminin en buyuk dezavantaji, polimerin yalitkan
formunda elde edilmesidir ki bu durum, elektrodun pasiflesmesine yol acar ve

polimer filminin elektrot yuzeyinde birikerek kalinlagsmasini sinirlar.

Elektroylkseltgenme ile sentezlenmigs polimerler, genellikle, kimyasal veya

elektroindirgenme yolu ile sentezlenmis polimerlere gore daha iyi 6zellikler
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gosterirler. YUkseltgenme elektropolimerizasyonu yonteminin avantajlar
siralanacak olursa:
1)YUksek elektroaktiflige sahip iletken polimerler, bir elektrot ylzeyinde

kolayca olusturulabilir.

2)Uygulanan potansiyel, polimerlesme zamani ve tarama hizi yardimiyla, film

kalinh@i, morfolojisi ve iletkenligi kolayca kontrol edilebilir.

3)Polimerizasyon yodnteminin ve elektrokimyasal/spektroskopik tekniklerle,

iletken polimerlerin 6zelliklerinin incelenmesine olanak saglar [20].

2.4.3. Elektrokimyasal polimerlesme mekanizmasi

Polianilinin sentezinde kullanilan birgok ydontem, degisik 6zellikte ve yapida
artinler vermektedir. Genellikle polimerizasyon isleminde monomerin radikal
bir katyonu, bir diger radikal katyon ile iki proton ayrilmasi sonucu bir dimer
olusturmaktadir. Monomerin yukseltgenmesi igin gerekli olan voltajda,
ortamda bulunan dimer ya da oligomerler de yukseltgenir ve bunlar, anilin
zinciri olusturmak tUzere daha sonra monomerin radikal katyonuyla tepkimeye
girerler. Genies ve Ark. (1985) ve Syed ve Sinesan (1991) ‘in bildirdigine
gore Mohilner ve Ark. (1962); Bretienbach ve Heckner (1971); Hand ve
Nelson (1974), anilinin elektropolimerizasyonu igin mekanizma onermislerdir.
Onerilen mekanizmalardaki ortak radikal Sekil 2.4’ de géruldigu gibi, g farkl
rezonans formu verir. Bretienbach ve Heckner (1971), tarafindan asidik ve
bazik ortamda anilinin anodik ylUkseltgenmesi igin iki mekanizma rapor
edilmistir. Mohilner ve Ark. (1962), asidik ortamda Onerilen mekanizmanin,
baslangictaki yuk transfer adimi igin kinetik parametrelerin dl¢iimesine ve
anot Uzerinde olusan ¢okelegin infrared galismalarindaki 6zellikleriyle direkt
olarak kargilastiriimasina dayandigini agiklamiglardir. Elde ettikleri deneysel
bulgular IS1ginda, anilinin elektrokimyasal yukseltgenmesinde
p-aminodifenilaminin bir ara Urdn olarak olustugunu dénermislerdir. Onlar,

p-aminodifenilaminin elektrokimyasal yukseltgenmesinin anilinden daha kolay
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oldugunu gostermislerdir. Asetonitril-piridin gibi bazik bir ortamda anilinin
polimerizasyon mekanizmasi, daha Once asidik ortamda Onerilen
mekanizmaya olduk¢a benzemektedir. Polianilinin olusum mekanizmasi
Sekil 2.4°de verilmigtir [21].

H H H
©_N/, H @.@ HG.é
\H € \H \H

~ |

/ H
H H Ha
c )

@L@L@@’ggﬁ%} “0¢

Polimer

Z---T

Sekil 2.4. Polianilinin olusum mekanizmasi

2.4.4. iletken polimerlerle enzim immobilizasyonu

iletken polimerler elektrodlarin elektroanalitk uygulamalarinda, enzim
immobilizasyonuna siklikla rastlaniimaktadir. Cizelge 2.3 ve 2.4’de goruldugu
gibi enzim kullanilan biyosensorlerin genig bir uygulama alani bulunmaktadir.
Aizawa ve Foulds tarafindan yapilan éncli c¢alismalarin ardindan enzimler
cesitli iletken polimerlerle immobilize edildi. Elektroliz ¢dzeltisinde

monomerlerle birlikte enzimin yer aldigi polimerizasyon ydontemi diginda bazi



14

teknikler yaygin olarak kullaniimaktadir. Enzim molekiline monomer
kimyasal olarak baglanabilmekte ve ardindan iletken polimer elektrolizle
uretilebilmektedir. Bu yontem ile kovalent bagli enzim elektrot elde
edilmektedir [22].

Cizelge 2.3. iletken polimerlerin kullanildigi glukoz biyosensdrleri

Enzim Polimer Tayin yontemi
Glukoz oksidaz Polipirol Amperometri
Potansiyometri

Poli(N-Metilpirol) Amperometri
Polianilin Amperometri
Poli(o-fenilendiamin) Amperometri
Poliindol Amperometri

Glukoz oksidaz ve Polipirol Amperometri

peroksidaz

Glukoz oksidaz ve katalaz Polipirol Amperometri

Glukoz dehidrojenaz Polipirol Amperometri




Cizelge 2.4. iletken polimerlerin kullanildig biyosensérler

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

Kolesterol oksidaz ve | Polipirol Amperometri
Kolesterol esteraz
Kolin Kolin oksidaz Polipirol Amperometri
Dopamin Tirosinaz Polipirol
Katekolamin
Galaktoz Galaktoz oksidaz Polianilin Amperometri
Glutamat Glutamat Polipirol Amperometri
Dehidrojenaz Polipirol Amperometri
Fruktoz Fruktoz dehidrojenaz | Polianilin Kondiktometri
Hemoglobin Pepsin Polipirol Amperometri
Hidrojen peroksit | Peroksidaz Polianilin
PPD Amperometri
L-Laktat Laktat oksidaz Polianilin Konduktometri
Lipitler Lipaz Polipirol Amperometri
NADH NADH dehidrojenaz Polipirol Amperometri
Fenoller Tirosinaz Polipirol Amperometri
Ure Ureaz Polianilin Potansiyometri
Konduktometri
Konduktometri
Urik asit Urikaz Polianilin Amperometri
Trigliseritler Lipaz Polianilin Kondiktometri

PPD-Poli(o-fenilendiamin)

Birden fazla enzimin iletken polimerlere immobilize edilmesiyle de
biyosensorler hazirlanabilmektedir. Laktat dehidrojenaz ve laktat oksidaz
enzimlerinin poli(fenildiamin) polimerine immobilize edilmesiyle ¢ok hassas

sensorler yapilmistir [22].

2.5. Biyobilesen immobilizasyonu

Biyosensorler farkh ozellikteki iki elemanin (transduser ve biyoreseptor)
kombinasyonu ile olusurlar. Uygun biyoreseptor ve transduser segildikten
sonra bunlarin birbirine baglanmasi asiimasi gereken en 6nemli sorundur. Bu

baglama islemi biyoreseptdr immobilizasyonu olarak tanimlanir. Baglama
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igsleminde c¢ok degisik yontemler kullanilabilir. Hangi yontemin kullanilacagi

secilen transduser ve biyoreseptore gore belirlenir [23].

2.5.1.Kovalent baglama

Kovalent bagl enzim sistemleri ile ilgili ilkk ¢alismalar Gruphofer ve Schleith
tarafindan 1953 yilinda diazoaktiflenmis poliamino stirene; a-amilaz, pepsin
ve ribonukleazin immobilizasyonu ile baslamistir. Kovalent baglanma
genellikle enzimin yapisinin ve fonksiyonel gruplarinin bilindigi durumlarda
kullanihr [24].

Kovalent baglama ile immobilizasyon, destek yuzeylerde uygun bir yontemle
etkin bolgeler olusturarak enzim molekulleri ile destek yuzeyler arasinda

kovalent bag olusturur.

Kovalent baglanma yonteminin en buyuk avantaji, baglarin ¢ok kuvvetli
olmasi, boylece her tlrli akis ortaminda kullanilabilirligidir. Enzim destek
materyali Uzerinde yer aldigindan substrat ile temasi kolaydir. Ayrica enzim
moleklll ve destek materyali birlikte genellikle 1sil kararhlik gosterirler.
Yontemin dezavantaji, destek materyali ile enzim arasindaki siki etkilesim

enzimin dogal konformasyonunu bozabilmesidir [25].

2.5.2. Tutuklama

Enzimler makromolekuler yapili proteinler olup polimer jel matrikslerde ve
daha basit olarak diyaliz membranlarinda tutuklanabilirler. Bu yontem
enzimler yaninda organeller, hucreler ve antikorlar icin de uygulanabilir.
Updike ve Hicks tarafindan hazirlanan ilk enzim elektrodunda glukoz oksidaz
(GOD) poliakrillamid jelinde tutuklanmigti. Guilbault ve arkadaslarinin
hazirladi§i Ureaz elektrodunda ise Ure suspansiyonu elektrot ylzeyinde
diyaliz membrani tarafindan sarilarak tutuklanmistir. Coézeltide enzim

aktivitesi hizla dustugunden fiziksel tutuklama yerine kimyasal kovalent
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baglama tercih edilir. Diger bir tutuklama yontemide elektrokimyasal

polimerizasyondur [23].

2.5.3. Capraz baglama

Bu yodntem biyosensor hazirlanmasinda daha c¢ok tutuklama ve kovalent
baglama ydntemlerinin kombinasyonu seklinde uygulanir. Capraz badlayici
reaktif olarak gluteraldehit, hekzametilen diizosiyanat, diflorodinitrobenzen sik
kullanilir. Bifonksiyonel reaktifler enzimler yaninda organeller, hicreler ve
antijenlerin immobilizasyonunda da uygulanir. Bazi c¢apraz baglayicilarin

formulleri Sekil 2.5'de verilmigtir [23].

0
4
H,C— C\ N=—C=—"0
/ H
H2G 0 (H2C)s
=
Hzc_ C\ N=—C=—7=0
H
Glutaraldehit Hekzametilendiizosiyanat
NCO NO,
NCS CHs NO, F
F
2-1zosiyanato-4-izotiyosiyanato-toluen 1,5-difloro-2,4-dinitrobenzen

Sekil 2.5. Bazi bifonksiyonel reaktiflerin kimyasal formulleri

2.5.4. Adsorpsiyon

Bu yontemde biyobilesenin film veya tabakaya adsorbe olmasi saglanir.

Biyobilesenlerin kimyasal yapisi ve fiziksel durumuna gére immobilizasyon
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yontemi belirlenir. Enzimler igin uygulanan tum immobilizasyon yontemleri

protein yapisindaki diger biyoreseptorler igin de uygulanabilir [23].

immobilizasyon yéntemine gére biyosensérlerin ortalama émiirleri asagida

verilmigtir:
Adsorpsiyon: 1 gun Membranda tutuklama: 1 hafta
Fiziksel tutuklama: 3-4 hafta Kovalent baglama: 4-14 ay

2.6. Enzim Sensorleri

Kullanildiklari reaksiyonda, yapisinda bir degisim olmadan reaksiyon hizini
arttiran maddelere katalizor denir. Enzimlerde bir c¢esit katalizordur.
Biyosensor teknolojisindeki ilk 6rnekler amperometrik ve potansiyometrik

esasli enzim elektrotlar seklinde ortaya ¢ikmigtir.

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

organlari ) seklinde siniflandirilabilirler [26].

Organ ( Orn: koku alma organi) = Doku = Tim Hiicre - Hucre
N%
Lipozom € Biyomembran (Orn: reseptdr) € Organeli (Orn: mitokondri)
%

Enzim = Antikor -  iyonofor

Sekil 2.6. Biyosensor teknolojisinde kullanilan biyoaktif materyal
siralamasinda enzimlerin yeri
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2.6.1. Enzim sensorlerinin genel galisma ilkesi

En genel anlamda bakildiginda bir enzim sensoru; iletici, ince bir enzim
tabakasi ve 6lcim kombinasyonundan olusmaktadir. Diger biyosensoérlerden
tek fark biyoaktif tabakada biyomolekll olarak enzimler bulunmaktadir [26].

Enzim sensorlerinin genel sematik gosterimi Sekil 2.7°de gosterilmigtir.

A Analizlenecek madde

B Imm obilize erzim
I £ Tetici eleman
IEI D: Olgiem sistemi

Ig_r

[B]—
-0
Al—e¢

Sekil 2.7. Enzim sensoérlerinin genel sematik gosterimi

Bir enzim elektrodunda enzimi iceren biyoaktif tabaka, enzimin katalizledigi
tepkimeye uygun bir iletim ve olgim sisteminin uzantisi olan bir iletici ile
birlestirimektedir. iletim sistemi biyoaktif tabakada gerceklesen enzimatik
tepkime sonucu olugsan urunun miktarindaki artigi tespit edebilecek sekilde
secilmelidir. Biyoaktif tabakadaki ve biyoaktif tabaka iletici ara ylzeyindeki
derigimlerin hizli bir sekilde dengeye ulasabilmesi igin difizyon engelini en
aza indirmek amaciyla biyoaktif tabaka kalinliginin mimkin oldugunca ince
olmasi gerekmektedir. Bunun yani sira biyoaktif tabakada sabit bir substrat
derisimi saglayabilmek i¢in 6lgme ¢ozeltisinin yeterli bir sekilde karistiriimasi
gerekmektedir. iletici sistemin 6lgme sistemine génderdidi sinyal biyoaktif
tabaka ile iletici ara yluzeyindeki derisimlerdeki degisiklige baglhdir. Ancak s6z
konusu derigsimler denge halinde Olgcme c¢ozeltisindeki derisimlerle orantil

oldugu igin gogu zaman kalibrasyon grafigi gizilerek sonuca varilir [18].
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2.6.2. Enzim sensorlerinin siniflandiriimasi
Enzim sensoérlerinin siniflandiriimasi en yaygin sekilde, enzimatik reaksiyon
uyarinca olugan sinyalin olguim yontemine gobre yapilmaktadir.

Cizelge 2.5’de bu siniflandirma gosterilmektedir [27].

Cizelge 2.5. Enzim sensorlerinin siniflandiriimasi

1- Elektrokimyasal Esasli Enzim Sensorleri;
Amperometrik Enzim Sensorleri;
Birincil nesil,
ikincil nesil,
Ugtinci nesil.
Potansiyometrik Enzim Sensorleri;
Proton duyar,
Amonyak duyar,
Karbondioksit duyar,
Diger iyon duyar.
Yar! iletkenleri Esas Alan Enzim Sensdrleri;
Enzim Alan Etki Transistorler (ENFET)
2- Optik Enzim Sensorleri;
Absorpsiyon esasli,
Flouresans esasll,
Biyoliuminesans esasili.
3- Kalorimetrik Enzim Sensorleri

4- Piezoelektrik Enzim Sensorleri
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2.7. Performans Faktorleri

2.7.1. Segcicilik

Biyosensorun kompleks bir matriks icerisinde tek basina analitik bir 6lgim
cihazi olarak kullanilabilmesini saglar. Segiciligin yeterli olmadigi durumlarda
calisma prosedurune bu eksigi giderecek ek iglemler eklenmesi gerekir.
Segiciligin zayif olmasindan kaynaklanan sorunlar biyosensérin kullanimini

zor hale getirmektedir [28].

2.7.2. Kullanim omrii

Biyolojik cevirici olarak enzim kullanildigi durumlarda enzim aktivitesindeki
azalma kullanim omrinu kisitlayan en o6nemli faktordur. Enzimin yasam
suresi, biyosensorun kullanim omrl yani sira kalibrasyon sikligi, stabilite,

tekrarlanabilirlik gibi parametreleri de etkilemektedir [28].

2.7.3. Kalibrasyon gereksinmesi

ideal bir biyosensériin hi¢c kalibrasyona gerek duymamasi ya da en az
kalibrasyona gereksinmesi istenir. Ama teorikte planlanan bu 6zellik pratikte
glnimuzde gercgeklestiriiememistir. Biyosensorlerin - kullanim — dmudrleri
boyunca sikga ya da belirli araliklarla kalibre edilerek duyarliliklarindan bir

sey kaybedip kaybetmedikleri arastirilir [28].

2.7.4. Tekrarlanabilirlik

ideal bir biyosensér elektrodunun ayni derisimde ya da ayni dzelliklere sahip
birden fazla 6rnede daldirimasiyla yapilan deneylerde ayni sonuglarin
okunmasi gerekir. Tekrarlanabilirik degeri ne denli iyi olursa o biyosensor

uygulamasi da o denli iyi olur [28].
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2.7.5. Kararhilik

Elektrot kararlihginin yidksek oldugu durumlar ideal biyosensdrler igin
gereklidir. Kararhlik, kullanilan enzimin fiziksel dayanikliigindan etkilendigi
gibi; pH, 1s1, nem, ortam O, derisimi, enzimi immobilize etmede kullanilan
polimerin  kimyasal ve fiziksel karakteri gibi parametrelerden de
etkilenmektedir [28].

2.7.6. Yuksek duyarlilik

Hazirlanan elektroda immobilize edilmis olan enzim; sadece belirli maddelere
(substratlara) karsi duyarh olmalidir. Duyarhlik, akim-derigsim egrisinin egimi
ile orantilidir. EGim degeri buyudukge duyarlilikta da artig gozlenir. Kullanilan
enzimin substratlari disinda biyosensorlerin girisim yapan maddelerden

etkilenmemesi istenir [28].

2.7.7. Yeterli duzeyde tayin siniri

Tasarlanan biyosensorun ideal tanimina uymasi igin tayin sinirinin belirli bir
derisim degerinin altinda olmasi gerekmektedir. Belirtilen bu tayin siniri
elektrot yulzeyinin blyukligu, enzimin tayin edilecek maddeye karsi olan
afinitesi, immobilize edilen enzim miktari, enzimin immobilizasyonunda

kullanilan polimer tabakasinin kalinli§i gibi faktorlerden etkilenir [28].

2.7.8. Genis olgum arahgi

Olgim arah§ denen bélge, biyosensdrden alinan akim-derisim egrilerinin
lineer oldugu derigim aralhigidir. Tum biyosensor uygulamalarinda c¢alisma
ortaminda belirli bir derisim degerine ulasildiktan sonra akim-derigim
egrilerinde lineerlikten sapma gdzlenmeye baslar. Bu durum enzimatik
egrilerin en Oonemli ve de karakteristik Ozelligidir. Lineerlikten sapmanin

nedeni yanit olarak okunan akim degerlerindeki degisimin azalmasindan
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kaynaklanir. Bunun nedeniyse ortamda artan analizlenecek madde miktarinin

fazlasiyla reaksiyona girecek enzim olmamasidir [28].

2.7.9. Hizli cevap zamani

Amperometrik uygulamalarda analizlenecek bir madde 06rnegini ¢alisma
ortamina enjekte etmeden oOnce elektrot yuzeyinde olusan akimin sabit
kalmasi istenir. Akim sabit kaldiktan sonra analizlenecek madde ortama
enjekte edilir ve akimdaki degisim kaydedilir. ikinci bir enjeksiyondan énce
akim degerinin yine sabit kalmasi beklenir. Iste ilk enjeksiyondan sonra
akimin tekrar sabit kalmasina kadar gecen zamana ‘cevap zamani’ denir.
Cevap zamaninin kisa ya da hizli olmasi ideal sensérlerin 6zelliklerindendir
[28].

2.7.10. Basitlik ve ucuzluk

Kullanimi, tasarimi basit ve ucuz biyosensorler hazirlamak biyosensor
yapiminda her zaman hedef alinmis bir diglncedir. Biyosensor yapilarinin
basitlestiriimesine en iyi ornek ikinci kusak biyosensorlerin yapilarinda
bulunan mediyatorlerin daha gelismis modeller olan Uguncu kusak

biyosensorlerde ortadan kaldiriimasidir [28].

2.8. Kaynak Arastirmasi

Saito ve arkadaslart 1997 vyilinda vyaptklari g¢alismada radikal
kopolimerizasyonla hazirlanan polivinilferrosen-co-2 hidroksietil metakrilat,
amperometrik glukoz sensorleri icin polimerik araci olarak kullaniimistir.
Glukoz oksidaz ve redoks kopolimerleri karbon pasta ile karistirilarak karbon
pasta enzim elektrodu glukozun amperometrik dlgimu icin hazirlanmistir. Bu
kopolimerler glukoz oksidazin 6n aktif merkezi ve elektrot arasinda polimerik
aracllar olarak gorev almisglardir. Biyosensorin cevap suresini ise 20 saniye

olarak bulmuslardir [29].
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Vidal ve arkadaslari 1999 yilinda yaptiklari ¢alismada glukoz ve kolesterol
tayini igin bir biyosensér hazirlamislardir. ilk olarak polipirol filmi icerisine
glukoz oksidaz enzimlerini hapsetmiglerdir ve poli-o-fenilendiamin film ile
yluzeyi kaplamiglardir. Biyosensorin analitik performansiyla polipirol
tabakasinda olugsan biyosensaorunkini kargilastirmiglardir. Bunun sonucunda

tek tabakali elektrodun tayin sinirini 1,35 uM, olarak bulmuslardir [30].

Xu ve arkadaglar 1999 yilinda yaptiklari galismada glukoz oksidaz varliginda
platin elektrotta p-klorofenolin elektrokimyasal polimerizasyonuyla yeni bir
amperometrik  glukoz  biyosensoru  gelistirmiglerdir. Biyosensorun
amperometrik cevabi fosfat tamponunda enzimatik reaksiyon sonucu olusan
hidrojen peroksitin ylUkseltgenme gerilimi olan 0,60 V’da olgtlmustur.
Sensorun performansini farkli monomer derigimlerinde ve polimerizasyon
potansiyellerinde incelemislerdir. Biyosensorin optimum sartlarda 2,4x10-* M
ile 1,5x102 M arasinda dogrusal cevap verdigini ve cevap suresinin ikKi
saniyeden daha az oldugunu tespit etmiglerdir. Askorbik asit ve Urik asit igin
fark edilebilir bir girisim gézlenmemistir. 90 gin sonra biyosensorin cevabi

neredeyse hi¢ degismemistir [11].

R. Garjonyte ve arkadaslari 2000 yilinda yaptiklari ¢alismada elektrokimyasal
olarak biriktirilmis polianilin tabakasina glukoz oksidaz enzimi immobilize
edilerek hazirlanan glukoz sensoérunun 6zelliklerini arastirmiglardir. Fosfat
tamponundan elektropolimerizasyon isleminin bir basamagina kadar
polianilinin bir tabakasindaki Prussya mavisi-modifiye platin elektrodu tUzerine
glukoz oksidazin immobilizasyonuyla secici amperometrik glukoz sensorleri
hazirlamiglardir. Askorbik asit ve asetaminofenin etkisi polianilinin

gecirimsizliginden dolayl tamamen giderilmistir [6].

Huaiguo Xue ve arkadaslari 2001 yilinda yaptiklarn galismada iletken
polianilin-poliizopren kompozit filmini elektrokimyasal yontemle

sentezlemislerdir. Film glukoz oksidaz immobilize edilerek bigimlendirilmig
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glukoz sensoérudur. Biyosensor icin uzun sure kararlilik ve yuksek segicilik
elde etmislerdir. Ayrica, uygulanan potansiyelin etkisini ve biyosensorin
karakteristigi Uzerine kompozit filminin bilesimini detayli bir sekilde

tanimlamiglardir [8].

Yang ve arkadaslari 2002 yilinda yaptiklari ¢alismada enzimin yuzeye
kovalent baglanmasi igin, gozenekli organik-inorganik sol jel bilegiklerini
kullanmiglardir. Bu bilesikler grafit tozu, ferrosen, amino ve metil silikattan
olusmuslardir. Grafit tozu elektrot icin iletkenlik saglamig; ferrosen yuzey ve
enzimin aktif bolgesi arasinda aracilik yapmig; amin gruplari ise karboimid
reaksiyonu Uzerinden enzim icin kovalent bag olusturmustur. Glukoz
biyosensorinun segiciligini degerlendirmek icin girisim yapabilecek
maddelerin etkisi arastiriimistir (sakkaroz, fruktoz, maltoz, ksiloz, sdulfit,
oksalat, Urik asit). Deneyler pH=7 ve 26 °C de yapilmistir. Fruktoz, maltoz,
ksiloz, sakkaroz, oksalat higbir girisime yol agmazken; asetaminofen ve Urik
asit 0,5 mM derisiminde girisim yapmistir. Stlfit ve askorbik asit ise elektrot
yuzeyinde dogrudan okside olmaktadir. Bundan dolayl ciddi bir girisime
sebep olurlar. Glukoz igin optimum elektrot cevabi 0,1-27 mM arasinda
dogrusal; hassaslik 1,3 yJA mM™"; kararlilik 2 ay ve tespit siniri 26 yM olarak
bulunmusgtur [31].

Sung ve Bae 2002 yilinda yaptiklari ¢calismada yeni bir glukoz biyosensoru
hazirlamak icin pirol ile birlikte polianyon, polietilen glikol ve glukoz oksidazin
elektrokimyasal polimerizasyonunu kullanmiglardir. Pt elektrot ylzeyinde
polipirol matriksi igine glukoz oksidazi tutuklamiglardir. Daha sonra
tutuklanan glukoz oksidaz, PEG (polietilen glikol) Gzerinden polianyon ile
birlesmistir. PEG 1000, 2000, 3000, 4000 gibi doért farkli zincir uzunlugu
denenmisg, bunlarin enzim immobilizasyonu ve elektrot islevi Uzerindeki etkisi
incelenmigtir. Enzim elektrodun hazirlanmasinda 800 mV potansiyel ve 225
mC/cm? film kahnh@r kullanmimigtir. Elektrot Gzerindeki immobilize enzimin

aktivitesi 119-209 mU/cm? arasinda deg@ismistir. Biyoaktivite ise daha uzun



26

PEG’ lerde artmigtir. Amperometrik cevap 270 nA mM~" cm™ kadar degisen
duyarllik ile 20 mM glukoz derisimine kadar dogrusallik gdzlemislerdir [32].

Li ve arkadaslari 2004 yilinda yaptiklari calismada PB-modifiye camsi karbon
elektrot Uzerindeki glukoz oksidaz immobilizasyonu silika sol-jel dis tabaka ile
saglanabilir olarak tanimlamislardir. Biyosensor sandwich bigimindedir.
Sensor dusuk potansiyel ve sol-fel mikroortaminda H,O, igin PB-modifiye
elektrodunun elektro indirgenmesi ile yuksek secimlilik ve hassaslik
gOstermektedir. Sol-jel film enzim tabakasinin dis ylzeyinde kararlihgin ve
hassasligin artmasina katkida bulundugunu belirtmislerdir. Hazirladiklar
biyosensoériin 0,475 mM glukoz derisiminde ylksek hassaslik, 1,182 yAmM-*
egim ve 0,02 mM tayin siniri gosterdigini tespit etmiglerdir. Bu biyosensoru

diyabetik hastalarin kan sekeri tayininde kullanmak Gzere denemiglerdir [33].

Xianhua Pan ve arkadaslari 2004 yilinda yaptiklari ¢alismada polianilin
glukoz oksidaz sensorunun hazirlanmasinda yeni bir metot arastirmislardir.
ilk olarak polianilin glukoz oksidaz elektrodunu tek bir basamakla elde
etmislerdir. Anilinin elektrokimyasal polimerizasyonuna kadar bir polimer filmi
icine enzimler tutuklamiglardir. Daha sonra PANI elektrod filminden glukoz
oksidaz uzaklagtirmak igin 6,0 mol/dm*® hidroklorik asit ¢dzelsiyle hidroliz
etmislerdir. Son olarak, aktif PANI glukoz oksidaz sensorl tekrar elde etmek
icin  PANI filmine glukoz oksidaz immobilize etmislerdir. Substrat
konsantrasyonu, potansiyel, pH, sicaklik gibi ¢esitli faktorlerin cevap akimina
etkisini arastirmiglardir. Hazirlanan biyosensorian akim cevabi ilk 2 glnde
maksimuma ulasmig, daha sonra 30 gunlik bir sirecte sadece % 4,6
azalmistir. Islemde yapilan ikinci adim aktif enzim iceren tampon
¢Ozeltisindeki indirgenmis polianilinin oksidasyon derecesi slresince enzim
uygulanmigtir. Hazirlanan PANI glukoz oksidaz sensorundn
karakterizasyonunu hakkinda bilgiyi SEM, FT-IR, UV-Vis yardimiyla tespit
etmiglerdir [34].
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Luo ve arkadaslari 2004 yilinda yaptiklari ¢calismada glukozun tayini igin
kolay hazirlanabilen ve homojen bir biokompoziti temel alan amperometrik bir
biyosensor hazirlamiglardir. Bu biokompoziti chitosan hidrojel, altin
parcaciklari ve glukoz oksidazin direkt ve kolay elektrokimyasal tutuklanma
metotlarindan yararlanarak hazirlamiglardir. Biyosensorin cevap suresini
oldukga kisa bulmuslardir. Glukoz igin tayin sinirini 2,7 yM; 5,0 ile 2,4 mM

arasinda dogrusallik sergiledigini belirtmiglerdir [35].

Haihui Zhou ve arkadaslari 2005 yilinda yaptiklari ¢alismada nano-fibréz
polianilinin yayillmis platinyum mikropartikillere dayanan amperometrik
glukoz biyosensorin segiciligi ve hassasiyeti Uzerine g¢alismiglardir. Poli(m-
fenilendiamin) (PMPD), glukoz oksidazin varliginda platinyum-modifiye PANI
ustine depolamiglardir. PANI, Pt/PANI ve PMPD-GOD/Pt/PANI'nin
morfolojisini taramali elektron mikroskobuyla incelemislerdir. Sonuglardan
PANI'nin nano-fibréz bir morfolojiye sahip oldugunu elde etmislerdir.Enzim
elektrot 2,0 x 107®* M’dan 12,0 x 1072 M’a liner araliginda glukoza mikemmel
bir yanit performansi sergilemistir. PMPD’nin secici gecrigenligi sayesinde,
enzim elektrodun urik asit ve askorbik aside iyi bir zit etkilesim gosterdigini
tespit etmislerdir. Enzim elektrodun maksimum akim yogunlugunu
917,43 A cm™ olarak; Michaelis-Menten sabitini ise 9,34 x10* M olarak
bulmuglardir. Ayrica bu glukoz biyosensorunun iyi kararlihk ve

tekrarlanabilirlige sahip oldugunu belirtmiglerdir [36].

Kathleen Grennan ve arkadaslari 2006 yilinda yaptiklari galismada polianilin
esas alinarak hazirlanan  biyosensorun  karakterizasyonunu  ve
optimizasyonunu arastirmiglardir. Yaptiklari ¢calisma sensér performansinin
iki yonunun optimizasyonu ve karakterizasyonunu agiklamaktadir. (iletken
polimer tabakasi(polianilin) ve immobilizienmis protein tabakasi). Elektrot
yuzeyi Uzerine elektrokimyasal olarak biriktirilmis polianilin filminin kalinhiginin
etkisi amperometrik sensér performans 6zelliklerinin etkisiyle tanimlandigini

belirtmiglerdir. Tamamladiklari filmin morfolojisi ve iletkenliginin polimer
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filminin kalinhdina etkisini de belirlemiglerdir. Protein immobilizasyonunun
elektrostatik metodunu kullanmiglar, taramali elektron mikroskobu yardimiyla
sensor yuzeyi Uzerindeki proteinlerin bir grubunun direkt goruntisunu elde
etmiglerdir. Artan protein derisiminin etkisi altinda sensoérin performansinin

anlasilmasini saglamislardir [37].

Yuezhong Xian ve arkadaslari 2006 yilinda yaptiklari c¢alismada Au
nanopartikil (NPs)- iletken polianilin (PANI) nanofiberlerin kompozitlerine
dayanan yeni bir glukoz biyosensoru gelistirmiglerdir. Hidrojen peroksidin
elektrokimyasal oksidasyonuyla nanokompozit ylzeyi Uzerine Nafion ve
glukoz oksidazla immobilizlenmig, glukoza duyarli hassas ve segici bir
biyosensor gelistirmiglerdir. Glukoz biyosensoéru icin 5,0 x 107 M ve
2,3 mA/M’ lik egim ve algilama kararlihgiyla 8,0 x 10~ mol/L ile 1,0 x 10 ¢
mol/L araliginda liner bir kalibrasyon egrisi elde etmiglerdir. Ayrica, glukoz
biyosensorinun muikemmel bir tekrarlanabilirlik ve iyi iglevsel kararlilik

gOsterdigini tespit etmislerdir [38].

P. D. Gaikwad ve arkadaslari 2006 yilinda yaptiklari ¢alismada polianilin-
sulfurik asit ve glukoz oksidaz elektrodunu incelemiglerdir. TmA/cm? akim,
1,0 pH, 1,0 M H,SO4 ve 0,2 M anilin ile potansiyometrik metotla Polianilin-
sulflrik asit filminin sentezi icin platin elektrot kullanmislardir. Sentezlenen
polianilin-sulfirik asit filmlerini taramali elektron miskroskobisi (SEM), Fourier
donusturact  infrared  spektroskopisi  (FTIR),  UV-gdérunuar  bdlge
spektroskopisi, elektriksel iletkenlik ve elektrokimyasal teknikle karakterize
etmiglerdir. Daha sonra glukoz, ¢apraz baglama metoduyla sentezlenen
polianilin-sulfirik asit filminin Gzerine immobilize edilmis, PANI-H,SO4-GOD
elektrodunun asetat ve fosfat tamponundaki hassashgini incelenmistir.
Potansiyometrik Olgimler sonucunda fosfat tamponunun asetat tamponuna

nazaran daha hizli cevap verdigini bulmusglardir [7].

P. D. Gaikwad ve arkadaslari 2007 yilinda yaptiklari ¢alismada glukozun
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tayini icin potansiyometrik metod yardimiyla PANI-PVS-GOD elektrodu
geligtirmiglerdir. ITO kaplh cam elektrotu 0,2 M anilin, 0,5 M PVS ¢ozeltisi,
1,0 pH ve 1 mA/cm? akim yodunluguyla potansiyometrik metot kullanilarak
PANI-PVS filminin sentezi icin kullanmislardir. Sentezledikleri PANI-PVS
kompozit filmini elektrokimyasal teknik, elektrik iletkenligi, UV-gorandr bdlge
spektroskopisi, FTIR spektroskopisi ve taramali elektron mikroskobisi
yardimiyla karakterize etmiglerdir. Daha sonra glukoz oksidazi; PANI-PVS
filminin Uzerine gluteraldehitle gcapraz baglama yoluyla immobilize etmislerdir.
Fosfat ve asetat tamponundaki PANI-PVS-GOD elektrodunun duyarhhg:
uzerine galismiglardir. Yaptiklari potansiyometrik dlgimler sonucunda asetat
tamponuna karsin fosfat tamponununda daha hizli cevaplar alindigini
belirtmiglerdir [9].

Dan Shan ve arkadaglari 2008 vyilinda vyaptklari ¢alismada
elekropolimerizasyon yontemini kullanarak elektrokimyasal biyosensor dizayn
etmiglerdir. Glukoz oksidazin varhginda poli(akrilonitril-ko-akrilik asit)-kaph
platin elektrodundaki anilinin elektropolimerizasyonuyla biyolojik  film
hazirlamiglardir. EIS ve SEM’ In sonuglarindan kompozit polimer filmindeki
enzim igin basarili bir immobilizasyonun gercgeklestirildigini belirtmiglerdir.
Yeni glukoz biyosensoéri iyi segicilik ve kararlilik sergilemistir. Birbirini izleyen
40 olcimden ve 4 °C fosfat tamponu ¢ozeltisinde saklanarak aralikli olarak
yaptiklart 45 gunluk Olgimden sonra aktivitede belli bir kayip
gbzlememiglerdir. Ayrica, sensorun amperometrik cevabi Uzerine sicaklik,
¢Ozeltinin pH’si, uygulanan potansiyelin etkisiyle beraber biyosensorin

optimizasyonunu arastirmiglar ve tartismislardir [39].

Lihuan Xu ve arkadaglar 2009 yilinda yaptiklari ¢alismada polianilinle kaph
karbon nanotiplerinin nanokompozitleri (CNT) ve dendrimer-igceren Pt
nanopartikullerine (Pt-DENs) dayanan amperometrik glukoz biyosensoru
hazirlamislardir. Proton ekli PANI ile kapli CNT sentezlemigler ve Pt-DENS;
PANI/CNT kompozit ylzeyi Uzerine absorbe etmislerdir. Sonra glukoz

oksidazi c¢apraz baglama yontemiyle Pt-DENS/PANI/CNT kompozit film
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Uzerine  immobilize  etmiglerdir.  Sonugta  hazirladiklari  GOx/Pt-
DENs/PANI/CNT elektrodun glukoza kargi mukemmel cevap performansi
(dislik algillama seviyesi, genis liner araligi, kisa cevap zamani, yuksek

duyarllik ve kararlilk) gosterdigini ifade etmislerdir [40].

Chen Hailing ve arkadaslari 2009 yilinda yaptiklar ¢alismada Prussian Blue
modifiye edilmis camsi karbon elektrodu Ustine modifiye silikat-polivinil
asetat matriksindeki glukoz oksidazin immobilizasyonuna dayanan
amperometrik  glukoz biyosensori  gelistirmiglerdir.  Yuksek kararli
PB-modifiye elektrodunu CV voltametrisini kullanarak etilendiamin tetraasetik
asit, FeCls, K3[Fe(CN)g]I'nin elektrokimyasal ¢oktirilmesiyle hazirlamiglardir.
CV seklinin potansiyel araliginin etkisi, elektrolit katyonlari, uygulanan
potansiyel, pH, sicaklik ve beraberinde var olan substratlar arastiriimistir.
Glukoz biyosensorun algilama sinirini; 20 ymolL™"den 2 pmolL™"e lineer
aralikla 8,1 umolL™" olarak bulmuslardir. Hazirlanan biyosensorin hizl
cevap, iyi segicilik, mukemmel tekrarlanabilirlik ve kararlilik gosterdigini
belirtmiglerdir [41].
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3. DENEYSEL KISIM

3.1. Cihazlar ve malzemeler

3.1.1. Elektrokimyasal analiz cihazi

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

elektrokimyasal analiz cihazi kullanildi.

3.1.2. Hiicre ve elektrotlar

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

kullanildi.

T Eamosoe. =

Sekil 3.1. Kaplama ve 6lgme yapmada kullanilan hticre sistemi

3.1.3. pH metre

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

iyonmetre cihazi kullanildi.
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3.1.4. Su banyosu

Isitma, sogutma ve sabit sicaklik ¢alismalarinin gerektigi durumlarda Grant

W14 marka termostath sirktulasyonlu su banyosu kullanildi.

3.1.5. Mikro pipet

5 uL — 500 pL c¢ozelti ilaveleri igin Volac marka + 0,05 pyL hassasiyeti olan

mikro pipetler kullanildi.

3.1.6. Argon gazi

Cozeltide ¢6zunmus halde bulunan oksijeni uzaklastirmak igin Kargaz

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

3.1.7. Saf su

Cozeltinin hazirlanmasinda kullanilan saf su; GFL marka saf su cihazindan

saglandi.

3.1.8. SEM analizi

Gazi Universitesi Muhendislik ve Mimarlik Fakiltesi Kimya Mihendisligi
béliminde Joel 6360 marka cihaz ile elektrotlarin ylzey fotograflari elde
edildi.

3.2. Kullanilan Reaktifler ve Ozellikleri

Calismada kullanilan kimyasal maddelerin adlari, saflik dereceleri ve temin

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

Kimyasal Madde Saflik Derecesi Temin Edildigi
Firma
Anilin %99,5 Merck
06=1,02g/cm?
Polivinilsulfonat %25 6=1,18 g/mL | Aldrich
Sodyum hidroksit (NaOH) % 96 Fluka
Hidroklorik asit (HCI) % 36,5 BDH
Sodyum monohidrojen fosfat | - Merck
(NaHPO,)
Sodyum dihidrojen fosfat - Merck
(NazHPO4)
Hidrojen peroksit (H,05) %35 0=1,13kg/L | Merck
Sodyum perklorat (NaClO,4) | % 98 Aldrich
Glukoz - Merck
Urlk asit (C5N403H4) % 99 Slgma
Askorbik asit (CeHgOg) % 99,7 BDH
Parasetamol (Asetaminofen) | % 99,4 -
Trikloro asetik asit (TCA) % 99,5 Merck

3.2.1. Kullanilan ¢ozeltiler

Hidrojen peroksit: % 35’ lik 6=1,13kg/L olan hidrojen peroksitten belirli bir
miktar alinarak derigimi yaklasik 0,1 M olacak sekilde 100 mL stok ¢ozelti
hazirlandi. Farkh derigsimlerdeki hidrojen peroksit c¢ozeltileride suyla

seyreltilerek hazirlandi.

Fosfat tamponu: Monosodyum hidrojen fosfat ve disodyum hidrojen fosfat
belli miktarlarda tartilarak saf suda ¢ozuldu, hazirlanan ¢ézeltinin pH’ s1 0,1 M
NaOH ve 0,1 M HClI ile 7,5’a ayarlandi ve ¢ozeltideki analitik derisimi 0,1 M
olacak sekilde seyreltildi. Farkh pH ve derisimlerdeki tampon c¢ozeltileri
hazirlamak icin ayni yol izlendi. Tampon ¢ozelti buzdolabinda + 4 °C’ ta

saklandi.

Enzim ¢ozeltisi: Toplam aktivitesi 100 Unite olan glukoz oksidaz enzimi alindi
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ve saf suda ¢ozuldukten sonra hacim ol¢ulu balonda 10 mL’ye tamamlandi
(10 Unite/mL). Deney sirasinda kullanilacak olan enzim ¢ozeltisi
buzdolabinda bekletildi. Uzun sure kullaniimadigi zaman ¢ozelti derin

dondurucuda saklandi.

Glukoz ¢ozeltisi: Belli bir miktarda tartilan glukoz pH’ si 7,4 olan 0,1 M fosfat
tamponuyla 1,0 x 10 M ve 1,0 x 10 M 10 mL ¢dzeltisi hazirlandi. Farkh pH
ve derigsimlerde glukoz ¢ozeltisi hazirlamak iginde ayni yol izlendi. Hazirlanan
glukoz c¢ozeltisi en fazla 7 gun kullanildi. Bu slre iginde buzdolabinda

muhafaza edildi.

Askorbik asit ¢ozeltisi: Katl askorbik asitten belli bir miktar tartilarak derisimi
0,1 M olan fosfat tamponunda 1,0 x 102 M, 10 mL stok askorbik asit ¢ozeltisi
hazirlandi. Farkli derigsimlerdeki askorbik asit c¢ozeltileri belli hacimlerde

alinarak fosfat tamponuyla seyreltilerek hazirlandi.

Urik asit ¢ozeltisi: Kati Urik asitten belli bir miktar tartilarak 0,1 M sodyum
hidroksit ¢ozeltisinde ¢ozuldikten sonra fosfat tamponu eklenerek 1,0 x 103

M, 10 mL stok urik asit ¢ozeltisi hazirlandi.

Parasetamol c¢ozeltisi (asetaminofen): Kati parasetamolden belli bir miktar
tartilarak, Uzerine fosfat tamponu eklenip 1,0x10* M, 10 mL stok

parasetamol ¢ozeltisi hazirlandi.

Triklorasetik asit (TCA) ¢ozeltisi: Kati trikloroasetik asitten belli bir miktar
tartihp kutlece % 10’ luk 10 mL ¢dzelti hazirlandi.

Sodyum perklorat: Kati sodyum perklorattan belli bir miktar tartihp 1 M, 100
mL NaClO, ¢ozeltisi hazirlandi.
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Sodyum hidroksit ¢ozeltisi: Kati sodyum hidroksitten belli bir miktar alinip saf

suda ¢ozulerek 0,1 M, 250 mL ¢dzeltisi hazirlandi.

Hidroklorik asit ¢ézeltisi: Derisik HCI’ den belli bir miktar alinip uygun sekilde
seyreltilerek 0,1 M, 250 mL ¢ozeltisi hazirlandi.

3.3. Platin Yuzeye Polianilin-polivinilsiilfonat Kaplanmasi

Elektrot ylzeyinin temizlenmesi: Kaplama igsleminden once platin levhanin
ylzeyi mekanik, kimyasal ve elektrokimyasal olarak temizlendi. ik olarak
platin ylzeyi sifir numara zimpara ile parlatildi, daha sonra aleve tutuldu. 5
dakika sure ile aseton, etil alkol, derisik HCI ve derigik nitrik asit icerisinde
bekletildi. Tekrar saf su ile yikandi, kurutuldu ve yuzeydeki su uzaklagtirildi.

Her kaplama isleminden 6nce ylzey bu sekilde temizlendi [42].

Temizlenmis Pt levha elektrodunun yizeyi polianilin-polivinilstlfonat film ile
kaplandi. Polianilin, elektrot yuzeyine anilinin elektropolimerlesmesi ile
biriktirildi. Elektropolimerlesmede Uglu elektrot sistemi kullanildi. Calisma
elektrodu olarak platin levha ( 0,5 cm? ), karsit elektrot olarak platin tel ve
referans elektrot olarak da Ag/AgCl elektrot kullanildi. Polianilin-
polivinilsulfonat film elde etmek amaciyla anilinin hicre igi derisimi 0,2 M
olacak sekilde 183,5 pL anilin, 2,5 mL polivinilsilfonat (%62), 7,3 mL su
eklenmesiyle toplam 10 mL’ lik bir ¢dzelti hazirlandi. Bu ¢dzeltiye temizlenmis
platin elektrot daldirildi ve 10 dakika argon gazi gecirilerek ¢ézeltideki oksijen
uzaklastiriidi. 0,75 V potansiyelinde anilinin polivinisilfonatli ortamda platin
yuzeyde elektropolimerlesmesi gergeklestirildi. Kaplama igsleminden sonra
elektrot ylzeyi saf su ile yikandiktan sonra kullaniimak Uzere tampon iginde
bekletildi. Boylece platin/polianilin-polivinilsilfonat  (Pt/PANI-PVS) elektrot
hazirlandi. Hazirlanan Pt/PANI-PVS elektrodun ylzeyinin taramali elektron
mikroskobu (SEM) ile fotografi ¢ekildi.
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3.4. Platin/Polianilin-Polivinilsiilfonat (Pt/PANI-PVS) Elektrot igin En lyi

Calisma Kosullarinin Arastiriimasi

3.4.1. Polianilin-polivinilsiilfonat filmin elde edilme potansiyeli

Anilinin polivinilstlfonatli ortamda elektropolimerlesmesi 0,75 V; 0,95 V;
1,10 V (Ag/AgCl) da olmak Uzere Ug farkli sabit potansiyelde gergeklestirildi.
Belirtilen potansiyellerde kaplanan elektrodlarin  hidrojen perokside
duyarhliklari belirlendi. Her potansiyel igin hidrojen peroksit derigsimine karsi

akim degisimi grafige gegcirildi (Sekil 4.2).

3.4.2. Anilin derigiminin etkisi

Pt/PANI-PVS elektrot hazirlanirken kullanilan elektrokimyasal hucredeki
anilin  derisiminin elektrodun hidrojen peroksite duyarlligina etkisini
incelemek amaciyla, elektropolimerlestirme islemi 4 farkli anilin derisiminde
gergeklestirildi: 0,05 M; 0,1 M; 0,2 M; 0,3 M. Elektrokimyasal hicreye hicre
ici derigimi 0,05 M olacak sekilde anilin, 2,5 mL PVS ve 7,3 mL su konuldu.
Bu cozeltiye temizlenmis platin elektrot, Ag/AgCl elektrot ve platin tel
daldinidi. Daha sonra 10 dakika argon gazi gecirilerek ortamdan oksijen
uzaklastirildi. 0,75 V’da anilinin polivinilstlfonatli ortamda platin yluzeyde
elektropolimerlesmesi gergeklestirildi. Elektrokimyasal hicreye pH degeri 7,5
olan fosfat tamponu c¢ozeltisinden 9 mL ve 0,5 M sodyumperklorat
¢ozeltisinden 1 mL ilave edildi. Kararl bir akim elde etmek i¢in 0,40 V sabit
potansiyelde dengeye getirildi. Daha sonra elektrokimyasal hlcreye artan
derisimlerde hidrojen peroksit ¢ozeltisi ilave edildi. 300 saniye karistirildi ve
sabit potansiyelde 200 saniye sonunda akimlar kaydedildi. Bu iglemler diger
0,1 M; 0,2 M; 0,3 M anilin derigimleri icin de gerceklestirildi. Elde edilen akim
farklari hidrojen peroksit derigsimine kargi grafige gecirildi ve grafikten

elektropolimerlesme igin en iyi anilin derisimi belirlendi.
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3.4.3. Film kalinhginin etkisi

Film kalinlhiginin, elektrodun hidrojen peroksite duyarliligina etkisi farkli
surelerde kaplama islemi gercgeklestirilerek incelendi. Bu amagla platin
elektrot yarim saat, 1 saat, 2 saat ve 3 saat surelerinde; anilinin hucre igi
derigimi 0,2 M olacak sekilde bolum 3.3’de anlatildigi gibi kaplandi ve her bir
elektrot pH’ s1 7,5 olan fosfat tamponundan ¢oézeltisinden 9 mL ve 1 mL
sodyumperklorat ¢ozeltisinden olusan elektrokimyasal hicre igerisinde
0,40 V’da dengeye getirildi. Denge isleminden sonra elektrokimyasal huicreye
artan derisimlerde hidrojen peroksit ¢ozeltisi ilave edilerek akimlar kaydedildi
ve hidrojen perokside karsi grafige gecirildi. Elde edilen grafikten farkh

elektropolimerizasyon surelerinden en uygun film kalinhdi belirlendi.

3.4.4. Caligma potansiyelinin belirlenmesi

Bolim 3.3'de belirtildigi gibi hazirlanan Pt/PANI-PVS elektrot, Ag/AgCl
elektrot ve platin tel pH’s1t 7,5 olan 9 mL fosfat tamponu ve 1mL 0,5 M
sodyumperklorattan olusan hicreye daldinldi. Elektrot 0,10 V' da dengeye
getirildi. Daha sonra elektrokimyasal hucreye artan derisimlerde hidrojen
peroksit ¢ozeltisi ilave edildi, her bir ilaveden sonra 300 saniye karigtirildi ve
0,10 V’ da 200 saniye sonra akimlar okundu ve kaydedildi. Elde edilen akim
degerleri hidrojen peroksit derisimine kargi grafige gecirildi. Diger 0,20 V,
0,30V, 0,40 V, 0,50 V, 0,60 V ve 0,70 V potansiyelleri i¢gin de ayni islemler

gerceklestirildi. Elde edilen grafiklerden en iyi calisma potansiyeli belirlendi.

3.4.5. pH’niIn etkisi

Hazirlanan Pt/PANI-PVS elektrodunun amperometrik cevap akimi Uzerine
pH’nin etkisini incelemek amaciyla pH’si 5,5; 6,5; 7,5; 8,5; 9,5 olan fosfat
tamponu hazirlandi. Hicre igine pH’s1 5,5 olan 9 mL tampon ¢ozeltisi ve 1mL
sodyumperklorat ilave edildi. Elektrot 0,40 V' da dengeye getirildi. Denge
isleminden sonra farkh derisimlerde hidrojen peroksit ilaveleri yapildi ve elde
edilen akimlar kaydedildi. Ayni islemler pH degeri 6,5; 7,5; 8,5; 9,5 olan fosfat
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tamponlari iginde tekrarlandi. pH degerlerine kargi akim farklari grafige

gegirildi.

3.5. Platin/ Polianilin-Polivinilsiilfonat Elektrodu Kullanilarak Serbest

Enzim ile Hiicrede Olusan H,O,’in Olgiilmesi

Bolum 3.3’de belirtildigi gibi hazirlanan elektrot; 9 mL fosfat tamponu, 1 mL
sodyumperklorat ve 100 uL glukoz oksidaz enzimi bulunan hicreye daldirildi.
Elektrot sabit potansiyelde 0,40 V' da dengeye getirildikten sonra farkh
derisimlerde glukoz ¢ozeltisi ilaveleri yapildi. ilaveler sonucunda hiicrede

olusan akimlar okundu ve glukoz derisimine karsi grafige gecirildi.

3.6. Enzim Elektrodunun Hazirlanmasi

Glukoz oksidaz enzimi, polimerin elektrot yuzeyinde olusumu sirasinda
ortama konularak polimere hapsetme yontemiyle immobilize edildi. Bu iglem
icin Uglu elektrot sistemi kullanildi. Calisma elektrodu olarak platin levha
(0,5 cm?), karsit elektrot olarak platin tel ve referans elektrot olarak Ag/AgCI
elektrot kullanildi. Bir hicre igerisine 183,5 uL anilin; 2,5 mL polivinilstlfonat
(%62), 1 mL glukoz oksidaz (10 Unite/mL) enzimi ve 6,3 mL saf su konarak
10 mL’lik bir ¢ozelti hazirlandi. Bu ¢dzelti igerisine temizlenmis platin levha,
Ag/AgCI elektrot ve platin tel daldirildi. 0,75 V sabit potansiyelde 1 saat
bekletilerek platin ylUzeyine anilinin polimerlesmesi sirasinda polimer igine

enzim hapsedildi ve boylece enzim elektrot hazirlanmig oldu.

Elektropolimerlesmeden sonra elektrot ylzeyi bol su ile yikandi ve enzim

elektrodun taramali elektron mikroskobu(SEM) ile fotografi alind.

3.7. Enzim Elektrodunun Glukoza Duyarhhginin Belirlenmesi

Bolum 3.6'daki gibi hazirlanan enzim elektrodunun glukoza duyarlihidinin

belirlenmesi igin Ugli elektrot sistemi kullanildi. Ugli elektrot sisteminde
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calisma elektrodu olarak hazirlanan enzim elektrot, referans elektrot olarak
Ag/AgCI elektrot, karsit elektrot olarak ise platin tel kullanildi. Elektrokimyasal
hicreye pH’si 7,5 olan fosfat tamponundan 9 mL ve 1 M’ lik sodyumperklorat
gOzeltisinden 1 mL konuldu. 0,40 V sabit potansiyelde enzim elektrot
dengeye getirildi. Kararh hale gelmesinden sonra farkli derigsimlerde
hazirlanan glukoz ¢ozeltilerinden ilaveler yapildi. Her ilaveden sonra ¢ozelti
300 saniye karistirildi ve 200 saniye sonra akim degerleri okunup, kaydedildi.
Glukoz derisimine kargi dl¢ulen akim degerleri grafige gegirildi ve glukoz igin

duyarl ¢calisma araligi belirlendi.

3.8. Enzim Elektrodunun En lyi Calisma Kosullarinin Belirlenmesi

Enzim elektrodunun en iyi ¢alisma kosullarinin belirlenmesi icin pH’nin etkisi,
sicakligin etkisi, substrat derisiminin etkisi, enzim elektrodunun tekrar

kullanilabilirligi ve raf dmrinin belirlenmesi ¢alisildi.

3.8.1. pH’niIn etkisi

Bolum 3.6’da ki gibi hazirlanan ve kararli hale getirilen biyosensorun
amperometrik cevap akimi Uzerine pH’nin etkisini incelemek icgin pH’si 5,5;
6,5; 7,5; 8,5; 9,5 olan tampon c¢ozeltiler hazirlandi. Bu tampon c¢ozeltilerle
1,0x102 M’ ik glukoz ¢ozeltisi hazirlandi. Hucre igine pH degeri 5,5 olan
tampon ¢oOzeltisinden 9 mL ve sodyumperklorat ¢ozeltisinden 1 mL konuldu.
Elektrot bu ¢ozeltide 0,40 V'da dengeye getirildi. Sonra pH degeri 5,5 olan
tampon ¢ozeltisiyle hazirlanan glukoz ¢ozeltisinden hicredeki glukoz derigimi
1,0x10° M olacak sekilde hicreye ilave edildi. 300 saniye karistirildi ve
0,40 V sabit potansiyelde 200 saniye sonra akim degerleri kaydedildi. Ayni
islemler pH degeri 6,5; 7,5; 8,5; 9,5 olan fosfat tamponlari i¢in tekrarlandi.
Farkh pH degerlerindeki her bir ¢ozelti igin 0,40 V sabit potansiyelde dlgulen
akim degerleri pHya kargi grafige gecirildi ve grafikten biyosensorin

optimum c¢aligma pH degeri belirlendi.
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3.8.2. Sicakhigin etkisi

Hazirlanan ve kararl hale getirilen biyosensdrin amperometrik cevap akimi
Uzerine sicakhgin etkisini incelemek amaciyla bes farkli sicaklik degerinde
biyosensorin amperometrik cevabi dlguldu. Hucre igine 9 mL tampon
¢Ozeltisi ve 1 mL sodyumperklorat ¢ozeltisi konuldu. Hucre igindeki ¢ozeltinin
sicakhgr 20 °C olacak sekilde ayarlandi ve hucre ici derisimi 1,0x10> M
olacak sekilde glukoz ¢ozeltisi ilave edildi. 300 saniye karistirildiktan sonra
sabit potansiyelde 200 saniye sonra akim degerleri okunup, kaydedildi. Ayni
islemler 30 °C; 40 °C; 50 °C ve 60 °C sicakliklari i¢in tekrarlandi. Sicakhga

karsi olgulen bu akim degerleri grafige gegirildi.

3.8.3. Substrat derisiminin etkisi

Hazirlanan ve karali hale getirilen biyosensorin glukoza cevabi ve ¢alisma
araligi belirlendi. Bunun icin 1,0x10° M — 1,0x10™" M derisim araligindaki
glukoz gozeltilerine kargi biyosensoériin amperometrik cevabi dlgiildii. Olgiilen
bu amperometrik akimlar glukoz derigimine kargi grafige gecirildi. (Michaelis-
Menten egrisi). Cizilen bu grafikten yararlanilarak biyosensérin calisma
araligi ve tayin siniri belirlendi. Ayrica elde edilen verilerden Linewear-Burke
grafigi ¢izildi ve bu grafikten yararlanarak glukoz oksidaz enzimine 6zgu olan

3.8.4. Enzim elektrodunun tekrar kullanilabilirliginin belirlenmesi

Bolim 3.6'ya gore hazirlanan ve dengeye getirilen biyosensorin optimum
sartlarda tekrar kullanilabilirligini belirlemek icin 1,0x10 M derisiminde
glukoz cozeltileri ile arka arkaya oOlgumler yapildi. Bu dlgumler sonucunda
elde edilen amperometrik cevap akimlarina kargi olgme sayisi grafige
gegcirildi ve bu grafikten Olgllen akim degisiklikleri kullanilarak elektrodun

tekrarlanabilir sonuglar verdigi belirlendi.
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3.8.5. Enzim elektrodunun raf omriiniin belirlenmesi

Hazirladigimiz biyosensorin amperometrik cevap akimi 35 gun boyunca
degisik araliklarla 1,0x10~> M glukoz derigsiminde olc¢uldi. Bu slire esnasinda
biyosensor +4 °C’da buzdolabinda bekletildi. Yapilan 6l¢gimler sonucunda
elde edilen amperometrik cevap akimlari saklama suresine karsi grafige
gegirilerek enzim elektrodun raf omru belirlendi. Raf omrinG belirleme
suresince buzdolabinda fosfat tamponu iginde bekletilen enzim elektrodun
zaman gectikge polimerden enzimin sizip sizmadigi kontrolu yapildi. Bu
amacla elektrodun saklandigi fosfat tamponuna glukoz ilaveleri yapilarak

akimda degisiklik olup olmadigi gozlendi.

3.8.6. Biyosensor lizerine girisim yapan maddeler

Hazirlanan biyosensorun optimum sartlarda elde edilen amperometrik cevap
akimi Uzerine biyolojik sivilarda girisim etkisi yapabilecek bazi maddelerin
etkileri arastirildi. Bunlardan urik asit, parasetamol ve askorbik asidin girisim

etkileri incelendi.

Urik asidin girisim etkisinin incelenmesi

Bolum 3.6’ya gore hazirlanan ve dengeye getirilen biyosensorin cevap akimi
Uzerine Urik asidin girisim etkisini incelemek Uzere glukoz derigiminin
1,0x10~* M oldugu hucre ortamina stok Urik asit ¢dzeltisinden kandaki sinir
degeri olan 3,0x10* M olacak sekilde ilave edildi. Daha sonra 0,40 V
potansiyelde amperometrik cevap akimi olguldu. Elde edilen akim degerleri
Cizelge 4.2’de verildi. Gozlenen cevap akimlari hucredeki 1,0x10> M
derisimindeki glukoz ve c¢alisilan derisimdeki urik asidin olusturdugu cevap
akimlarinin toplami oldugu igin cevap akimlari toplam akim olarak verildi.
1,0x107° M glukoz derisimine karsilik gelen amperometrik cevap akimi hesap

edilip toplam cevap akimindan bu akim degeri ¢ikarildi. Kalan cevap akimi
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caligilan derisimdeki urik asidin cevap akimidir. Daha sonra galisilan Urik asit

derisiminin yuzde olarak ne kadar girisim yaptigi hesaplandi.

Parasetamolln (asetaminofen) girisim etkisinin incelenmesi

Parasetamolln girisim etkisini incelemek Gzere hazirlanan stok parasetamol
¢Ozeltisinden, glukoz derisiminin 1,0x10~> M oldugu hlcre ortamina, kandaki
sinir degeri olan 1,0x10™* M olacak sekilde ilave edildi. Daha sonra 0,40 V
sabit potansiyelde amperometrik cevap akimi Olguldld. Ayni islemler
1,0x107¢ M ve 1,0x10~° M parasetamol derisimleri icinde tekrarlandi. Olgiilen
cevap akimlari hidcredeki glukoz (1,0x10-> M) ve calisilan derisimdeki
parasetamolun olusturdugu cevap akimlarinin toplamidir. 1,0x10~> M glukoz
derisimine karsilik gelen cevap akimi bu toplam cevap akimindan
cikarildiginda kalan cevap akimi; ¢alisilan derisimdeki parasetamolin cevap
akimi olarak hesaplandi ve bu hesaplanan cevap akimlari ile calisilan
parasetamol derigiminin yuzde olarak ne kadar girisim yaptigi belirlendi.

Hesaplanan bu degerler Cizelge 4.2’de verildi.

Askorbik asidin girisim etkisinin incelenmesi

Bolum 3.6’ya gore hazirlanan ve dengeye getirilen biyosensorin cevap akimi
Uzerine askorbik asitin girisim etkisi incelendi. Glukoz derigiminin 1,0x10-> M
olan hucre ortamina, kandaki Ust sinir degeri olan 1,0x10™* M olacak sekilde
hazirlanan stok askorbik asit ¢ozeltisinden ilave edildi. 0,40 V sabit
potansiyelde amperometrik cevap akimi ol¢ildu. 1,0x10=> M olan askorbik
asit derisimi icinde ayni igslemler tekrarlandi. Bu derisimlerde Olgulen cevap
akimlari Cizelge 4.2'de verildi. Olgllen cevap akimlari hiicredeki glukoz
(1,0x10 M) ve calisilan derisimdeki askorbik asidin olusturdugu cevap
akiminin toplamidir. Glukozun 1,0x10~°> M derigsimdeki amperometrik cevap

akimi elde edilen toplam cevap akimlarindan cikartilarak askorbik asidin
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cevap akimi hesaplandi. Daha sonra galisilan askorbik asit derigiminin yluzde

olarak ne kadar girisim yaptigi hesaplandi.

Askorbik asidin girisim etkisinin salatalik suyu ile giderilmesi

Glukoz derigiminin 1,0x10~®> M olan hicre ortamina, kandaki Ust sinir degeri
olan 1,0x10* M olacak sekilde hazirlanan stok askorbik asit ¢dzeltisinden ve
1mL salatalik suyundan ilave edildi. Bu sekilde yaklasik 10 dakika beklendi.
Daha sonra 0,40 V sabit potansiyelde amperometrik cevap akimi olguldu.
1,0x10° M olan askorbik asit derigimleri iginde ayni islemler tekrarlandi.
Olglilen bu akim degerleri toplam akim olarak kaydedildi. Glukozun
1,0x10° M derisimdeki amperometrik cevap akimi bu toplam cevap
akimlarindan cikartilarak askorbik asidin cevap akimi hesaplandi ve grafige

gegcirildi.

Askorbik asidin girisim etkisinin sicaklik ile gideriimesi

Glukoz derigiminin 1,0x10> M olan hlicre ortamina, kandaki Ust sinir degeri
olan 1,0x10* M olacak sekilde hazirlanan stok askorbik asit ¢ozeltisinden
konuldu ve 90 °C’ de 10 dakika bekletildi. Daha sonra 0,40 V sabit
potansiyelde amperometrik cevap akimi oOlguldu. Ayni islemler 1,0x10° M
olan askorbik asit derisimi icinde tekrarlandi. Olgiilen bu akim degerleri
toplam akim degerleri oldugu igin bu akim degerinden glukozun 1,0x10™> M
derisimindeki amperometrik cevap akimi ¢ikartilarak askorbik asidin cevap
akimi hesaplandi. Askorbik asit derisimine karsi olglilen amperometrik cevap

akimlar grafige gegirildi.

3.8.7. Biyolojik sivida (kanda) glukoz tayini

Biyolojik sivi olarak kullanacagimiz kandaki glukoz tayini icin uU¢ saglkli

bireyden kan o6rneg@i alindi. Bu ornekler steril kaplara alinarak muhafaza
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edildi. Kan o6rneklerinden 2 numune alinarak biri Ankara Gazi Hastanesi’ ne
analiz icin birakildi. Diger kan oOrnekleri ise analiz edilmek Uzere

laboratuarimiza getirildi ve buzdolabina konularak muhafaza edildi.

Kan analizleri kan serumundan yapilmaktadir. Bunun i¢in kan 6rneklerinden
bir miktar alindi ve 2500 rpm’ de, 10 dakika santrifij edildi. Santrifdj
sonrasinda Ust kisimda kalan kan serumu alindi. Kan serumunda bulunan
proteinlerin yapacagimiz analiz sirasinda girisimini énlemek igin % 10’ luk
trikloroasetik asit kullanilarak proteinlerin gokmesi saglandi. Coken proteinler
sonucu olusan c¢okelek slzulerek ortamdan uzaklastinldi. Proteinleri
¢okturilmus olan kan serumu analiz yapilincaya kadar buzdolabinda

saklandi.

Kan serumunda glukoz tayini i¢in seyreltme islemleri yapildl. Seyreltme
islemi sayesinde kan serumundaki glukoz derigimi biyosensorin dogrusal
calisma araligina getirilmesi ve girisim yapan maddelerin biyosensorun tayin

sinirinin altindaki bir derisime indirilmesi saglandi.

Bolum 3.6'da ki gibi hazirlanan ve dengeye getirilen enzim elektrodun
kandaki glukoz miktarininin belirlenmesi amaciyla, uclu elektrot sistemli
elektrokimyasal hucre kullanildi. Bu hicrede c¢alisma elektrodu olarak
hazirlanan enzim elektrot, karsit elektrot olarak platin tel ve referans elektrot
olarak Ag/AgCl elektrot kullanildi. Elektrokimyasal hicreye pH’ si 7,5 olan
fosfat tamponu c¢oOzeltisi ve sodyum perklorat c¢ozeltisi konuldu. Kan
serumundan belli hacimler alindi ve 50 defa seyreltme islemi olacak sekilde
biyosensorin bulundugu hucreye ilave edildi. Daha sonra 0,40 V sabit
potansiyel uygulanip hiicreden gecen akim kaydedildi. Ayni islemler alinan
U¢c kan numunesi icinde gerceklestirildi. Olglilen akim degerlerinden
kalibrasyon grafiginde yerine kondu. y ekseninde odlgulen akim degerleri

kalibrasyon grafiginde yerine konarak glukoz derigimleri belirlendi.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu calismada iletken bir polimer olan polianilin; platin yuzey Uuzerine
polivinilsilfonath ortamda kaplandi. Bu film Uzerine enzim hapsetme
yontemiyle immobilize edildi. Pt/Polianilin-polivinilsulfonat elektrodu ile
enzimatik reaksiyon sonucunda glukozun dl¢uimesinde c¢ozeltide ve elektrot
yuzeyinde gerceklesen olaylar sematik olarak asagidaki sekilde

gOsterilmektedir.

04V
H
202 he (p‘uk ) Gluko:
Elektmokimyasal
reaksison
28 g
“Glukonik asit
7o, &)
Pt PANI-PVS Biyokimyasal reaksivon

Sekil 4.1. Glukozun glukonik aside ylkseltgenmesi sirasinda elektrot
yuzeyinde gergeklesen elektron aktarimi

Glukoz oksidazin tutturuldugu PANI-PVS filmi ¢ozeltideki glukoz ile temas
ettiginde oksijen varliginda glukoz oksidaz enziminin etkisiyle glukonik asit ve
hidrojen peroksit olusmaktadir.

Glukoz oksidaz

Glukoz + O, + H,0 ——="=*>Glukonik asit + H,O,
Enzimatik reaksiyon sonucu olugsan hidrojen peroksit elektrot yuzeyinde
yukseltgenmektedir. Hidrojen peroksidik anodik akimindaki artis glukoz

derigimiyle orantilidir.

H,0, ——>0, +2H" +2¢°
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Calismada ilk olarak PANI-PVS filminin optimum ¢alisma kosullari
belirlenmistir. Daha sonra bu filme enzim immobilize edilerek elde edilen
enzim elektrodun biyokimyasal ve analitik Ozellikleri incelenmis ve ilgili

sonuglarla yorumlar asagida verilmigtir.

4.1. Platin/Polianilin-polivinilsiilfonat Elektrot igin En lyi Calisma

Kosullarinin Arastiriimasi

4.1.1. Polianilin-polivinilstlfonat filmin elde edilme potansiyeli

Bolim 3.4.1° de belirtildigi gibi platin elektrot 0,75 V; 0,95 V ve 1,10 V olmak
uzere ¢ farkll potansiyelde polivinilsilfonat ve polianilin ile kaplandi.
Kaplama islemi gerceklestirildikten sonra elektrodun hidrojen perokside
duyarhihgini belirlemek amaciyla yapilan hidrojen peroksit ilavelerinden sonra
elde edilen akimlar hidrojen peroksit derisimine kargi grafige gecirildi. Grafik
incelendiginde 0,75 V sabit potansiyelde elde edilen akim degerlerinin diger
potansiyellere gore daha yuksek oldugu ve 0,75 V potansitelinde gizilen
egrinin  dogrusalliginin  diger potansiyellere gbére daha iyi oldugu
gorulmektedir. Ayni zamanda vyuksek potansiyellerde kaplanan filmin
iletkenliginin azaldigi sonucuna varildi. Bu nedenlerden dolayl kaplama

potansiyeli olarak en yuksek akimlarin géraldugu 0,75 V segildi.
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® €0,75V R?>=0,9692
MO0,90V R?=0,9403

Ai (nA)

2 1,10V R2=0,7719

Hidrojen peroksit derisimi (mM)

Sekil 4.2. Pt/PANI-PVS filmin elde edilme potansiyeli

4.1.2. Anilin derigiminin etkisi

Bolim 3.4.1° de belirtildigi gibi platin elektrotlar polivinilsilfonatl ortamda
0,05 M; 0,1 M; 0,2 M; 0,3 M derisimlerdeki anilin ile kaplandi. Bu dort farkl
derisimlerde kaplanarak olusturulan elektrotlarin 0,40 V sabit potansiyelde
hidrojen perokside olan duyarlilidi incelendi ve elde edilen grafik Sekil 4.3’de

verildi.
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2

€0,05M R?=0,9454

HO0,1M R2=0,863

Ai (nA)

0,2M R%*=0,9825

X0,3M R?=0,9413

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
Hidrojen peroksit derisimi (mM)

Sekil 4.3. P/PANI-PVS elektrodunun hidrojen perokside duyarhligina anilin
derigsiminin etkisi

0,05 M ve 0,1 M anilin derisimlerinde yapilan kaplamalarda elde edilen
elektrotlar kullanilarak cizilen egrilerin dogrusalliginin dusuk oldugu grafikten
goOrulmektedir. 0,05 M’ lik anilin derisiminde akimlarin digerlerine gére yluksek
oldugu gorulmektedir. Fakat anilin derigsimi 0,05 M oldugunda belirtilen sure
icinde elektrot yuzeyi polianilin ile yeterince ortiimemekte ¢ok ince tabaka
olugsmaktadir. Bu nedenle 0,05 M derigsiminde yapilan kaplamalardaki akim
deg@erleri yuksek gorulmektedir. 0,3 M derisimdeki anilin ile yaptigimiz
calismada ise kaplama iglemi hizli bir sekilde gergeklesti. Platin yuzeyde ¢ok
fazla polimer biriktigi goruldd, bu da elektrodun iletkenligini azaltmistir. Ayrica
bu derisimde cizilen kalibrasyon egrisine bakildiginda dogrusalligin duguk
oldugu gorulmektedir. Bu nedenle 0,3 M anilin derigiminin kaplama igin uygun
olmadigi sonucuna varildi. 0,2 M anilin derigsiminde c¢izilen kalibrasyon
egrisinin dogrusallidinin oldukga iyi oldugu goruldi. Bundan dolayi en uygun

anilin derigimi 0,2 M olarak secildi.
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4.1.3. Film kalinlhiginin etkisi

Polimer filminin kalinh@inin, iletken polimerlere dayanarak hazirlanan
biyosensorlerin  biyosensor cevabi Uzerine etkisinin  6nemli oldugu
literaturlerde yer almaktadir. Elektrot cevabina film kalinliginin etkisini
belirlemek icin elektrodun kaplama suresi degistirildi. Bunun igin dort farkh
kaplama suresinde yarim saat, 1 saat, 2 saat, 3 saat kaplama iglemi
gercgeklestirildi. Yarim saatlik yuzeyi kaplama suresinden baglanmasinin
nedeni; ¢calismada kullandigimiz platin elektrot ancak yarim saatte tamamen
ortulmekteydi. Daha kisa surelerde yapilan kaplama sonucunda elektrot
yuzeyinin tam olarak kaplanmadigini, kaplama kalinhginin ince oldugu
belirlendi. Bu ytuzden en ince film kalinhdina sahip elektrot olarak yarim saat
kaplama yapilarak elde edilen polianilin kapl elektrot alindi. Daha sonra
kaplama sureleri arttirllarak kaplamalar gergeklestirildi. Bu sekilde hazirlanan
4 farkli film kahnligina sahip Pt/PANI-PVS elektrodlarinin hidrojen peroksite
duyarlihgdi incelendi ve hidrojen peroksit derisimine karsi akim farklari grafige
gegirildi (Sekil 4.4).



50

2,5 +
2 1 *
@ Yarim saat R? = 0,962
A5 1
g_ M 1saat R?2=0,9815
g L 2 saat R2=0,9793
X 3 saat R2=0,6859
0,5

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
Hidrojen peroksit derisimi (mM)

Sekil 4.4. Pt/PANI-PVS elektrodunun hidrojen perokside duyarhligina film
kalinliginin etkisi

Grafik incelendiginde dort farkli kaplama suresinden 1 saatlik kaplama suresi
sonucunda elde edilen elektrot kullanilarak cizilen grafigin dogrusalliginin
digerlerinden daha iyi oldugu gorulmektedir. Yarim saat ile gergeklestirilen
kaplama sonucunda hazirlanan elektrottaki platin ylizeyinde ¢ok ince bir film
olustugu goruldu. Bundan dolayi elektrodun c¢oklu kullaniminda dayanaksiz
olabilecegi dusunuldlu. 1 saatten daha uzun surelerle gercgeklestirilen
kaplamalar sonucunda hazirlanan elektrotlar kullanildiginda; c¢ozeltide
kirlenme meydana geldigi ve kalibrasyon egrisinin dogrusalligi giderek azaldi.
Ayni zamanda 2 ve 3 saatlik kaplama surelerinde elektrot yuzeyindeki
polimer tabakasi ¢ok fazla kalinlastigi igin iletkenlikte azaldi. Tium bunlardan
dolayl calismamizda en uygun film kalinhigi 1 saat sureyle kaplanan
elektrotta elde edilmigtir.

4.1.4. Galisma potansiyelinin belirlenmesi

Bolium 3.3 de belirtildigi gibi hazirlanan Pt/PANI-PVS elektrodunun farkli

calisma potansiyellerinde hidrojen perokside duyarliligi belirlendi. Bu amacla
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01V;02V;03V;04YV;05YV,; 0,6V, 0,7V gbi sabit potansiyellerde

dengeye getirilen elektrotlar igin alinan verilerle hidrojen perokside derisime

karsi akim farklari grafige gecirildi (Sekil 4.5).

3,5 -
3 4
2,5 -
~ 7 - 0,30V R2=0,9343
“«
g X 0,40V R2=0,9887
41,5 - X0,50V R2=0,9827
0,60V R2=0,9983
1 |
0,70V R%=0,9927
X
0,5 -
0 $‘ = T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Hidrojen peroksit derisimi (mM)

Sekil 4.5. Pt/PANI-PVS elektrodu kullanilarak farkli potansiyellerde hidrojen
peroksit derigimi ile akim arasindaki iligkinin incelenmesi

Grafik incelendiginde ylksek potansiyel degerlerindeki akim degisiminin
dusuk potansiyel degerlerine gore daha yuksek oldugu gorulmektedir. 0,10 V
ve 0,20 V da yapilan galismalarda sifira yakin akim degerleri goruldu. O
yluzden bu iki potansiyelde Olcllen akim degerleri grafikte gosteriimemistir.
Yuksek potansiyellerde cizilen egdrilerin dogrusalliginin daha yuksek oldugu
belirlendi. Ancak ylUksek potansiyel degerlerinde girisim etkisi fazla
olabilecegdi icin daha dusuk potansiyeller tercih edilmistir. Girisim etkilerinin
az olabilecegi, 0,30 V da ki korelasyon katsayisi dusuktar. 0,40 V' daki
yapilan dlgcumler sonucu elde edilen dogrunun korelasyon katsayisi daha iyi

oldugundan 0,40 V g¢alisma potansiyeli olarak segildi.
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4.1.5. pH’ nin etkisi

Bolim 3.3’ de ki gibi hazirlanan elektrodun farkli bes pH degerinde (5,5; 6,5;
7,5; 8,5; 9,5) hidrojen perokside duyarhliklari incelendi. Elde edilen akim
degerleri hidrojen peroksit derisimine kargi grafige gecirildi (Sekil 4.6).
Sekil 4.6. incelendiginde pH’ nin 5,5 dan bazik bolgeye kaymasiyla hidrojen
peroksidin anodik akimlarinin daha yuksek oldugu goruldu. En dusuk anodik
akimlar pH=5,5" da goéruldi. pH 6,5 dan sonraki anodik akimlar ¢ok daha
yuksektir, fakat 6,5-9,5 arasindaki akimlarda ¢ok buyuk farklar yoktur. Sonug
olarak, PANI-PVS film ile hazirlanan biyosensorler i¢in pH 6,5’ dan sonraki

pH degerlerinin ¢gok daha uygun olabilecegi disunuldd.

5,5 R?=0,9829
m6,5 R?*=0,974

<
K 7,5 R2=0,9845
< %X 8,5 R?=0,9851
9,5 R2=0,994
!
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Hidrojen peroksit derisimi (mM)

Sekil 4.6. Pt/PANI-PVS elektrodunun hidrojen perokside duyarliligina pH’ nin
etkisi

Hazirlanan PYPANI-PVS elektrodun hazirlanmasi igin en iyi kosullar
Cizelge 4.1’de verildi.
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Cizelge 4.1. P/PANI-PVS elektrodunun hazirlanmasi igin en iyi kosullar

DEGISKENLER

OPTIMUM KOSUL

PANI-PVS  filmin
potansiyel
Anilin derigimi

Film kalinligi

Calisma potansiyeli

elde

edilme | 0,75V

0,2M

1 saat kaplama suresi ile elde edilen
film kalinhgi

+04V

4.2. Serbest Enzim Calismasi

4.2.1. Substrat derigiminin etkisi

Bolim 3.5’ e gore yapilan deneyler sonucunda olgtlen amperometrik cevap

akimlari glukoz derisimine karsi grafige gegirildi.

0,03 -

0,025 -

0,02 -

0,015 -

Ai (nA)

0,01 - PY

0,005

0,02

0,06 0,08 0,1
Glukoz derisimi (mM)

Sekil 4.7. Serbest enzimin aktivitesi Gzerine glukoz derigsiminin etkisi (pH=7,5

25 °C)
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Grafige gore glukoz derisimi arttikgca akim degerlerinin arttigi, ayni zamanda
Pt/PANI-PVS elektrodun glukoza duyarli oldugu gorilmektedir.

4.3. Enzim Biyosensoériunun Hazirlanmasi

Yaptigimiz ¢alismada glukoza duyarli bir biyosensor elde etmek amaciyla
polianilin-polivinlstlfonat filme glukoz oksidaz enzimi immobilize edildi.
immobilizasyon teknigi olarak hapsetme ydntemi kullanildi. Bélim 3.6’ da
anlatildigr  gibi hazirlanan enzim biyosensorinin taramali elektron

mikroskobu ile gekilen fotografi Sekil 4.8’ de gorulmektedir.

16/ AUGLES

Sekil 4.8. Pt/PANI-PVS-Glukoz oksidaz enzim filminin SEM fotografi

Pt/PANI-PVS elektrodunun taramal elektron mikroskobu ile ¢ekilen fotograf
ise Sekil 4.9’da gdsterilmigtir.
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Sekil 4.9. Pt/PANI-PVS filminin SEM fotografi

Enzim elektrodu ylzeyinin SEM fotografina bakildiginda enzim
molekullerinin, polimer yapinin Ustinde degisik bir sekilde yerlesmis olarak
bulunmaktadir. Enzim ile kaplanan elektrot filminin SEM fotografi ile enzimsiz
kaplanan elektrot filminin SEM fotografina bakildiginda ikisinin birbirinden

cok farkli oldugu goértlmektedir.

4.4. Glukoz Biyosensériiniin En iyi Caligma Kosullari

4.4.1. pH etkisi

Enzim elektrodlarinin aktivitesini etkileyen en énemli faktorlerden biri ¢calisma
ortaminin pH dederidir. Cunkl enzimlerin aktivitesi pH’ a badli olarak
degismektedir. Enzim elektrodunun aktivitesine ortam pH’ sinin etkisini
arastirmak amaciyla 1,0x10™ M sabit glukoz derisiminde pH degeri
degistirilerek akimlar olguldid. Amperometrik cevap akimlari pH' ya karsi
grafige gecirildi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Biyosensorun glukoza duyarliligina pH’ nin etkisi ( 0,1 M fosfat
tamponu, 25 °C)

Grafik incelendiginde enzim elektrodunun maksimum aktivite gosterdigi pH
degeri 7,5 olarak belirlenmigtir. Literatlrler incelendiginde glukoz igin pH
degeri 6,8; 7,4; 7,3 olarak bulunmustur [38, 9, 43].

4.4.2. Sicakhgin etkisi

Sicaklk, enzimlerin kararliligini ve enzimatik reaksiyonlarin hizini etkileyen
onemli bir faktordur. Her enzimin optimum aktiflik gosterdigi bir sicaklik
vardir. Bu amacgla hazirladigimiz Pt/PANI-PVS-Glukoz oksidaz enzim
elektrodunun 20 °C; 30 °C; 40 °C; 50 °C; 60 °C sicaklik degerlerinde
1,0x10~* M sabit glukoz derisiminde amperometrik cevap akimlari dlguldu ve

sicaklik (°C)-akim farki (pA) grafigi cizildi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Biyosensorun glukoza duyarliligina sicakhgin etkisi (0,1 M
pH=7,5 fosfat tamponu)

LiteratUrler incelendiginde Li ve arkadaslar yaptiklari ¢alismada 40 °C’ den
daha yuksek sicakliklarda akim degerlerinde disme gozlemlemislerdir ve
sicakhgl 25 °C olarak almislardir [40]. Bagka bir literatir de ise maksimum
sicaklik degeri 33 °C olarak bulunmustur [38]. Sekil 4.11 incelendiginde
sicakligin artmasiyla akim farklarinin da arttigi goérulmektedir. Sicaklik
grafiginde bir tepe noktasi gortulmemistir. Literatlrlerde benzer bir sicaklik
grafigine rastlanamamistir. Fakat bélimimuzde yapilan bir yliksek lisans
tezinde Urikaz enzimine ait sicaklik grafiginde benzer bir durumla

kargilasiimistir [44]. Bundan sonraki ¢alismalar oda sicakliginda yapilmistir.

4.4.3. Substrat derigiminin etkisi

Hazirlanan Pt/PANI-PVS-Glukoz oksidaz elektrodunun dogrusal c¢alisma
araliginin saptanmasi igin olgulen akim degerlerine substrat derisiminin etkisi
incelenmigtir. Bu amagla 10° M - 10" M derigim araliginda hazirlanan bir
seri glukoz ¢ozeltisi icin akim degisimleri kaydedilerek grafige gecirildi (Sekil
4.12).
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Sekil 4.12. Biyosensoérin amperometrik cevabina glukoz derisiminin etkisi
(0,1 M pH=7,5 fosfat tamponu, 25°C)

Sekil 4.12. incelendiginde akimlarin belli bir derisime kadar dogrusal olarak
arttigi daha sonra ise bu dogrusalliktan saptigi goértlmektedir. Glukoz
derisiminin 1,0 x 1072 M’ dan yuksek oldugu durumlarda akim degerleri sabit

kalmistir. Bu da bize enzimin substrata doydugunu gosterir.

Dogrusal bdlgedeki glukoz derisimine karsi akim degisimi grafik
Sekil 4.13’de gosterilmistir. Bu grafikte gorulen egrinin dogrusalliginin ise

oldukga iyi oldugu gorulmektedir.
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Sekil 4.13. Glukoz biyosensorunin kalibrasyon grafigi (0,1 M pH=7,5 olan
fosfat tamponu, 25 °C)
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Sekil 4.14. Biyosensorun glukoza duyarlih@ini gésteren Linewear-Burke
grafigi
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Enzimler igin Kygszienen) V€ Vmaks(gszienen) Sabitlerini bulmak amaciyla (1/glukoz
derigimi)-(1/Ai) grafigi ¢izildi (Linewear Burk grafigi) (Sekil 4.14). Bu egrinin x
eksenini kestigi nokta -1/Ky degerini bize verir. Buradan Kygsz) degeri
0,186 mM olarak hesaplandi. y eksenini kestigi noktadan vyararlanarak
Vmaks(gsz) degeri 0,121 olarak bulundu. Ky degeri enzimin substrata karsi
olan ilgisini gOsterir. Literaturlerde glukoz oksidaz enzimi igin verilen Kyge:..)
degerleri 11,9; 9,34; 18,0 mM’ dir [8, 36, 39]. Bu durum kullandigimiz enzimin
kaynagdinin farkli olmasindan enzimatik reaksiyonun gerceklestigi tasiyici

ortamin farklihgindan kaynaklanabilir.

4.4.4. Enzim elektrodun tekrar kullanilabilirligi

Bolim 3.8.4’de belirtildigi gibi hazirlanan enzim elektrodun tekrar
kullanilabilirligi incelendi. Deneyler sonunda elde edilen amperometrik cevap
akimlari élgme sayisina karsi grafige gecirildi (Sekil 4.15). Enzim elektrodun
16 Olcim sonunda baslangic aktivitesinin yaklagik % 75’ini korudugu
g6zlenmigtir. Bu Ug¢ egrinin egimlerinin bagil standart sapmasi %12,36 olarak

bulundu.
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Sekil 4.15. Enzim elektrodunun tekrar kullanilabilirliginin incelenmesi (0,1 M
pH=7,5 olan fosfat tamponu, 25°C)

4.4.5. Raf omriiniin belirlenmesi

Enzim elektrodunda aranan en onemli 6zelliklerden biri de elektrodun uzun
omurld olmasidir. Bu amagla enzim elektrodunun raf dmrintn belirlenmesi
Bolum 3.8.5" de anlatildigi gibi yapildi. Enzim elektrot +4 °C’de buzdolabinda
fosfat tamponu icinde bekletildi. Saklama stiresine karsi akim degisimi degeri
grafige gegcirildi. (Sekil 4.16)
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Sekil 4.16. Enzim elektrodunun raf dGmrinun incelenmesi (0,1 M pH=7,5 olan
fosfat tamponu, 25 °C)

Enzimlerin aktif merkezinin geometrik seklinde sicakligin, havanin ve bazi
kimyasal maddelerin etkisiyle degisiklikler meydana gelir. Enzimler
kullaniimadiklari zaman uygun kosullarda muhafaza edilsin ya da edilmesin
zamana karsi aktiflik kaybina ugrarlar. Serbest enzimlerde aktiflik kaybi

immobilize enzimlere oranla daha fazladir.

1,0x10~* M sabit glukoz derigsimde yapilan galismada akim degisiminin ilk iki
hafta ¢ok az dustigu goéruldi. 35. glinin sonunda biyosensoérin baslangic

amperometrik cevabinin %19,4’4nu kaybettigi goruldu.

Ayni zamanda enzim elektrodun buzdolabinda bekletiimesi surecinde,
polimerden enzimin sizmadigi; olgtugumuz akim degerinin dusuk ¢ikmasiyla

anlasildi.
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4.4.6. Biyosensor uzerine girisim yapan maddeler

Askorbik asidin girisim etkisinin incelenmesi

Bolum 3.8.6 da askorbik asidin girisim etkisine gore yapilan deneyler
sonunda elde edilen sonucglar Cizelge 4.2’de verildi. Cizelge 4.2
incelendiginde 1,0x10 M askorbik asidin % 77,14 girisim etkisi oldugu
Cizelge 4.2 de gorulmektedir. Askorbik asidin girisim etkisini azaltmak igin
salata suyu ilavesi ve sicaklik calismasi gergeklestirildi. Salatalik suyu ilavesi
sonunda askorbik asidin girisiminin %2 oraninda azaldigi goruldu. Sicaklik ile
yapillan calismada ise askorbik asidin girisiminde herhangi bir azalma

gOrulmemistir.

Parasetamollin (asetaminofen) girisim etkisinin incelenmesi

Bolum 3.8.6 da yapilan deneyler sonunda elde edilen sonuglar Cizelge 4.2’
de gosterilmistir. 1,0x10™* M parasetamol igin girisim etkisi %37 olarak
bulundu. 1,0x10> M ve 1,0x10"® M derisimlerde girisim etkisinin olmadigi
g6zlemlenmistir. Parasetamolin 1,0x10™* M olan kandaki derisiminin 50 defa
seyreltildiginde parasetamolun girisim etkisinin gorulmedigi 1,0x10> M ve
daha dusuk derigsimlere indigi ve boylelikle girisim etkisinin seyreltme ile

Onlenebilecegi soylenebilir.

Urik asidin girisim etkisinin incelenmesi

Urik asidin kandaki normal deger arah@inin Ust siniri olan 3,0x10™* M

derisimde Urik asit i¢in girisim etkisi %94,96 olarak bulundu.
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Cizelge 4.2. Biyosensor Uzerine (1,0x107> M glukoz derisiminde) girisim

yapan maddeler ve girigsim etkileri

Girigsim yapan | Calisilan Toplam Girigim Girisim yapan
maddeler derigsimler | cevap yapan maddenin
(M) akimi(pA) maddenin cevap
cevap akiminin
akimi(pA) toplam akima
orani (%)
Askorbik asit 1,0x10°° 0,280 0,216 77,14
Parasetamol 1,0x10°3 0,010 0,0037 Girisim yok
Urik asit 3,0x10* 0,119 0,113 94,96

4.4.7. Biyolojik sivida (kanda) glukoz tayini

Biyolojik sivi olan kan numunelerinde yapilan glukoz analizi sonunda olgulen

amperometrik cevap akimlarina karsi gelen derigsim degerleri kalibrasyon

grafigi kullanilarak hesaplandi (Sekil 4.17). Hesaplanan derisim degerleri

Cizelge 4.3’de verildi.
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Sekil 4.17. Glukoz biyosensorunun kalibrasyon grafigi (0,1 M pH=7,5 olan
fosfat tamponu, 25 °C)

Cizelge 4.3. Kan numunelerinde hesaplanan glukoz derigimleri

Kan numunesi Hesaplanan Hastane

Sonuglar (mg/100mL) | Sonuglar

(mg/100mL)
1 190 82,7
2 184,5 103

3 170 86,7
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Sonug olarak; bu galigmada hazirladigimiz glukoz biyosensorinin;

Dogrusal ¢alisma araligi oldukga genistir (1,0x1077 - 1,0x107° M).

Tekrar kullanilabilirligi  iyidir (16 6lgme sonunda biyosensoérin

aktivitesini %75 oraninda korudugu goéralmustur).

Raf omriu uygundur (5 hafta sonunda baslangic amperometrik

cevabinin yaklasik %19,4’ Gnu kaybettigi gorulmastar).

Polianilin-polivinil sulfonat filmle yapilan biyosensérdeki immobilize
enzime ait gozlenen Kwvgszenen) degeri 0,186 ve Vmaksgszienen) degeri
0,121 olarak bulundu.

Hazirlanan glukoz elektrodunun tekrarlanabilirligi oldukca iyidir. Bu
elektrot cok miktarda glukoz dlgumleri icin uygundur. Fakat urik asit ve
askorbik asidin girigsimleri oldukga yuksektir. Bu buyuk bir problemdir.
Girisim etkileri Gzerine yapilan literatlir arastirmasinda polianilin filmin
kullanildigi bir ¢caligmada Ozellikle Urik asit ve askorbik asidin ¢ok
buyuk bir girigsim etkisinin oldugu ve bu girigsiminde filmin 6zelliginden

dolayi giderilemedigi belirtiimektedir [6].

Bu konudaki 6neriler;

1)Urik asidin girisim etkisi, dlgimden 6énce lrikaz enzimi kullanilarak
giderilebilir. Yine ayni sekilde askorbik asidin etkisi de, askorbat

oksidaz kullanarak giderilebilir.

2)Hazirlanan polianilin-polivinilsilfonat  filme medyator katilarak

calisma potansiyeli daha da dusurulebilir.
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Hazirlanan biyosensor ile biyolojik sivilarda var olan ve girisim etkisi
yapabilecek maddelerden askorbik asidin girigsim etkisinin, biyolojik
ornekleri seyreltme veya salatalik suyu ilavesi ile onlendigi ve Urik asit

analizi sirasinda herhangi bir girigsiminin gozlenmedigi soylenebilir.
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