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OZET

Nitrit biosensorleri; nitritin farkli ortamlardaki konsantrasyonlarini yerinde,
hizli, dogru ve kolay bir sekilde yapilmasina olanak vermesi agisindan alternatif olarak
calisilmaktadir. Bu ¢aligmada, Escherichia coli’den elde edilen Nitrit Rediiktaz B
enziminin camsi1 karbon elektrot ylizeyine elektro polimerize edilmis
polipirol/polglutaraldehit filmi tizerinden ¢apraz baglanmas ile yeni bir amperometrik
nitrit biyosensorii  gelistirilmistir.  Elektropolimerizasyon iglemi polipirol ve
poliglutaraldehit iceren bir hiicrede, 0.05Vs™ tarama hizinda, -1V ile 1.5V (vs.
Ag/AgCl) araliginda dongiisel voltametri kullanilarak yapilmistir. Tiim 6l¢timler 0.05
M fosfat tampon ¢ozeltisi iginde ve pH 7.1°de gergeklestirilmistir. Biyosensoriin yanit
siiresi (tosos) 10 saniye, hassasiyeti 77.81 mA M1 cm2, dogrusal yanit araligr 1-3500
uM (R?=0.9935) ve belirleme limiti 2.7 pM olarak hesaplanmstir.

Daha 6nce ekibimiz tarafindan klonlanan ve karakterize edilen E. coli Nitrit
rediiktaz NirB enzimi ilk kez bu g¢alismada bir amperometrik nitrit biyosensoriin
hazirlanmasinda kullanilmistir. Bu yeni saflagtirllan NirB enzimi, nitrit

biyosensorlerinin gelistirilmesinde kullanilabilme potansiyeline sahiptir.

Anahtar Kelimeler: Nitrit biyosensorii, Nitrit rediiktaz, NirB, Amperometrik

sensor, Polipirol.



SUMMARY

Nitrite biosensors are studied as an alternative method to measure the nitrite
concentrations in situe due to their advantages of measuring quickly, accurately and
easily. In this study, a novel apmerometric nitrite biosensor was developed by
immobilizing nitrite reductase B (NirB) of Escherichia coli by cross-linking on
electrochemically polymerized polyglutaraldehyde/polypyrrole (PGA/PPy) film on
the glassy carbon electrode surface. Electropolymerization was carried out with a cell
containing pyrrole and polyglutaraldehyde by cyclic voltammetry between -1V and
1.5V (vs. Ag/AgCI) at scan rate 0.05Vs™. Measurements were carried out in a 0.05 M
phosphate buffer solutionThe response time (tgse) of the biosensor was about 10 s and
sensitivity was 77.81 mA M cm? with linear response range of 1-3500 pM
(R?=0.9935) and detection limit calculated as 2.7 pM.

E. coli Nitrite reductase NirB enzyme, which was previously cloned and
characterized by our team, was used for the first time in the preparation of an
amperometric nitrite biosensor in this study. This newly purified NirB enzyme has the

potential to be used in the development of nitrite biosensors.

Key words: Nitrite biosensor, Nitrite reductase, NirB, Amperometric sensor,

Polypyrrole.
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1. GIRIS

Nitrit, gida triinlerinin bozulmasini engellemek {iizere katki maddesi olarak
kullanildigindan gida iirtinlerinde yaygin olarak bulunmaktadir. Gida sanayi digsinda
tekstil, metal, ila¢ gibi diger endiistrilerde de kullanilan bir ham maddedir. Nitritin
hemoglobini baglama kapasitesi yiiksek oldugundan asir1 alimi sonucunda kandaki
oksijen tasinim mekanizmasina zarar verir. Bu nedenle nitrit i¢in smir degerler
bulunmaktadir. Son derece kararsiz bir form olan nitritin tespit edilmesi, ¢evre ve insan
sagligina olan zararlar1 goz oniine alindiginda son derece 6nemlidir.

Nitritin analizi i¢in; spektrofotometrik, kemiliiminesans, kromatografik,
elektrokimyasal ve kapiler elektroforez gibi bir¢ok geleneksel yontem bulunmaktadir.
Ancak bu yontemlerin yerinde kullanilamama, ekstra sarf maddeler gerektirmesi ve
uzun tespit siireleri gibi dezavantajlar1 vardir. Biyosensor teknolojisi ¢esitli
avantajlarindan dolay1 nitrit tespitinde sik¢a ¢alisilmistir. Biyosensorler, hizli 6l¢tim,
yiikksek hassasiyet, diisiik tespit limiti ve yerinde kullanim gibi geleneksel 6l¢iim
yontemlerine gore bir¢ok avantaja sahiptir.

Biyosensor calismalarinda secicilik ¢cok onemli bir yere sahiptir ve analiz
edilecek analite spesifik olarak secilebildikleri i¢in enzimler en ¢ok kullanilan
biyoreseptorlerdir. Nitrit biyosensorlerinde kullanilan en yaygmn enzim nitrit
rediiktazdir.

Bu caligsmada diisiik konsantrasyonlardaki nitrit tespitine yonelik amperometrik
bir nitrit biyosensorii gelistirilmistir. EKibimiz tarafindan daha 6nce pET28 vektoriinde
klonlanmis olan E. coli NADH bagimli nitrit rediiktaz B (NirB) enzimi biyoreseptor
olarak kullanilmistir. Bu enzim, amperometrik bir nitrit biyosensoriiniin hazirlanmasi
icin ilk kez denenmistir. Polipirol (PPy), camsi karbon elektrot yiizeyinde
poliglutaraldehit (PGA) ile kopolimerize edilmistir. Glutaraldehit ¢6zeltisi
kullanilarak enzimin PPy/PGA film yiizeyine immobilize edilmesi saglanmstir.
Hazirlanan enzim tabanli amperometrik nitrit elektrotu tepki siiresi, belirleme limiti,
tekrarlanabilirlik, girisime karsi direng gibi temel sensOr parametreleri agisindan

degerlendirilmis ve karakterize edilmistir.



2. NITRIT

2.1. Nitritin Cevre ve Saghk Acisindan Onemi

Nitrit ¢cevrede ve gida iirlinlerinde yaygin olarak bulunur ve inorganik bir
kirleticidir. Gida zehirlenmesine neden olan mikroorganizmalarin yayilmasinin
onlenmesinde ve et lirlinlerinin tatlarinin iyilestirilmesinde kullanilmaktadir [Wang et
al., 2017]. Nitritin tekstil, metal, petrol ve ila¢ endiistrilerinde de uygulamalari
bulunmaktadir. Nitritin ¢evreye insan kaynakli girisi endiistriyel siireclerle dogrudan
olmakla beraber, her tiirlii yakma islemi sonucu olusan nitrojen oksitlerin (NOx)
fotokimyasal donilisimii ile de gergeklesir [Almeida et al., 2010].
Denitrifikasyon/nitrifikasyon siire¢lerine miidahale ederek biyojeokimyasal nitrojen
dongiistiniin dengesini bozar. Yakma islemi ile beraber tarim alanlarina azotlu
giibrelerin yogun sekilde verilmesi fosforlu giibrelerle baglantili olarak topragin,
yiizey sularinin ve yeraltt sularinin kirlenmesine neden olur [Gahlaut et al., 2018].
Nitrit, aminlerle kolayca etkilesime girebilmektedir bdylece toksik ve kanserojen
nitrosaminleri olusturmaktadir. Hamile kadinlarin yiiksek miktarda nitrite maruz
kalmasi bebeklerde mavi-bebek sendromuna yol agmaktadir [Titov and Petrenko,
2005], [ Zhang et al., 2022]. Nitritin insan viicuduna asir1 alinmasindaki diger 6nemli
zarar ise nitritin oksihemoglobini methemoglobine doniistiirebilmesi ve boylece
kandaki oksijen tasinmasina miidahale etmesidir [VVishnuvardhan et al., 2008]. Nitritin
olasi zararlar1 g6z 6niine alindiginda yasal sinirlandirmalar zaruri hale gelmistir. ABD
Cevre Koruma Ajansi (EPA), icme sularinda maksimum nitrit iyonlarinin kirliligini 1
mg/L olarak belirlemistir [Web 1, 2022]. Tiirkiye’de de insani Tiiketim Amach Sular
Hakkinda Yonetmelik’te bu deger 0.5 mg/L olarak verilmistir.

2.2. Nitrit Analiz Yontemleri

2.2.1. Spektrofotometrik Yontemler

Nitritin spektrofotometrik tespiti i¢in en ¢ok kullanilan yontem Griess testidir.
1879 yilinda Griess tarafindan ilk uygulamalari gerceklestirilmis ve zaman igerisinde

baz1 degisiklikler yapilmistir. Bu yontemin genel prensibi, asidik kosullar altinda



nitritin diazonyum katyonu olusturmasi i¢in siilfanilamid (SA) ile reaksiyona girmesi
ve sonrasinda N-naphthyl-ethylenediamine (NED) ile birleserek mor-pembe renkli bir
azo boya iiretmesidir. Numunenin 540 nm'deki absorbansi, numunedeki nitrit
konsantrasyonu ile dogrusal orantilidir [Sun et al., 2003], [Wang et al., 2017]. Griess
Assay'in temeli diazo-baglama reaksiyonu olmakla birlikte, nitrit tayininde
nitrozasyon reaksiyonu da uygulanmaktadir. Bu yontemde nitritin belirlenmesi igin
nitrozasyon reaksiyonu durumunda renkli iirlinler vermek iizere birka¢ gosterge tiirii
nitrit ile reaksiyona girer [Wang et al., 2017]. Nitritin, baz1 organik boyalarin uygun
oksitleyici maddelerle oksidasyonu tizerindeki Kkatalitik etkisine dayanan ¢esitli
katalitik-spektrofotometrik yontemler de yaygin olarak kullanilmaktadir [Singh et al.,
2019].

2.2.2. Kemiliiminesans (CL) ve Elektrokemiliiminesans (ECL)

Kemiliiminesans (CL) metodu, uyarilmis durumdan temel duruma geri gegisin
bir sonucu olarak CL reaktiflerinden yayilan optik sinyalin ve 1sinin emisyonudur.
Ornegin nitrit, asidik bir ortamda H,0; tarafindan peroksinitrdz aside oksitlenir, bu da
alkali bir ortamda peroksinitrit anyonuna doniistiiriilir ve luminolii oksitleyerek CL
emisyonu olustur. Optik Sinyal ve 1s1 takibi ile dl¢iim gerceklestirilir [Yilong et al.,
2015]. CL testi, harici 151k kaynagi olmamasi, yiiksek hassasiyet, rahat ¢alisma, hizl
analiz ve kolay otomasyon gibi 6nemli avantajlara sahiptir ve klinik teshis, ila¢ analizi
ve cevresel izlemede yaygin uygulamalart bulunmaktadir [Liu et al., 2016].
Elektrokemiliiminesans (ECL) yonteminde, elektrotlara yerlestirilen analitler, yiiksek
enerjili elektron transferi ile optik sinyaller yayar. ECL sistemleri {i¢ sistemin
kombinasyonundan elde edilmistir ve fotoliiminesans (PL), CL ve elektrokimyasal

gibi geleneksel algilama yontemlerine gore daha fazla avantaj saglar [Bhaiyya et al.,
2021].

2.2.3. Kapiler Elektroforez (CE)

Katyonik, anyonik ve notr bilesikleri analiz etmek i¢in kullanilabilen kapiler
elektroforez, ilk olarak 1992 yilinda klinik uygulamalar i¢in bulunmus olsa da
sonrasinda bir c¢ok analitin tespiti icin gelistirilmistir. Kapiler kolonlarin ana

dezavantaji, sinirlt kapasiteleridir. Kiigiik ¢ap1 ve kisa optik yolu nedeniyle ultraviyole

3



(UV) dedektoriiniin hassasiyeti diisiiktiir [Moorcroft et al., 2001], [Wang et al., 2017],
[Monnig et al., 1994].

2.2.4. Kromatografi

Kromatografi, ayristirillmak istenen maddenin, bilesenin sabit bir faza eklenmesi
ve bu ylizey tizerinde akan bagka bir hareketli faz yardimiyla birbirinden ayrilmasi
esasia dayanir. Kolon kromatografisi, iyon degisim kromatografisi, jel gecirgenlik
kromatografisi, afiniti  kromatografisi, kagit kromatografisi, ince-tabaka
kromatografisi, gaz kromatografisi, yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) gibi
bir ¢ok yontem vardir [Coskun et al., 2016]. Dogrudan numune analizi, ¢cogunlukla
HPLC ve iyon kromatografi teknigi ile elde edilebilir [Wang et al., 2017], [Moorcroft

etal., 2001].

2.2.5. Elektrokimyasal Yontemler

Elektrokimyasal yontemler, nitrit iyonlarin1 akim, potansiyel fark ve impedansa
dontistiirerek tayin edilmesine olanak verir. Cok az reaktif maddeye ihtiya¢ duyar,
numunenin 6n islemi gerekmez ve tasarimi kolaydir [Yilong et al., 2015]. Nitrit analiz
yontemlerinin avantaj ve dezavantajlar1 Tablo 2.1°de verilmistir [Sepahvand et al.,

2021], [Bellavia et al., 2015].

Tablo 2.1: Nitrit analiz yontemlerinin avantaj ve dezavantajlari.

Yontem Avantaj Dezavantaj

Griess Metodu Basit ve ucuz uygulama Kirlilige duyarh

Kromatografi Kisa yanmit siiresi, yiikksek  Pahali ve sicakliktan etkilenme
hassasiyet ve segicilik

Kemiliiminesans Basit ve ucuz uygulama, genis Diusiik kararlilik ve yeniden
tespit aralig uygulanabilirlik

Kapiler Yiiksek hassasiyet ve kisa yanit ~ Pahali ve girigsim yapabilecek

Elektroforez

siiresi, diisiik hacimde numune

ihtiyac1

maddelerden ¢abuk etkilenme

Elektrokimyasal

Yontemler

Yiiksek secicilik ve hassasiyet,

basit ve ucuz uygulama

Azalan dogruluk




3. BIYOSENSORLER

3.1. Biyosensor Tanimi ve Kullanim Alanlari

‘Biyolojik sensor’iin kisaltmasi olan biyosensorler, patojenlerin, proteinlerin ve
diger analitlerin hizli tespiti igin hazirlanmis, tasinabilir ve diisikk maaliyetli araglardir.
Diger bir tanimla, biyosensorler, biyolojik sinyalleri 6lgen ve bu sinyalleri elektrik
sinyallerine doniistiiren cihazlardir (Sekil 3.1). Biyosensoriin temel bilesenleri alict
(receptor), doniistiiriici (transducer) ve sinyal isleme sistemidir. Alicilar enzim,
antikor, oligoniikleotid, hiicre, doku vb. biyolojik bilesenlerdir ve DNA/RNA, agir
metal, enzim, pestisit gibi analitler ile etkilesime girerek biyokimyasal sinyaller
tiretirler. Bu sinyaller bir ¢evirici tarafindan elektrik sinyallerine doniistiiriiliir ve

bdylece anlasilmasi ve analiz edilmesi kolay ¢iktilar elde edilir.
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Sekil 3.1: Biyosensoriin bilesenleri.

Biyosensorlerin tarihi Leland Clark’m 1950 yillarinda kandaki oksijen miktarini
bir elektrot vasitasiyla 6lgmesi ile baglamistir. Clark ve ¢alisma arkadasi Champ Lyons
1962 yilinda, glikoz oksidaz enzimini bu elektrot ile birlestirerek kandaki glukoz
miktarini 6lgebilmislerdir [Clark and Lyons, 1962]. 1969 yilinda Guilbault ve
Montalvo tarafindan iire tespiti i¢in ilk potansiometrik biyosensor gelistirilmistir
[Guilbault and Montalvo, 1969]. 1970’li yillarda ise biyosensorlerin ilk prototipleri
gelistirilmistir.

Tablo 3.1°de biyosensorlerin gelisim tarihindeki bazi 6nemli mihenk taglari

verilmistir.



Tablo 3.1: Biyosensoriin tarihgesi ve 6nemli buluslar.

1956  Ilk oksijen elektrodunun icad1 [Heineman and Jensen, 2006]

1962 Glikoz tespiti i¢in ilk amperometrik enzim elektrotunun gelistirilmesi

[Clark and Lyons, 1962]

1969  Ure tespiti icin ilk potansiometrik biyosensériin gelistirilmesi [Guilbault
and Montalvo, 1969]
1970 lIyon segici alan etkili transistoriin (ISFET) bulunmasi [Bergveld, 1970]

1973 Platin elektrotta hidrojen peroksit tespitine dayali glikoz ve laktat enzim

sensOri gelistirilmesi [Guilbault and Lubrano, 1973]

1974  Enzim termistoriiniin gelistirilmesi [Mosbach and Danielsson,1974]
1975 1lk ticari glikoz biyosensérii [Yoo and Lee, 2010]

1975 11k mikrop tabanli immiinosensér [Suzuki et al., 1975]

1982  Ilk glikoz fiber optik biyosensér [Naresh and Lee, 2021]

1983  Yiizey plazmon rezonans (SPR) immiinosensérler [Liedberg et al., 1983]

1983 Piezoelektrik algilamaya dayali ilk immiinosensoriin gelistirilmesi

[Roederer and Bastiaans,1983]

1984  Amperometrik biyosensorlerde ilk kez medyator kullanilmas: [Cass et

al., 1984]

Zaman igerisinde biyosensorler, basta tip ve c¢evre alaninda olmak iizere
savunma sanayisi, gida teknolojisi, nanoteknoloji, genetik miithendisligi gibi bir ¢ok
alanda kullanilmaya baglanmaistir.

Pestisit, agir metal gibi kirleticilerin sanayi ve tarim faaliyetleri ile gevreye
salinmasi1 ¢evre kalitesini bozmaktadir. Cevreye yayilan ve pek ¢ok hastaliga da
sebebiyet veren bu kirleticilerin takibi bir cok geleneksel yontem ile yapilabilmektedir.
Fakat bu yoOntemler, sonuglara ulasmanin zaman almasi, yerinde O&lglimlerin
yapilamamasi, isletme maaliyetinin yiiksek olmasi gibi dezavantajlara sahiptir.
Biyosensorlerin hizli ve yerinde analiz yapabilme gibi avantajlari; c¢evredeki
kirleticilerin tespiti, suda bulunan patojen mikroorganizmalarin tespiti, su kalitesinin
izlenmesi gibi ¢evresel uygulamalarda, biyosensoriin nemini ve kullanimini
arttirmaktadir.

Gida giivenligi ve kalitesi, karbonhidrat, aminoasit, vitaminler gibi gida

bilesenlerinin analizlerinde de biyosensérler énemli rol oynamaktadir. Ornegin;



nisasta ve seliilozun glikoza hidrolizinin ger¢eklesmesiyle gida seliilozu ve nisasta
polisakkaritleri, glikoz biyosensorti ile Ol¢iilebilmektedir [Chadha et al., 2022].

Biyosensorler; toksisite, baglanma afinitesi ve viicuttaki ilaclarin etkilesimi
hakkinda bilgi verir. Kan basinci, kan sekeri, nabiz, viicut 1sisi, viicuttaki agir
metallerin konsantrasyonu biyosensorler ile incelenebilmektedir. Ayni zamanda
elektrokimyasal sensorler ile ilaglardan kaynaklanabilecek DNA hibridizasyonunun
olup olmadigi da gézlemlenebilmektedir [Sharma et al., 2019].

Sekil 3.2, Scopus veritabanindaki biyosensorler ile ilgili ¢ikarilmis yillik
yayinlar1 gostermektedir. Biyosensorler ve bunlarla ilgili yayinlar yillar iginde 6nemli

derecede artig gostermistir.

1800
1600 ' )
Enzim Tabanli Biyosensorler
1400 Mikrobiyal Biyosensdrler
1200 Immiinosensorler
:_% 1000 —@— Niikleik Asit Biyosensorleri
9]
=
S 800
©
>
600
400
200
0
1970 1980 1990 2000 2010 2020
Yil

Sekil 3.2: Scopus’da biyosensorler hakkinda yillik yayinlar.

Biyosensorler, biyo alicilarin dogasia ve kullandig1 doéniistiiriiciilerin ¢alisma
prensibine gore iki sinifta incelenir. Biyo-alicilarin dogasina gore siniflandirma kendi
igerisinde enzim tabanli biyosensorler, mikrobiyal biyosensorler, immiinosensorler ve
niikleik asit sensorler olarak ayrilir. Doniistlirme aracina gore siniflandirmada ise
biyosensorler elektrokimyasal ceviriciler, 1s1 degisimli g¢eviriciler, kiitle degisimli
ceviriciler ve optik gevirici biyosensorler olarak alt basliklarda incelenmektedir.

Sekil 3.3°de biyosensorlerin genel siniflandirmasi verilmistir.
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Sekil 3.3: Biyosensdrlerin siniflandirilmasi.

3.2. Biyosensorlerin Biyobilesene Gore Simiflandirilmasi

3.2.1. Enzim Biyosensorleri

Enzimler dogal olarak olusan 20 amino asitten ve yliksek derecede 6zgilliige
sahip, biyolojik reaksiyon hizini arttirmada etkili olan biyokatalizérlerdir [Zhu et al.,
2019], [Naresh and Lee, 2021]. Enzim ve substrat arasindaki iliskiye dayali ¢alisan
biyosensorler enzimatik biyosensorler olarak adlandirilir. Bu tip biyosensorler hedef
analite bagli olarak substrat tespiti ve enzim inhibisyonu olmak iizere iki ana
mekanizma lizerine ¢aligsmaktadir. Substrat tespiti, substratin biyosensoriin bir pargasi
olan enzim tarafindan doniistiirilmesine dayanir. Enzim inhibisyonu ise inhibitor
bilesiklerin varliginda ve yoklugunda enzim aktivitesinin belirlenmesi esasina dayanir
[Wang et al., 2014].

Enzimatik  biyosensorler, elektrokimyasal, optik veya kalorimetrik
dontstiiriiciiler  igerebilir.  Elektrokimyasal  doniistiiriiciiler, ilk  gelistirilen
biyosensoriin enzim tabanli elektrokimyasal biyosensor olmasi nedeniyle literatiirde

en yaygin kullanilan tiptir [Asal et al., 2018].



Enzim biyosensorleri tip, gevre, gida, tarim ve ilag endiistrilerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Uygun maliyetli olmalarina ek olarak, hizli sonuglar sunduklari
bilinmektedir. Bununla birlikte, enzim yapis1 son derece hassastir, bu da biyosensoriin
hassasiyetini, kararliligin1 ve tekrarlanabilirligini gelistirmeyi karmagsik hale getirir
[Naresh and Lee, 2021]. Immobilizasyon teknigi, yapilan enzim biyosensdriiniin
duyarliligini, seciciligini, kararliligim1 ve tekrar {retilebilirligini dogrudan
etkileyebilir. Ayrica enzimlerin biyokatalitik aktivitesi biiyiik 6l¢lide ¢ozelti ortaminin
sicakligina ve pH'ma baglidir. Tiim bu faktorler, substrat konsantrasyonuna, oksijenin
varligima veya yokluguna ve enzimin Ozelliklerine baglanabilir. Optimum pH ve

sicaklikta, en yiiksek tekrarlanabilirlik ve hassasiyet elde edilir [Zhu et al., 2019].

3.2.2. Hiicre - Mikrobiyal Biyosensorler

Tiim hiicre biyosensorleri, genel metabolik durumlarini 6lgerek tanima 6geleri
olarak bakteri, maya, alg, virlis, mantar ve doku Kkiiltiiri hiicreleri gibi canli
organizmalar1 kullanir [Wang et al., 2014]. Enzim elektrotlarindan daha uzun
Omiirliilerdir ancak hiicre bir¢ok enzim igerdiginden c¢ok ¢esitli analitlerle etkilesime
girebilir ve hedeflenen tayin tepkimesinin diger enzimler tarafindan etkilenmesi s6z
konusu olabilir.

Agir metaller, pestisitler ve diger organik kirleticiler dahil olmak tizere ¢evresel
izlemelerde, gida analizi ve ilag taramalarinda kullanimlari bulunmaktadir [Naresh and
Lee, 2021].

3.2.3. Niikleik Asit Biyosensorleri

Aptamerler, iki boyutlu (2D) ve {i¢ boyutlu (3D) yapilara yerlesebilen ve belirli
hedeflere baglanabilen sentetik tek sarmalli DNA veya RNA dizileridir. DNA, genetik
bilgiyi tagima ve iletme islevine sahip bir tiir biyomakromolekiildiir. Genis fiziksel,
kimyasal ve biyolojik Ozellikleri nedeniyle, biyotanima elemani olarak DNA,
biyosensor uygulamalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir [Wang et al., 2014]. Bu
sensorlerin prensibi, hedef DNA ve onun tamamlayici sarmali arasinda kendiliginden
hidrojen bagi yoluyla hibridizasyonu siirecinde yatmaktadir [Asal et al., 2018].
Aptamerler niikleik asit karakterinden dolay1, genis bir sicaklik ve saklama kosullar

araliginda yapisal ve islevsel olarak kararlidirlar. Biyolojik sistemlerce iiretilmesi
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gereken antikorlarin aksine, aptamerler kimyasal olarak sentezlenebilir ve 2-12 pH
araliginda kararlidirlar. Aptamerlerin bir diger faydasi da hedef molekiil icin tespit
kriterlerine gore kimyasal olarak modifiye edilebilmeleridir [Kumar et al., 2019]. Bu
biyosensorlerde elektrokimyasal ve optik dondstiiriiciiler siklikla kullanilir [Naresh
and Lee, 2021].

Kliniklerde spesifik mutasyonlar: tespit etmek icin DNA tabanli biyosensdrler
kullanilmaktadir [Asal et al., 2018]. DNAzim, RNA boéliinmesi dahil, peptit bagi
olusumu, polimerizasyon vb. olmak tizere katalitik reaksiyonlar1 gergeklestirebilen bir
tir fonksiyonel niikleik asittir. Bilinen tiim DNAzimler, iyi stabiliteye sahip olan ve
uygun maliyetli bir sekilde sentezlenen in vitro se¢im ile izole edilir, bu nedenle tanima
elemant olarak DNAzim, biyo-algilama uygulamasi i¢in mevcuttur. Ek olarak,
DNAzyme'in dogal katalitik aktivitesi nedeniyle, kofaktor olarak bakir, kursun gibi
metal iyonlar1 katalitik reaksiyonu hizlandirabilir veya reaksiyonun bir inhibitorii
olarak gbrev yapabilir. Dolayisiyla DNAzim biyosensorleri, agir metal

kontaminasyonlarini tespit etme yetenegine sahiptir [Wang et al., 2014].

3.2.4. immiinosensorler

Antikorlar, disiilfid baglari ile birbirine baglanan iki agir ve iki hafif polipeptit
zincirinden olusan “Y” seklinde immiinoglobulinlerin (Ig) yapisina sahiptir. Agir
zincirlerdeki farkliliklara dayali olarak bes antikor sinifi tanimlanmistir: IgG, IgM,
IgA, IgD ve IgE. Ligand olarak gomiilii bir antikora sahip olan veya antikor-antijen
etkilesimi iizerinde islev gdren biyosensorler, immiinosensdrler olarak adlandirilir.
Immiinosensérler, antikor-antijen (Ab-Ag) etkilesimlerinin déniistiiriicii - sistemi
(elektrokimyasal, optik ve piezoelektrik) tarafindan o6lgiilebilir bir sinyale
doniistiiriilmesi prensibine dayanir. Immiinosensérler; etiketsiz ve etiketli olarak
simiflandirilir.  Etiketlenmemis immiinosensorler, kompleksin gelisiminin neden
oldugu fiziksel degisiklikleri tahmin ederek antijen-antikor kompleksini spesifik
olarak belirlemek i¢in olusturulur. Etiketli immiinosensorlerde hassas olarak
algilanabilir bir etiket eklenir. Antijen-antikor kompleksi, etiket 6l¢iimii araciligiyla
hassas bir sekilde degerlendirilir [Naresh and Lee, 2021]. Immiinosensérler, asiri
ozgiilliikleri nedeniyle klinik teshis, cevresel izleme ve gida giivenligi alanlarinda

sikca calisilmaktadir [Asal et al., 2018].
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3.3. Biyosensorlerin Doniistiiriiciiye Gore Siniflandirilmasi

3.3.1. Elektrokimyasal Biyosensorler

Tipik bir elektrokimyasal biyosensorde, doniistiiriicii ylizeyinde biyoreseptor ile
analit arasinda voltaj, akim, empedans ve Kkapasitans agisindan saptanabilir
elektrokimyasal sinyaller {ireten bir elektrokimyasal reaksiyon meydana gelir. Sonug
olarak elektrik sinyali iretilir ve ardindan doniistiiriicii araciligryla sinyal islemciye
aktarilir [Naresh and Lee, 2021], [Zhu et al., 2019]. Bu sensorde, elektrokimyasal
hiicre bir ¢alisma ve bir referans elektrottan olusur [Chadha et al., 2022]. En yaygin
olarak arastirilan ve kullanilan elektrokimyasal biyosensorler, yiiksek hassasiyet,
secicilik ve algilama kabiliyeti sergiler. Ayn1 zamanda elektrokimyasal biyosensorler,
geleneksel sensorlere gore diisiik maliyetli, kullanict dostu ve minyatiirlestirilmeleri
kolay, saglam, kisa yanit siiresine sahip ve ayrica kiigiik hacimli analitler i¢in bile genis
algilama limiti aralig1 saglamak gibi ¢esitli avantajlara sahiptir [Chadha et al., 2022].
Ik biyosensér de olan ilk elektrokimyasal biyosensor, Clark tarafindan insan
kanindaki glikoz seviyesini tespit etmek igin gelistirilmistir. Elektrokimyasal
biyosensorler, enzimler, proteinler, viriisler, antikorlar vb. gibi cesitli biyolojik
varliklari tespit etmek i¢in de sik¢a galisilmaktadir [Singh et al., 2021].

Iletim ilkesine dayali olarak, elektrokimyasal biyosensorler; potansiyometrik,
amperometrik, impedimetrik, kondiiktometrik ve voltammetrik olarak kategorize
edilir.

Potansiyometrik biyosensorler, sifir akim altinda referans elektroda gore galisan
elektrotta analit ve biyoreseptor etkilesimi nedeniyle biriken yiikii 6lger. Biyokimyasal
reaksiyonu potansiyel bir sinyale dontistiirmek i¢in iyon segici elektrotlar ve iyona
duyarh alan etkili transistorler kullanilir [Naresh and Lee, 2021]. Potansiyometrik
biyosensorlerin en biiyiikk avantaji, oldukga kararli ve dogru bir referans elektrot
kullan1ldiginda hassasiyetleri ve segiciliklerinin yiiksek olmasidir. Sensdrler alaninda
en ¢ok kullanilan elektrokimyasal teknik olan potansiyometri, uygun maliyetlidir ve
cok cesitli iyon konsantrasyonlarinda kullanilir [Singh et al., 2021].

Amperometrik biyosensorler, iki veya li¢ elektrot konfigiirasyonunda calisir.
Diger elektroaktif maddelerden kaynaklanan parazitler bu sensorlerin

dezavantajlaridir [Naresh and Lee, 2021]. Amperometrik biyosensorler, elektroaktif
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tiirlerin biyokimyasal reaksiyonlarinin (oksidasyonu veya rediiksiyonu) sonucu olarak
akimu siirekli olarak izleyen ve kantitatif analitik bilgi saglayan entegre cihazlardir. En
eski biyosensorler olan amperometrik biyosensorler, elektron transfer izleme
mekanizmalarina dayalidir ve amperometrik biyosensor tarafindan liretilen akim,
saptanmas1 gereken substrat konsantrasyonuyla orantilidir [Chadha et al., 2022]. Bu

nedenle iletkenlik analit konsantrasyonunun belirlenmesinde énemli rol oynar.

Subtrat Uriin Subtrat Uriin Subtrat Uriin

Med

Medred

Birinci Nesil

ikinci Nesil

Uciincii Nesil

Sekil 3.4: Amperometrik biyosensorde yer alan {i¢ nesil.

Kondiiktometrik biyosensorler, bir elektrokimyasal reaksiyon nedeniyle elektrot
ciftleri arasindaki iletkenlikteki degisikligi nicellestirir. Metabolik siiregte yer alan
iyonik tiirlerin sentezi ve tiiketimi, kondiiktometrik bir biyosensoriin temelidir
[Chadha et al., 2022]. Kondiiktometrik ve impedimetrik biyosensorler genellikle canli
biyolojik sistemlerdeki metabolik siiregleri izlemek i¢in kullanilir [Naresh and Lee,
2021]. Bu biyosensorde sinyal-giiriiltii oraninin %?2'den biiyiik olmas1 gerekir. Ayrica
ortamdaki yiiksek iyonik giice sahip kiigiik iletken degisikliklerin Olglimii
biyosensoriin yetenegini sinirlar [Chadha et al., 2022]. Insan idrarinda uyusturucu
tespiti ve cevresel izlemede kirletici madde gibi c¢esitli alanlarda kullanimi
bulunmaktadir.

Impedimetrik  biyosensorler, kiiciik bir siniizoidal uyarma sinyali
uygulandiginda elektrot/elektrolit arayliziinde iiretilen elektrik empedansini Olger.
Sensor elektrodunda diisiik genlikli AC voltajinin uygulanmasini igerir ve ardindan faz
i¢i/dis1 akim tepkisi, bir empedans analiz cihazi kullanilarak frekansin bir fonksiyonu
olarak olgiiliir [Naresh and Lee, 2021]. Bu yontemde kullanilan en yaygin teknik
elektrokimyasal empedans spektroskopisidir (EIS) [Singh et al., 2021].
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Voltammetrik biyosensorler, uygulanan potansiyelin kontrollii degisimi
sirasinda akimi Olgerek analiti algilar [Naresh and Lee, 2021]. Algilama ig¢in
diferansiyel darbe voltametrisi (DPV), dongiisel voltametri (CV) gibi voltammetrik
tekniklerin kullanildig1 elektrokimyasal biyosensorler voltammetrik biyosensorler
olarak bilinir. Voltammetrik yontemler, diisiik maliyetleri, iyi secicilikleri ve yiliksek
hassasiyetleri nedeniyle algilama platformlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir

[Singh et al., 2021].

3.3.2. Optik Biyosensorler

Optik biyosensorler, bir optik doniistiiriicii sistemine entegre edilmis biyotanima
elemanindan olusan analitik cihazlardir. Optik biyosensoriin ¢calisma prensibi, analitin
konsantrasyonuyla orantili sinyaller iireterek gercek zamanli paralel algilama
saglamaktir [Zhu et al., 2019]. Bu biyosensdrler, saglik hizmetleri, klinik teshis, ilag
kesfi, biyomedikal arastirma, giivenlik amaglari, gevresel izleme ve ayrica gida proses
kontrolii alaninda yardimci olan analitik araglardir. Etkinligi, analitlere hizli yanati,
seciciligi, 6zgilligii ve duyarliligl nedeniyle yaygin olarak kullanilan bir biyosensor
olarak kabul edilir [Chadha et al., 2022].

Optik biyosensorler, biyotanima 0Ogeleri olarak enzimleri, antikorlari,
aptamerleri, tiim hticreleri ve dokular1 kullanir. Optik biyosensorler etiketsiz ve etiket
tabanli olarak iki kategoride incelenir. Etiketsiz algilamada, algilanan sinyal, analitin
donustiirticiiyle olan etkilesimi ile tiretilir. Etiket tabanli algilamada ise optik sinyal
kalorimetrik, floresan veya liiminesan yontemlerle tiretilir [Naresh and Lee, 2021]. En
yaygin kullanilan optik tabanli biyosensorler; floresan tabanli optik biyosensorler,
kemiliiminesans tabanli optik biyosensorler, ylizey plazma rezonanst (SPR) tabanli

optik biyosensorler ve fiber optik tabanli optik biyosensorlerdir [Nnachi et al., 2022].

3.3.3. Kiitle Degisimine Dayali Biyosensorler

Kiitle tabanli biyosensorler tamamen kiitledeki degisikliklere baghdir.
Biyomolekiiller veya herhangi bir tiir analit etkilesime girdiginde, kiitlede bir
degisiklik olur, bu da salinim frekansinda bir degisiklikle sonuglanir ve bu degisiklik,
kiitle tabanli sensorler tarafindan 6l¢iiliir [Chadha et al., 2022].
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Diger bir tanimla; iiretilen herhangi bir kimyasal reaksiyon, salinim frekansin
etkiler, dolayisiyla bu kiitleye duyarli biyosensorler, biyotanima elemani ile analit
arasindaki etkilesimin neden oldugu frekanstaki degisiklikleri 6l¢er [Nnachi et al.,
2022]. Kiitle degisimine dayali biyosensorler, optik ve elektrokimyasal biyosensorlere
kiyasla siklikla kullanilmasa da uygun maliyetlidir ve genellikle analitin taginabilir
formatlarda hizli tespiti igin uygundur [Guo et al., 2016]. Kiitleye duyarl 6lgiimler igin
kullanilan en yaygin aletler arasinda kuvars kristali mikro terazisi (QCM),
piezoelektrik kristalleri ve yiizey akustik dalgalari bulunur. Bununla birlikte, bu
araglar arasinda en popiiler olan1 QCM'dir ¢iinkli etiket icermez ve analitlerin
biyotanima dgelerine baglanmasini gergek zamanli olarak izler [Nnachi et al., 2022].
Piezoelektrik kuvars sensorler, algilama siirelerinin kisa olmasi, diisilk maliyetli
olmasi, kolay ulasilabilir olmas1 ve etiketsiz sensor {iretiminin miimkiin olmasi
nedeniyle yaygin olarak kullanilan kiitle sensorleridir [Chadha et al., 2022].

Bu transdiiserler ayrica baglanma etkilesimleri yoluyla patojenleri ve antijenleri

tanimlamak igin kullanilir [Naresh and Lee, 2021].

3.3.4. Is1 Degisimine Dayali Biyosensorler

Termal biyosensor, biyolojik reaksiyonlarin (ekzotermik veya endotermik)
temel Ozelliklerinden, yani reaksiyon sirasinda emilen veya salinan 1s1 enerjisinin
Olclilmesinden yararlanir. Diger bir tanimla bu biyosensorler, katalizor i¢in reaksiyon
derecesini veya ¢oziinmiis durumdaki biyomolekiillerin yapisal dinamiklerini
hesaplamak i¢in dogrudan izlenen 1sidaki degisimi Olger [Danielsson, 1991].
Emilen/gelisen toplam 1s1 enerjisi veya termal biyosensor tarafindan dlciilen sicaklik
degisimi (AT), entalpi (AH) ve biyokimyasal reaksiyonda olusturulan iiriin
molekiillerinin toplam sayis1 (np) ile orantilidir ve reaksiyonun 1s1 kapasitesi (Cp) ile

ters orantilidir.

np AH
Cp

AT =—

(3.1)

Nispeten uzun deneysel prosediirler ve sicaklik Olclimiinde 6zgilliiglin
olmamasi nedeniyle 1s1 degisimine dayali biyosensorlerin kullanmimi sinirhidir

[Naresh and Lee, 2021]. Spesifik ve spesifik olmayan 1s1 degisimleri arasinda ayrim
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yapmanin dogrudan bir yolu yoktur fakat hareketsizlestirilmis bir biyokatalizor ve 1s1
algilama elemani ile kombinasyon halinde akis enjeksiyon analizine dayali enzim
termistoriiniin icadi, bu eksikliklerin bir¢ogunu gidermektedir [Ramanathan and
Danielsson, 2001].

Termal biyosensorler genellikle, enzim reaktorii boyunca diferansiyel sicaklik
Olctimii ile birlikte hareketsizlestirilmis enzim reaktorii kullanan akis enjeksiyon
analizi yontemi kullanir. Konfiglirasyon, belirli substratin iirline doniistiiriilmesi i¢in
immobilize enzimlerle dolu enzim kolonu boyunca konumlandirilan termistorler veya
termopiller gibi bir ¢ift termal doniistiirticii igerir. Bu diferansiyel 6l¢tim sistemi, ortam
sicakligindaki dalgalanmalarin etkilerini biiyiik 6l¢iide azaltir ve enzim katalizinin
spesifik Ol¢iimiine izin verir. Termistor tarafindan algilanan katalitik reaksiyon
sirasinda tiretilen termal sinyaller, substratin konsantrasyonu ile orantilidir [Naresh
and Lee, 2021]. Termistorler veya termopiller en yaygin kullanilan sicaklik
sensorleridir. Termistor, mutlak sicakligin belirlenebildigi, ancak sinirli duyarliliga
sahip, sicaklikla elektrik direncindeki degisikliklere bagli olan hassas bir sicaklik
doniistiirticiistidiir. Termopiller metallerden, yar iletkenlerden ve cesitli alt tabaka yar1

iletken bilesenlerden tiretilir ve iki bolge arasindaki sicaklik farkini 6lger.

3.4. Enzim Tabanh Amperometrik Biyosensorler

Amperometrik enzim biyosensorleri, biyokimyasal reaksiyonlarin belirlenmesi
sirasinda elektron transferinin sekline gore genel olarak {i¢ nesilde siniflandirilabilir.
Biyosensoriin {i¢ neslinin geleneksel konfigiirasyonlar: Sekil 3.4’de gosterilmektedir.
Birinci nesil amperometrik biyosensorlerde; enzimatik reaksiyonlarda tiretilen H20>
veya NADH’1n ya da oksijen gibi kofaktor tiiketiminin neden oldugu elektrik sinyalleri
izlenerek hedef analitlerin veya iirlinlerin konsantrasyonu Ol¢iiliir. Birinci nesil
biyosensorlerin ana avantajlari, yiiksek hassasiyetleri ve diisiik tepki siireleridir fakat
elektroaktif girisim, oksijen bagimlilig1 ve yliksek redoks potansiyeli gerekliligi gibi
dezavantajlari vardir. Bu nedenle ikinci nesil biyosensorler gelistirilmistir. Ikinci nesil
biyosensorlerde enzimden elektrota iletilen elektronlar bir mediatér (arac1 madde)
tarafindan desteklenir. Sisteme aract maddenin eklenmesi, oksijen bagimliligindan ve
karisan maddelerin etkisinden yiiksek oranla kaginmaya yardimei olur. Ugiincii nesil

biyosensorlerde, enzim ve elektrot arasindaki elektron transferi, substratin iiriine
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katalitik donilistimii sirasinda aracilar veya yardimci substratlar olmadan dogrudan

gerceklesir [Zhu et al., 2019].

3.4.1. iletken Polimerlerin Kullanilmasi

lletken polimerlerin gelistirilerek kullanilmasi enzim tabanli biosensérlerin de
daha hassas, hizli, secici olmalarina kap1 agmistir. Shirakawa ve arkadaglar1 1977'de
poliasetilenin halojen katkisinin iletkenligini giiglii bir sekilde artigin1 géstermis ve bu
caligmalar1 ile Shirakawa, MacDiarmid ve Heeger 2000 yilinda Nobel Kimya
Odiilii'nii almislardir. Bu durum organik polimerlerin 6zelliklerini ve yar1 iletkenlerin
elektronik 6zelliklerini birlestiren diger iletken polimerlerin gelistirilmesinin yolunu
acmustir. Poliasetilen, polipirol (PPy), polianilin, polikarbazol, politiyofen (PTh),
poli(3,4 etilendioksitiyofen), polifenilen, poli(fenilen vinilen) ve polifloren gibi ¢ok
sayida iletken polimer hazirlanmis ve ¢esitli uygulamalarda kullanilmistir [Lakard,
2020].

Tiim bu organik polimerler, degisen tek (o) ve ¢ift (m) baglar1 ve tim konjuge
yapilart boyunca delokalize edilmis 7 elektronlarinin varligr ile karakterize edilir,
boylece kolayca oksitlenebilen veya indirgenebilen polimerler elde edilir. Oksidasyon
(p-doping) veya indirgeme (n-doping) iizerine gergeklestirilebilen bu katki,
polimerlerin iletkenligini 6nemli 6l¢iide artirir [Gerard et al., 2002]. Polimerlerin
iletkenligi ayrica katki maddesinin dogas1 ve konsantrasyonuna, sicakliga, polimer
morfolojisine, pH’a, uygulanan potansiyel ve polimer zincir uzunluguna bagldir.

PPy veya PTh gibi ¢ogu heterosiklik polimer i¢in, iletim mekanizmast bir p-
doping'e karsilik gelir. ik monomerden bir elektronun g¢ikarilmasiyla baslar ve
kararsiz bir radikal katyonun (polaron) olusumuna yol acar. Daha sonra, bagka bir
monomerden veya bir oligomerden ikinci bir elektron ¢ikarilir ve bu da bipolaron
olusumuna yol agar. Uygulanan elektrik alani altinda, bu polaronlar ve bipolaronlar,
polimer zincirleri ilizerinde delokalize olan yiik tasiyicilari olarak hizmet eder ve
polimer zincirleri boyunca hareketleri elektronik iletkenlik tiretir [ Lakard, 2020].

lletken polimerler ¢ogunlukla kimyasal veya elektrokimyasal oksidatif
polimerizasyon yoluyla hazirlanir. Kimyasal oksidatif polimerizasyonda, polimerlerin
sentezi, sert oksidatif kosullar altinda K2Cr,07, KMnQs, K2S,0g, KIO3 ve FeClz gibi
oksidanlarin kullanimiyla ya da ilimhi kosullar altinda, polimerizasyonu baslatan

hidrojen peroksit iiretmek i¢in redoks enzimlerinin katalitik etkisini kullanarak
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yapilabilir [Erdem et al., 2004], [Ramanavicius et al., 2005]. Iletken polimerlerin
elektrokimyasal polimerizasyonu; sabit akim veya galvanostatik; sabit potansiyel veya
potansiyostatik; potansiyel tarama/dongii yontemleri ile kategorize edilir. Calisma
elektrotu, karsit elektrot ve bir referans elektrot i¢ceren kesikli hiicre kullanan standart
elektrokimyasal teknik, genellikle en iyi filmleri iretir. Yaygin olarak kullanilan
anotlar krom, altin, nikel, paladyum, titanyum, platin ve indiyum-kalay oksit kapli cam
plakalardir.

Polipirol (PPy) ve tiirevleri genellikle biyomolekiiller i¢in sabitleyici substratlar
olarak kullanilir. Ortam kosullar1 altinda kararlilik, dogal ve sulu kosullar altinda
polimerize olma yetenegi, elektrot yiizeyinde basit tek adimli elektrodepozisyon, kolay
enzim yakalama islemi, uzun vadeli ¢evresel kararlilik gibi olumlu 6zelliklerinden
dolay1 kimyasal sensorlerde ve biyosensorlerde sik¢a kullanilir. PPy, enzim
immobilizasyonuna dayali biyosensorlerin, immiinosensorlerin ve DNA saptama
biyosensorlerinin tasariminda yaygin olarak kullanilmaktadir [Zamani et al., 2019].

Sekil 3.5’de bazi iletken polimerlerin kimyasal yapilari gosterilmistir.

:
(a) (b) ) (;)
S T4 (|
u n o O\_/O
(d) (e) €y
\_/ M CYT
¢ n
(g (h) (i)

Sekil 3.5: Bazi iletken polimerlerin kimyasal yapilari: a) poliasetilen, b)
polipirol, ¢) polianilin, d) polikarbazol, €) politiyofenler, f) poli (3,4-
etilendioksitiyofen), g) polifenilenler, h) poli(fenilen vinilen), i) polifloren.
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3.4.2. Enzim Sabitleme Yontemleri

Enzimler, analitin algilanmasinda daha spesifik 0zellik gostermelerine ve
cevreci yaklasim icin daha uygun olmalarina ragmen zayif adaptasyon, stabilite,
yeniden kullanim gibi zorluklardan dolayi serbest olarak kullanimlari1 zordur. Serbest
enzimlerle karsilagtirildiginda, immobilize enzimlerin ¢evresel degisikliklere karsi
daha dayanikli oldugu ve katalitik aktivitelerini korudugu gézlemlenmistir [Nemiwal
et al., 2022]. Enzim immobilizasyonunda dogal veya sentetik bir¢ok madde
kullanilmaktadir. Tastyici, ¢evre kosullarina dayanikli, tehlikesiz, suda ¢oziinmeyen
formda ve ucuz olmalidir. Enzimlerin polimerlerle modifikasyonu, analitin tespitinde
bazi avantajlar saglar. Polimerlerin enzimlere dahil edilmesi, enzim stabilitesini,
¢Oziiniirliigli ve biyouyumlulugu iyilestirebilir [Romero et al., 2012]. Ayrica bir¢ok
reaktif grup igeren c¢ok islevli polimerler, enzimlerin ¢oklu molekiil i¢i veya alt
birimler arasi ¢capraz baglantilari ig¢in ¢capraz baglama maddeleri olarak hizmet edebilir,
bu da hedef analitlerin saptanmasinda artan hassasiyetlere veya etkinliklere sahip
biiyilk komplekslerle sonuglanir [Nguyen et al., 2019]. Stabilite, yeniden
kullanilabilirlik ve katalitik aktivite immobilizasyon yoOntemine goére degisiklik

gostermektedir [Nemiwal et al., 2022]. Sekil 3.6’da Enzim immobilizasyon yontemleri

gosterilmistir.
E -— E E / \
| /X
E = (E P
| E \ J&:
E — E \ E /
| SN
E —— E E E
Adsorpsiyon Kovalent Bag Capraz Baglama
E E E Yar1 Gecirgen Zar
Matris E E E
E E E
Tutuklama .
(Entrapment) Kapsiilleme

Sekil 3.6: Enzim immobilizasyon yontemleri.
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e Fiziksel Adsorpsiyon

Adsorpsiyon, enzimin fiziksel immobilizasyonun en basit yOntemlerinden
biridir. Bu yontemde enzim, hidrofobik etkilesimler ve tuz baglar1 yoluyla inert bir
destegin yiizeyinde fiziksel olarak adsorbe edilir [Gahlaut et al., 2018]. Destek ya bir
enzim ¢ozeltisine batirilir ya da enzim, fiziksel adsorpsiyon i¢in elektrot yiizeyinde
kurutulur.  Adsorpsiyon mekanizmalar, Van Der Waals kuvvetleri ve
elektrostatik/hidrofobik etkilesimler gibi zayif baglara dayanir. Bu tiir baglar zayif olsa
da enzimlerin temel yapisi defismez ve enzimlerin aktivitesi degismeden kalir
[Nemiwal et al., 2022]. Adsorpsiyonun giicii, enzimlerin konsantrasyonu ve
¢oziiciilerin ozellikleri (sicaklik, pH, iyonik gii¢, vb.) gibi diger faktorlere baglidir. Bu
immobilizasyon yontemi ¢ok az enzim inaktivasyonuna neden olmasina veya hic
olmamasina ragmen, dogrudan adsorbe edilen enzimlerin stabilitesi iyi degildir ve

enzimin aktivitesinin bir siire sonra bozuldugu goriiliir [Sassolas et al., 2012].

e Kovalent Baglama

Enzimlerin polimerik desteklere kovalent baglanmasi, geri doniisiimsiiz enzim
immobilizasyonunda en yaygin kullanilan tekniktir. Bag olusumu, enzim iizerinde
bulunan kimyasal grup ile destekleyici materyal iizerinde bulunan baglayic1 kimyasal
grup arasinda meydana gelir. Kovalent bag olusumu, amino gruplari, alkilasyon, peptit
ve diazotizasyon reaksiyonlar1 yoluyla gergeklesebilir [Nemiwal et al., 2022].
Enzimlerin kat1 destege baglanmasi genellikle ¢ok islevli reaktifler (6rn. glutaraldehit
veya karbodiimid) kullanilarak yiizeyin ilk aktivasyonu, ardindan aktive edilmis
destege enzim baglanmasi, ardindan fazla ve baglanmamis biyomolekiillerin
cikarilmasiyla gergeklestirilir [Sassolas et al., 2012]. Tasiyict malzemenin boyutu ve
sekli, tasiyict malzemenin bilesimi, birlestirme yOnteminin dogasi ve birlestirme
sirasindaki agik kosullar, kovalent bagli enzimin aktivitesinden sorumludur. Kovalent
baglar enzimleri tutacak ve enzimlerin biyolojik bozunmasini Onleyecek kadar

giicliidiir, ancak enzimlerin aktivitesi kimyasal modifikasyonlar nedeniyle bozulabilir.

e (Capraz Baglama

Capraz baglamada, enzimler, ¢ok islevli reaktifler araciligiyla aralarinda ¢apraz
baglar olusturarak dogrudan baglanir. Bu yontem enzim immobilizasyonunun geri
doniisii olmayan bir yontemidir. Capraz baglama yonteminde, enzimleri dogrudan

dondistiirliciilere immobilize etmek i¢in glutaraldehit gibi ¢ok islevli reaktifler
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kullanilir [Peralta et al., 2019]. Amino asitlerle baglanmak icin bu reaktifler -OH, -SH,
-COOH, -NHq>, vb. gibi fonksiyonel gruplara sahiptir [He et al., 2020]. Glutaraldehit
ve diazonyum tuzlari, uygun maliyetli olduklar1 ve biiyiilk miktarlarda kolayca
bulunabildikleri i¢in en yaygin kullanilan ¢apraz baglama reaktifleridir. Kimyasal
capraz baglama yontemi, kombinasyonun sikilig1 ve basit calismasi nedeniyle yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ana dezavantaj, aktif enzim konformasyonunun bozulmasi ve
aktif bolgenin capraz baglama sirasindaki kimyasal degisimleri nedeniyle aktivite

kaybi1 olasiligidir [Sassolas et al., 2012].

e Tutuklama (Entrapment)

Bu yontemde, enzimler, substratin ve liriinlerin gegmesine izin veren ancak
enzimi tutan elektropolimerize bir film, polidimetilsiloksan (PDMS), silika jel,
polisakarit veya karbon macundan olusan bir amfifilik (hem hidrofilik hem hidrofobik)
ag gibi lic boyutlu matrislerde hareketsiz hale getirilebilir. Elektrokimyasal
polimerizasyon yontemlerinde, anyonik enzimler ile katyonik polimer iskeleti arasinda
elektrostatik etkilesim saglanir. Bu tiir etkilesim, elektrotlarda oksidasyon-indirgeme
verimini kolaylastirir [Li et al., 2019]. Enzim, aracilar ve katki maddeleri ayn1 anda
biriktirilebilir. Bu tek adimli yontem, hem enzim hem de monomer molekiilleri igeren
sulu bir c¢ozeltiye batirilmis donistiiriicliye uygun bir potansiyel veya akim
uygulanmasindan olusur. Monomer oksidasyonu, daha sonra oksitlenen bir dimer elde
etmek i¢in ikinci bir radikal katyonla veya ndtr bir monomer ile reaksiyona girebilen
bir radikal katyona yol acar. Son olarak elektrot yiizeyinde bir polimer olusur. Elektrot
yiizeyinin hemen yakininda bulunan enzim molekiilleri, biiyliyen polimer agi i¢cinde
fiziksel olarak birlestirilir [Sassolas et al., 2012]. Biyomolekiil immobilizasyonu i¢in
kullanilan elektropolimerize filmlerin ¢ogu, polianilin, polipirol veya politiyofen gibi
iletken polimerlerdir. Ozellikle polipirol (PPy), nispeten kararl bir elektrik iletkenligi
sunar ve diisiik oksidasyon potansiyeli ve nétr pH gibi biyouyumlu kosullar altinda

elektrosentezlenebilir.

e Kapsiilleme

Kapsiillemede enzim, mikrokapsiil adi verilen kiiresel bir pargacik olusturan
polikarbonat, naylon, polivinil alkol (PVA), polivinil kloriir (PVC), poliakrilik asit
amin vb. yar1 gecirgen bir zar i¢ine alinir [Nemiwal et al., 2022]. Membran yapisi

polimerik, iyonik olmayan veya lipoidal olabilir. Bu hareketsizlestirme yontemi,

20



enzim ve substrat veya iiriin molekiillerinin boyutundaki farka, zarin gézenek boyutu

ile korelasyona baglidir. Substrat/iiriin gibi kiigiik boyutlu molekiiller, zardan igeri ve

disar1 yayilirken, daha biiyiik boyutlu enzim molekiilleri, kapstiliin i¢inde serbest yiizer

halde kalir. Ek olarak, ¢oklu enzim sistemi gelistirmek i¢in zar i¢inde birden fazla

enzim tutulabilir [Park and Chang, 2000]. Enzim immobilizasyon metodlarinin avantaj

ve dezavantajlart Tablo 3.2°de verilmistir.

Tablo 3.2: Enzim immobilizasyon metodlarinin avantaj ve dezavantajlari.

Immobilizasyon Avantajlar Dezavantajlari
Yontemi
Fiziksel Reaktif gerekmez; ucuz,  Enzimlerin kolay

adsorpsiyon

yiiksek enzim aktivitesi,

az enzim hasari

desorpsiyonu, ¢evresel

degisimlerden kolay etkilenme

Kovalent bag Sizint1 sorunu olmamasi,  Kimyasal modifikasyonlar
farkli fonksiyonel nedeniyle enzimin aktivitesinin
gruplarla cesitli kayb1
desteklerin varlig1

Capraz Az desorpsiyon, basit, Enzim denatiirasyonu

baglama ekonomik

Tutuklama Az enzim aktivitesi mikrobiyal kontaminasyon
kayb1, hizli riski, endiistriyel islemlerde
immobilizasyon yontemi, daha az basari
ucuz, kii¢iik olgekte
uygulanmasi kolay

Kapsiilleme Cok miktarda enzim Gozenek boyutu sinirlamast

immobilize edilebilir,
minimum enzim s1zintisi,

basit ve ucuz

3.4.3. Nitrit Biyosensorlerinde Kullamlan Enzimler

Nitritin tespiti i¢in gelistirilen biyosensorlerde immobilize edilen enzimler iki

grupta incelenebilir. Bunlar; hemoglobin (Hb), miyoglobin (Mb), horseradish
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peroxidase (HRP), sitokrom c ve siiperoksit dismutaz (SOD) gibi nitrite spesifik olarak
cevap vermeyenler ve nitrite spesifik olan nitrit rediiktaz (NiR) enzimleridir [Gahlaut
etal., 2018].
Miyoglobin ve hemoglobin oksijen baglayan proteinlerdir. Miyoglobin, kas
dokusunda bulunan ve oksijen i¢in hiicre i¢i bir depolama alani olarak hizmet eden
monomerik hemeproteindir. Hemoglobin ise ¢ok sayida omurgali ve omurgasizin
alyuvarlarinda bulunan ve burada geri doniisiimlii olarak Oz ile birleserek onu
hiicrelere tagiyan proteindir. Bu proteinler nitrit biyosensorlerinin gelistirilmesinde
model proteinler olarak kullanilmistir. Bu ¢aligmalarda elektrokimyasal tepki yoluyla
hidrojen peroksitin (H202) saptanmasi amaglanmistir ve biyosensorlerin nitrit
iyonlarinida tespit ettigi yeterince agiklanmasa da belirtilmistir [Almeida et al., 2010].

Bununla birlikte, bu proteinlerin substrat karisikligi, belirleme seg¢iciligini riske
atar, bu nedenle nitrit biyosensoriin gelistirilmesi i¢in segici biyokatalizorler
kullanilmalidir. Bu amagla; nitrit biyosensorii gelistirilmesine ait ¢caligsmalarda yaygin
olarak nitrit rediiktaz (NiR) enzimleri kullanilmistir [Tan et al., 2022]. Nitrit
indirgeyen enzimler kofaktorlerin veya reaksiyon liriiniinlin tipine gore dort sinifta
incelenir.

Siilfat veya kiikiirt indirgeyen bakterilerden izole edilen sitokrom c nitrit
rediiktazlar (ccNiR) ve bitkiler, algler ve siyanobakteriler gibi fotosentetik
organizmalardan izole edilen ferredoksin bagimli nitrit rediiktazlar nitritin amonyaga
(NH4") alt1 elektron indirgenmesini katalize edebilir. Nitritin amonyaga indirgenmesi

asagidaki esitlik ile ifade edilir:
NO; + 8H™ + 6e” — NH} + 2H;0 (3.2)
Bakir iceren nitrit rediiktazlar (CuNiR) ve sitokrom cdl nitrit rediiktazlar
(cd1NIR) nitritin nitrik oksite tek elektronla indirgenmesini katalize eder. Nitritin

nitrik oksite indirgenmesi agagidaki esitlik ile ifade edilir:

NO, + 2H" + e& - NO + H,0 (3.3)
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3.5. Enzim Tabanh Nitrit Biyosensor Calismalari

Zhang ve ark. 2008’de, Miyoglobin (Mb) enzimini, camsi karbon elektrot
lizerine biyouyumlu ve Mb’nin biyoaktivitesini koruyabilen zirkonyum fosfat nano
tabakalar1 (ZrPNS) ile immobilize eder. Calismalarinda biyosensoriin H202, O, ve
NaNO: indirgenmesine yonelik bulgular elde edilmistir. Akim-zaman deneyleri 0.1 M
fosfat tamponu (pH:6.5)’ta gerceklestirilmistir. Calisma potansiyeli -0.75 V ve
referans elektrot Ag/AgC1’diir. Nitritin indirgeme lineer aralig1 3-800 mM (R?=0.999)
ve belirleme limiti 0.66 mM’dir. Biyosensoriin nitrite yanit siiresi 3 saniyeden az
bulunmustur.

Hong ve ark. 2009 yilinda, Hemoglobin (Hb) enzimini, tek boyutlu altin (Au)
nanoparcaciklari {izerine immobilize ettiler. Bu biyosensor ile hem hidrojen peroksite
(H202) hemde nitrite yanit alindi. Optimum kosullarda elektrotun nitrite verdigi
sinyallere bakildiginda elektrotun cevap verdigi lineer aralik 0.4 -14.8 uM ve belirleme
limiti 0.065 uM olarak hesaplanmistir. Michaelis-Menten sabiti (Km*P) 35.3 uM
hesaplanmustir.

Liu ve ark. 2017’de, Horseradish peroxidase (HRP)’m dogrudan
elektrokimyasina dayali yeni bir medyator kullanilmayan biyosensor tirettiler. Enzim,
indirgenmis grafen oksit kompozit ile modifiye edilmis camsi karbon elektrot (GCE)
ile birlikte C0304 nano tabakalari {izerine immobilize edildi. Hazirlanan nitrit
biyosensorii, 0.21 pM'lik diisiik algilama limiti ve 1-5400 pM'lik genis bir lineer
araliga sahiptir.

Madasamy ve ark, 2014 yilinda nitrit ve nitratin es zamanli tespitini
gerceklestirebilmek icin biyosensor gelistirdiler. Calismada superoksit dismiitaz
(SOD1) ve nitrat rediiktaz (NaR), karbon nanotiip (CNT) ve polipirol (PPy) ile platin
elektrot tizerine immobilize edilmistir. Elektrotun yanit verdigi lineer aralik 100 nM
ile 1 mM aras1 ve belirleme limiti 50 nM olarak hesaplanmistir.

Chen ve ark. 2009°da, Sitokrom ¢ (Cyt C) enzimini ¢ok duvarli karbon nanotiip
(MWCNT), poli(amidoamin) (PAMAM) ve kitosan (MWCNT-PAMAM-Chit)
nanokompoziti ile modifiye edilmis cam karbon elektrotu (GCE) tizerine immobilize
ederek bir nitrit biyosensorii gelistirmislerdir. Elektrot 5 saniyelik yanit siiresine
sahiptir. Biyosensor i¢in iki farkli lineer yanit araligi verilmistir. Bunlardan birisi 1-29

uM ve digeri 29-254 uM’dir. Belirleme limiti 0.01 uM olarak hesaplanmustir.
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Haldorai ve ark. 2016’da, titanyum nitride (TiN) nanoparcaciklari ilave edilmis
cok duvarli karbon nanotiipler (MWCNT)’i cams1 karbon elektrot {izerine modifiye
etmig ve sitokrom c’nin immobilizasyonunu saglamiglardir. Optimum kosullarda
hazirlanan elektrotun hassasiyeti 121.5 pA/puM.cm? olarak verilmistir. Lineer yanit
aralig1 ve belirleme limiti sirasiyla, 1-2000 uM ve 0.0014 uM olarak hesaplanmistir.
Elde edilen biyosensor yiiksek stabilite ve tekrarlanabilirlige sahip oldugu ve deniz
sularinda nitritin basarili tespitini sagladigi belirtilmistir.

Sasaki ve ark. 1998°de, calismalarinda NIR geni tasiyan E.coli kiiltiiriinden elde
edilmis olan Alcaligenes faecalis S-6’dan nitrit rediiktazi, altin elektrot tizerine diyaliz
membran kullanilarak immobilize etmis ve nitrit 6l¢timii i¢in ti¢lii elektrot sisteminde
calisma elektrotu olarak kullanmislardir. Elektron transferi 1-metoksi PMS (1-
metoksi-5-metilfenazinyum metilsiilfat) aracisi ile saglanmistir. Lineer 6l¢iim araligi
0-1 mg/L ve belirleme limiti 0.01 mg/L olarak bulunmustur. Dogal sularda nitrit
6l¢timii i¢in uygundur.

Silva ve ark. 2004’te, Desulfovibrio desulfuricans ATCC 27774'ten elde edilen
bir sitokrom c nitrit rediiktaz (ccNiR) kullanarak nitritin tayini i¢in biyosensor
gelistirdiler. ccNir camsi karbon elektrot yiizeyine poli(pirol-violojen) matrisinde
tutularak elektriksel olarak immobilize edildi. Elektrotun lineer araligr 5,4-43,4 uM,
belirleme limiti ve hassasiyeti sirasiyla 5,4 pM ve 1721 mA/M.cm? olarak bulunmus
ve Lineweaver—Burk grafiginden belirlenen Km®® degeri 86 uM olarak hesaplanmustir.
Nitratin herhangi bir etkisi goriinmezken siilfitin ihmal edilebilir diizeyde dl¢timleri
etkiledigi bulunmustur.

Quan ve ark. 2006’da yaptiklar1 calismada nitrit rediiktaz ve elektron
transferinde gorev almasi i¢in kullanilan metil violojeni, poli(vinil alkol) polimeri ile
cams1 karbon elektrot yiizeyine immobilize etmislerdir. MV ve enzimin sizmasini
engellemek i¢in poli(allilamin hidrokloriir) (PAH) katman1 eklenmis daha sonrasinda
da kloroform igerisinde ¢oziinen hidrofilik politiretan (HPU) katmani eklenmistir.
Biyosensoriin yanit siiresi tooy 20 saniyedir. Biyosensoriin hassasiyeti 11.8 nA/uM
bulunmustur. Elektrotun lineer aralig1 ve belirleme limiti sirastyla 1.5-260 uM (R2=
0.996) ve 1.5 uM (S/N = 3) olarak belirlenmistir. Nitratin Ol¢limlere %38’lik
hassasiyetle etki ettigi goriilmiistiir. Biyosensor 24 giin boyunca ilk aktivitesinin
%80’ini korumustur. Km*P degeri 770 uM olarak hesaplanmustir.

Almeida ve ark. 2007’ de ccNir ve arac1t madde olarak metil violojen yiiklii

Nafion iyonomerik matrise dayali bir biyosensor gelistirdi. Caligmada medyator
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miktarinin analitik parametreler iizerine etkiside incelenmis ve violojenin artmasi ile
hassasiyetin diistiigii ama lineer aralifin genisledigini gozlemlemislerdir. Optimize
kosullarda hazirlanan elektrotun hassasiyeti 445 mA/M.cm? olarak hesaplanmustir.
Lineer aralik 75-800 uM ve belirleme limiti 60 uM olarak bulunmustur. Nitrit
Olciimlerine etki edebilecek maddeler incelenmis ve nitrit ve siilfitin ihmal edilebilir
diizeyde olgiimleri etkiledigi ancak hidroksilaminin Ol¢iimleri %49 hassasiyetle
etkiledigi goriilmiistiir.

Chen ve ark. 2007°de yaptiklar1 ¢alismada ccNir, antrakinon-2-siilfonat (AQS)
iceren redoks aktif [ZnCr-AQS] katmanli hidroksit ile beraber cams1 karbon elektrot
yiizeyine immobilize edilmistir. Biyosensor 5 saniye gibi hizli yanit siiresine sahiptir
ve hassasiyeti 1.8 A/M.cm? olarak bulunmustur. Elektrotun lineer yamit araligi ve
belirleme limiti sirasiyla 0.015-2.35 uM ve 4 nM olarak hesaplanmistir. Michaelis-
Menten sabiti (Km*P) 7.5 uM hesaplanmustir.

Silveira ve ark. 2010 yilinda ccNir’i pirolitik grafit (PG) tizerine sol-jel islemiyle
yapilan gozenekli bir silika cami vasitasiyla immobilize ederek herhangi bir medyator
kullanmadan nitrit biyosensorii gelistirdiler. Tatl sularda nitrit analizinde yiiksek
dogruluk saglayan bu biyosensoriin hassasiyeti 430 mA/M.cm? olarak bulunmustur.
Elektrotun lineer yanit araligi ve belirleme limiti sirasiyla 0.25-50 uM ve 120 nM’dir.
Bu lineer aralikta iki haftaya kadar stabil sonuglar alinmistir.

Serra ve ark. 2011°’de, Marinobacter hydrocarbonocasticus susu 617'den
sitokrom-cdl (cyt-cdl) nitrit rediiktaz1 kullanarak enzimatik biyosensor gelistirdiler.
Elektron transferi olarak enzimin fizyolojik redoks ortagi sitokrom-c552 (cyt-c552)
kullanilmistir. Proteinler, polivinil alkol (PVA) tiirevi kullanilarak karbon macun
ekran baskili elektrotlar (CPSPE'ler) iizerine birlikte immobilize edildi. Biyosensor
hassasiyeti 2.49 A/uM.cm? olarak bulunmustur. Elektrotun lineer yanit aralif1 ve
belirleme limiti sirasiyla 10-200 uM ve 7 uM’dir. Calismalarda ¢6ziinmiis oksijenin
Olctimlere etki ettigi fakat dongilisel voltametri calismalarinda tarama hizlarinin
arttirtlmas ile tolere edilebilecegi belirtilmistir. Ayrica, 1 mM siilfit varliginda sinyal
%15 diistiigii ve 50 M hidroksilamin eklendiginde biyosensor tepkisinin %18 oraninda
arttig1 gorilmiistiir.

Monteiro ve ark. 2015 yilinda amonyak olusturan nitrit rediiktaz (ccNiR) ile
plazma, siit, idrar ve su gibi ¢esitli numunelerde diisiik hata oranlari ile (%1-6) ¢alisan
tek kullanimlik nitrit biyosensorii gelistirdi. ccNir’in karbon macun ekran baskili

elektrotlar (CPSPE'ler) {iizerine immobilize edilerek hazirlanmasiyla olusturulan
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elektrotun hassasiyeti 0.55 A/M.cm? ve lineer yanit aralig1 0.7-370 uM olarak
verilmigtir.

Santharaman ve ark. 2017 yilinda, nitritin tespiti i¢in sitokrom c rediiktaz (CcR)
bazli olduk¢a hassas portatif elektrokimyasal analiz cihaz1 gelistirdi. Enzim, PPy
nanokompozit ile modifiye edilmis ekran baskili karbon elektrot (SPCE) iizerine altin
nanoparikiillerle biyo-fonksiyonellestirilen SAM {izerine immobilize edildi.
Biyosensdr hassasiyeti 0.172 pA/uM.cm? olarak bulunmustur. Elektrotun lineer yanit
aralig1 ve belirleme limiti sirasiyla 0.1-1600 uM ve 60 nM’dir.

Nitrit reduktazin nitriti NO veya NH4" indirgemesine yonelik amperometrik
donlistimii temel alan arastirmalarda siklikla karsilagilan farkli enzim ¢alisma
prensipleri Sekil 3.7°de gOsterilmistir. NirB’nin nitriti NO’ya veya NHa"a
indirgemesinde kullanilan medyator ve enzim, birlikte ¢aligma elektrodundaki film
matriksine tutuklanabildigi gibi bazen sadece medyator elektrot malzemeye
tutuklanmis olabilir. Medyatdr kullanilmadan dogrudan elektrokimyasal doniisiim de

s0z konusudur.
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Sekil 3.7: Farkli enzimatik nitrit biyosensdrlerinin ¢alisma prensiplerinin
gosterimi a)medyatdr ve enzimin birlikte matris film tabakada bulundugu
b)medyatoriin elektrot malzemede tutuldugu.
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4. MATERYAL VE METOT

Segici amperometrik bir nitrit biyosensor gelistirmek lizere ¢alismada kullanilan
yontemler asagida ayrintisiyla verilmistir. Calismada dnce elektrot yilizeyine enzim
tutuklamasimin agamalart ve en iyi sonuglari almak {izere metot parametrelerinin
optimizasyonu gergeklestirilmistir. Ardindan en iyi sonuglari veren elektrodun
karakterizasyon asamasina gecilmistir. Gelistirilen biyokatalitik elektrot ylizey
sonrasinda nitrit iceren numuneler ile kalibre edilerek biyosensoriin kalibrasyon egrisi

olusturulmustur.

4.1. Materyal

4.1.1. Kullamilan Kimyasallar

Deneysel ¢alismalarda kullanilan kimyasallardan; glutaraldehit (%25 w/v), metil
violojen ve etanol Sigma Aldrich’ten; pirol (%99) Acros Organics’ten; sodyum
hidroksit Isolab firmasindan; sodyum dodesil siilfat (SDS), potasyum dihidrojen fosfat
(KH2PQOg), disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4), sodyum kloriir (NaCl) ve sodyum
nitrit (NaNOy), stilflirik asit (H2SO4) Merck’ten; potasyum kloriir Riedel-de Haén

firmasindan alinmustir.
4.1.2. Enzim

Deneysel calismalarda; labaratuvarimizda daha oncesinde E.coli’den pET28
vektoriine klonlanmis olan Nitrit Rediiktaz B (NirB) enzimi kullanilmistir [Yilmaz et
al., 2022]. Enzim konsantrasyonu 265 pg/mL olarak Olgiilmiistiir. Enzim, elektrot

ylizeyine immobilizasyonu 6ncesinde -18°C’de saklanmistir.
4.1.3. Uclii Elektrot Sistemi

Calismalar icin CHI842B ve VersaSTAT 3 marka potansiostatlar kullanilmistir.
Calisma elektrotu olarak camsi karbon elektrot (GCE) (d=3 mm, CHI104), referans

elektrot olarak Ag/AgCl (3 M KCl, BASI), karsit elektrot olarak platin (Pt) elektrot
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kullanilmistir. Uclii elektrot sistemi reaksiyon hiicresi icerisine daldirilarak elektrik
potansiyelleri uygulanmistir. 0.05 M  fosfat tamponu igerisine farkli
konsantrasyonlarda nitrit eklemeleri yapilmis ve akim degerleri 6l¢iilmiistiir. Tampon
¢ozeltisi Ol¢iimler sirasinda oda sicakliginda devamli olarak karistirilmistir ve sisteme
devamli N7 akis1 saglanmstir. Uglii elektrot sisteminin sematik gosterimi Sekil 4.1°de

verilmistir.

GCE

Ag/AgCl

Polipirol/Poligluteraldehit/GCE

Sekil 4.1: Uglii elektrot sistemi deney diizenegi.

4.2. Metot

4.2.1. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Olgiimlerde kullanilan 0.05M KCl igeren 0.05 M fosfat tamponu (PBS), 40 g/L
NaCl, 7.2 g/L Na;HPOQO4, 1.225 g/L KH2POg4 ile hazirlanmis olup pH’1 7.1 olarak
ayarlanmistir. Tampon ¢6zelti, su aritma sisteminden 15 MQ kalitesinde temin edilen
saf su ile hazirlanmistir [Quan et al., 2006].

Stok metil violojen ve nitrit ¢ozeltileri, PBS (0.05M KCIl, pH=7.1) ile
hazirlanmistir. Metil violojen deneyden hemen Once taze bir sekilde hazirlanmistir.

Hazirlanan ¢ozeltiler 4°C’de tutulmustur.
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Poliglutaraldehit ¢ozeltisi hazirlanmasinda ilk olarak, 10 mL saf su igerisine 2
mL glutaraldehit (%25 w/v) eklenmistir ve 0.1 M NaOH ile pH 10-11 seviyelerine
cikarilmistir. 600 rpm’de 30 dakika karistirillarak glutaraldehitin bazik ortamda

polimerizasyonu saglanmistir [Ozoner et al., 2009].

4.2.2. Calisma Elektrotunun Hazirlanmasi

Calisma elektrotlar1, kaplama isleminden o6nce, 0.05 um alumina tozu ile
temizleme pedinde temizlenmis ve 5 dakika su-ethanol (50 v/v %) karisiminda sonike
edilmistir. N2 gazi ile kurutulmustur. Poliglutaraldehit (PGA) ¢dzeltisi igerisine 2.35
mM sodyum dodesil siilfat (SDS) ve 14 mM pirol (%99 saflikta) eklenmis ve homojen
olana kadar karistirma islemi uygulanmistir. Piroliin elektrot ylizeyine
elektropolimerizasyon, 3’lii elektrot sistemi ile doniisiimlii voltametri yOntemi
kullanilarak saglanmistir. 15 dongii (25 dakika), -1V ile 1.5V potansiyel taramasi ve
50 mV/s tarama hizinda elektrot yiizeyine Polipirol/Poliglutaraldehit (PPy/PGA) film
kaplanmistir. Kaplama igleminden sonra c¢alisma elektrotu kurutulmus, %25°lik
glutaraldehit icerisine daldirilmis ve 3 saat bekletilmistir. Sonrasinda iizerine 7.5 uL
enzim damlatilmistir ve bir gece 4°C’de bekletilmistir. Baglanmamis enzimlerin
yizeyden wuzaklastirilmasi icin elektrotlar distile su ile yikanmistir ve

kullanilmadiklarinda PBS (0.05M KCI, pH=7.1) igerisinde 4°C’de saklanmistir.

4.2.3. Elektrot Yiizeyinin Temizlenmesi

Deneysel c¢alismalarda kullanilan camsi karbon elektrotlar, calisma sonrasi
temizlenmistir. Elektrotlar sirasiyla 1 um, 0.3 pm ve 0.05 pm alumina tozu ile
temizleme pedinde temizlenmis ve 5 dakika su-ethanol (50 v/v %) karisiminda sonike
edilmistir. Sonrasinda tiglii elektrot sistemi 0.5 M H2SO4 ¢6zeltisi igerisinde -0.5 V ile
1.5 V potansiyel taramasi, 50 mV/s tarama hizinda 10 dongii boyunca elektrokimyasal

olarak temizlenmistir.
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4.3. Optimizasyon Cahsmalari

Enzim tabanli nitrit biyosensoriiniin Ol¢limleri dongiisel voltametri ve
amperometrik akim-zaman egrileri ile yapilmistir. Tampon igerisine, nitritin
eklenmesi ile olusan akim degerleri 6l¢lilmiistiir.

Biyosensoriin  en 1iyi c¢alisma kosullarinin belirlenmesi igin; piroliin
elektropolimerizasyon siiresi, pirol konsantrasyonu, SDS konsantrasyonu, pH ve

glutaraldehit igerisinde bekletme siiresi optimize edilmistir.

4.3.1. Piroliin Elektropolimerizasyon Siiresi

Piroliin elektrot yiizeyine elektropolimerizasyonu; 15 mL poliglutaraldehit
¢oOzeltisi igerisine 2 mM SDS ve 10 mM pirol eklenerek iiclii elektrot sisteminin
¢ozeltiye daldirilmasi ile gergeklestirilmistir. -1 ile 1.5V potansiyel taramasi ve 50
mV/s tarama hiz1 ile farkli dongii sayilarinda piroliin elektrot yiizeyine film
olusturmasi saglanmistir. Polimerizasyon siiresi 10, 15 ve 20 dongii olmak iizere ii¢

farkli elektrot hazirlanmistir.

4.3.2. Pirol Konsantrasyonu

Pirol konsantrasyonunun, biyosensoriin nitrite verdigi yanita etkisini incelemek
icin dort farkli pirol konsantrasyonunda elektrot hazirlanmistir. Kaplama, 15 mL
poliglutaraldehit ¢ozeltisi icerisine 2 mM SDS ve 6, 10, 14, 18 mM pirol eklenerek
tiglii elektrot sisteminin ¢ozeltiye daldirilmasi ile gergeklestirilmistir. -1 ile 1.5V
potansiyel taramasi ve 50 mV/s tarama hizi ile 15 dongii olmak iizere elektrot yiizeyine

piroliin elektropolimerizasyonu saglanmustir.

4.3.3. pH

Olgiimlerde kullanilan fosfat tamponunun biyosensoriin yanitina etkisinin
incelenmesi icin 6, 6.5, 7, 7.5 ve 8.3 olmak {lizere bes farkli pH degerinde fosfat
tamponu hazirlanmistir.

Calisma elektrotu; PGA igerisinde, 2 mM SDS, 14 mM pirol ile 15 dongii

boyunca potansiyel uygulanmasi ile hazirlanmistir. Calisma elektrotu 3 saat
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glutaraldehit ¢cozeltisinde bekletilmis daha sonra iizerine enzim damlatilarak bir gece
4°C’de bekletilmistir.
Farkli pH’larda kullanilmak iizere birden c¢ok elektrot ayni kosullarda

hazirlanmistir.

4.3.4. SDS Konsantrasyonu

Piroliin iletkenligini etkileyen SDS; elektrot yiizeyine PPy/PGA film olusumu
icin hazirlanan ¢ozeltinin igerisine 1.5, 2, 2.5 ve 3 mM olmak {izere dort farkli
konsantrasyonunda SDS eklenerek optimize edilmistir. Elektrotlar, 14 mM pirol ile 15
dongiide kaplanmistir daha sonra 3 saat glutaraldehit ¢ozeltisinde bekletilmis ve

tizerine enzim damlatilarak bir gece 4°C’de bekletilmistir.

4.3.5. Glutaraldehitte Bekletme Siiresi

Enzimin; PPy/PGA/GCE yiizeyine immobilizasyonunu etkileyen glutaraldehitte
bekletme siiresi optimize edilmistir. PPy/PGA/GCE elektrotunu, Bolim 4.2.2.°de
anlatildig1 gibi hazirlanmistir. Piroliin elektrot yiizeyine elektropolimerizasyonundan
sonra elektrotlar 1.5, 3, 6 ve 24 saat %25’lik glutaraldehit ¢ozeltisinde 100 rpm’de
karistirilarak bekletilmistir. Daha sonra iizerine enzim damlatilarak bir gece 4°C’de

bekletilmistir.

4.4. Biyosensor Karakterizasyonu

Optimum kosullarda kaplanmis olan nitrit biyosensorii ile nitrit kalibrasyon
egrisi olusturulmustur ve biyosensoriin belirleme limiti, hassasiyet ve kararlilik

parametreleri lizerinden karakterizasyonu gerceklestirilmistir.
4.4.1. Belirleme Limiti
Belirleme limiti; ayn1 konsantrasyondaki analitin elektrolit igerisine ard arda

eklenmesi ile olusan akim degisimlerinin standart sapmasinin (Sb), olusturulan

kalibrasyon egrisinin egimine (m) boliimiiniin 3 katidir.
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Lop = > (4.1)

Belirleme limiti biyosensOriin  tespit edebilecegi en kiigiik analit

konsantrasyonunu ifade eder.

4.4.2. Hassasiyet

Biyosensor hassasiyeti, doniistiiriilmiis sinyal yogunlugu ile degisen biyoanalit
konsantrasyonu arasindaki bir iliski olarak tanimlanir. Yiiksek hassasiyete sahip
biyosensorler, bir numunenin konsantrasyonunda kii¢lik dalgalanmalarla yanit

tiretebilir. Kalibrasyon egrisinin egimi hassasiyet degerini verir.

4.4.3. Kararhhk

Kararlilik, biyoalgilama sisteminin i¢indeki veya etrafindaki olumsuzluklara
kars1 duyarlilik derecesidir. Bu olumsuzluklar 6l¢iim altindaki bir biyosensoriin ¢ikis
sinyallerinde kaymaya neden olabilir. Bunun neticesinde Olgiilen derisimde
biyosensoriin hassasiyet ve dogrulugunda hatalar olabilir.

Reaksiyon ortamina ayn1 konsantrasyonda analit eklenmesi ile elde edilen akim
degerlerinin standart sapmasi kararlilig1 gostermektedir.

Sekil 4.2°de kalibrasyon egrisi ve biyosensor karakteristiginin sematik gosterimi

verilmistir.
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Sekil 4.2: Kalibrasyon egrisi ve biyosensor karakteristiginin sematik gosterimi.
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5. BULGULAR ve TARTISMA

5.1. GCE/PPy/PGA/NirB Calisma Elektroduna Ait Film
Karakterizasyonu

GCE/PPy/PGA/NirB elektrotu Bolim 4.2.2.’de anlatildigi gibi hazirlanmistir.
Piroliin elektrot yilizeyine elektropolimerizasyonuna ait doniistimlii voltametri grafigi

Sekil 5.1°de verilmistir.
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-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5
Potansiyel (V) vs Ag/AgCl

Sekil 5.1: Piroliin elektropolimerizasyonuna ait doniisiimlii voltametri grafigi
(tarama hizi: 50 mV/s).

Pirol filminin cams1 karbon elektrot {izerine tamamen aym kosullarda
elektropolimerize edildigi iki elektrot hazirlanmistir. Hazirlanan elektrotlardan birine
NirB enzimi glutaraldehit ile gapraz baglanarak immobilize edilmistir. Diger elektrotta
enzim eklenmemistir. Bu iki elektrot ile NO2™ varliginda dongiisel voltametri grafikleri
alinmistir (Sekil 5.2). GCE/PPy/PGA elektrodunun aksine enzim immobilize edilmis
elektrotun 0.8 V potansiyelde anodik pik olusturdugu goriilmiistiir. Bu sonuglar,
PGA/PPy'nin, NirB'nin GC elektrot yiizeyinde immobilizasyonu i¢in bir destek matrisi
olarak basarili bir sekilde hareket ettigini ve NirB ile elektrot arasindaki elektron

transferini sagladigini géstermistir.
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Sekil 5.2: Polipirol/Poligluteraldehit film tabakasi (GCE/PPy/PGA) ve enzim
tutuklu (GCE/PPy/PGA/NirB) elektrotlarin nitrit varligindaki CV goriintiileri (tarama
hizi: 50 mV/s).

5.2. Optimizasyon Cahsmalar:

GCE/PPy/PGA/NirBgalisma elektrotu ile yapilan tiim nitrit Slgtimleri gl
elektrot sisteminde, 100 rpm karistirma hizinda gergeklestirilmistir. Deneyler oda
sicakliginda yiiriitiilmiistiir. Olgiimler 12 mL hacimde fosfat tamponu (PBS) igeren
hiicrelerde yapilmis ve 6lgiim oncesinde 10 dk boyunca N3 ile muamele edilmistir. N2
akigi sistemde devamli olarak tutulmus ve Ol¢limler bitene kadar kesilmemistir. PBS
icerisine 3 mM MV ve farkli konsantrasyonlarda NO2 eklemeleri yapilmistir.
Dongiisel voltametri grafigindeki anodik pikin oldugu 0.8 V’daki akim degerlerindeki
degisimler 6l¢iilmiis ve biyosensor igin optimum kosullar belirlenmistir. Optimizasyon
caligmalarinda immobilize edilen enzimlerin protein igerigi ve aktivitesi farkli olmakla
beraber her bir parametreayni 6zelliktekienzim kullanilarak yapildigi i¢in sonuglar

etkilenmemistir.
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5.2.1. Piroliin Elektropolimerizasyon Siiresinin Akima Etkisi

Elektrot yiizeyine kaplanan polimerlerin olusturdugu filmin kalinligi, iletkenlik
ve enzimin immobilizasyonu agisindan Onemlidir ve kaplama kosullar1 optimize
edilmelidir. Piroliin elektropolimerizasyon siiresi kapsaminda 3 farkli dongii sayisinda
3 farkli elektrot kaplanmustr.

Calisma ortamimna 3 mM MV ve 2 mM NO2 eklemesi yapilarak akim
degerlerindeki degisim grafige gecirilmistir. Sekil 5.3; ¢alisma elektrotunun -1V ile
1.5V potansiyel taramasi arasinda farkli elektropolimerizasyon siireleriyle

hazirlanmasinin akima olan etkisini gostermektedir.
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Sekil 5.3: Piroliin elektropolimerizasyon siiresinin etkisi.

Dongili sayisinin  optimizasyonunda; 10, 15 ve 20 dongii ile kaplanmig
elektrotlarin nitrite verdikleri yanitlar dikkate alindiginda en yiiksek akim degerini 15
dongii ile kaplanmis calisma elektrotu vermistir. Bundan sonraki deneylerde de 15
dongii ile elektrot yiizeyine PPY/PGA film tabakasi1 kaplanmistir. Deneyde 5 dongti ile

kaplanmis elektrotta hazirlanmistir fakat elektrot nitrite yanit vermemistir.
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5.2.2. Pirol Konsantrasyonunun Akima EtkKisi

Dort farkli pirol konsantrasyonunda elektrotlar hazirlanmistir ve calisma
ortamina 3 mM MV ve 2 mM NO; eklemesi yapilarak akim degerlerindeki degisim
grafige gecirilmistir. Sekil 5.4; farkli pirol konsantrasyonlarinda hazirlanmis

elektrotlarin nitrite verdigi yanit1 gostermektedir.

10 12 14 16 18

Pirol Konsantrasyonu (mM)

Sekil 5.4: Pirol konsantrasyonunun etkisi.

6 mM pirol ile kaplanan elektrot, ilk deneyde 14 mM pirol ile kaplanmis
elektrottan daha yiiksek akim degerleri vermistir. Fakat ilk kullanimdan sonra elektrot
yiizeyindeki kaplama reaksiyon hiicresi icerisine akmistir ve elektrot daha sonra
kullanilamamistir. 10, 14 ve 18 mM pirol ile kaplanmis elektrotlar incelendiginde
nitrite en 1yi cevabi 14 mM pirol ile kaplanmis elektrotun verdigi ve daha uzun stireli
kullaniminin oldugu gézlenmistir. 18 mM ile kaplanmis elektrotun sinyalleri daha
sonraki Ol¢iimlerde degiskenlik gostermistir. Bu nedenle 14 mM piroliin en uygun
pirol konsantrasyonu olduguna karar verilmistir. Bundan sonraki deneylerde bu

konsantrasyon kullanilmistir.
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5.2.3. pH Degerinin Akima EtkKisi

Ayni kosullar ile kaplanmis elektrotlar; enzim immobilizasyonundan sonra
distile su ile yikanmis ve farkli pH’larla hazirlanmigs PBS igerisinde 4°C’de
tutulmuslardir. Olgiimler 6, 6.5, 7, 7.5 ve 8.3 olmak iizere bes farkli pH degerinde
fosfat tamponu ile ylriitiilmistiir. Calisma ortamima 3 mM MV ve 2 mM NOz

eklemesi yapilarak akim degerlerindeki degisim grafige gecirilmistir.
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Sekil 5.5: pH’1n etkisi.

Sekil 5.5°de gosterilen pH-Akim grafigine gore en yiiksek akim pH’s1 7.1 olan
elde edilmistir. Bundan sonraki deneylerde fosfat tamponunun pH degeri 7.1 olarak

ayarlanmugtir.
5.2.4. SDS Konsantrasyonunun Etkisi
Dort farkli SDS konsantrasyonunda elektrotlar hazirlanmistir ve ¢alisma

ortamima 3 mM MV ve 2 mM NOz2 eklemesi yapilarak akim degerlerindeki degisim

grafige gecirilmistir. Deneyler fosfat tamponu (pH=7.1) igerisine yiiriitiilmiistiir.
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Sekil 5.6: SDS konsantrasyonunun etkisi.

1.5, 2, 2.5 ve 3 mM SDS ile kaplanmig elektrotlarin 6l¢iimii sonucunda c¢izilen
SDS-Akim grafiginde (Sekil 5.6), 2.35 mM SDS konsantrasyonunun nitrite en iyi
yanitt verdigi goriilmiistiir. Bundan sonraki deneylerde SDS konsantrasyonu 2.35 mM

olarak ayarlanmstir.

5.2.5. Glutaraldehitte Bekletme Siiresinin EtKisi

PPy/PGA film ile kaplanmis 4 elektrot, 1.5, 3, 6 ve 24 saat glutaraldehit
cozeltisinde 100 rpm’de karistirilarak tutulmustur ve elektrot ylizeyine enzim
damlatilarak ¢alisma elektrotlar1 hazirlanmistir. Calisma ortamima 3 mM MV ve 2 mM
NOz eklemesi yapilarak akim degerlerindeki degisim grafige gegirilmistir.

Nitrite verilen yanit incelendiginde, 3 saat glutaraldehit ¢ozeltisinde bekletilerek
hazirlanan elektrotun Sekil 5.7°de gosterildigi gibi en iyl sonucu verdigi

goriilmektedir.
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Sekil 5.7: Gluteraldehitte bekletme siiresinin etkisi.

5.3. Tarama Hizimin EtKisi

Sekil 5.8 a)’da, farkli tarama hizinda, 2 mM NO2 varligindaki 0.05 M PBS (0.05
M KCI igermekte, pH=7.1) igerisinde, GCE/PPy/PGA/NirB icin doniisiimlii
voltametri grafikleri gosterilmistir. Sirasiyla; 0.01, 0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5,
0.6, 0.7, 0.8 ve 0.9 V/s tarama hizlarinda doniisiimlii voltametri grafikleri alinmistir.

Sekil 5.8a)’daki farkli tarama hizlarindaki grafiklerin pik noktalar1 dikkate
aliarak olusturulan Ipik/v grafiginin daha biiytitiilmiis hali Sekil 5.8 b)’de verilmistir.
Anodik pikler (R? = 0.9982), tarama hizinin karekdkii ile dogrusal olarak artis
gostermistir. Bu durum elektrot yiizeyine immobilize edilmis NirB’nin elektrot

reaksiyonunun biiyiik 6l¢iide difiizyon kontrol prosesi ile kontrol edildigini gosterir.
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Sekil 5.8: a) GCE/PPy/PGA/NirB elektrodunun ¢esitli tarama hizlarinda nitrite
verdigi yanitlar (a’dan g’ye sirastyla 0.01, 0.05, 0.1, 0.3, 0.5, 0.7, 0.9 V/s) b) Tarama
hizinin karekdkiine kars1 anodik tepe akimi grafigi.
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5.4. Medyatoriin EtKisi

Medyator varliginda elektrodun nitrite tepkisi incelenmistir. Deneylerin ilk
asamalarinda, aract olarak metil violojen (MV) kullanilmistir. Sekil 5.9, MV yoklugu
ve farkli konsantrasyonda MV varliginda farkli konsantrasyonlarda NaNOz'nin ortama
art arda eklenmesi iizerine 0.8 V'de GCE/PPy/PGA/NirB'nin amperometrik tepkisini
gostermektedir. Olusturulan kalibrasyon egrilerine bakilarak hassasiyetin metil
violojen yoklugunda metil violojen varligindan daha yiiksek oldugu gozlenmistir.
Almeida ve arkadaslar1 da 2007 yilinda yaptiklar1 calismada mediatér miktar arttikga
hassasiyetin azaldigini ancak lineer yanit araliginin genisledigini belirtmislerdir. Fakat
calismada bu durumun neden kaynaklandigi belirtilmemistir. Bu konu ile ilgili
mekanizmanin daha detayli incelenmesi gerekmektedir. NirB enzimini kismen
saflagtirarak karektrizasyonunun yapildig1 baska bir calismada ise NADH bagimhi
nitrit rediiktazin demir ve stilfiir icerikli yapilar (FeS) tasidig1 belirlenmistir [Jackson
et al., 1981]. Caligmalarda, enzim aktivitesini 6lgmek ilizere NADH veya MV
kullanilmis olmakla beraber enzimin yapisindaki FeS sayesinde ortamda elektron
verici olmadig1 durumlarda da calisabilecegi belirtilmistir. Sonraki deneylerde metil
viologen kullanilmamistir. Sekil 3.7’deki calisma prensibinin gegerli oldugu

gorilmiistiir.
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Sekil 5.9: Metil violojenin nitrit dl¢limiine etkisi.

5.5. Biyosensoriin Karakterizasyonu

5.5.1. Kalibrasyon Egrisinin Olusturulmasi

Bolim 4.2.2.” de anlatildig1 gibi hazirlanan GCE/PPy/PGA/NirB elektrotunun
amperometrik olgtimleri 0.8 V ¢alisma potansiyeli uygulanarak, 100 rpm karigtirma
hizinda ve N2 akisi sistemde siirekli tutularak yapilmistir. Deneyde aract madde
kullanilmamustir. 0.05 M KCl igeren 0.05 M fosfat tamponunun (pH 7.1) 12 mL’sine
50 saniye araliklarla, 1 uM — 10 mM araliginda artan konsantrasyonda NO2 eklemeleri
yapilmustir. NO2™ eklemeleri ile gozlemlenen akim degerlerindeki degisim zamana
bagli olarak goriintiilenmistir. Nitrit eklemeleri 400. saniyede baslamistir. Elektrot, 3.5
mM nitrit konsantrasyonuna kadar lineer cevap vermis fakat sonraki eklemelerde
kararsiz davranmis ve amperometrik giiriiltiiler gozlenmistir. Elde edilen akim-zaman
grafigi Sekil 5.10°da verilmistir. Hazirlanan ¢alisma elektrotu 10 saniyeden kisa yanit

stiresiyle (tos%) oldukc¢a kararli ve hizliydi.

43



120

100

80

60 -

Akim (pA)

40

20

o

0

—
200

—
400

T ¥ T ¥ 1 * I e T : I
600 800 1000 1200 1400 1600

Zaman (saniye)

Sekil 5.10: GCE/PPy/PGA/NirB elektrodundan nitrit eklemeleri sonucu elde

edilen akim-zaman grafigi (¢alisma potansiyeli: 0.8V)

Elde edilen akim-zaman grafiginden yola c¢ikilarak nitrit kalibrasyon egrisi

olusturulmustur. Egri, elektrotun lineer yanit verdigi 3500 M nitrit konsantrasyonuna

kadar olusturulmustur. Kalibrasyon egrisi Sekil 5.11°de verilmistir.
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Sekil 5.11: Nitrit kalibrasyon egrisi.
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Elektrot, I (uA) = 0,0055 (uM) (R?=0,9935) regresyon denklemiyle 1-3500 pM
arasinda nitrit konsantrasyonuyla dogrusal bir iliski gostermistir. Biyosensoriin
hassasiyeti ve belirleme limiti sirastyla 77.81 mA/M.cm? ve 2.7 pM bulunmustur.

Elektrodun kararliligini gézlemlemek i¢in ayn1 giin ve farkli giinlerde elektrotun
nitrite tepkisi incelenmistir. Sekil 5.12'de goriildiigii gibi sisteme 200 uM nitrit ilavesi
yapilmis ve mevcut degisimler kaydedilmistir. Ayn1 giin yapilan deneylerde sadece

%4’liik bir degisimle iyi kararlilik goriilmiistiir.
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Sekil 5.12: Elektrotun ayn1 giin i¢erisinde farkli setlerde 200 uM nitrite verdigi
yanitlar.

Elektrot yiizeyinde tutuklanan enzimin ne kadar oldugunu belirlemek iizere
protein miktar1 6l¢timleri yapilmistir. Hazirlanan elektrotun baglanmamis enzimlerin
uzaklagmas1 i¢in yikanmasi,ve dolapta bekletilmesime siireci iledl¢lim Oncesi yikama
ve Ol¢lim esnasinda kullanilan tamponlardaki protein miktar1 belirlenmistir.
Kullanilan toplam tampon hacmi 16.5 ml’dir. Ne kadar enzimin sizdigini1 anlamak igin
16.5 ml tampon igerisine tutuklama islemi sirasinda eklenen enzim miktar1 kadar (7.5
ul) enzim damlatilmistir ve karsilastirma yapilmistir. Sonuglara gore elektrot yiizeyine
eklenen enzimden sadece %18’1 elektrot yiizeyinde kalmistir. Tablo 5.1°de siireclere

gore hesaplanan protein miktarlar1 verilmistir.
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Tablo 5.1: Protein miktarlari.

Elektrot tizerine damlatilan protein miktar1 (ug/ml) 81.06
Ik yikamada elektrot yiizeyinden akan protein miktar1 (ug/ml) 6.24
Tampon igerisinde beklerken akan protein miktar1 (ug/ml) 2.1

Olgiim 6ncesi elektrot yikanirken akan protein miktar1 (ug/ml) 6.12
Olgiim esnasinda tampona karisan protein miktar1 (ug/ml) 51.65
Olgiim sonrasi elektrot yiizeyindeki protein miktar1 (ug/ml) 15.26

Elde edilen bulgularin diger ¢caligmalarla kiyaslanmasi Tablo 5.2’de yapilmuistir.

Tablo 5.2: Enzim tabanli amperometrik nitrit biyosensorleri literatiir bulgulari.

Dogrusal

Belirleme

Enzim Elektrot Aralik Limiti Hassasiyet Referans
Mb GC/ZrPNS/Mb 3-800 mM 700 uM - Zhang,2008
Hb Au nano partikiil/Hb 0.4-14.8 uM  0.065 uM - Hong,2009

Co304 nano tabaka/grafen .
HRP oksit/GCE/HRP 1-5400 uM 0.21 uM Liu,2017
Pt elektrot/ 100 nM- Madasamy,
SODb1 CNT/PPy/NaR/SOD1 1mM S0 i 2014
GCE/MWCNT/PAMAM/  1-29 uM ve
CytC Chit/Cyt C 29254 uM 0.01 uM - Chen,2009
CYtC  GCEMWCNT/TIN/CYtC 12000 yM 00014 M -on Haldoral,
# PO RV A/uMLem? 2016
. Au elektrot/1 Metoksi .
NiR PMS/NIR 0-1 mg/L 0.01 mg/L - Sasaki, 1998
. GCE/Poli(Pirol- 1721 .

ccNiR Violojen)/ccNiR 5,4-43.4 uM 5,4 uM MA/M.cm? Silva, 2004

nig  CCRPVAIIVINIRPARE 5060 um  15uM 118nARM  Quan2006
. Nafion iyonomerik 445 Almeida,

CeNIR matris/MV/ccNiR 75-800 M 60 M mA/M.cm? 2007

ccNiR GCE/[ZnCr-AQS]/ccNiR 0'01}3\_/[2'35 4nM 1.8 A/M.cm?>  Chen,2007

ccNiR Pirolitik Grafit/ccNiR 0.25-50 uM 120 nM 430 ,  Silveira, 2010

mA/M.cm
2.49
Cyt-cdl PVA/CPSPE/Cyt-cdl 10-200 uM 7 uM AluM.cm? Serra,2011
. . 0.55 Monteiro,
ccNiR CPSPE/ccNiR 0.7-370 uM - AJM.cm? 2015
. PPy/SPCE/Au 0.172 Santharaman,
CCNIR nanopartikiil/ccNiR 0.1-1600 uM 60 M HA/uM.cm? 2017
. . 77.81
NirB GCE/PPy/PGA/NirB 1-3500 uM 2.7 uM MA/M.cm? Bu calisma
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6. SONUC

Nitrit, ¢esitli azotlu atik sularda yaygin olarak bulunan, olduk¢a toksik ve
patojenik bir kirleticidir. Bu nedenle, su kirliligini 6nlemek ve insan sagligin1 korumak
icin hizli ve kararl nitrit tespitine acil ihtiyag vardir. Elektrokimyasal biyosensorler,
hizli yanit verme siireleri, yiiksek hassasiyetleri, kullanim kolaylig1, taginabilirlikleri
ve gercek zamanl algilama gibi ¢esitli yetenekleriyle ilgi ¢ekmis ve gercek zamanl
nitrit izleme i¢in en umut verici arag olarak zaman igerisinde ¢alisma sayisi artarak
gelistirilmistir. Nitrit biyosensorlerinde, nitrit rediiktaz enzimleri en sik kullanilan
biyoreseptorlerdir. Literatiirde rapor edilen nitrit biyosensorleri ¢esitli polimerler ve
aract maddeler ile birlikte farkli immobilizasyon teknikleri ile gelistirilmistir. Araci
madde kullanilmadan yapilan nitrit biyosensorleride bildirilmistir.

Bu ¢alismada, ekibimiz tarafindan daha 6nce pET28 vektoriinde klonlanmis olan
E. coli NADH bagimli nitrit redilktaz B (NirB) enzimi biyoreseptér olarak
kullanilmistir. Polipirol (PPy), camsi karbon elektrot yiizeyinde poliglutaraldehit
(PGA) ile kopolimerize edilmistir. Glutaraldehit ¢ozeltisi kullanilarak enzimin
PPy/PGA film yiizeyine immobilize edilmesi saglanmistir. Gelistirilen bu biyosensor
ile nitritin amperometrik tayini N2 gazi altinda yapilmustir.

Elde edilen sonuglar maddeler halinde verilmistir.

I) Dongiisel voltametri caligmalarinda biyosensoriin nitrite 0.8V’da tepki verdigi
goriilmiis ve amperometrik yamit 0.8V’luk calisma  potansiyelinde
gergeklestirilmistir.

if) Deneylerin ilk asamalarinda araci madde olarak metil violojen kullanilmis ve
biyosensor hassasiyetinin metil viologen yoklugunda metil viologen varligindan
daha yiiksek oldugu gézlenmistir. Sonrasinda yapilan deneylerde metil viologen
kullanilmamustir.  Gelistirilen bu biyosensor iclincii nesil amperometrik
biyosensordiir.

i) Pirol filminin kalinlig1 i¢in yapilan optimizasyon caligmalarinda en iyi akim
degeri 15 dongii ile kaplanan elektrotta goriilmiistiir. -1V ile 1.5V araliginda 15
dongii seklinde gergeklestirilen elektropolimerizasyon 25 dakika siirmektedir.

Iv) Pirol konsantrasyonunun optimizasyonunda 14 mM pirol varliginda hazirlanan

elektrotun en iyi akim degerlerini sagladig1 goriilmiistiir.
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V) Biyosensoriin en uygun ¢alisma ortaminin bulunmasi igin farkli pH degerlerinde
fosfat tamponu ile deneyler yapilmis ve yapilan deneyde biyosensor i¢in en uygun
pH degeri 7.1 olarak belirlenmistir.

vi) Elektropolimerizasyon isleminin daha saglikli yiiritiilebilmesi igin kullanilan
SDS’in optimizasyonu yapilmistir. 2.35 mM SDS varliginda hazirlanan elektrotun
en iyi akim degerlerini sagladig1 gorilmistiir.

vii) Glutaraldehit i¢erisinde bekleme siiresi optimize edilmistir ve en iyi sonuglar 3
saatlik bekleme siiresinde alinmistir.

viil) Tarama hiz1 etkisi incelenmistir ve elektrot yiizeyine immobilize edilmis
NirB’nin elektrot reaksiyonunun biiyiik 6l¢iide difiizyon kontrol prosesi ile kontrol
edildigi goriilmistiir.

iX) Biyosensdr yanit siiresi 10 saniye ve hassasiyeti 77.81 mA/M.cm?’dir.

X) Biyosensoriin belirleme limiti ve dogrusal araligi sirasiyla; 2.7 uM  ve 1-3500

uM olarak bulunmustur.

Elde edilen sonuglara bakildiginda gelistirmis oldugumuz biyosensoriin
literatiirdeki diger nitrit biyosensorleri ile karsilastirildiginda hassasiyet degerinin
daha diistik oldugu goriilmiistiir. Bunun yani sira yanit siiresi, belirleme limiti ve
dogrusal aralig1 diger caligsmalar ile benzer veya daha iyidir.

Oneriler ve gelecek calismalar: Poli(allilamin hidrokloriir) gibi farkl
polimerlerkullanilarak ve tutuklama metodlar1 optimize edilerek uzun siire
kararliligin1 koruyan veya karbon nanotiip gibi maddelerin kaplamaya eklenmesi ile
elektriksel iletkenlik arttirildigindan daha hassas biosensorler gelistirilebilir.. Gelecek
calismalarda sicaklik gibi ¢evresel parametreler ve elektrot yiizeyine tutuklanan enzim
miktar1 optimize edilerek daha iyi sonuglar alinabilir.

Tez ¢alismasinin sonucunda ilk kez saflastirilmis olan orijinal NirB enziminin,
nitrit biyosensorlerinin gelistirilmesi i¢in umut verici bir biyoreseptér oldugu
goriilmektedir. Elektron vericiye ihtiyag duymadan nitrit indirgenmesinin
gerceklesiyor olmasi, diger bir deyisle enzimi medyator veya NADH bagimli olmadan
caligabilmesi gelistirilen biosensoriin iiglincii nesil olarak tanimlanan biosensor
grubuna sokmaktadir. Bir avantaj olan bu c¢alisma prensibinin calisilmasi ve enzim
reaksiyon mekanizmasinda enzimin sahip oldugu FeS yapilarmin nasil bir rol

oynadiginin ararstirilmast 6nemlidir. Enzimin daha detayli karakterizasyonu ile
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enzimatik nitrit indirgeme mekanizmasi daha iyi anlagilarak yiliksek hassasiyetli nitrit

biosensorlerinin gelistirilmesi miimkiin olabilir.
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