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OZET

TEZIN BASLIGI: Medyator Bagh Matrikslerin Tyrosinase Tabanlh

Fenol Biyosensoriine Uygulanmasi

YAZAR ADI: Fuat DURSUN

Biyosensor teknolojileri Cevre Miihendisliginde kullanilan izleme parametreleri
arasinda da hizla yerini almaktadir. Son yillarda 6zellikle fenol ve tiirevlerinin daha
giivenli, sec¢ici, hassas ve hizli Olgiilmesi amaciyla fenol biyosensorlerinin
gelistirilmesine yonelik literatiirde ¢ok sayida c¢alismaya rastlanmaktadir. Bu
biyosensorler calisma elektrotlarinin 6l¢iim performansini artiracak sekilde cesitli
parametrelerin diizenlenmesiyle yeniden tasarlanmakta ve sonuglar birbiriyle
kiyaslanmaktadir. Amperometrik fenol biyosensorleri i¢in gelinen noktada 6zellikle
enzimin elektrot ylizeyine tutuklanmasin1 ve stabil bir calisma elektrodu elde
edilmesini saglayan polimerik kompozit filmin tasarlanmasi baslica calisma
alanidir.Bu tez calismasinda medyatdr bagli (vinilferrosen) 2 farkli polimer
kullanilarak calisma elektrotlar1 tasarlanarak fenol ve tiirevlerinin oOl¢iimiinde
denenmistir.Kullanilan polimerler Poly(GMA-co-VFc) ve Poly(MTM-co-VFc)dir.1.
tip calisma elektrodunda tyrosinase enzimi polimer iizerine kimyasal olarak
baglanmistir.2. tip elektrotta ise tyrosinase enzimi tiyofen ve polipirol arasinda
olusturulan kopolimer araciligi ile tuzaga diisiiriilerek tutuklanmistir. . Hazirlanmig
olan calisma elektrotlar1 kullanilarak gelistirilen biyosensorler kesikli sistemle
isletilmistir. Calisma sartlar1 optimize edilerek (pH, Potansiyel), calisma elektrotlart
fenol ve tiirevleri i¢in denenmistir. Calisma kapsaminda kullanilan fenol ve tiirevleri
icin gerekli kalibrasyon egrileri ¢izilmis, bu kalibrasyon egrileri kullanilarak dl¢ctim
analitik parametreleri olan hassasiyet, lineer aralik ve alt belirleme limitleri
hesaplanmistir. Analitik parametrelere gore biyosensorlerin performansi, Olciim

giivenilirligi,tartisilmistir.



SUMMARY

TiTLE OF THE THESIS: Application of Mediator Bounded Matrix

on Tyrosinase Based Phenol Biosensor

AUTHOR: Fuat DURSUN

Biosensor technologies rapidly take place at following parameters which is used in
Environmental Engineering applications. Recently a lot of study are found on
literature to detect phenol and phenol derivatives more confident, selective, sensitive
and fast. These biosensors are re-designed with restoring various parameters to get
more detection performance of working electrodes and the results are comparised. At
this point the goal is for amperometric phenol biosensors designing polymeric
composite film which is supportive to get stabile working electrode and entrap the
enzyme (tyrosinase) on the surface of the electrode. At this study, phenol and phenol
derivatives were detected with using two different mediator (vinylferrocene)
bounded polymers. The polymers are Poly(GMA-co-VFc) and Poly(MTM-co-VFc).
At the first working electrode tyrosinase was chemically bounded on Poly(GMA-co-
VFc). On the other hand, at the second working electrode, tyrosinase was entrapped
with a thiophene and polypyrol copolymer. Working electrodes were operated at
batch system. Working conditions (pH, potential) were optimized and the electrodes
were tried for phenol and phenol derivatives’ detection. For phenol and phenol
derivatives , calibration curves were constructed and the sensitivity, lineer range and
detection limit which are the analytical parameters of biosensor were calculated from
these calibration curves. The performance of biosensors and the reliability of the

measurement were discussed.
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1.GIRIS

Benzen hidrojenlerinden biri veya birkac1 yerine hidroksil (OH) gruplarinin
girmesiyle tiireyen bilesiklere fenoller denir. Fenol, karbolik asit veya hidroksil
benzen de denilen, ¢ok yonlii organik bir bilesiktir. Benzen molekiiliinden bir
hidrojen ¢ikarilmasiyla geriye kalan koke (C Hj) alkil ismine izafeten "Fenil" ismi
verilir. Basit fenoller maden komiirii katranindan elde edilirse de bugiin ucuz olarak
benzenden sentez edilmektedir. Fenollerin degerligi molekiillerindeki (OH) sayisina

baglidir. Fenollerin en basiti Fenik asit (C,H OH) dir. ismine sadece "fenol" de

denir. Saf halde renksizdir. Dezenfektan olarak kullanilir.

OH OH

yada

Sekil 1.1.Fenoliin Molekiiler Yapisi.

Fenol, en 6nemli endiistriyel atiksu igeriklerinden biridir. Fenolik atiklar kok
ve petrol rafinelerindeki iiretim sirasinda ortaya cikmaktadir. Ayrica plastik ve
sentetik recine, tekstil, kimya ve boya endiistri atiksular1 da istenmeyen derisimlerde
fenol icermektedir. Fenol iceren atik sularin diger kaynaklar arasinda orlon iiretim
tesisleri, yag rafinerileri, patlayici tiretim tesisleri, kagit tiretim tesisleri, kostik havali
temizleyiciler, azot isleri, fiberglas iiretimi, dokiimhaneler ve kullanilmis kauguklarin
geri kazanildig tesisler gosterilebilir. Ayn1 zamanda nadir de olsa evsel atik sularda

da goriiliir.



Fenol ve bagl fenoller cevre kirlenmesi acisindan 6nemli yer tutmaktadir. Pek
cok fenol bilesigi biyolojik sistemler iizerinde zehirli ve tehlikeli etkiye sahip olup
sular vasitasiyla besin zincirine girmektedir. Fenollerin 1 ppb’den diisiik seviyeleri
bile suyun tat ve koku o6zelliklerini degistirebilmektedir. Fenol, yiiksek toksisiteye,
yiiksek oksijen ihtiyacina (2,4 mg O,/ mg fenol) sahip, biyolojik olarak ayrisabilir
bir kirleticidir. 2 mg/L’nin iistiindeki konsantrasyonlarda baliklara toksik etki yapar,
10-100 mg/L konsantrasyonlar1 arasinda da sucul yasamin 6liimiine neden olur. igme
sularinda ve besin endiistrisi sularinda fenoliin varligi suyun tadim1 bozar. Fenol
iceren su klorlandiginda zehirli poliklorlu fenoller olusur. EPA (Enviromental
Protection Agency) yiizey sulariin 1 ppb’den az fenol icerebilecegini belirtmektedir.
Fenoliin sularda bulunmasina miisaade edilen maksimum konsantrasyonu Su Kirliligi
Kontrol Yonetmeligi'ne gore kanalizasyon sistemleri tam aritma ile sonuglanan atik
su alt yapi tesislerinde 20 mg/L, deniz desarj1 ile sonuclanan sistemlerde 10 mg/L’
dir.

Fenoller dogal membran yapisina kolaylikla niifuz ederek genotoksik, mutajenik
ve hepatoksik etkiler gostermekte, respirasyon ve fotosentezin kataliz mekanizmasini
olumsuz yonde etkilemektedir. Tiim bu nedenlerle fenollerin ¢evre acisindan
bulunduklar ortamda miktarlarinin ve yerine gore tiiriiniin belirlenmesi bilyiik 6nem

tasimaktadir.

Fenollerin kantitatif analizi icin kullanilan baslica standart metotlar yiiksek
performans sivi kromotografi (HPLC), elektrokimyasal kapiler elektroforez (CE),
spektrometrik kagit elektroforezi, ince tabaka kromotografisi, gaz kromotografisi
(GC) ,gaz kromotografisi kiitle spektrometri metodu (MS), UV o6l¢timlii ince tabaka
kromotografisi ve mikrodalga indiiklenmis plazma emisyon spektroskopi (MIP-ES)
teknikleridir. Ayrica s6z konusu tekniklerin ¢evre numunelerinde dogrudan

kullanilmalar1 da miimkiin olmamaktadir.

Cevre konularini ilgilendiren Slgiimlerde fenol bilesikleri numuneler igerisinde
genellikle iz seviyede ve oldukca karistk halde bulunduklarindan numuneler
cihazlara alinmadan Once cesitli ekstraksiyon, temizleme ve seyreltme asamalarindan

gecirilmektedir. Bu islemler zaman alic1 ve zahmetlidir ancak duyarli degildir.



Bu nedenle fenollerin kantitatif dlctimleri icin daha giivenilir, daha duyarli, segici ve

hizli 6l¢iim yapabilen biyosensorler gelistirilmektedir.

Enzimler hiicrelerde biyokimyasal reaksiyonlar1 katalize eden proteinlerdir.
Hiicrelerde ¢ok onemli metabolik gorevleri olan enzimler artik cok cesitli amaglar
icin kullanmilmak iizere giinliik hayata girmislerdir. Pek¢ok endiistriyel, analitik ve
klinik proseslerde enzimler substrat c¢ozeltisi ile karsilastinlirlar ve {iriine
donuistiriilditkten sonra ekonomik olarak geri kazanilamazlar. Enzimlerin sadece bir
kere kullanilmalari, pahali olmalart nedeni ile biiyiik masraflara neden olmaktadir.
Bu nedenle immobilize olarak defalarca kullanilmalar1 ekonomik olarak daha makul
olmakla birlikte enzimatik prosesler siirekli olarak da yapilabilmektedir. Giiniimiizde

cok sayida immobilize enzim endiistride ve aritimda kullanilmaktadir.

Biyomiihendislik ve  biyoteknolojideki  dinamik  gelismeler, atiksu
ortamlarindaki  substrat  konsantrasyonlarmin hizlh  ve giivenilir olarak
belirlenebilmesi ve izlenebilmesi agisindan imkan saglamaktadir. Enzim tabanl
Olctim sistemlerinin yiiksek seciciligi, kesikli yiiklemeli sistemlerin avantajlariyla
birleserek atiksu ortamlarinda 6l¢iimii istenen substratlar i¢in hizli ve giivenilir bir
proses izlemesi saglar. Bu amacla, tyrosinase, laccase ve peroxidase enzimleri
amperometrik ve potansiyometrik sensor sistemlerinde yaygin olarak kullanilir.
Sensor sistemleri, icerdikleri biyokomponentler sayesinde hizli ve giivenilir 6l¢iimler
saglar, tasinabilir ve pratik sistemlerdir. Kirleticinin yerinde izlenebilmesi igin

rahatlikla kullanilabilirler ve dl¢iimleri basittir.

Tyrosinase, elmada, mantarda ve patateste bulunur, meyvelere koyu renk verir
(Bevilaqua et al. 2002). Bakir igeren bir enzim olup, aktif bolgesinde prostetik gruba
sahiptir (Mai et al. 2002). Enzim, reaksiyonlar tamamlandiktan sonra molekiiler

oksijen tarafindan oksitlenerek dogal haline geri doner (Nistor et al. 1999).



Tyrosinase, fenolik bilesikleri katalizleyen oksidorediiktaz (yiikseltgenme-
indirgenme tepkimelerini katalizleyen enzim smifi) simifi bir enzimdir. Kataliz

mekanizmasi, ardisik iki reaksiyonla olur:

Fenol + Tyrosmase (O,) —*  Katekol (1.1)

Katekol + Tyrosmnase (O,) — O-kinon+H, O  (1.2)

o-kinonlar, herhangi bir elektron transfer aracisi olmaksizin asagida verilen

esitlige gore diisiik potansiyellerde o-difenollere indirgenebilirler.

O-kinon +2H" +2e~ — Katekol (1.3)

OH

Tyrosinase
O

Tyrosinasc Hatekol
+ o

Elektrot “izeyi

o-kinon

Sekil 1.2. Tyrosinase Enzimi ile Fenol Arasindaki Etkilesim.



Bu calismada Cevre Miihendisligi a¢isindan énemli bir parametre olan fenol ve
tiirevlerinin Sl¢timiinde, Tyrosinase tabanli fenol biyosensoriine medyatér bagl
matriksler yerlestirilerek olciim parametreleri hesaplanmistir. Calisma elektrotlart,
ferrosin medyatoriiniin polimerik matrikslere kimyasal olarak baglandigi polimerler
kullanilarak hazirlanmigtir. Tyrosinase enzimi medyator matriks tizerindeki aktif
epoksi gruplar iizerine kimyasal olarak baglanmis ayrica tiyofen gruplar iizerine

elektropolimerizasyonla tutuklanmisgtir.

Elde edilen caligma elektrotlarinda aym1 zamanda cesitli iletken polimerler
kullanilarak biyosensoriin 6lciim stabilitesinin yiikseltilmesi hedeflenmistir. Calisma
sonunda elde edilen elektrotlar icin kalibrasyon egrileri iiretilmis, bu egrilerden fenol
ve bazi fenol tiirevleri i¢cin baglica biyosensor parametreleri hassasiyet, lineer aralik
ve alt belirleme limitleri hesaplanmistir. Ayrica elektrot ylizeyinde immobilize olan
enzim miktar1 belirlenmis, enzim kinetigi parametreleri olan I,, , K ,, degerleri

hesaplanmistir.

Tez kapsaminda gerceklestirilen deneylerde amperometrik Ol¢iim metodu
kullanilmistir. Kesikli deney diizeneginde ¢alisilmistir. Deneysel calismalarda; akimi

etkiledigi diisiiniilen cesitli iletken polimerler ve maddeler kullanilmistir.



2. ENZIMLERE GENEL BAKIS

2.1. Enzimlerin Yapisi ve Isleyisi

Enzimler, biyolojik sistemlerdeki reaksiyonlarin canliliga zarar vermeyecek
iliml1 kosullarda gerceklesmesini saglayan biyokatalizorler olarak tanimlanirlar. Bir
baska deyisle, enzimler katalitik aktivite gOsteren proteinlerdir. Her biyolojik
doniisiim bir enzim tarafindan katalizlenir. Ozgiil, genis kullanim alanli ve oldukca
etkin biyokatalistler olup, kimyasal katalistlere kiyasla ¢ok daha hizli tepkime
verirler. Yeterli kosullarin saglanmas1 durumunda etkilerini gosterebiliyor olmalari,
enzimlerden dogal ortamlarinin disindaki pek ¢ok alanda yararlanabilme imkanini
ortaya c¢ikarmaktadir. Bu nedenle enzimlere iliskin tiim nitelik ve ozellikleri bir
biitiin olarak inceleyen enzimoloji bilim dali, basta biyokimya ve molekiiler biyoloji
olmak tiizere fizikokimya, bakteriyoloji, mikrobiyoloji, genetik, botanik, tarim,
farmakoloji, toksikoloji, patoloji, fizyoloji, tip, mithendislik, biyoteknoloji gibi bilim

dallar ile cesitli endiistriyel alanlar i¢in biiylik 6nem tagimaktadir.

Tiim enzim proteinleri genler tarafindan sifrelenir. Dolayisiyla amino asit
dizilimi kendine 6zgiidiir. Bazi enzimler (pepsin ve iireaz gibi) yalniz proteinden

olusmustur. Fakat diger cogunlugu iki farkli kistmdan meydana gelmistir. Bunlar;

¢ Protein kismi (enzimin apoenzim kismi), enzimin hangi maddeye etki

edecegini saptar.

e Koenzim kismi, organik ya da inorganik, ¢ok defa fosfattan meydana gelmis,
protein kismina gore ¢ok daha kii¢iik molekiillii bir kismidir. Enzimde islev goren ve

esas is yapan kisim bu kisimdir.



Koenzim kismi metal iyonu ise (Ca*™", K™ Mg", Zn™) buna "kofaktor" denir.
Enzimin etkinlik gostermesi icin gereksinim duydugu organik molekiillere
"koenzim" denir. Bazi durumlarda koenzim kismi apoenzim kismina kuvvetlice

(kovalent) baglanmustir.

Enzimin apoenzim kismiyla substrat arasinda bir iliski vardir. Enzimler
substrata baglanarak katalizledikleri tepkimenin aktivasyon enerjisini diisiiriir ve
hizim arttirir. ES (enzim-substrat) kompleksi olusur. ES kompleksindeki baglar zayif
Vander Walls ya da hidrojen baglar1 olup, kompleks kararli degildir. Substrat,
enzimin “aktif kistm” denilen 6zgiil bir kesimine baglanir. Bu iliskiye anahtar-kilit

modeli ad1 verilir (Telefoncu, 1997).

E S ES
— — ] —
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Sekil 2.1. Anahtar-Kilit Modeli.



2.2. Enzimlerin Adlandirilmasi ve Siiflandirilmasi

Uluslararasi Enzim Komisyonu'nun calismalar1 dogrultusunda adlandirmada 3 temel

ilke g6z Oniine alinmustir;

1. Enzimlerin isimleri —az son eki alirlar. Bu ilke sadece tek bir reaksiyonu
katalizleyen enzimler icin gecerlidir.

2. Enzimler katalizledikleri reaksiyona gore adlandirilir ve simiflandirilir.
Burada dikkate alinan enzimin katalizledigi reaksiyondur. Ara iiriinler,
kofaktor ya da prostetik gruplar isme dahil edilmez. Bu nedenle bir enzim
katalizledigi reaksiyon tam anlamiyla tamamlanana kadar sistematik olarak
isimlendirilemez.

3. Yapilan bir adlandirma, reaksiyonun geri doniislii oldugu deneysel olarak
gosterilmis olsa bile biitiin enzim siniflarinda reaksiyonun sadece dikkate
alinan yoniinii ifade eder. Buna karsilik enzimlerin 6nerilen isimleri genelde

ilgili reaksiyonlarin canli ortamdaki yonlerini goz oniine almaktadir.

Enzimlerin katalizledigi 6 temel reaksiyon sinifi vardir (Cizelge 2.1) (Telefoncu,
1997).
Cizelge 2.1. Enzim Smiflari.

REAKSIYON TiPi ENZIM ADI

Yiikseltgenme-indirgenme reaksiyonlar1 | Oksidorediiktazlar

Fonksiyonel gruplarin transferi Transferazlar
Hidroliz reaksiyonlari Hidrolazlar
Cift baglara ekleme Liyazlar
[zomerizasyon reaksiyonlari [zomerazlar

ATP boliinmesiyle bag olusumu Ligazlar




3. BiYOSENSORLER

Biyosensorler, Ol¢iimii istenen bilesen (analit) ile uygun bir biyoajan
(biyomolekiil) arasindaki etkilesimin doniistiiriiciiler (transduser) yardimai ile elektrik
sinyallerine doniistiiriildiigi ve bu sinyallerin elektronik yontemlerle analit
konsantrasyonu cinsinden ifade edildigi analitik cihazlardir. Biyosensor sistemleri
genel olarak ii¢ temel bilesenden olusur. Bunlar, se¢ici tanima mekanizmasina sahip
biyoajan (biyomolekiil), bu biyoajanin analit ile etkilesimi sonucu olusan
fizikokimyasal sinyalleri elektronik sinyallere doniistiiren ¢evirici (tranduser) ve
elektronik boliimler olarak siralanabilir. Genel olarak bir biyosensoriin ana
elemanlan Sekil 3.1°de gosterilmistir. Bu ana elamanlarin en 6nemlisi analite karsi
son derece secimli ve tersinir etkilesmeye sahip biyoajanlardir. Biyoajanlar,
biyoafinite ve biyokatalitik olmak iizere iki grupta toplanabilir. Biyoafinite ajanlar
(6rnegin  antikorlar) analitlerle kompleks olusturarak analitin  molekiiler
tanimlanmasinda kullanilirlar. Bu kompleks olusumu, tabaka kalinligi, kirilma indisi
ve elektriksel yiik gibi fizikokimyasal parametrelerin degisimine neden olur.
Biyokatalitik ajanlar ise analitin molekiil yapisinda degisime neden olur ve bu
dontisiim sonucunda ortamda artan veya azalan madde miktar1 takip edilerek
degerlendirilir. Biyokatalitik ajan olarak enzimler, mikroorganizmalar, organlar, tim

hiicreler, bitki veya hayvansal doku parcalar1 kullanilmaktadir.

Biyosensoriin ikinci onemli elemamt cevirici kismidir. Ceviriciler biyoajan-
analit etkilesimi sonucu olusan fizikokimyasal sinyallerin elektrik sinyallerine

donustiriildiigii biyosensor elemanlaridir.
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sinyallere
déniistiirilen

i‘ kimyasal etkilesim elektronilc

mm O
/'D B e

substrat | 1
(analit) : 1 )
déniistiirici

Y

veri déngiisii

ortamdaki diger . . .
molekiiller Bivosensir, uygun bir érnek icerisinde
I bulunan analiti tamir ve bu analiti
konsantrasyonuyla orantih olaralk bir
bivolojik tamima sisteminin ve uygun bir
déniistiiriiciiniin iizerinden elektrik
sinyvallerine cevirir

substrat ve reseptir bilge
ar da spesifik lekiil

belirlenmesi

Sekil 3.1.Bir Biyosensoriin Sematik Gosterimi.

[Ik biyosensér uygulamalari 1960 yillarinda tip alaninda baslamis ve
giiniimiizde biyoteknoloji devriminin verdigi ivme ile bircok alanda kullanimi
giderek yayginlagmistir. Giiniimiizde biyosensorler klinik, teshis, tibbi uygulamalar,
proses kontrol, biyoreaktorler, ila¢ sanayi, madencilik, savunma sanayi, aritim ve
kontrol teknolojileri gibi bir¢cok alanda ¢ok yaygin kullanilmakta ve bu konularda
yogun arastirmalar yapilmaktadir. Hatta son yillarda biyosensor kavram ve
tamimlarinda 6nemli degisme ve genislemelere paralel olarak, algilama
mekanizmalarn (gorme, isitme, koku alma, tat alma) ideal biyosensor olarak
goriilmekte ve bu mekanizmalarin yapay olarak iiretilmesi caligmalar1 hizla devam
etmektedir. Biyosensor sektoriiniin toplam satislar1 incelendiginde 1990 yilinda 35
milyon dolar olan toplam satis miktari, 1995 yilinda 895 milyon dolara ve 2002

yilinda 2,5 milyar dolara yiikselmistir.
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Biyosensor satislarinda meydana gelen bas dondiiriicii artislar, 6zellikle bu
alandaki iiretici firma sayilarini arttirdigi gibi, firmalarin biyosensorlerle ilgili
aragtirma ve gelistirme faaliyetlerini de etkilemis ve son yillarda firmalar tarafindan
patentlenmis ¢alismalarin sayisinda biiyiik artislar meydana gelmistir. Halen gerek
akademik gerekse firma bazinda biyosensor calismalari artan bir hizda devam

etmektedir.

Elektroanalitik kimyasal teknikler, cevre koruma ve kirlenmenin siirekli
izlenmesi acisindan giderek 6nem kazanmaktadir. Ozellikle elektrokimyasal sensor
ve dedektorler, oncelikli kirleticilerin yerinde izlenmesi ¢aligmalarinda 6nemli rol
oynayan elektroaktif tiirlere karsi secici, duyarli, hizli, hassas, kompak, taginabilir ve

ucuz sistemlerdir.

Uzun zamandir, pH ve oksijen elektrotlart gibi elektrokimyasal cihazlarin ¢evre
analizlerinde kullanildigi bilinmektedir. Elektrokimyasal sensor teknolojilerindeki
son gelismeler organik ve anorganik kirleticilerin uygun sensorler yardimi ile
yerinde, hizl1 ve hassas bir sekilde 6l¢timiine izin vermektedir. Bu sensorlerden birisi
bir biyoajan kullanan biyosensorlerdir. EPA, cevresel izleme teknolojilerinin
gelistirilmesini saglamak amaciyla bu tiir sensorlerin tiretimi ve gelistirilmesini
destekleyici tesvikler vermekte ve bu sensorlerin hava, su, toprak, atiksu ve yeralti

sularinin siirekli izlenmesi ¢alismalarinda kullanilmasini desteklemektedir.

Biyosensorlerin cesitli ortamlarda (toprak, hava, aritma tesisi) kirleticilerin
konsantrasyonlarim1  6lcme ve izleme potansiyeli yaninda bu tekniklerin
konvansiyonel analiz metotlarina gore daha ucuz olmasi ve ortamda kirleticinin
davramisinin siirekli izlenebilmesi gibi ¢ok onemli avantajlart vardir. Kirleticilerin
aninda analiz edilebilmesi, Ozellikle aritma reaktorlerinin otomatik kontroliinde
rahatlikla kullanilabilir veya ortamdaki Kkirleticinin siirekli izlenmesi ile gerekli

onlemlerin alinabilmesine izin verir.
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Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa Birliginde de giderek artan cevresel
sinirlamalar hava, toprak ve ozellikle sulardaki kirleticilerin giivenilir ve hizli
analizlenmesini zorunlu hale getirmistir. Konvansiyonel analiz metotlar1 oldukca
pahali, uzun zaman alan ve uzmanlik gerektiren tekniklerdir. Buna karsin
biyosensorler diisilk maliyetli ve tasinabilir olduklarindan yerinde analiz imkani

saglayan, hassas ve giivenilir biyoanalitik sistemlerdir.

3.1. Biyosensorlerin Calisma Prensibi

Ince bir tabaka enzimin, elektrokimyasal sensor yiizeyine immobilize
edilmesiyle enzim elektrotu elde edilir. Olusturulan elektrot, uygulanacak ornegin
renk ve bulamikligindan etkilenmeden yani Ornegi bir 6n aritimdan gecirmeden
calistinlmali ve kesin sonucglar vermelidir. Enzim tabakasina difiize edip tiiketilen
substrat ya da bu tabakada olusan iiriin elektrokimyasal olarak izlenebilir. izleme
potansiyometrik ve amperometrik olmak iizere iki yolla olabilir. Elektrokimyasal

sinyal ile substrat konsantrasyonlar1 arasinda bir korelasyon kurulur.

Bir enzim elektrotunun cevabi, hem kararli hal metodu ile milivolt ya da
mikroamper olarak, hem de elektrokimyasal sinyalin zamana karst degisim hizini

veren kinetik 6l¢ciimle belirlenebilir.

Enzimlerin kullamlmasiyla 1ilgili problemler (stabil olmamalari, tekrar
kullanilamamalar1 gibi) s6zkonusu oldugundan, kullanilmalariyla ilgili kisitlamalar
meydana gelmistir. Bu sorunlari minimize etmek amaciyla enzimler kati desteklere

fiziksel ve kimyasal olarak immobilize edilmektedir (Taylor, 1991).
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3.2. Elektrokimyasal Sensorler

Uygun elektrokimyasal sensor seciminde dikkat edilmesi gereken en Snemli

hususlar goyle siralanabilir.

1. Belirlenmesi istenen substratin yapisi (redoks ya da iyon tipleri)
2. Yapilan sensoriin sekli (mikroelektrotlar)
3. Sensor segiciligi, hassasiyeti ve 6l¢iim hizi

4. Sensoriin dogrulugu ve stabilitesi

En sik kullanilan sensorler, potansiyometrik ve amperometrik modlarda ¢alisan
sensOrlerdir. Amperometrik enzim elektrotlar1 genisletilmis bir lineer sinyal araligina
ve potansiyometrik elektrota gore daha biiyilkk Michaelis-Menten sabitine (Ky,)

sahiptir (Telefoncu, 1997).

3.2.1. Potansiyometrik Sensorler

Potansiyometrik tip sensdrde, membran (cam, kati, siv1), secici olarak yiiklii
tanecigi membran fazin icine alir. I¢c kistmdaki dolgu c¢ozeltisi ve ornek cozelti
arasinda potansiyel fark olusturur. Olusan bu potansiyel analit konsantrasyonunun
logaritmasi ile orantilidir. Potansiyometrik iyon segici elektrotlar arasinda, 6zellikle
gaz proplar1 kullanigsizdir. Bu tip sensorlerde bu problem, gaz secici membranin

iyon secici elektrot iizerine ¢ikarilmasiyla giderilebilir.

Ornek igindeki diger ¢oziinmiis maddeler membrandan difiize ederek, i¢ dolgu

¢ozeltisinin pH’sin1 degistirebilir ve sensodre olumsuz etki yapabilir.

Potansiyometrik iyon secici elektrotlar arasinda daha ziyade gaz proplar
kullamghdir. Gaz proplari, iyon segici elektrotun gaz secici membranla yer
degistirmesiyle yapilir. En sik kullanilan gaz secici sensorler, amonyak ve

karbondioksit sensorleridir.
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Sekil 3.2’de tipik bir biyokatalitik potansiyometrik gaz probu gosterilmektedir.
Elektrot, pH camindan, referans elektrotlarindan ve gaz secici membrandan olusur.
Cam elektrot ve membran arasinda karbondioksit sensorii icin sodyum bikarbonat
¢oOzeltisi, amonyak sensorii i¢in amonyum klorit ¢ozeltisi ince bir tabaka halinde
bulunur. Elektrot, analizi istenen c¢o6zeltiye daldirildiginda, enzimatik reaksiyon
sonucu karbondioksit veya amonyak gazi tretilir. Olusan gaz, analizi yapilan
¢ozeltiden pH elektrotuna dogru difiize ederken, oncelikle gaz secici membrandan
gecer ve i¢c dolgu c¢ozeltisine ulasarak burada ¢oziiniir. Coziinmeye bagli olarak
ortam pH’s1 degisir ve buna bagh olarak sistemin potansiyometrik yaniti artar.
Potansiyometrik yanittaki lineerlik, 10 uM - 0,1 M substrat konsantrasyon araliginda

gozlenir (Telefoncu, 1997).

£
h
a: Yar gecirgen membran
d b: Cevrelenmis biyokatalist
c: Hapsedilmis cam mebran
£ d:pH probu

Sekil 3.2. Potansiyometrik Gaz Probu.
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3.2.2. Amperometrik Sensorler

Ampermetre, sabit potansiyel uygulanan siirekli akim durumlarin izlemek iizere
kurulmustur. Sistem, c¢alisan, referans ve yardimci elektrot olmak iizere ii¢
elektrottan olusmaktadir. Calisan elektrotun potansiyel kararlilifi potansiyostat ile
kontrol edilmektedir. Caligsan elektrot immobilize biyoaktif tabaka icermektedir. Bu
ic elektrotun tasarimi hareketsiz veya karigtirmali sartlarda ve akis sistemlerinde

olmak tizere iki cesit hidrodinamik sartta uygulanabilir.

Amperometrik biyosensoriin yaniti;

i.  Analit veya kofaktoriin biyokatamana difiizyonu,
ii.  Enzimatik reaksiyon,
iii.  Uriinlerin biyo katman icine veya disina difiizyonu,
iv.  Uriiniin veya kofaktoriin elektrokimyasal olarak ortaya ¢ikmast,
v.  Elektrokimyasal reaksiyon sonucu olusan {irliniin biyo katman disma

difiizyonuna

baghdir.

Karat
elektrot

Sekil 3.3. Amperometrik Esasli Biyosensor Sistemi.
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Amperometrik biyosensorlerde istenen isletme sartlarinda akimin enzim
kinetikleri veya elektrot kinetikleri yerine analitin kiitle transferi ile sinirlandirilmasi
istenmektedir. Amperometrik biyosensorlerde {i¢ farkli elektron transferi

gozlenmektedir.
I. Uretim

Oksidorediiktaz ~ enzimler  genelde  amperometrik  giic  ceviricilerde
birlestirilmektedirler. Elektrokimyasal amperometrik biyosensorlerin ilk kategorisi
enzimatik reaksiyonlar sonucu olusan iiriinlerin (hidrojen peroksit, NADH, veya

kofaktor yapisinin izlenmesi, oksijen) dl¢iimiine dayanmaktadir.

Oksijen Olcme: Clark elektrotu 6rnek ¢ozeltiyi gaz sizdiran membrandan ayiran iki
elektrot sisteminden olusmaktadir. Oksijenin bu membrandan difiizyonu 700 mV’ta

platin katotta azalmaktadir.
0, + 4H" + 4" — 2H,0

Siirekli akimin siirekli hale gelmesi ile sonuclanan bu olay oksijen basinci ile
dogru orantili ve besin konsantrasyonu ile ters orantilidir. Engelleyen tiirlerin etkisi
enzimin segiciligi ve gaz geciren membranin seciciligi ile azalmaktadir. Oksijenin
besinlere gore daha fazla oldugu bir durumda besiNler i¢in sistemin birinci derece
kinetiklerine uydugu zaman sinyalin analit konsantrasyonu ile dogru orantili
oldugunu soylemek heniiz pahal bir sistemdir. Clark tip oksijen glukoz elektrotu, iki
altin elektrotu, polielektrotu ve biyo katman ile kaplanmis gaz geciren tabaka ile
birlikte ince silikon besin iizerine imal edilebilir. Bu sensoriin glukoz i¢in dinamik

araligi S6um — 1.1 mM’dir.
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Hidrojen Peroksit Olcme: H,0, iireten oksidaz enzimi iceren biyokatmanin ¢alisan
elektrot yilizeyine immobilizasyonu olarak tanimlanir ve genellikle 700 mV’ da anot

gibi calisan Pt elektrotudur.
H202 - 02 + 2H+ + 2e

Secicilik, seliiloz asetat ince tabakasinin elektrotu sarmasiyla olusur. Bu tabaka ca.
100D gibi molekiiler kesiciden olusmakta ve boylece H,O, gibi kiiciik molekiillerin
gecisine imkan tamimakla beraber engelleyen tiirleri geri cevirmektedir. Hidrojen
peroksitin platin elektrotta yiiksek potansiyelde oksidasyonu ve askorbat, iirat,
parasetamol gibi okside olabilir tiirlerin elektrokimyasal olarak engelleyici

olmalarindan dolayi biiyiikliik se¢ici katmanin olmasi zorunludur.

Hidrojen peroksitin bulunmasi, hidrojen peroksitin engelleyici tiirlerin aktif
olmadig1 diisiik potansiyellerde Pt elektrotunda indirgenmesi olarak tanimlanabilir.
Horseradish peroxidase gibi katalistlerin veya diger elektrot materyallerinin (Pt +

Au) H,0,’ yi katalizlemesi aragtirtlmistir.

NADH Ol¢me: Dehidrojenaz icin kullanilmaktadir. NADH oksidasyonu yiiksek
potansiyel istemekte ve oksidayon iiriinii polimerizasyonu yiizeyi kirletmektedir.
NADH esash biyosensorlerin ana problemi ikincil {iriin olan NAD™ y1 biyokatmana
immobilize etmektir. Yoksa NAD" biyosensoriin stabilitesi bozuldugu anda

biyokatmandan kurtulmaktadir.

II. Uretim (Ikinci Uretim)

Ikinci iiretimde amperometrik biyosensorler enzim redoks merkezi ile elektrot
yiizeyi arasinda transfer araci kullanilmaktadir. Aracilar, metallerin inorganik veya
organik kompleksleri, organik maddeler ve polimerler olabilirler. Aracinin organik
molekiilii ne kadar biiyiikse, lipopilik karakteri de o kadar biiyiiktiir ve stabilitesi
daha iyidir. Aracilar, enzim redoks merkezi veya enzimatik reaksiyon iiriinii ile
reaksiyona giren kiiciik molekiillerdir ve okside olan veya azalan aracilar diisiik

potansiyellerde elektrokimyasal redoks reaksiyonlara hizla girebilirler.
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Birinci tip aracilar, ferriciyanit, 1,4-benzokinon (1,4-BQ), 1,4-fenilendiamin,
ferrosen (Fc), tetrahiyafulvalen (TTF), tetrasiyanokinodimetan (TNCQ), N-
metilfenazinyum, Meldola mavisi, metilen yesili, metilen mavisi gibi inorganik veya
organik bilesiklerden olusan) suda ¢oziinebilirdirler. Coziilebilir aracilarin enzim

biyokatmanindan sizmasi gibi problemleri mevcuttur.

Ferrosen ve tetrahiyafulvalen tiirevleri gibi suda ¢oziinmeyen bilesiklerin
olusturdugu gelistirilmis aracilar da mevcuttur. Bu aracilar enzim ile birlikte biyo
katmanda immobilize olurlar. Meldola mavisi gibi besinlerin kovalent baglarla silika

jel tizerine baglanmasi ile ¢oziinebilir aracilarin ¢oziiniirligli giderilebilir.

Son yillarda ferrosen veya tetrahiyafulvalen ile tutturulmus polimerler veya
osmiyum, rutenyum veya paladyum iceren polimerler gibi redoks polimerler esas

aliarak yeni aracilar arastirilmistir.

Polimerleri tasimak enzim ve polimer arasinda yiiksek derece iliski
saglamasindan avantajlidir. Bu durum elektron transfer kinetiklerini hizlandirmakta

ve enzimin islemini arttirmakta ve boylece besin doniisiim hizim arttirmaktadir.

II1. Uretim (Ugiincii Uretim)

Burada enzimin aktif merkezi ile elektrot yiizeyi arasindaki elektron transferi
direkt olarak meydan gelmektedir. Enzimler elektron transferini giiclestiren daha
dogrusu engelleyen protein kabuktan olustugundan bu tip davranisi gosteren birkac
enzim mevcuttur. Bunlar arasinda horseradish peroxidase elektronlan direkt transfer
edebilir ¢iinkii bunun redoks merkezi protein kabugun disinda kalmaktadir. Akim
egimleri enzimlerin elektrot ve redoks merkezi arasindaki yakinliktan olusan molekiil

bicimiyle baglantilidir.
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Bu iiretim seklinde ;
I=nxFxDxV, (3.1)

esitligi ile elektrot yiizeyinde meydana gelen reaksiyonun hizi hesaplanabilmektedir.
Ciinkii ortamdaki akim degisikligi, elektrot yiizeyinde transfer olan elektron sayisi,
Faraday sabiti ve elektrot yiizey alanmi deneysel ¢aligmalar sonucunda belirlenebilen

parametrelerdir.

I=Akim ( amper)

n=Elektrot yiizeyinde transfer olan elektron sayis1
D=Elektrot yiizey alan1 (mm*)

V , = Reaksiyon hzi

F= Faraday sabiti (C / mol)

Faraday sabiti fizik ve kimyada, bir mol elektronun sahip oldugu elektrik yiikii olarak
tammlanir. Bu ad, Ingiliz bilim insan1 Michael Faraday’in adina ithafen verilmistir.
Elektrolitik sistemlerde, elektrot yiizeyinde toplanan kimyasal madde miktarini

hesaplamada kullanilir.
F = Ny-q=96485C/mol (3,

seklindeki esitlikle ifade edilebilir. Bu esitlikte Ny Avogadro sayist (yaklasik 6.02 x
10* mol™) ve q da, bir elektronun yiikiiniin biiyiikliigiidiir (elektron basina yaklasik

1.602 x 107" Coulomb).

F nin degeri ilk olarak, belirli bir siire boyunca belirli bir akimin gectigi bir
elektrokimyasal reaksiyonda toplanan giimiisiin agirligindan bulunmustur. Bu deger
Avogadro sayisim1 hesaplamada kullanilmistir. F ve dolayisiyla Na- y1 daha hassas

olarak belirlemeye iliskin arastirmalar siirmektedir.
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3.3. Enzim immobilizasyon Metotlar

Enzimin elektrot ylizeyine yiiksek aktivite ile ince tabaka igerisine fiziksel
olarak yerlestirilmesi kovalent ve kovalent olmayan metotlarla gerceklestirilir.
Basitce immobilizasyon, serbest haldeki enzimi elektrot yiizeyinde yar1 gegirgen bir
membran kullanarak tutmak suretiyle gerceklestirilir. Elde edilen prop, ¢cogunlukla

kotii stabilite gosterir ve fazla miktarda enzime gereksinim duyar.

Immobilize enzimlerin serbest enzimlere iistiinliikleri sOyle siralanabilir;

1. Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilir (siizme,
santrifiijleme v.b.) ve {irlinlerin enzim tarafindan kirletilmesi gibi bir
problem yaratmaz.

Cevre kosullarma (pH, sicaklik v.s.) kars1 daha dayaniklidir.

Bir¢ok kez ve uzun siire kullanilabilir.

Siirekli iglemlere uygulanabilir.

Serbest enzime kiyasla daha kararlidir.

Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir.

Birbirini izleyen ¢cok adimli reaksiyonlar icin uygundur.

Bazi durumlarda, serbest enzimden daha yiiksek bir aktivite gosterebilir.

A A L R

Enzimin kendi kendini parcalamas1 olasiligi azalir.

10. Mekanistik caligmalar i¢in uygundur.
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Cizelge 3.1 Enzim immobilizasyon yontemlerinin siniflandirilmasi

Enzim fmmobilizasyon
Yontemleri

Baglama Tutuklama
Capraz Kopofine. | | 1M Jelde Mikro Lipozom
Baglama - P Baglama Tutulama Kapsilleme Teknigi

rizasyom

Fiziksel Adsorpsiyon fronk Selat Kovalent | | Biyospesifik
Adsorbsiyon ve Capraz Baglama Baglama Baglama Baglama
Baglama i

Fiziksel ya da kimyasal olarak immobilize edilen enzimler, daha iyi bir stabilite
gosterir ve diger maddelerle etkilesimi daha azdir. Tercih edilen immobilizasyon

metotlart asagidaki gibidir:

3.3.1.Tasiyiciya Baglama Yontemleri

Tasiyictya baglamada bir protein olan enzim molekiiliiniin yapisindan
yararlanilir. Molekiil yiizeyindeki fonksiyonel gruplar, iyonik gruplar ve hidrofobik

bolgeler bu baglamada rol alirlar.

Enzim immobilizasyonunda kullanilacak tasiyicilar reaktif degillerse yardimci
bir reaktif ile aktivite edilmeleri gerekir. Immobilizasyon, cok yumusak kosullarda
(oda sicakligi, notral pH vb.) gergeklestirilmelidir. Tastyici suda ¢oziinmemeli ancak
biiyiik ol¢iide hidrofobik karakterli de olmamali, suda 1slanabilmeli, ayrica mekanik

kararli olmalidir. Bu tiir tagiyicilarin seciminde, enzim-tasiyicit baginin aktivite igin
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zorunlu gruplar iizerinden olmamasi yaninda, tasiyicinin enzim tarafindan
parcalanmamasi, mikroorganizma iiremesine olanak vermemesi, pH ve ¢dzgenlere

kars1 dayanikli olmas1 gibi 6zellikler tasimasina dikkat edilir.

3.3.1.1 Kovalent Baglanma

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

saglayan fonksiyonel gruplar asagidaki gibidir;

Cizelge 3.2.Enzimin Baglanmasim Saglayan Fonksiyonel Gruplar.

Reaktif Gruplar
Tasiyici Enzim
OH NH,
COOH NH,
NH, COOH, NH,
COOH NH,
COOH NH,
CH,COOH CH,CON;
CHO NH,

Enzimin tasiyiciya kovalent baglanmasinda dikkat edilecek Onemli nokta,
baglanmanin enzim aktivitesi i¢in zorunlu gruplar iizerinden olmamasi ve baglanma
sirasindaki sterik engellemeler nedeni ile bu gruplarin rahatsiz edilmemesidir.
Tasiyiciya kovalent baglanma enzim zincirindeki aminoasitlerin tasidigi fonksiyonel

gruplar {lizerinden gergeklesir.
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Enzitm

. ;
Yzey &

- Kovalert Badlama

Sekil 3.4.Kovalent Baglama.

3.3.1.2 Adsorpsiyon

Enzim immobilizasyonunda kullanilan en eski ve en basit yontemdir. Proteinler
ve Ozellikle enzimlerin kati1 yiizeylerde adsorpsiyonu detaylica arastirilmistir.
Adsorpsiyonun asil amaci enzim immobilizasyonu olmayip, enzim saflagtirmakti.
Fakat suda c¢Oziinmeyen tasiyicilarda  adsorpsiyon  yOnteminin  enzim

immobilizasyonunda oldukca sik kullanildigin1 gérmekteyiz.

Yontem, yiizey aktif, suda ¢oziinmeyen bir adsorbanin enzim cozeltisi ile
karistirilmasi ve enzimin asirisinin iyice yikanarak uzaklastirilmasi temeline dayanir.
Tasiyiciya baglanmada etkin olan Van der Walls kuvvetleridir. Adsorbanlar ¢ok
degisik tiirde olmakla birlikte iyi bir adsorpsiyon saglayabilmek icin genellikle

adsorbanin bir 6n islemden gegirilmesi gerekir.

Enzim immobilizasyonunda en sik kullanilan adsorbanlar; aktif karbon,
gozenekli cam, diatome topragi, CaCOs, kiil, , silikajel, bentonit, hidroksiapatit,

nisasta, gluten ve kalsiyum fosfattir.

Bir enzimin suda ¢odziinemeyen tasiyicida adsorpsiyonu pH, ¢dzgen, iyon siddeti,
enzim-adsorban oram1 ve sicaklik gibi faktorlere bagimlidir. Bu faktorlerin
arastirilmasi, adsorpsiyon ve aktivitenin dnemli dl¢iide geri kazanilmasi i¢in optimal
kosullarin saptanmas1 ¢ok Onemlidir. Adsorpsiyon mekanizmasi genellikle cok
karisik olup, bircok olasiliktan hangisinin gercekleseceginin onceden saptanmasi

glictiir.
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Prensip olarak, bir proteinin aktif yiizeylerde adsorpsiyonu tersinir bir islem
olmalidir. Ancak bazi1 durumlarda (6rnegin; kaolenitte adsorplanmis iireaz) tersinir
olmayan adsorpsiyon sozkonusu olabilmektedir. Eger aktivite sabit kaliyor ve
immobilize enzim siirekli islemlerde kullanilabiliyorsa, bu tiir adsorpsiyon enzim
immobilizasyonu i¢in idealdir. Desorpsiyon, reaksiyon iiriinlerinin kirlenmesine ve
aktivitede siirekli bir degismeye neden olur. Tersinir adsorpsiyonlar enzim

immobilizasyonu i¢in pek uygun degildir.

Baz1 adsorbanlar bir enzimin farkli bicimlerini, aktif veya inaktif bicimlerinden
birini adsorbe ederken, digerini desorbe etmektedir. Eger enzimin aktif sekli desorbe
edilirse bazi durumlarda immobilize enzimin bagil aktivitesi %100 den biiyiik
degerler alir, tersi durumda bagil aktivite sifir olur, yani immobilizasyon iiriinii hi¢

aktivite gostermemektedir.

Yontemin yararlari; enzim immobilizasyon isleminin basit olusu, degisik bicim
ve yiikteki tasiyicilart se¢me olanagt vermesi ve bir yandan immobilizasyonu
gerceklestirirken diger yandan enzim saflastirilmasina olanak saglamasidir. Yontemin
sakincalari; her ne kadar immobilizasyon islemi kolaysa da optimal kosullarin
saptanmast ¢ok giictiir. Eger, enzimle tasiyici arasinda kuvvetli bir baglanma yoksa,
bu durumda desorpsiyon sonucu enzim serbest halde reaksiyon ortamina gecer ve

trinlerin kirlenmesine neden olur.

Enzim

Yilzey
Adzorpsivan

Sekil 3.5.Adsorpsiyon.
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3.3.1.3 Iyonik Baglama

Bu yontem, iyon degistirme yetenegine sahip suda c¢oOziinmeyen tasiyicilara
enzimin iyonik baglanmasi temeline dayanir. Bazi durumlarda iyonik baglama

yaninda fiziksel adsorpsiyon da etkili olmaktadir.

Iyonik baglama c¢ok yumusak kosullarda gerceklestiinden, enzimin
konformasyonunda ve aktif merkezde degisiklige neden olmaz. Ancak; enzim ile
tasiyict arasindaki bag kovalent bag kadar giiclii olmadigindan enzim kagis1 soz

konusudur.

ivonik Badlama

Sekil 3.6. Iyonik Baglama.

3.3.1.4. Selat Baglama

Bazi transizyon metallerinin selat yapma Ozellikleri sayesinde enzimlerin
organik ve inorganik tasiyicilara baglanmasi miimkiindiir. Yontem ilk kez 1971

yilinda uygulanmis olup, daha sonra da kullanilmaya devam edilmistir.
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3.3.1.5 Biyospesifik Baglama

Enzimler ile antikorlar ve lektinler arasindaki biyospesifik etkilesimden
yararlanarak enzim immobilize edilebilir. Lektinler, spesifik karbonhidrat atiklarini
iceren enzimlere kuvvetlice baglanirlar. Ornegin bu yontemle immobilize edilen
invertaz, sakarozun kesiksiz inversiyonunda kullanilmistir. Spesifik monoklonal
antikorlart suda coziinmeyen materyale baglayarak hazirlanan tasiyicilar enzim

immobilizasyonunda basarili bicimde kullanilmaktadir.

3.3.2.Capraz Baglama Yontemleri

Kiigiitk molekiilli bi- veya multi- fonksiyonel reaktifler enzim molekiilleri
arasinda kovalent baglar yaparak sonugta suda coziinmeyen komplekslerin
olusmasim saglarlar. Capraz baglanma derecesi ve immobilizasyon, protein ve
reaktif konsantrasyonuna, pH yada immobilize edilecek enzime c¢ok bagimlidir.

Intermolekiiler baglanmalar yaninda, intramolekiiler baglanmalar da sézkonusudur.

Bu yontem ile enzim immobilizasyonu 4 farkh sekilde gerceklesir:
¢ Enzimin yalmz bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu
¢ Enzimin ikinci bir protein varlifinda bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu

¢ Enzimin suda ¢oziinen bir tasiyicida adsorpsiyonundan sonra bifonksiyonel

reaktif ile reaksiyonu

¢ Enzimin bifonksiyonel reaktif tarafindan aktive edilmis polimer tasiyici ile

reaksiyonu.
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En c¢ok kullanilan ¢apraz baglama reaktifleri; gluteraldehid, klorformat ve
karbonildiimidazol, heterosiklik halojeniirler, bioksiranlar, divinilsiilfonlar, p-

benzokinon, transizyon metal iyonlar1 ve epiklorhidrinlerdir.

Capraz baglama reaksiyonu ¢ok yumusak kosullarda gerceklesmediginden bazi
durumlarda Onemli Olgiide aktivite kayb1 sozkonusudur. Enzimler bu sekilde
birbirlerine baglandiklarinda jelatinimsi bir yap1 olustururlar, bu nedenle mekanik
bakimdan ¢ok kararsizdirlar. Cok sayida enzimin diger enzimler i¢in matriks olarak
davranmasinda dolay1r bu metot iyi bir immobilizasyon metodu degildir. En cok

kullanilan ¢apraz baglama reaktifi; gluteraldehitdir.

Enzim

Capraz Badlama

Sekil 3.7.Capraz Baglama.

3.3.3. Kopolimerizasyon Yontemleri

Enzimler bir kopolimerizasyon reaksiyonunda monomerlerden biri gibi davranir
ve boylelikle polimer matrikse baglanmis olur. Yontem, polimer matrikse
tutuklamaya benzemekle birlikte enzim kacisinin 6nlenmis olmasi gibi iistiinligii

vardir.
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3.3.4. Tutuklama Yontemleri

Prensip olarak tutuklama enzim molekiiliinii belirli bir mekanda durmaya
zorlamaktir. Enzim bulundugu cevreden disariya ¢ikamaz. Bu iglem, polimer matriks
icindeki kafeslerde gerceklestirilebilecegi gibi yar1 gegirgen membranlar iginde
mikrokapsiilleme ile de gerceklestirilebilir. Bu yontemi kovalent baglama ve capraz
baglama ile immobilizasyondan ayiran en énemli 6zellik enzim molekiiliiniin fiziksel

veya kimyasal olarak herhangi bir tasiyiciya baglanmamis olmasidir.

3.3.4.1.Polimer Matrikste Tutuklama

Polimerizasyon ve capraz baglanmanin olustugu ortamda enzim de bulundugu
takdirde enzim, c¢apraz baglanma sonucu olusan odaciklarda (kafes)
tutuklanmaktadir. Bu amacla en ¢ok kullanilan polimer, N,N -metilenbisakrilamid ile

capraz baglanmis poliakrilamiddir.

Yontem, yiiksek derecede capraz baghi bir polimerin enzim c¢ozeltisi i¢inde
olusturulmasi temeline dayanir. Polimerlesme sonucu enzim molekiilleri ¢capraz bag

aglar arasinda tutuklanmakta ve boylece ana ¢ozeltiye gecmeleri engellenmektedir

Capraz bag yiizdesi Oyle ayarlanmalidir ki, enzim molekiilleri tutuklanabilsin
ama substratin enzimlere ulagmasina engel olunmasin. Capraz bag yiizdesinin asiri
olmas1 substratin enzim aktif merkezlerine ulasmasim1 engellemekle kalmayip,
enzimin zincir yapisin da zorlayip aktivite kaybina veya tamamen inaktif olmasina
neden olabilir. Bu nedenle optimal bir ¢apraz bag yiizdesi saptanmasi onemlidir. Bu

oran, enzime ve tasiyiciya bagh olarak degisir.

Uygun capli substrat molekiilleri polimer kafes icinde tutuklanmis enzim
molekiillerine ulagir ve reaksiyon lriinleri de disar1 ¢ikar. Bu yontemde kullanilacak
substratin kiigciitk molekiillii olmasi gerekir. Bu tip immobilizasyon, ilk kez 1963
yilinda tripsin kimotripsin ve diger bazi enzimlerin immobilizasyonunda

kullanilmastir.
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Molekiill agirhigt  15000’den  fazla olan enzimlerin bu  yOntemle
immobilizasyonlart oldukca kolaydir. Bu tiir immobilizasyon isleminde en cok
kullanilan tasiyicilar, hidrofilik temele dayali poliakrilamid jeli ve jel olusturan
polisakkaritlerdir. Ayrica silikon lastigi ve silikajel de kullanilmaktadir. Tutuklama
yaninda ozellikle yiiklii polimerlerde fiziksel adsorpsiyonun da etkin oldugu

saptanmuigtir.

Polimer zincirleri arasindaki capraz baglama degisik bifonksiyonel veya multi-
fonksiyonel reaktiflerle  saglanmaktadir. Ornegin, bu yontemle enzim
immobilizasyonunda en c¢ok kullanilan tasiyic1 olan poliakrilamidin caprasik

baglanmas1 N,N’-metilenbisakrilamid ile gerceklestirilir.

Capraz bagh tasiyicilarin hazirlanmasinda, monomer ve capraz baglayici
reaktiflerin mol oranlar1 ¢ok 6nemlidir. Bu durum bir yandan enzim molekiillerinin
tutuklanacagi hiicrelerin capina etki ederken, diger yandan tasiyicinin fiziksel

ozelliklerinde 6nemli degismelere de neden olacaktir.

Bu yOntemle immobilize edilen enzimin asil Ozelliklerinde bir degisme
beklenmez. Ancak tasiyicinin tipi ve enzimatik reaksiyonlar bolgesel mikro ¢evre
etkilerinin olusmasina neden olurlar. Ornegin, tasiyicinin yiiklii olmas: nemli bir
etkendir. Tasiyicinin yiiklii olmas1 immobilize enzimin 6zelliklerinde dogal enzime

kiyasla ¢cok 6nemli degismelere neden olmaktadir.

Bu yontemin yararlari; ¢ok kolay uygulanmasi, gercek bir fiziksel yontem
olmas1 ve ¢ok az miktarlarda enzim kullamilarak gerceklestirilmesidir. Nétral, suda
¢Oziinmeyen tasiyicilarla da immobilizasyon gerceklestirilmekte ve kimyasal bir

baglanma olmadigindan yiiklii tasiyiciya gerek duyulmamaktadir.

Yontemin sakincalari ise; immobilizasyon islemi sirasinda inaktivasyonun deney
kosullarma ¢ok siki bagimli olusu ve immobilize enzimin ancak kiigciik molekiillii

substratlara kars1 iyi bir aktivite gostermesidir.
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Palimer Matrikste Tutuklama

Sekil 3.8.Polimer Matrikste Tutuklama.

3.3.4.2 Mikrokapsiilleme

Bu yontem enzim molekiillerinin yar1 gecirgen bir membran icinde

tutuklanmasindan ibarettir. Mikrokapsiillerin biiyiikliigii 1-100u arasinda degisir.

Enzimler daha ¢ok kimyasal mikrokapsiilleme ile immobilize edilir. Bu yontem
ile enzim immobilizasyonu; siirekli ve siirekli olmayan yar1 gegirgen membran

mikrokapsiillerde tutuklama olmak iizere iki grupta incelenebilir.

Siirekli mikrokapsiillerde cerceve membran kati, siireksiz mikrokapsiillerde
lipozomlar ise bir sivi tabakadir. Immobilizasyonda kullanilan ¢er¢eve maddesinin
(membran) yar1 gecirgen olmasi zorunludur. Ayrica bu yar gegirgen membranin
gozenek caplar; substrat molekiillerinin kapsiil igine girisine ve iiriin molekiillerinin
disan c¢ikisina olanak verecek bir biiyiikliikte olmalidir.Substrat molekiilleri ne kadar
kiiciikkse bu yontemle immobilize edilmis enzimin verimliligi o Olgiide yiiksek

olacaktir.

Membran

Enzim

ikrokapsileme

Sekil 3.9. Mikrokapsiilleme
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3.4.Biyosensorde Olciim Metodu icin Gerekli Analitik
Hesaplamalar

3.4.1. Kalibrasyon Egrisinin Lineerligi

Reaksiyon ortamina artan analit eklemeleri yapilarak elde edilen akim
degisimleri konsantrasyona kars1 grafige gecirilir.Belli bir konsantrasyonda analit
ilavesinden sonra ortam kararliliginin bozulmasi,enzim aktivitesinin azalmasi,
elektrot yiizeyinin olusan bazi radikaliklere bagl olarak dolmasi gibi nedenlerle akim
degisimleri azalir ve ileriki konsantrasyonda eklemelerden sonra akim degisimi
gozlenmez. Dogru 6l¢limiin yapilabilmesi icin akim degisimlerinin dogrusal egilim
gosterdigi lineer bolgeyi tamimlamak gereklidir. Biyosensor i¢in Ol¢iim araligi
tanimlanan bu lineer araliktir. Gerekli analitik hesaplamalar bu lineer aralikta yapilir.

Lineer araligin genis olmas1 biyosensor i¢in avantajdir.

3,0x10°

y=ax+b

2,5x10° =
e ® as®e
2,0x10° 4

1,5x10° -

AKim(A)

1,0x10° -

5,0x10" =

0,0 -
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05

Substrat/mM

Sekil 3.10. Kalibrasyon Egrisinin Lineerligi.
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3.4.2. Cevap Siiresi

Cevap siiresi biyosensor icin onemli diger bir parametredir. Reaksiyon ortamina
analit eklemesi yapildigi andan akim degisiminin oldugu ve tekrar kararli hal
akimimna ulasildigi ana kadar gegen siire olarak tamimlanir. Hizli cevap alma
biyosensOr i¢in avantajdir. Cevap siiresi, elektrot materyaline, iletken polimerin
cinsine, enzimin yapisina ve hizina, analitin enzime olan ilgisine ve analitin elektrot

yiizeyindeki redoks potansiyeline bagli olarak degisim gostermektedir.

0_
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04- SRS
< 06- }
g o,
-
<
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'1-4-"|"|"|"|"|"|"|"|"|"
540 570 600 630 660 690 720 750 780 810 840
Zaman(sn)

Sekil 3.11. Cevap Siiresi.
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3.4.3. Belirleme Limiti

Biyosensoriin cevap verebildigi en kiiciik konsantrasyon degeri belirleme limiti

olarak adlandirilir. Belirleme limiti 3 s,/ m formiilii ile adlandirilir. Burada m analit
icin hazirlanmis kalibrasyon egrisinin lineer bolgedeki egimini, s, aym
konsantrasyondaki analitin reaksiyon ortamina ardarda eklenmesiyle olusan akim

degisimleri arasindaki standart sapma degerini verir. Diisiik belirleme limiti

biyosensor i¢in bir avantajdir.

3.4.4. Olciim Metodunun Giivenilirligi (Stabilite)

Ol¢iim metodunun giivenilirligi, tekrarlanabilirlik (stabilite) ile tanmimlanir. Aym
konsantrasyondaki analitin reaksiyon ortamina ardarda eklenmesiyle olusan akim
degisimleri arasindaki standart sapma degeri stabiliteyi verir. Biyosensorde ol¢iimiin
standart sapma degerinin indirgenmesi ol¢limii dogruluga yaklastirmaktadir. Ayrica
eklenen analitin gercek konsantrasyon degeri ile kalibrasyona gore okunan Olciim

sonucu arasindaki fark 6l¢iimiin dogrulugunu vermektedir.

8,0x10"’
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4,0X10_? - [ ] Py - . - - P - -
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Y Y —rT 7771
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Analit EKlemesi

Sekil 3.12. Stabilite.
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3.4.5. Hassasiyet

Biyosensoriin hassasiyeti, olusturulan analit kalibrasyon egrisinin egimidir. Bir
baska tanimla biyosensoriin ne kadar kiiciik bir degisimi 6lgebildiginin oOl¢iisiidiir. Bu
sebeple , hassasiyet degerinin biiyiik olmast konsantrasyondaki kiiciik bir degisimin

oOlciilebildiginin gostergesidir.

3,0x10°
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2,5x10° -
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Sekil 3.13. Hassasiyet.
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3.5. Enzim Tabanh Fenol Biyosensorleri

Bu boliimde, literatiirde yapilmis fenol sensorleri 6zetlenmistir.

Christophe ve arkadaslart (2003), fenolik bilesikleri ve herbisitleri beliremek
icin, tyrosinase tabanli amperometrik enzim sensorii gelistirdiler. Iletken polimer
poly (3,4-ethylenedioxythiophene) igerisine enzim tutuklanarak cam karbon elektrot
yiizeyine elektropolimerize edilmistir. Biyosensor performansini optimize etmek igin
calisma sartlari ve elektropolimerizasyon prosesi parametreleri deneysel olarak
calistlmistir. Kesikli sistemde -200 mv da monofenol ve difenoller amperometrik
olarak oOlciilmiistiir. Bu molekiillerin belirleme limitleri 5-500 nm arasinda tespit
edilmistir. Herbisitlerin belirlenmesi tyrosinase elektrodu yanitlarina karsi olusan
inhibisyon mekanizmasindan elde edilmistir. Atrazin ve diuron ig¢in belirleme
limitleri sirasiyla 1 ve 0.5 mgL~™ olarak bulunmustur. Bu veri PEDT filmin

gelismekte olan bir tyrosinase immobilizasyon metodu oldugunu gostermektedir.

Cristea  ve arkadaslar1 (2005), tyrosinase tabanli hidrofilik polipirol film
biyosensorde gerceklestirdikleri amperometrik 6l¢iimler sonucu kloroformda katekol
icin 15,6 mAM'cm? degerini elde ettiler. Calismalarinda biyosensoriin
elektroanalitik parametrelerinin 6nemli Olc¢iide enzim matriksinin hidrasyon
basamagina ve calisma elektrodunun hazirlandig1 konfigiirasyona bagli oldugunu
soylediler. Hazirlamis olduklan ¢alisma elektrodu daha hidrofilik bir karakter tagiyan
iletken polimer icermekte ve enzime capraz olarak baglanmaktadir. Kullanilan

polipirol yeni bir bispirolik tiirevidir.

Liu ve arkadaslart (2004), karbon pelet ile desteklenmis modifiye manyetik
nanopartikiiller ( MgFe;O4- SiO,) kullanarak tyrosinase tabanli bir biyosensor
gelistirdiler. ilk 20 sn icerisinde %95 kararli hale geldigi belirtilen sistem ile 54,2
uA(mM)'l gibi yiiksek duyarlilikta o6lciimler gergeklestirdiler. Fenol icin
belirledikleri 6l¢iim araligi 1x10°- 2,5x 10* M arasinda olup alt siir 6x107 M
seviyesinde belirlenmistir. Elde edilen sonuglarda calisma elektrodunun yiiksek

miktarda tyrosinase igermesi ¢aligmanin avantajlarindan biri olarak goriilmiistiir.
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Tyrosinase manyetik nanopartikiiller {izerindeki amino gruplarin modifiye edilmesi
ile sisteme kovalent olarak baglanmistir. Caligmanin sonunda iiretilen elektrodun
silika sol jel graft kopolimer elektrodlarma gore daha iyi ozelliklere sahip oldugu

belirtilmigtir.

Liu ve arkadaslar1 (2003); koloidal altin ile modifiye edilmis karbon elektroda
tyrosinase immobilize ederek, fenol tayininde kullanilmak iizere yenilenebilir bir
biyosensor gelistirmiglerdir. Amperometrik sonuclar {izerine pH’nin, isletme
potansiyelinin ve kolloidal altin ¢6zeltisinin hacminin etkisi arastirilmistir. Optimum
sartlarda biyosensoriin fenol Ol¢iimil igin, tepki verme siiresi( 5 saniyeden az),
duyarliligr ( 12,3 pA cm’ uM'l) ve saklama stabilitesi verilmistir. Substrat olarak

fenoliin kullanildig1 deneylerde Kmy,, degeri ise 58,3 uM olarak hesaplanmistir.

Kim ve arkadaglant (2002); fenolik bilesiklerin tayini icin, silikat/nafyon
komporzit filmine tyrosinase immobilizesi ile hazirlanmis amperometrik bir
biyosensor gelistirmislerdir. Kompozitteki nafyon polimeri sadece sol-jel silikat film
eldesinin kirillganhigin1 gidermek icin degil ayn1 zamanda biyosensoriin uzun siireli
stabilitesini arttirmak i¢in de kullanilmistir. Enzim elektrodun optimum analitik
performansi belirlemek icin, enzim elektrodun iiretimindeki isletme parametreleri ve
cesitli deneysel degerler (pH ve isletme potansiyeli) arastirildi. Biyosensoriin
Olciilebilecek akimin %95°ne ilk 15 saniyede ulastigi belirtilmistir. Katekol ve fenol
icin biyosensoriin duyarliligi, sirasiyla, 200 ve 46 mA/M olarak verilmistir. Enzim

elektrodunun baslangi¢ aktivitesinin %74 ’nii 2 hafta boyunca korudugu belirtilmistir.

Sulu ¢ozeltilerde fenoliin belirlenmesi i¢in yeni bir amperometrik biyosensor
gelistirilmis ve tyrosinase enzimi, yeni bir kopolimer olan poli(N-3-aminpropil pirol-
ko-pirol) film iizerine, filmin amino gruplarindan kovalent olarak baglanmistir.
Enzim bagh film tabakasi, indiyum-kalay-oksit (ITO) kapli cam levha iizerine
elektrokimyasal olarak uygulanmis ve polimer filmin poroz morfolojisi ve enzimin
kovalent baglanmasi, yiiksek dozda enzimin tutuklanmasina ve enzim kullanim

Omriiniin uzamasina neden olmustur. pH 7,2 fosfat tamponunda ve -0,2 V’luk sabit
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voltajda sensorden alinan amperometrik yanit, fenol konsantrasyonlarina bagli olarak
degisim gostermis ve fenol i¢in 1,35-222,3 uM konsantrasyonlar1 arasinda, katekol
icin 1,6-118,8 uM konsantrasyonlar1 arasinda, p-kresol i¢in ise 1,9-257,8 uM
konsantrasyonlar1 arasinda sensorde lineerlik elde edilmistir. Sensoérde yanit, 10
saniyeden kisa bir siirede alinmis ve bu siire icinde sistem kararli hale gecmis ve
enzim 4 ay sonunda ilk aktivitesinin %80’ini korumustur. Kopolimer elektrot,
oncelikle 1,5 saat boyunca 0,1 M pH 7,2 fosfat tamponuna daldirilip bekletilmis,
daha sonra 3,6 mg/mL tyrosinase iceren c¢ozeltiye daldirilmis ve yine 1,5 saat
bekletilmistir. Reaksiyonlar, oksijene doyurulmus ortamda, oda sicakliginda ve sabit
karistirma hizlarinda gerceklestirilmis ve -0.2 V’tan yiiksek voltajlar uygulandiginda
olusan kinon tipi iiriinlerin polimerlesip, elektrotu kapladig: goriilmiistiir. Elektrotun,
kullanilmadigi siire iginde +4°C de buzdolabinda korunabilecegi belirtilmistir

(Rajesh et al. 2004).

Katekol ve p-kresolun belirlenmesi icin tyrosinase ve tyrosinase/peroxidase
enzimlerini igeren 2 elektrot hazirlanmis ve bu iki elektrotun substrat segiciligi
arastirilmistir. Katekol ve p-kresoliin beraberce bulundugu bir reaksiyon ortaminda
cift enzimli elektrottan fyrosinase elektrotuna goére daha iyi yanit alindigi
gozlenmistir. Calismada, indiyum-kalay-oksit elektrot kullamilmis, elektrot yiizeyi
aseton ve 0,1 M NaOH ile yikanarak hidrofilik hale getirilmistir. Daha sonra elektrot,
%5 oraninda 3-aminopropiltriethoksilane iceren toluene batirilarak yiizeyde amino
gruplart olusturulmustur. Modifiye edilen elektrot, icerisinde 20 g/L peroxidase, 5
g/l tyrosinase ve %2,5 oranminda gluteraldehit olacak sekilde korundugu
bulunmustur. Ayrica, 4-48 uM fenol konsantrasyon araliginda sensorde lineerlige
ulagildigi ve sensor igin gerekli minimum fenol konsantrasyonunun 6,1 nM oldugu

belirlenmistir (Liu et al. 2003).

Sulu ¢ozeltilerde 4-klorofenoliin belirlenmesi pH duyarli, yar1 gecirgen
doniistiiriiciiye sahip potansiyometrik bir sensor yardimiyla gerceklestirilmistir.
Tyrosinase, ilk defa doygun gluteraldehit buhari i¢inde immobilize edilmis ve
sistemde farkli pH’lara ve gluteraldehit buharinda farkli siirelerde immobilizasyona
gore calisilmistir. Bu sartlarda biyosensoriin hassasiyeti, belirlenebilir minimum
substrat konsantrasyonu ve stabilitesi aragtirilmistir. Belirlenebilir minimum substrat

konsantrasyonunun 20 ppm, belirlenebilir konsantrasyon araliginin ise 20-1000 ppm
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arasinda oldugu bulunmustur. Sensoriin kararliliga 3-4 saatte ulastigt ve bu
kararliligin 15 saat devam ettigi goriilmiistiir. En iyi sensor yanitinin pH 6’da oldugu

tespit edilmistir (Mai et al. 2002).

Stanca ve Popescu (2004), tyrosinase tabanli Pt calisma elektrodu yardimiyla
elektropolimerize poli- amfipilik pirol matriks ya da gluteraldehit ile capraz
baglanmis biyosensor sisteminde cesitli fenol bilesiklerini ( fenol, ¢esitli dihidroksi
benzenler, cesitli hidroksi toluenler ve klorofenoller) amperometrik yontemle
olgtiiler. Olgiim ortamu sulu fosfat tamponu (pH=7)olup, elektrolit olarak 0,1 M lik
LiClO4 ve 0,1 M C¢HsCH,N(CHj3)3Cl iceren kloroform ¢ozeltisi gibi sulu ve susuz
ortamlarda gerceklestirilmistir. Kullanilan polipirol matriksin gerek sulu tamponda
( 690 uAM'l) ve kloroformda ( 149 pAM'l) yiiksek biyoelektrot duyarliligi
gosterdigini rapor ettiler. (Liu et al. 2005; Rajesh et al. 2005; Jimenez-Juarez et al.,
2005; Xue et al., 2002).

Llaccase enzimi, polietersiilfon membrana immobilize edilip Platinyum elektrota
baglanmis ve referans elektrot olarak Ag/AgCl elektrotu kullanilmistir. Bu elektrot,
genellikle kirmiz1 sarap i¢inde bulunan olifenollerin (kafeik asit, galik asit, katekin,
rutin, malvidin) belirlenmesinde kullanilmaktadir. Asetat tamponunda pH 4,5 ve pH
3,5°da calisilmis ve katekin, +100mV potansiyelde, pH 3,5’da pH 4,5’dakine gore
daha iyi sonu¢ verirken, ayni potansiyelde kafeik asit ile calisildiginda pH 4,5 da
sonu¢ alinamadig goriilmiistiir. pH 3,5 de katekin ve kafeik asit arasinda etkilesim
olmadig1 ve +100 mV’da ikisinin de sensdrde yanit verdigi goriilmiistiir. Katekin ve
kafeik asitin senstrde belirlenebilir minimum konsantrasyonu 1x10° M olarak
bulunmustur. 2x10°- 14x10° M konsantrasyonlar1 arasinda sensorde lineerlik
belirlenmistir. U¢ defa iist iiste yapilan substrat yiiklemelerinde sensor yanitinin

hemen hemen ayni oldugu belirlenmistir (Gomes et al., 2004).

Kagit fabrikas1i atiksuyunda bulunan fenolik bilesiklerin belirlenmesinde
amperometrik bir sensor sistemi gelistirilmistir. Kullanilan bu sistem, siirekli bir akisg
sistemi, dializ membran prosesi ve laccase tabanlh bir elektrotan olugmustur.
Sistemin performansi, pH’ya, iyonik siddete, uygulanan potansiyele ve debiye gore
arastirilmistir ve biyosensor, ii¢ ay gibi uzun bir siire kararli olarak calismistir.

Biyosensoriin hassasiyeti fenol, p-fenol, guaiacol ve chloroguaiacol i¢in test edilmis.
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Dializ membran {initesinin, biyosensor yiizeyini kirlenmekten korudugu ve
dolayisiyla da biyosensor performansi iizerine 6nemli etkide bulundugu goriilmiistiir.
Bu ozellik sayesinde, karigik bir ortamda On aritim yapilmadan atiksu Ornegine
direkt ol¢iim yapilabilmistir. Enzim immobilizasyonu i¢in, karbon elektrot dncelikle
pH’s1 7,2 olan fosfat tamponuyla yikanmis ve daha sonra 30 dakika boyunca,
gluteraldehit, bovin serum albumin ve laccase karisiminda bekletilmistir. 0,5-1,6
mlL/dak debi araliinda, debi arttik¢a sinyal artmis bu degerden sonra artan debilerde
alman sinyallerde diisiisler kaydedilmistir. Sistemden siirekli bir sekilde pH’s1 5 olan
tampon c¢ozelti gectiginden dolayr sensor uygulanacak Ornegin pH’sindan
etkilenmemistir. 1x107°-5x10" M arah@indaki tampon konsantrasyonlarinda
calisilmis ve bu aralikta sensor performansinda degisiklik gozlenmemistir. Sensor
kalibrasyonunda lineerlige, 1-10 uM arasindaki konsantrasyonlarda guaiacol ve
chloroguaiacol c¢ozeltilerinden 1,6 mL/dak debide ve pH 5’de 220 pL enjekte
edilerek ulagilmistir (Freire et al., 2002).

Laccase  enzimi, fiziksel adsorpsiyon, gluteraldehit, karbodiimid,
karbodimid/gluteraldehit teknikleriyle farkli sekillerde karbon-fiber elektrota
immobilize edilmis ve en iyi sensOr yanmiti karbodiimid/gluteraldehit teknigi
kullanilarak bulunmustur. Bu teknikle laccase, karbon-fiber elektrota karboksil
gruplarindan kovalent olarak baglanmis, karbodiimid sayesinde enzim ve elektrot
arasinda giicli baglanma olusurken gluteraldehit sayesinde de enzimler arasinda
aglasma gerceklesmistir. En kotii sensor yamiti ise fiziksel adsorpsiyon metodu
kullanildiginda gozlenmistir. Substrat olarak 100 pM’hik katekol c¢ozeltisi
kullanilmig ve bu metotta farkli gluteraldehit miktarlarinin sensor iizerine etkisi
arastirilmistir. En iyi gluteraldehit oram1 %10 (m/v) olarak tespit edilmis, sensor
farkli pH ve potansiyellerde calistirilmis ve optimum sonuca pH 5’de ve -100 mV
potansiyelde ulasilmistir. iImmobilize laccase enziminin, 2 aydan fazla bir siire

aktivitesinin tamamini korudugu tespit edilmistir (Freire et al., 2001).

Peroxidase amperometrik elektrot kullanarak, ucuz ve basit bir nitrik oksit
biyosensorii tasarlanmistir. Nitrik oksit varliginda horseradish  peroxidase
aktivitesinde inhibisyon goriildiigiinden aktivitedeki diisme ile nitrik oksit
konsantrasyonu arasinda bir iligki kurulabilecegi belirtilmistir. Naylon, 6 mm

capinda diskler halinde kesilerek, kimyasal ¢apraz baglanma teknigi ile kesilen
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diskler iizerine, i¢inde horseradish peroxidase, BSA ve gluteraldehit bulunan ¢ozelti
piiskiirtiilerek, yilizey homojenlestirilmistir. Diskler, 30 dakika boyunca oda
sicakliginda kurumaya birakilmistir. Ayn1 sekilde bir de elektrokimyasal capraz
baglama teknigi kullanilarak immobilizasyon gerceklestirilmistir. Reaksiyon igin,
biyosensor, p-benzokinon igceren fosfat tamponuna daldirilarak 10 saniye boyunca
+0,2 V’luk potansiyel uygulanmistir. Sistem kararli hale getirildikten sonra sisteme
hidrojenperoksit eklenerek reaksiyon baglatilmis ve 1 dakika sonra nitrik oksit ilavesi
yapilmistir. Akim diisiisii izlenerek nitrik oksit konsantrasyonlart bulunmustur.
Kimyasal capraz baglanma teknigi ile immobilize edilen biyosensoriin
belirleyebildigi maksimum nitrik oksit konsantrasyonu 7,9x10°® M iken,
elektrokimyasal capraz baglama teknigi ile immobilize edilen biyosensoriin
belirleyebildigi maksimum nitrik oksit konsantrasyonu 2x10° M olarak bulunmustur.
Tasarlanan biyosensorler, nitrik oksitten dolay1 siirekli inhibisyona maruz
kaldigindan tek kullanimlik biyosensorler olarak kullanilabilecegi belirtilmistir

(Casera et al., 2000).

Sulu ortamda fenolik bilesiklerin belirlenmesi icin peroxidase elektrotu
hazirlanmis ve enzim c¢ozeltisi grafit lizerine damlatilarak, enzimin grafit iizerine
+4°C’de 30 dakika boyunca adsorplanmasi beklenmistir. Adsorplama isleminden
sonra, elektrot yikanmis ve teflon tutucu icine yerlestirilerek, amperometrik hiicreye
daldirlmistir. Referans elektrot olarak Ag/AgCl elektrotu kullanilarak elektrotlar bir
potensiyostata baglanmis ve elektrokimyasal hiicre, kesikli substrat yiikleme
sistemine gore calistirlmistir. Bu sisteme ek olarak glikoz oksidaz reaktorii
kullanilarak ~ hidrojenperoksit  iiretimi  saglanmustir.  Fenoliin  enzimatik
oksidasyonuyla olusan radikaller, elektrot iizerinde indirgenmis ve indirgenme akimi
ile fenol konsantrasyonlari arasinda iliski kurulmustur. Elektrotun c¢aligma stabilitesi,
sisteme ard arda verilen difenol yiiklemeleri ile arastirilmistir. Tekrarlanan
yiikklemeler sonucu, 1 saat boyunca elektrottan alinan akim degerlerinin % 2-3
oraninda azaldig1 goriilmiis, elektrotun 2 hafta boyunca kararli kaldig1 ve 2. haftadan
sonra aktivitede hizl1 diisiislerin meydana geldigi, ayrica 3 haftadan sonra elektrotun

bu aktivitede sabit kaldig1 tespit edilmistir (%60) (Rogers et al., 1995).
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Kan testlerinde kullanilan horseradish peroxidase sensorlerinin stabilizasyonu
icin, tetrametilbenzidin (TMB), luminol, argonla doyurulmus tampon, BSA, ve
Tween 20 gibi cesitli kimyasallarin etkisi arastirilmistir. Ayrica reaksiyonlarda
kullanilacak ¢ozeltilerin giin 15181nda ve karanlikta korunmasinin aktiviteye etkisi
arastirilmistir. TMB ve luminoliin enzimi etkili bir bigcimde stabilize ettigi goriilmiis.
Stabilize edici madde konsantrasyonlarinin 0,1 mM’in alinda olmasina ragmen
karanlikta korunan cozeltiler kullanildiginda, 12 hafta boyunca aktivitede kayip
goriilmemis, aym stabilize edici madde konsantrasyonlarinda, giin 1s1g1ina maruz
birakilan cozeltiler kullanildiginda, 6 haftada aktivitede %80’e varan kayiplar
goriilmiistiir. Bu ¢ozeltiler argonla doyurulmus tampon iginde kullanildiklarinda
aktivitede kayip olmadig: literatiirde belirtilenin tam aksine, BSA ve Tween 20’nin
stabilize edici etkisinin olmadig1 goriillmiistiir. Stabilize edilen enzimler bu amagla 3
ay aktivitesinde degisim s6zkonusu olmadan kullanilmig ve TMB’in etkili oldugu en
iyl konsantrasyon 6 uM, luminoliin etkili oldugu en iyi konsantrasyon ise 0,1 uM
olarak belirlenmistir. TMB ve luminoliin, enzimin aktif bolgesine baglanarak,
oksidadif yikimin1 ve ii¢ boyutlu yapisim korudugu ve ayrica, ¢ozeltide bulunan

serbest radikalleri uzaklastirdig1 belirtilmistir (Schiitz et al., 1997).
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4. KOMPOZIT CALISMA ELEKTRODU
TASARIMINDA KULLANILAN BAZI MATRIKSLER

4.1. Polimerlerin Biyosensor Uygulamalarinda Kullanimm

ve iletkenliklerinin Metallerle Karsilastirilmasi

Tekrarlanan birimlerden (monomerlerden) olusan biiyilk molekiillerin bir araya
gelmesiyle polimerik maddeler olusur. Monomerlerden polimerik maddelerin elde
edilmesini saglayan reaksiyonlara da polimerlesme reaksiyonlar1 denir. Gegen yiizyilin
basindan beri hayatimiza girmeye baslayan yapay polimerler, ¢esitli amaglar icin yaygin
bicimde kullanilmaktadir. “Polimerler yalitkan malzemelerdir” fikri 70’li yillarda son
bulmaya baslamistir; zira daha 6nce sentezlenmis olan fakat iletkenlik 6zelliginden
bahsedilmeyen bazi polimerlerin, sartlara bagli olarak, elektrik akimini iletebildigi
gozlenmistir. Sonrasinda, iletken polimerlere artan ilgiyle beraber, hakkinda yapilan
caligma sayisi artmig, saglanan gelismeler neticesinde “organik metaller” adi altinda bir

calisma sahas1 dogmustur.

Metaller ; elektriksel iletkenligi yiiksek, listiin mekaniksel 6zelliklere sahip bir
baska madde grubunu olusturur. Ancak, metaller polimerlerden agirdir, pahalidir ve
polimerler gibi kolayca sekillendirilemezler. Korozyon, metaller i¢cin 6nemli bir

bagka sorundur.

Bir iletkenden gegen elektrik akimina karsi iletkenin gosterdigi direncin birimi
Ohm dur (simge €). Bir iletkenin iki ucu arasina 1 voltluk bir gerilim
uygulandiginda, bu iletkenden 1 amperlik akim gecerse bu iletkenin direnci 1
ohmdur. 1983'teki Milletleraras1 Elektrik Kongresi'nde tarif edilen milletlerarasi ohm
ise, 106,3 cm uzunlugunda 0°C ve 14,4521 gram olan civanin bir dogru akima

gosterdigi direng olarak tarif edilmistir.
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Burada civanin bir milimetre karelik kesite sahip oldugu da kabul edilmektedir. Bir
mikroohm, 0,000.001 ohm'a ve bir mega-ohm, 1.000.000 ohm'a esdegerdedir. Bir
diger iletkenlik birimi Siemens (sembol: S) SI birim sisteminde elektrik iletkenligi
birimi olup ohm'un tersidir Q' = kg'1 m™ A% s’) .Admi, Alman kasif ve is adamu
Ernst Werner von Siemens'den alir. Daha onceleri mho olarak da adlandirilmistir.

1971'de, tiiretilmis bir SI birimi olarak kabul edilmistir.

Volt 1 4.1
Amper  Siemens

Ohm =

fletken polimer kavrami, kendi orgiisii igerisindeki elektronlarla yeterli diizeyde
elektriksel iletkenligi saglayan polimerler i¢in kullanilmaktadir. Polimerin elektronik
iletkenlik gosterebilmesi icgin, polimer Orgiisiinde, elektronlarin zincir boyunca
taginmasini saglayan uygun yerlerin bulunmasi gerekir. Bu kosulu ana zincirinde
konjiige ¢ift baglar. (Sekil 4.1)bulunan polimerler saglar. Konjiigasyon, yiiksek
diizeyde iletkenlik icin tek basina yeterli degildir. Dop islemiyle polimer yapisina
iletkenligi saglayacak olan elektronlar verilerek veya alinarak polimer orgiisiinde arti
yiiklii bosluklar olusturulur. iletken polimerlerde iletkenligin nasil saglandigi ¢ok
basit bir yaklasimla bu bosluklar tizerinden agiklanabilir. Art1 yiiklii bir bosluga
baska bir yerden atlayan elektron, geldigi yerde de art1 yiiklii bosluk olusturacaktir.
Bu islemler ard arda zincir boyunca veya zincirler arasinda yinelenerek elektrik

iletilir.

AN NN

Sekil 4.1. Konjiige Cift Bag.
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Metaller elektriksel iletkenlik ve mekaniksel 6zelliklerini, polimerlerin
ozellikleriyle birlestirerek bir tek malzemede toplayabilmek daima ilgi ¢eken bir
aragtirma alanidir. Bu amagla yapilan ilk yaklasimlar, polimerin uygun iletken
maddelerle karisimlarinin hazirlanmasina yoneliktir. Denenen yontemlerden biri,
polimerlere metal tozlar1 gibi parcaciklarin katilmasi ve iletkenligin polimer
orgiisiine sokulan metal faz iizerinden saglanmasi1 olmustur. Polimer icerisinde uygun
bir toz ¢ozip iyonik iletkenlikten yararlanmak bir bagka yaklasimdir. Her iki
yontemde de polimer, iletkenligi saglayan parcaciklar icin bir baglayic1 faz olarak
islev yapar ve kendisi elektrik iletimine katilmaz. So6zii edilen yontemlerle

polimerlere ancak belli diizeyde iletkenlik kazandirilabilir.

Yukarida deginilen iki yaklasimda da polimerin kendisi yalitkanlik ozelligini
korur ve yalnmz iletkenligi saglayan diger bilesen icin tasiyic1 faz islevi yapar. Bir
polimerin kendisinin dogrudan elektrigi elektronlar {izerinden iletebilecegi, ilk defa
poliasetilen iizerine yapilan calismalarla anlasilmistir. Poliasetilen, uzun yillardir
iletken olmadig1 bilinen ve normalde. Poliasetilen 1958’de ilk kez Natta ve arkadaslar
tarafindan sentezlenmistir (Natta vd., 1958). Bu bilesik 1967’ ye kadar bilimsel bir
merak olarak kalmistir. Tokyo Teknoloji Enstitiisii 6grencisi olan Hideki Shirakawa, bir

hata sonucu giimiis renkli bir film olarak poliasetileni sentezlemistir. Bu sentezde Ziegler
t
Natta katalizorii olan Ti(O-n-Bu )4—Et3Al’nin 1000 kat daha fazla kullamldigt

belirlenmistir. 1977 yilinda Shirakawa, MacDiarmid ve Heeger; daha sonraki
caligmalarinda Ziegler-Natta katalizorii kullanilarak metalik goriintiide ancak yeterince

iletken olmayan giimiis renginde poliasetilen filmlerinin; klor, brom ve iyot buharlariyla

9
reaksiyonu sonucu mekanik Ozelliklerinin iyilestigini ve ilk hallerinden 10 kat daha

fazla iletken olabildiklerini gérmiislerdir (Shirakawa vd., 1977). Bu metotla dop edilmis
5 2
poliasetilenin iletkenligini 10 S/m 'ye kadar c¢ikarmislardir. Bu deger en iyi yalitkan

materyallerden biri olan teflonun iletkenligi (10_18 S/cm)’den cok yiiksektir ve metallerin
iletkenlik degerine yakindir. Bu gelismeler sonucunda “Iletken Polimer” terimi ortaya
attlmistir (Heinze, 1991). Shirakawa, MacDiarmid ve Heeger iletken polimerler
konusunda yaptiklar1 ¢alismalardan dolayr 2000 yili Kimya Nobel Odiiliinii

kazanmuglardir.
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Poliasetilenin iglenebilirliginin zayif olmasi ve iletkenliginin agik hava kosullarinda
cok hizli azalmasi uygulama alanlarinda sinirlamalar getirmistir. Bu yiizden, ¢evresel
kararlihg daha iyi ve hem kimyasal hem de elektrokimyasal yontemlerle kolaylikla
sentezlenebilen diger iletken polimerler ilgi cekmistir. Boylece polipirol (PPy) (Diaz vd.,
1979), politiyofen (PT) (Tourillon ve Garnier, 1982), polifenilen vinilen (Capistran vd.,
1984) ve polianilin (Diaz ve Logan, 1980) (Sekil 4.2) gibi yeni iletken polimerler

sentezlenmistir.

[\ [\
i~ UN UM O] +O
f I dn n n H dn
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Sekil 4.2. Iletken Polimerler: (a) Poliasetilen, (b) Polipirol, (c) Politiyofen, (d)

Polifenilen vinilen ve (e) Polianilin.

fletken polimerler, son yillarda kimyaci ve fizikgiler tarafindan en cok calisilan
materyaller olmustur. Polipirol (PPy), bu iletken polimerler arasinda kat1 faz cihazlar ve
elektronikler gibi cok c¢esitli uygulamalarda kullanmilabilmesi nedeniyle en c¢ok

calisilamdir (Tourillon., 1986).

Polipirol yirmi yildan fazla siiredir iletken polimerler icerisinde en ¢ok calisilamdir.

Pirol ilk kez 1916’da (Angeli, 1916; Angeli ve Alessandri, 1916) HZO2 ile

yiikseltgenerek, pirol siyahi olarak bilinen amorf bir toz olarak polimerlestirilmistir.
Polipirol, elektrokimyasal olarak ince film halinde sentezlendiginde bu konuya olan ilgi
daha da artmustir. Polipirol siyahi platin elektrot iizerinde siilfirik asitli ortamda
elektrokimyasal olarak ilk kez Dall’Ollio (Dall’Ollio vd., 1968) tarafindan
sentezlenmistir. polipirol, kimyasal veya elektrokimyasal yolla sentezlenebilmektedir.
Kimyasal yontemde, oOrnegin Fe* gibi bir yiikseltgen kullanilirsa toz halinde
polipirol elde edilir. Erimez ve ¢6ziinmez oldugu i¢in bu yolla elde edilen toz
polipiroliin islenmesi s6z konusu degildir, presleme gibi yontemlerle ancak belli
sekillere sokulabilir. Polipirol filmler, piroliin elektrokimyasal polimerizasyonuyla

hazirlanir. Bu amagla farkli elektrot tipleri yiizeyinde, farkli boyutlarda ve
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kalinliklarda polipirol filmler elde edilir. Polipirol filmlerin mekanik 6zellikleri diger
iletken polimerlerden iyidir, atmosfer kosullarinda daha kararhidirlar. Laboratuar
kosullarinda polipirol filmler, basit bir elektroliz hiicresi ve farkl tipte elektrotlarla,
destek elektrolit iceren uygun polimerizasyon ortamlarinda +1 Voltluk potansiyel
alinda olusturulurlar. iletken karakterinden dolay1 elektrot yiizeyinde olusan
polipirol film, piroliin ileri polimerizasyonunu engellemez, elektroliz zamani
degistirilerek film kalinligim kontrol etmek miimkiindiir. Genel olarak polipiroliin
elektriksel iletkenligi 100 S/cm diizeyindedir ve degisik formlarda ticari polipirol

tiretimi yapilmaktadir.

Polipirol Cozelti
b - -
(Eleltrolit)
% PP:""-'- + -
£ de M X
= by \ Polipirohin yiilzeltgemmnesi
= — X
=
A PPy
Polipirol Cozelti
r— — - -
(Eleltrolit)
= PPy". e .
= - " M X
= 1€ \ Polipiroliin indirgeimmesi
T — M
o
= PPy

Sekil 4.3. Bir Polipirol Filminin Elektrokimyasal Olarak Indirgenmesi ve

Yiikseltgenmesine Ait Sematik Gosterim.



47

Diger taraftan, ferrosen gibi organometalik materyaller, organik tiirler ve metallerin
kombinasyonu ile olusmalar1 nedeniyle, gelecekte kullanilacak elektronikler ve optik
cihazlar gibi alanlarda organometalik polimer sistemlerini kullanigsh hale getirmektedir
(Nalwa., 1997). Organometalik bilesikler, dogrusal olmayan optik cihazlar (Whittal vd.,
1998), 151k emisyon diyotlar1 (Grenier vd., 1996), elektrokimyasal sensorler (Sen vd.,
2004), molekiiler magnetler (Miller vd., 1996), ince film transistorleri (Dodabalapur vd.,
1995), ve kimyasal reaksiyonlar i¢in katalizor olarak kullanilabilmektedirler. Metallosen
ozellikleri ile elektroaktif polimerlerin 6zelliklerinin birlesmesi oldukca ilgi ¢eken bir
konu olmustur. Polipirol (PPy) gibi iletken polimerlerin iglenebilirlik, fiziksel ve
kimyasal 6zelliklerinin iyilestirilebilmesi i¢in oldukca fazla calismaya konu olmustur
(Mravcakova vd., 2006). Son yirmi yil boyunca polipirol ile calismalar ozellikle
islenebilirlik ve kararlilik gibi fiziksel 6zelliklerinin gelistirilmesi iizerine olmustur. Bu
konudaki bir¢ok calisma polipirol tiirevleri, blendleri ve kompozitleri {izerinedir (Yang
vd., 1996; Omastova vd., 1998; Papathananassiou vd., 2002). Polipirol en ¢ok sarj
edilebilir piller (Sanchez vd., 1997), iletken tekstiller (Kuhn vd., 1995) ve gaz ayirma
proseslerinde membran olarak (Lin vd., 1998) kullanilabilmektedir. Kompozit
materyaller hazirlandigt zaman, polimerin mekaniksel o6zellikleri iyilestirilirken
iletkenlik 6zellikleri de korunmalidir. Yani, iki polimer matriksin kombinasyonu, ilging
elektriksel ve mekaniksel ozellikleri olan yeni bir polimerin olusturulmasina izin
vermelidir. fletken polimerlerin mekaniksel &zelliklerini iyilestirmek igin ticari yalitkan
polimerlerle kompozitleri hazirlanmaktadir. Polipirol (PPy) gibi iletken polimerlerle,
poli (vinil kloriir) (DePaoli vd., 1984), poli (vinil alkol) (Lindsey ve Street., 1984),
poliliretan (Chiu vd., 1992) ve polikarbonat (Wangvd., 1990) ya da poli (etilen-vinil
alkol) (Migahed vd., 2004) ile kompozitleri hazirlanarak, bu materyallerin yapisal ve

elektriksel ozelikleri gelistirilmeye caligilmistir.
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4.1.1 Medyator Bagh Polimerler

Son yillarda polimerlerin biyosensor uygulamalarinda siklikla kullanilmaya
baslamasi polimer yapilarina mediyator ozelligi gosteren cesitli yapilarin entegre
edilmesini beraberinde getirmistir. Polimer yapilarina ko polimer olarak baglanan
mediyatorler, elektropolimerizasyon ortamina atilan mediyatorlere gore daha stabil
elektrotlar meydana getirmistir ve bu yiizden kullanim alanlar1 hizla yayilmaktadir.
Bu calismamizda vinylferrocene medyatorii baglanmis epoksi ve tiyofen tabanl

kompozitler kullanilmistir.

Polyglycidylmethacrylate-co-vinylferrocene  (PolyGMA-co-VFC) GYTE’ye

bagh Kimya boliimiinden saglanmustir.

Fe

C

GMA VEC poli [ GMA- ko-VEC)

Sekil 4.4 .( PolyGMA-co-VFC)’ nin sentezi.
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Polymethylthionylmethacrylate-co-vinylferrocene(PolyMTM-co-VFC)
GYTE’ye bagh Kimya bdéliimiinden saglanmustir.

AT WEC polii M T M-ko-YEC)

Sekil 4.5 .( PolyMTM-co-VFC)’ nin sentezi.
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4.2 Poligluteraldehit ve Biyosensor Uygulamalarinda

Kullanim

Glutaraldehit (1,5- pentandial; OHC(CH;);CHO) enzim immobilizasyonu ve
biyosensor uygulamalarinda yaygin olarak kullanilan ¢apraz baglayici bir reaktiftir.
Glutaraldehit ¢ozelti sartlarina bagl olarak cesitli kimyasal yapilara sahiptir. Yapilan
calismalar ticari GA c¢ozeltilerinin (%25 ya da %70) cok bilesenli bir karigim
oldugunu gostermistir. Bu ticari ¢ozeltilerdeki GA’in pH’s1 baz1 aldehit gruplarinin
kismi olarak karboksilik aside yiikseltgenmesinden dolay1 3.1°dir. Saf formunda 280
nm’de maksimum absorbans gostermesine ragmen polimerik safsizliklarin
bulundugu formlart 235 nm’de ikinci bir maksimum absorbans gostermektedir.
GA’in sulu cozeltisinin NMR analizleri sonucu bes farkli yapiya sahip oldugu
gozlenmistir. Bu yapilar; serbest GA (1), diizlemsel mono- (2) ve dihidratlar (3),
halkasal hemiasetal (4) ve oligomerdir (5). Cozelti ortamindaki her bir yap1 ¢apraz

baglanma reaksiyonlarma farkli katilir ve farkli tirtinlerin olusumu gozlenir.

Aldehitler proteinlerdeki lisin gruplariyla Schiff bazi olusturur. Schiff bazi asidik
sartlar altinda kararsizdir ve aldehit ve amin olusumu i¢in bozunur. Bu nedenle,
Schiff bazin kararh ikincil amin yapisina doniistiirmek icin NaBH,4 gibi indirgeyici
bir reaktif kullanilir. Bu indirgenme reaksiyonu Schiff bazi olusumuyla benzer bir
reaksiyon vermeyen halkasal hemiasetal ve oligomerik yapilarin {iriinlerini kararl

hale getirmek i¢in gerekli degildir.

Poliglutaraldehit;  biyosensor  teknolojisinde, enzim  immobilizasyon
sistemlerinde, enzim modifikasyonunda kullanilan capraz baglayici bir bilesiktir.
Uzerindeki karbonil gruplar1 sayesinde poliglutaraldehit, amin grubu bulunduran
bilesiklerle Schiff bazi1 reaksiyonu yaparak kovalent olarak baglanir. Polimerizasyon

reaksiyonu bir aldol kondenzasyon reaksiyonudur (Sekil 4.6).



51

bazik ortam
A
/ \
(0] (0]

gluteraldehit

poligluteraldehit

Sekil 4.6. Gluteraldehitin Polimerizasyon Reaksiyonu.

Poliglutaraldehit pek¢cok metodla elde edilebilir. Bazik veya notr sartlarda pH 7-
13.5 araliginda suda coziinen veya coziinmeyen, molekiil agirligi 12.000-20.000’e
degisen polimerler olusur. Ayrica yapilarda karboksil, hidroksil, aldehit gruplar pH’
a bagh olarak degisen yogunlukta olmaktadir. Karbon-karbon cifte baglan ise
karbonil gruplart ile orantili miktarda bulunmaktadir. Suda ¢6ziinen
poliglutaraldehitler, suda coziinmeyenlere kiyasla daha fazla karboksil grubu
icermektedir. Bunun nedeni ortamin pH’ sina bagli olarak olusan Cannizzaro
tepkimesidir. Poliglutaraldehit 75-160 C° sicaklifa maruz kaldiginda agirliginin
%3.6’ st kaybetmektedir. Sicaklik 160-300 C° arasinda ise agirliginin %37’ sini
kaybetmektedir. Poliglutaraldehit sulu c¢ozeltilerinde 233 ve 285 nm’lerde pik

vermektedir.
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Polimerizasyon gerceklestiginde karbon-karbon cift bagi miktar1 artacagindan 233
nm’de optiksel yogunluk artacaktir (Karbon- karbon ¢ift bagi 233 nm’ de
karakteristik pik verir). Hidroksil gruplart bu c¢ifte baglarla reaksiyon
verebilmektedir. Aldehit gruplar1 285 nm’de absorbans verir. Aldol kondenzasyon

reaksiyonu gerceklestik¢e karbonil grubu miktar1 azalmaktadir.

Glutaraldehitin immobilizasyonda ¢esitli kullanimlart mevcuttur. Bunlar1 soyle
siralayabiliriz: tagiyict iizerindeki amino gruplarinin 6n aktivasyonu, adsorpsiyondan
sonra tasiyicit matrikse enzimlerin capraz baglanmasi, suda ¢6ziinebilir polimerlerle
capraz baglanmis jel olusturma ve suda c¢Oziinmeyen membran ya da suda
¢Oziinebilen oligomerlerin icerisinde enzimlerin ¢apraz baglanmasi, ayrica GA

bifonksiyonel capraz baglayici reaktifler arsinda en yaygin kullanilan materyaldir
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OHC’W”/\:;FJV\ cHa

b |

1 HHy~rEZ
L}
Ex g
[+ CHO [ CHO 1eHO
|
R g - . - ~,
OHE™ ™ s TreHo OHC™ mew “CHO
L e gz~ :
Via Vi
11 | MM3y-rEz
T
E
:r.-.,_,h
rc 1CHO

!
ch"Hv—\‘f"(L'“ﬂﬁ"’ﬂ‘ CHO
N

Wi

Sekil 4.7. Poligluteraldehit Kullanarak Enzim Immobilizasyonun Mekanizmas.
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Immobilizasyonda glutaraldehite nazaran poliglutaraldehitin tercih edilmesinin
bircok sebebi vardir. Glutaraldehitle enzim veya aminli bilesiklerin
immobilizasyonunda olusan reaksiyon, Schiff bazi reaksiyonu veya asetal
reaksiyonlardir. Olusan baglar kararsiz yapidadir. Ortam pH’ 1ndan etkilenirler.
Schiff bazi indirgenme reaksiyonuyla ancak sekonder amin durumunda kararlidir. Bu
islem hem maliyetli, hemde enzim veya diger biyolojik materyaller i¢cin bozucu
etkiye sahiptir. Poliglutaraldehitte ise immobilizasyon icin iki tarz reaksiyon
olusabilir. Biri yukarida anlatildig1 Schiff baz1 olusumu digeri ise Michael katilmasi
denilen konjuge cift baga enzimin amin gruplarmin katilmasidir. Iki bagda rezonans

stabilizasyonu nedeni ile karalidir. indirgenme reaksiyonuna gerek duyulmaz



S.MATERYAL VE METOD

5.1. Materyal

5.1.1.Kullanilan Kimyasallar

Deneysel caligmalarda kullanilan kimyasallar cizelge 5.1. de verilmistir:

Cizelge 5.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler.

MALZEMENIN ADI MARKASI
Tyrosmase (E.C.1.14.18.1) Fluka
SDS (Sodyum dodesil Siilfat) Sigma
Lityum Klorid Merck
Pirol %99 Sigma
Gluteraldehit %25 Merck
N, N-dimetil formamid (DMF) Merck
K2HPO4 Merck
KH2PO4 Merck
Fenol Sigma
p-benzokinon Sigma
Hidrokinon Sigma
2, 6-dimetoksifenol Sigma
2-klorofenol Sigma
3-klorofenol Sigma
4-klorofenol Sigma
2-aminofenol Sigma
4-metoksifenol Sigma
Pirokatekol Sigma
Guaiakol ( 2-metoksifenol) Sigma
m-kresol Sigma
o-kresol Sigma
p-kresol Sigma
Katekol Sigma
4-asetamidofenol Sigma
Pirogallol Sigma
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5.1.2. Calisma Sistemi

Kesikli sistem, bir reaksiyon hiicresi icerisine daldirlmis {iglii elektrot
sisteminden olusmaktadir. Kimysal olarak enzim baglanmis calisma elekrodu ile
birlikte, referans elektrot ve karsit elektrot hiicreye daldirilarak sisteme sabit bir
elektrik potansiyeli uygulanmistir. Belli hacimde 100 mM, pH 7.0 fosfat tamponu
iceren hiicreye farkli konsantrasyonlarda fenolik c¢ozeltiler eklenerek reaksiyon
sonucu olusacak olan akim degerleri Ol¢iilmiistiir( Sekil 4.1). Bu akim
degisimlerinden yararlanilarak, eklenen fenolik konsantrasyonuna karst akim
degisimleri grafige gecirilmis, bdylelikle ol¢ciim igin gerekli kalibrasyon egrileri
hazirlanmustir. Kesikli sistemde kullanilan elektrotlar; Karsit elektrot olarak platin
elektrot, referans elektrot olarak 3 M KCI icindeki Ag/AgCI elektrotu ve calisma
elektrotu olarak cam karbon elektrot (GC) CH Instruments firmasindan temin
edilmistir. Kesikli sistem deneyleri i¢cin CHI 800B marka potansiyostat

kullamilmuastir.

Referans elektrot

Galigma . .
glektrady
\

Enfansivastat

Karait elektrot

——
_

Keszikli hicre

Sekil 5.1. Calisma Sistemi.
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5.2.Metot

5.2.1. Bradford Protein Analizi

Metotta esas olarak Coomassie Brilliant Blue boyasi kullanilir. Bu boya,
ortamda bulunan proteinlerle kompleks olusturarak ortamdaki proteinin yogunluguna
gore acik veya koyu mavi renk verir. Metot, olusan renklerin 595 nm dalga boyunda
UV-Spektrofotometrede okunmasina dayanir. Bu analiz 0-50 ppm aralifinda protein

iceren c¢ozeltilere uygulanabilmektedir.

Analizde kullanmak iizere 100 mg Coomassie Brilliant Blue, 50 mL metanolde
¢cOziilmistir. Coziinen boya 100 mL %85°lik fosforik asite ilave edilerek
karistirilmis ve toplam hacim saf su ile 200 mL’ye tamamlanmustir . Bu ¢cozeltiden 21
mL alinmus, {izerine 27 mL saf su ile eklenerek karistirilmis ve boya protein analizi

icin kullanima hazir hale getirilmistir

Protein kalibrasyonunda standart protein olarak Bovin Serum Albumin
kullanilmigtir. Standart proteinden, konsantrasyonlari 6,5, 12,5, 25 ve 50 mg/L
olacak sekilde 4 ¢ozelti hazirlanmistir. Her bir ¢ozeltiden deney tiiplerine 1,5 mL
almmis ve iizerlerine 1,5 mL hazirlanan boyadan ilave edilmistir. Ayrt bir deney
tiipiine 3mL saf su ve 3 mL boya eklenip karistirilmistir. UV-spektrofotometre dalga
boyu 595 nm olacak sekilde ayarlanmis ve saf su iceren karigima gore sifirlanmagtir.
Her bir omegin 595 nm dalga boyunda absorbanslari okunmustur. Protein
konsantrasyonlarina kars1 okunan absorbans degerleri grafige gegirilerek kalibrasyon

egrisi hazirlanmistir. Protein kalibrasyon egrisi Sekil 5.2°de gosterilmektedir.
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Sekil 5.2. Protein Kalibrasyon Egrisi

5.2.2. immobilize Enzim Miktarimn Belirlenmesi

Immobilize enzim miktari, B6liim 5.2.1°de agiklanan metota gore Poly(GMA-
co-VFc) polimeri ile hazirlanmis ¢calisma elektrodu i¢in belirlenmistir. Bunun i¢in iki
adet deney tiipiine 1,5 mL saf su alinmis ve tizerlerine 1,5 mL hazirlanan boyadan
ilave edilmistir. Ayr bir deney tiiptine 1480 ¢ L saf su, 20 uL tyrosinase enzim
cozeltisit6 mg/ mL PBS)ve 1,5 mL boya eklenip kanstirlmistir. UV-
spektrofotometre dalga boyu 595 nm olacak sekilde ayarlanmis ve saf su iceren
karisima gore sifirlanmistir. Enzim ¢ozeltisi iceren ornegin 595 nm dalga boyunda
absorbansi okunmustur. Absorbans degeri, protein kalibrasyon egrisi denkleminde

yerine konup Ornekteki protein miktar1 belirlenmistir.
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Bu metotla birlikte elektrot yiizeyinden enzim kaybi olmadigi varsayimi
yaptlmistir. Bunu kanitlamak i¢in sizdirmazlik deneyi yapilmustir. Hazirlanan
elektrot saf su icerisinde 10-15 dk. bekletilmis ve daha sonra bu bekletilen saf sudan
1,5 ml 6rnek alinarak iizerine 1,5 ml boya eklenmis ve kor numuneye karsi ( 1,5 ml
saf su- 1,5 ml boya) UV-spektofotometre dalga boyu 595 nm’ de okutulmus ve

absorbans degerine bakilarak sizma olup olmadigi kontrol edilmistir.

5.2.3. Enzim Kinetigi - Akima Gore Modifiye Edilmis Michealis-

Menten Esitligi ve I, - K,, Parametrelerinin Belirlenmesi

Enzimatik tepkimelerin kinetigi, “Michealis-Menten” adiyla bilinir. Substrat,
enzim molekiiliine baglanarak enzim-substrat (ES) kompleksi olusturur. Bu
kompleks kararsiz olup, bozunarak iiriin verir ve enzim de§ismeden aciga cikar

(Erarslan, 2003).

k] k2
E + S < ES E + P 6.1
k.

Enzimatik tepkimelerde iiriin olusum hiz1 asagidaki gibi ifade edilir:

dP  dS
Vo= — = KX (ES) ettt e 52
& 2% (ES) (5.2)
dstS: ki x (B) X(S)- kii X (ES) =Ko X (ES)..cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicicc (5.3)

Enzimin korunumu:

(Bo) = (B) 4 (ES) oo e (5.4)



59

ES kompleksi kararsiz bir molekiil olup, kisa zamanda E + P ‘ ye doniisiir. Kararli

halde; d(jS) = 0olur. (5.3) esitliginde gerekli diizenlemeler yapilirsa,
t
0 =k X[(Eg)-(ES)] X(S)-K4X(ES)-KoX(ES)...cccuviiitiiiiiiieiie et (5.5
0= k1X(E0) X (S)-k1X(ES) X(S)-k.1X(ES)-k2X(ES) .................................................. (56)
0 =k X(Eg) X(S)-(ES) X[K1X(S)HK 1K ]ueeeeriieerieairiieeieeeeiie ettt et e 5.7
ES) = KX ) e (5.8)
k,X(S)+k_ +k,
(5.2) esitliginden, (ES) = kK yazilip (5.8) denkleminde yerine konursa:
2
Rl Ea C L O (5.9)
k,X(S)+k_ +k,
vk X(io)i(lf) ................................................................................................ (5.10)
(S)+=
ky
e . k_ +k, . 5 -
(5.10) esitliginde k, xE, yerine V,,, —— yerime K, yazildiginda esitlik,
1
V= XS (Michealis-Menten Egitligi).........ccccevvvvernveennnenn. (5.11)
K, +S
seklini alir. (5.11) denklemi carpma islemine gore ters cevrilip diizenlenirse,
1 K, 1 1
— =X =t e, Lineweaver-Burk Esitligi).......c.cccccooovveiiinnnnnnnn. 5.12
vy STy ( sitligi) (5.12)

elde edilir.



5.11 denkleminin biyosensorler i¢in akima gore modifiye edilmis sekli;

1, x[S]

=—m (Vidal et al.2003)  (5.13) dir.
K%, +[S]

(5.13) denklemi ¢carpma islemine gore ters cevrilip diizenlenirse,

1 K. 1 1 ) e
—= X——+— (Lineweaver-Burk Esitligi)...........cccceevvvverinnennen. (5.14)
I Im [S] m
elde edilir.
Burada;

I: Biyosensorde elde edilen akim degerleri (u A)

I, :Maksimum Akim (g A)

S: Substrat Konsantrasyonu ( z M)

K" : Biyosensorlerde Michealis-Menten sabiti (¢ M)
dir.

m

verilmistir.
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I, ve K% degerleri 5.14 denkleminden elde edilmistir ve Cizelge 6.1’ de
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5.2.4. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Olgiim deneylerinde kullanilan 0.1 M LiCI ( 0,7 g LiCl/ 1L ) iceren fosfat
tamponu 100 mM ve pH 7.0 olarak K, HPO , (10,75 g/1L) ve KH, PO, (5,205/1L)

kullamilarak hazirlanmastir.

Olgiim deneylerinde kullanilan enzim ¢ozeltisi 3 mg Tyrosinase enzimi/ 500 u L

fosfat tamponu (100 mM ve pH 7.0 ) olacak sekilde hazirlanmustir.

Olgiim deneylerinde kullanilan Polyglycidylmethacrylate-co-vinylferrocene (
PolyGMA-co-VFC) polimeri ¢ozeltisi 0,06 gr/ 10 ml (DMF) olacak sekilde

hazirlanmustir.

Ol¢iim deneylerinde kullanilan Polymethylthionylmethacrylate-co-
vinylferrocene( PolyMTM-co-VFc) polimer ¢ozeltisi 0,03 gr/ 5 ml (DCM) olacak

sekilde hazirlanmustir.

Poligluteraldehit ¢ozeltisi ; %25 lik gluteraldehitten 50 ml alinarak (pH 3.52)
NaOH ilavesi ile pH 10 seviyesine getirilmis ve 30 dk. 600 rpm de karistirilmistir.
Daha sonra HCl ilavesi ile pH 7 seviyesine indirilmis ve ¢6zelti kullanima hazir hale

gelmistir.

Ol¢iim deneylerinde kullamilan stok fenolik c¢ozeltiler 20 mM olacak sekilde 100

mM ve pH 7.0 fosfat tamponunda hazirlanmastir.
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5.2.5. Poly(glycidylmethacrylate-co-vinylferrocene)/Tyrosinase/
Polygluteraldehit/Polypyrrol/Cam karbon{Poly(GMA-co-
VFC)}/Tyr/PGA/PPy/GC Calisma Elektrodunun Hazirlanmasi

Referans elektrot saf su ile yikanmis ve siirekli olarak 3 M KCI ¢ozeltisi icinde
saklanmistir. Karsit elektrot olarak kullanilan platin elektrot ve calisma elektrotu
olarak kullamilan GC elektrotunun temizligi kadife disk iizerine bir miktar aliimina
tozu alinarak ve zimparalanarak yapilmistir. Bu islem 3 farkli boyuttaki(1-0,3-0,05

mikron) aliimina tozlari i¢in tekrarlanmstir.

Hazirlanmig olan ( PolyGMA-co-VFC) ¢ozeltisinden (0,06 gr/ 10 ml (DMF) )

2,5 p L alinarak cam karbon elektrot yiizeyine damlatilmis ve solventi ugurulmustur.
Daha sonra enzim ¢ozeltisinden (3 mg Tyrosinase / 500 u L fosfat tamponu ) 10 # L

damlatilmis ve kurumasi beklenmistir Tamamen Kkuruduktan sonra enzim

cozeltisinden tekrar 104 L damlatilmis ve kurutulmustur. Kuruyan elektrot bir
miktar saf su ile yikanmig ve sekil 5.4 de gosterilen ortamda 0-1,2 V arasinda 1 dk.

polimerizasyona tabi tutulmustur.

7 ul pinol & mg 505
10 mL 10 mL 10 mL
Paligluteraldehit Palialuteraldehit Poligluteraldehit
10 mL * r
Polial Idehi 0.1 M Piral 0-1-*1?,!59!
Tasiyic smi

Sekil 5.3. Piroliin Polimerizasyonu I¢in Hazirlanan Reaksiyon Ortami
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5.2.6. Poly(methylthionylmethacrylate-co—vinylferrocene)/Tyrosinase/
/Polypyrrol/Cam karbon{Poly(MTM-co -VFC)/Tyr/PPy/GC Calisma

Elektrodunun Hazirlanmasi

Referans elektrot saf su ile yikanmis ve siirekli olarak 3 M KCI ¢ozeltisi icinde
saklanmistir. Karsit elektrot olarak kullanilan platin elektrot ve calisma elektrotu
olarak kullamlan GC elektrotunun temizligi kadife disk iizerine bir miktar aliimina
tozu alinarak ve zimparalanarak yapilmistir. Bu islem 3 farkli boyuttaki(1-0,3-0,05

mikron) aliimina tozlari i¢in tekrarlanmstir.

Hazirlanmis olan (0,03 gr/ 5 ml (DCM) ) kompozit polimer ¢o6zeltisinden 2,5
ML almarak cam karbon elektrot yiizeyine damlatilmis ve solventi ucurulmustur.

Kuruyan elektrot bir miktar saf su ile yikanmis ve sekil 5.5 de gosterilen ortamda 0O-

1,2 V arasinda 1,5 dk. polimerizasyona tabi tutulmustur.

Fmg Tyr  6myg SDS _
7 mikroL Pirol

— K N
G I S [l S [ S
| N— A A [Tl

+
0.6 mg/fmlL 505
+

'/

10 mL 10mL 10 mL 0.3 mgdml Tyr
Sitrat Tamponu Sitrat Tamponu @ o4 j‘;_'m'L//
Tagryier s

Sekil 5.4. Pirol ve Tyrosinase Polimerizasyonu I¢in Hazirlanan Reaksiyon Ortami

Polimerizasyon calismalarimizda yaklasik 10 mL hacimli (Sekil 5.5 (a)),
amperometrik calismalarimizda ise yaklasik 15mL hacimli (Sekil 5.5 (b)) cam

hiicreler kullanilmastir.
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Sekil 5.5. Calisma Hiicreleri. R; Referans Elektrot, W; Calisma Elektrotu, C; Karsit
Elektrot.

5.3.Biyosensor Calismalar:

GC elektrotu kullanilarak hazirlanan fenol biyosenoriiniin tim Ol¢iimleri
amperometrik olarak alindi. Bunun igin sabit tutulan potansiyelde arka arkaya artan
konsantrasyonlarda fenolik ¢o6zeltileri eklemesi yapildi ve akim degisimleri 6l¢iildii.
Boylece fenolikler igin kalibrasyon egrileri elde edildi. Olgiimlerde ii¢ elektrotlu
sistem kullanildi. Calisma elektrotunun yani sira referans ve karsit elektrot kullanildi.
Sisteme uygulanan potansiyel calisma elektrotu ile referans elektrot arasinda olustu.
Uygulanan potansiyelin sabit kalmasin1 saglayan karsit elektrot olarak platin
kullanilmistir. Calisma potansiyelinin ve pH degisiminin etkisi amperometrik olarak

slgiildii.

Amperometrik calismalarin tiimiinde 10 mL fosfat tampon c¢ozeltisi iceren
hiicrede eklemeler yapildi. Hiicrenin i¢indeki bu ¢ozelti dakikada 100 devirde dénen
manyetik karistirici ile siirekli karistirildi. Doniistimlii voltametri (CV) calismalart
yine 10 mL durgun ¢ozelti igeren hiicrelerde yapildi. Elde edilen sonuglar ve bulgular

tartisma boliimiinde ele alinmustir.
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5.3.1.Potansiyel

Uygun calisma potansiyelinin bulunmast i¢in kullanilan elektrot Boliim
5.2.5°deki gibi hazirlanmistir ve amperometrik analizler (-25)-(-150) mV araliginda
potansiyeller uygulanarak 6 mM katekol eklemesi yapilmis ve akim degerlerindeki

degisim gozlenmistir.

Uygun calisma potansiyelinin bulunmasi icin kullanilan elektrot Boliim
5.2.6’deki gibi hazirlanmistir ve amperometrik analizler (100)-(750) mV araliginda
potansiyeller uygulanarak 100 mM katekol eklemesi yapilmis ve akim

degerlerindeki degisim gbzlenmistir.

5.3.2.pH

Uygun pH degerinin bulunmasi i¢in kullanilan elektrot Boliim 5.2.5” deki gibi
hazirlanmistir ve amperometrik analizler pH ( 5-9 ) araligindaki asetat (pH 5), fosfat
( pH 6-7-8) ve ches (pH 9 ) tamponlarinda 6 mM katekol eklemesi yapilarak

uygulanmis ve akim degerlerindeki degisim gozlenmistir.

Uygun pH degerinin bulunmas1 i¢in kullanilan elektrot Bolim 5.2.6° deki gibi
hazirlanmistir ve amperometrik analizler pH ( 5-9 ) araligindaki asetat (pH 5), fosfat
( pH 6-7-8) ve ches (pH 9 ) tamponlarinda 100 mM katekol eklemesi yapilarak

uygulanmis ve akim degerlerindeki degisim gbzlenmistir.
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6.BULGULAR VE TARTISMA

6.1. immobilize Enzim Miktari

Boliim 5.2.2 de aciklanan metoda gore UV spektrofotometrede 595 nm de
okunan absorbans degeri 0,4155 dir. Buna gore boliim 5.2.1 de agiklanan metoda
gore elde edilen kalibrasyon egrisinin denklemi y = 0.0232x olarak bulunmustur.

Absorbans degeri bu denklemde yerine konulursa ;

0.4155=0.0232 x (6.1)

x= 18 mg/L olarak bulunur.

Tyrosinase enzim c¢ozeltisi 6 mg/L PBS oldugu igin, bu ¢ozeltiye gore
immobilize enzim miktarim1 belirlemek icin kullanilan enzim miktar1 75 Kkat

seyrelmis olmaktadir. Bu yiizden;
x= 18*%75=1343 mg/L olarak bulunur.

20 u L enzim elektrot yiizeyine damlatildigi i¢in immobilize olan enzim miktari;

20(uL)x1343(mg)
10° L

= 26,86 pg olarak bulunur.

Bolim 5.2.2° de belirtilen sizdirmalik deneyinde 595 nm’ de absorbans
Olctilmemistir. Bu da elektrot yiizeyinden enzim kaybinin olmadigin1 gostermekte ve

26,86 g enzimin tamaminin immobilize oldugunu gostermektedir.

Hesaplanan bu degerler Poly(GMA-co-VFc) polimeri ile hazirlanan c¢alisma
elektrodu i¢in belirlenmistir. Poly(MTM-co-VFc) polimeri ile hazirlanan calisma

elektrodunda tyrosinase enziminin sizma yaptigi tespit edilmistir.
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6.2 1, - K, Parametrelerinin Belirlenmesi

app 5 s
I, ve K% degerleri ;

Boliim 5.2.3° de verilen 5.14 denklemine gore;

Poly(GMA-co-VFc) polimeri ile hazirlanan calisma elektrodu icin ;% degerlerine

karsilik [?1] degerleri grafige gecirilerek elde edilmis ve Cizelge 6.1° de verilmistir.

0,024

0,020

0,015 4

11]

0,010 4

0,008 +

0,000 ' | ' | ' | ' | ' |
0,0 a,1 0z 0,3 04 0.4

1[S]

Sekil 6.1. 4-metoksifenol icin Lineweaver-Burk Egrisi



0,0080

0,0055 4

0,0050

0,0045

0,0040 4

0,0035

1]

0,0030 5

0,00245

0,0020

T T T T T T | —
o010 o015 0020 0,025 0,030 0,035 0,040 0,045 0,050 0,055

1[=]

Sekil 6.2. fenol icin Lineweaver-Burk Egrisi

Cizelge 6.1. 1,, ve K,, Degerleri

68

Fenolik tiir [, (LA K (uM)
fenol 16,66 1786,33
4-metoksifenol 11,11 491,1
m-kresol 2,5 109
katekol 0,175 29,07
pirokatekol 0,555 38,44
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6.3.Polyglycidylmethacrylate-co-vinylferrocene/Tyrosinase/
Polygluteraldehit/Polypyrol/Cam karbon{Poly(GMA -co-
VFC)/Tyr/PGA/PPy/GC Cahisma Elektrodu Bulgular:

Boliim 5.2.5° de hazirlanisi anlatilan calisma elektrodu kesikli sistemde 18

farkli fenol tiiriiniin tespit edilebilmesi i¢in kulamilmistir. Poly (GMA-co-
VFC)/Tyr/GC ve Poly(GMA-co-VFC)/Tyrt/PGA/PPy/GC caligsma elektrotlarinin

elektropolimerizasyonlarina ait doniisiimlii voltametri grafikleri Sekil 6.3 ve

Sekil 6.4 de verilmistir. (0,1 V tarama hiz1)

Akim(A)/10-%

Akim(a)10°%

'5-0:“‘\“\“\““‘\“““\“
080 070 060 0% 04 0% 02 00 0

Potansiyel{Volt)

Sekil 6.3. Poly (GMA-co-VFC)/Tyr/GC

10:
glo.f Poly(GMA-co-VFC)TyrPPYIGC =
30- !
40-
5-0:“‘w““\““\““\‘“‘\“‘w‘ T
(% 070 080 0% 00 0N 0; 00 ¢
Potansiyel (V)

Sekil6.4.Poly(GMA-co-VFC)/Tyr/PGA/PPy/GC
Poly(GMA-co-VFC)/Tyr/PPy/GC

Sekil 6.3 ve 6.4 de goriildiigii gibi kimyasal olarak tyrosinase baglanmis olan

elektrot ylizeyine polipirol elektropolimerizasyonunda poligluteraldehit kullanildig

zaman polimerizasyonun daha basarili oldugu anlasilmaktadir. Bu da kullanilan

poligluteraldehitin etkisini agik¢a ortaya koymaktadir.
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Hazirlanan Poly(GMA-co-VFC)/Tyr/PGA/PPy/GC calisma elektrotuna farkl
potansiyeller ( -25m V, -50m V, -100m V,-150m V ) uygulanmis ve akim degisimine

bakilmistir. Cikan sonuclar Sekil 6.5’de verilmistir.

Uygun calisma potansiyelini belirlemek amaciyla potansiyel calismasinda
reaksiyon ortamina 6 mM katekol eklemesi yapilmis ve akim degerine bakilmistir.
Sekil 6.5 de goriildiigii gibi diisiik potansiyelde akiminda diisiik oldugu, potansiyel

arttikca akiminda arttig1 ve -100m V da optimum degere ulastig1 goriildii.

7.5x10°

?ID}{1D-3_ .\
1 .
B,5010° -

B, 0x10" -

550107 -
il .
g,0x10°

AlkamiA)

450107 -

4,0:10°
1l =

3,5¢10° — T T T T T T T 1
-160 -140 -120 -100 -80 -B0 -40 -20

Fotansiyelimvolt)

Sekil 6.5. Potansiyel-Akim iliskisi
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Enzimatik reaksiyonda fenoliklere alinan amperometrik yanit iizerine tampon pH
sinin etkisini incelemek amaciyla 5-9 pH araliginda ¢alisilarak elde edilen yanitlar
Sekil 6.6 de gosterilmistir. pH min akima etkisini gormek icin reaksiyon ortamina 6
Mm katekol eklemesi yapilmistir. Sekilden de anlasildigi gibi elde edilen
sonuclardan en yiikksek amperometrik yanita karsilik gelen optimum pH nin 7.0
oldugu gozlenmistir. Daha diisiik ve yiiksek pH larda enzim aktivitesi azaldigindan

alman yanit degeri de diismektedir.

4,0%10° ]
3,0010%
% 2,0%10° o [ ]
=
q:[: -
-3_
1,0%10 N
[ ]
0,0 .
[ . [ . [ . [ . [
5 i 7 g g
oH

Sekil 6.6. pH Etkisi.
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Kesikli ortamda, 100 rpm’lik karigtirma altinda, -100 mv’luk ( vs. Ag/AgCl)
calisma potansiyelinde pH 7.0 da,fenol hari¢, her bir fenol bilesigi icin 2 um
konsantrasyondan baslamak iizere (fenol icin 2 0 £ m dan baslamak {iizere) diizenli
olarak artan konsantrasyonlarda reaksiyon ortamina eklemeler yapilmis ve akim
degisimleri gozlenmistir.Bu denemelere ait akim zaman degisimleri ve kalibrasyon
egrileri Sekil 6.7, Sekil 6.8, Sekil 6.9, Sekil 6.10, Sekl 6.11, Sekil 6.12, Sekil 6.13,
Sekil 6.14, Sekil 6.15, Sekil 6.16 de verilmistir.



10
15 ]
2.0
Akim(a) ]
25
3.0
35
40
45 -

5.0

0.5 f -

n

500107

400107

3,0x107

2,06107

Akim famper)

1,06107

.0

L O A B L I L B
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

4000

Zaman(sn)
Sekil 6.7. 4-metoksifenol Akim-Zaman Grafigi
| ~e—-a—
- 'l/
o
| . e
i ./
_ e
e
L/
_»
1 .
./’

— ./
1 . S

T T T T T T T T T T I L I

a 3 10 15 20 25 30

[4-metaksifenol)f

Sekil 6.8. 4-metoksifenol Kalibrasyon Egrisi
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Sekil 6.9. m-kresol Akim-Zaman Grafigi

250107

3.0%107

2.5¢107

208107

AkamiA)

1,5%107
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5,0%10°
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r""f.
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Sekil 6.10. m-kresol Kalibrasyon Egrisi

a0
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Sekil 6.11. Katekol Akim-Zaman Grafigi

1,2¢10%

1,0¢10%

g,0:10"

B,0x10"

4,0107

2,0:107

0,04

[katekol]

Sekil 6.12. Katekol Kalibrasyon Egrisi
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Sekil 6.13. Fenol Akim-Zaman Degisimi
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Sekil 6.14. Fenol Kalibrasyon Egrisi
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Sekil 6.15 Pirokatekol Akim-Zaman Degisimi
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Sekil 6.16 Pirokatekol Kalibrasyon Egrisi
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Hazirlanmis olan kalibrasyon egrileri kullanilarak hesaplanan analitik
parametreler Cizelge 6.2 de verilmistir. Calisma elektrodunun fenol, 4-metoksifenol,
m-kresol, katekol, pirokatekol bilesiklerine tepki verdigi gozlenmistir. Cizelgeden de
anlasilacag1 gibi pirokatekol bilesigi diger fenol bilesiklerine gore daha yiiksek bir
hassasiyet degerine sahiptir. Fenol, 4-metoksifenol, m-kresol, katekol ve pirokatekol
bilesikleri i¢in belirleme limitleri sirasiyla 0.781, 0.113, 0.458, 0.539 ve 0.285 uM

olarak bulunmustur. Belirleme limitleri bakimindan en diisiik deger goriildiigii gibi 4-

metoksifenol bilesigine aittir. Standart sapma degerleri  0.755ile  3.806 arasinda

degismektedir. Ayrica elektrodun genis bir lineer araliga sahip oldugu gézlenmistir.

11%10° - :
e [ m |4-metoksifenol
1010 v * fenol
9,0x107 L katekol
= v irakatekol
8.0%10" v b
] m-cresol
70107 o hd
e v
= B,0x107
= . v
E sm10” - s o ®* & & @
< R *
404107 o v .l A
= m
3,010 LF L4
1 ™
- -
e |
2001074 W
1,0%107 o *lidI
DID_‘?'?"
T T | T | T | T T T | T | T | | T |

: — T :
0 10 20 30 40 50 B0 ¥O 80 90 100 110 120 130 140
Ll

Sekil 6.17. Poly(GMA-co-VFC)/Tytr/PGA/PPy/GC Calisma Elektrodunun Farkli

Fenol Bilesikleri I¢in Kalibrasyonlarinin Karsilastiriimasi
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Cizelge 6.2. Poly(GMA-co-VFC)/Tyr/PGA/PPy/GC Calisma Elektrodu Igin

Analitik parametreler

Fenolik tiir r? Hassasiyet Lineer LOD Standart sapma
(nA/uM) aralik (uM) (nA)
(uM)

fenol 0,9911 6 20-70 0,781 + 1.573

4-metoksifenol 0,9954 20 2-24 0,113 0,755

m-kresol 0,9831 20 4-16 0,458 + 3,059

2 2-4 +

katekol 0,9957 0 8 0,539 3,600

plrokatekol 0,9971 40 8-30 0,285 3,806
2-klorofenol Tepki yok
3-klorofenol Tepki yok
4-klorofenol Tepki yok
p-benzokinon Tepki yok
hidrokinon Tepki yok
guaiakol Tepki yok
pirogallol Tepki yok
o-kresol Tepki yok
p-kresol Tepki yok
2,6-dimetoksifenol Tepki yok
4-asetamidofenol Tepki yok
2-aminofenol Tepki yok

4-aminofenol

Tepki yok
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6.4. Poly(methylthionylmethacrylate-co-vinylferrocene)/Tyrosinase/
/Polypyrol/Cam karbon{Poly(MTM-co-VFC)/Tyr//PPy/GC Calisma
Elektrodu Bulgulari

Boliim 5.2.6° de hazirlanilis1 anlatilan ¢alisma elektrodu kesikli sistemde 18
farkli fenol tiirtiniin tespit edilebilmesi i¢in kulanmilmistir. Poly (MTM-co-
VFC)/GC ve Poly(MTM-co-VFC)/Tyr/PPy/GC  calisgma elektrotlarinin
elektropolimerizasyonlarina ait doniisiimlii voltametri egrileri Sekil 6.18 de

verilmistir. (0,1 V tarama hizi)

60 T S S S TS R
50 i
401 d

30 :

Akim(a) / 10°5

201 Poly(Thp-VFC)/Tyr/PPy/GC L

10 i

0] a

1.0 {Poly(Thp-VFC)iGC E

201 a

3.0 L S R B N
0.80 0.70 0.60 0.50 0.40 0.30 0.20 0.10 0

Potansiyel (V)

Sekil 6.18.Poly(MTM-co-VFC)/Tyr/PPy/GC- Poly(MTM-co-VFC)/GC
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Hazirlanan  Poly(MTM-co-VEC)/Tyr/PPy/GC ¢alisma elektrotuna farkli
potansiyeller ( 0,1V, 0,25V, 0,5V ,0,75V ) uygulanmis ve akim degisimine
bakilmistir. Cikan sonuclar Sekil 6.19°da verilmistir.

Uygun c¢alisma potansiyelini belirlemek amaciyla potansiyel calismasinda
reaksiyon ortamina 100 mM katekol eklemesi yapilmis ve akim degerine bakilmistir.
Sekil 6.19° da goriildiigii gibi diisiik potansiyelde akiminda diisiik oldugu, potansiyel

arttikca akiminda arttig1 ve 0,5 V da optimum degere ulagtig1 goriildii.
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Sekil 6.19. Potansiyel-Akim Iliskisi-2
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Enzimatik reaksiyonda fenoliklere alinan amperometrik yanit iizerine tampon pH
sinin etkisini incelemek amaciyla 5-9 pH araliginda ¢alisilarak elde edilen yanitlar
Sekil 6.20. de gosterilmistir. pH nin akima etkisini gormek icin reaksiyon ortamina
100 mM katekol eklemesi yapilmistir. Sekilden de anlasildigi gibi elde edilen
sonuclardan en yiikksek amperometrik yanita karsilik gelen optimum pH nin 7.0
oldugu goézlenmistir. Daha diisiik ve yliksek pH larda enzim aktivitesi azaldigindan

alman yanit degeri de diismektedir.

3,5%107

30107 o ]

2,5¢107 1

2,0:107 5

1,5¢107

AkomiA)

1,010 -

506107

0,0 ™

Sekil 6.20. pH Etkisi-2.
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Kesikli ortamda, 100 rpm’lik karistirma altinda, 500 mv’luk ( vs. Ag/AgCl)
calisma potansiyelinde pH 7.0 da, her bir fenol bilesigi igin belirli bir
konsantrasyondan baglamak {izere diizenli olarak artan konsantrasyonlarda
reaksiyon ortamina eklemeler yapilmis ve akim degisimleri gozlenmistir.Bu
denemelere ait akim zaman degisimleri ve kalibrasyon egrileri Sekil 6.21, Sekil

6.22, Sekil 6.23, Sekil 6.24, Sekl 6.25, Sekil 6.26’de verilmistir.
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Sekil 6.21. Katekol Akim-Zaman Grafigi-2
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Sekil 6.22. Katekol Kalibrasyon Egrisi-2
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Sekil 6.24. Pirokatekol Kalibrasyon Egrisi-2

200




03 e

06 -_r,—\ Ay i
09 \ i
AKkim(A) 7 i
e \1 -

18- AW j

|

24

B [ [
0 200 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Zaman(sn)
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Sekil 6.26. 2-6 dimetoksifenol Kalibrasyon Egrisi-2
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Hazirlanmis olan kalibrasyon egrileri kullanilarak hesaplanan analitik
parametreler Cizelge 6.3 de verilmistir. Calisma elektrodunun , 2-6 dimetoksifenol,
katekol,pirokatekol bilesiklerine tepki verdigi gozlenmistir. Cizelgeden de
anlasilacag1r gibi katekol ve pirokatekol bilesigi diger fenol bilesigi olan 2-6
dimetoksifenole gore daha yiiksek hassasiyet degerlerine sahiptir.2-6 dimetoksifenol,
, katekol ve pirokatekol bilesikleri i¢in belirleme limitleri sirasiyla 10,394, 4,4 ve 8,2
LM olarak bulunmustur. Belirleme limitleri bakimindan en diisiik deger goriildiigii

+ +

gibi katekol bilesigine aittir. Standart sapma degerleri 2,078 ile 8,256 arasinda

degismektedir. Ayrica elektrodun olduk¢a genis bir lineer aralia sahip oldugu

gozlenmektedir.
500107
] e |I|l<atekol
4 0x10” .l ®  pirokatekol
s B A 2.5 dimetoksifencl
| a n
3,0010% - s "
» [ |
c | o« ¥
= N
= 2,0010% '.
™
- . .
| |
1,0010% .
L0
. om
Hn AAdAAAAAAAAAA
00 mEhAAALAALA
[ . [ . I . I . [ . [ . I . [ . I .

0 a0 0o 1500 200 250 300 350 400 440
A

Sekil 6.27. Poly(MTM-co-VFC)/Tyr/PPy/GC Calisma Elektrodunun Farkli Fenol

Bilesikleri Icin Kalibrasyonlarinin Karsilastirilmast
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Cizelge 6.3. Poly(MTM-co-VFC)/Tyr/PPy/GC Calisma Elektrodu I¢in Analitik

Parametreler

Fenolik tiir r? Hassasiyet Lineer LOD Standart sapma
(nA/uM) aralik (uM) (nA)
(uM)
fenol Tepki yok
4-metoksifenol Tepki yok
p-kresol Tepki yok
katekol 0,997 30 40-190 4.4 4,486
pirokatekol 0,998 30 30-140 8.2 8.276
2-klorofenol Tepki yok
3-klorofenol Tepki yok
4-klorofenol Tepki yok
guaiakol Tepki yok
o-kresol Tepki yok
m-kresol Tepki yok
2,6-dimetoksifenol | 0,9958 6 20-320 10,394 2,078

4-asetamidofenol

Tepki yok
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7.SONUCLAR

Biyosensor teknolojileri cesitli alanlarda pek c¢ok bilim alanindaki gelismeler
paralelinde ve gereksinimler dogrultusunda kullanmilarak ¢ok hizli bir sekilde
ilerlemektedir. Biyosensorlerin klasik tayin yontemlerine nazaran ¢ogu zaman c¢ok
0zel ve duyarli sonuglarin pratik ve kisa siirede alinmasim saglamalar, tekrar
kullanilabilir ya da diisiik maliyetle tek kullanimlik sekilde tekrar iiretilebilmeleri ve
bu tiirlerin ¢ogu zaman kullanirken 6zel deneyim gerektirmeleri onlan gelecek vaat
eden biyoanalitik sistemler olarak on planda tutmaktadir. Tyrosinase enzimiyle
tasarlanan amperometrik biyosensorlerde Ol¢iim molekiiler O, gaz1 varliginda
yapilmaktadir. Enzimlerin immobilizayonu icin tezde de belirtildigi gibi bircok
alternatif vardir. Ancak bunlarin ticari {iiretimlere uygulanabilmesi icin, basit
miimkiinse tek adimda ve yumusak reaksiyon kosullarinda gerceklestirilebilen,
biyomolekiiliin yap1 ve fonksiyonunu etkilemeyen bir yontem olmasi arzu edilir.
Calismada fenol ve fenol tiirevlerinin tayini i¢in, GC elektrot kullanilarak medyator
baghh 2 farkli polimerik matriks iizerine Tyrosinase enzimi kimyasal olarak
baglanmis ve fenol Olciimiinde kullanilmistir. Ayrica kullanilan medyatér baglh
matriksler ve iletkenlik artirici kompozitler g6z 6niine alindiginda, gelistirilen fenol
biyosensorleri bu alandaki diger ¢aligmalarla kiyaslanabilir sonuglar iiretmis ve

literatiire katki saglamstir.
Bu tez calismasi kapsaminda 2 tip ¢caligma elektrodu hazirlanmistir:

1-Gelistirilen Poly(GMA-co-VFC)/Tyr/PGA/PPy/GC calisma elektrodunun
amperometrik yanitlari, reaksiyon ortamina eklenen fenol ve fenol tiirevlerinin
fonksiyonu olarak -0,1 V’ luk calisma potansiyelinde ve pH 7.0 de olciilmiistiir.
Calisma elektrodunun fenol, 4-metoksifenol, m-kresol, katekol, pirokatekol
bilesiklerine tepki verdigi gozlenmistir. Pirokatekol bilesigi diger fenol bilesiklerine
gore daha yiiksek bir hassasiyet degerine sahiptir. Fenol, 4-metoksifenol, m-kresol,
katekol ve pirokatekol bilesikleri i¢in belirleme limitleri sirasiyla 0.781, 0.113,
0.458, 0.539 ve 0.285 M olarak bulunmustur. Belirleme limitleri bakimindan en
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diisiik deger goriildiigii gibi 4-metoksifenol bilesigine aittir. Standart sapma degerleri

+ +

0.7551le  3.806 arasinda degismektedir.

Gelistirilen fenol biyosensoriiniin tepki siireleri fenol, katekol, m-kresol, 4-

metoksifenol ve pirokatekol icin sirasiyla 30, 60, 40, 30 ve 10 sn olarak elde edildi.

Ayrica elektrodun genis bir lineer araliga sahip oldugu gozlenmistir. PGA
sayesinde mediyatdr baghh matriks iizerine kimyasal olarak baglanan Tyrosinase
molekiileri bir arada toplanmis ve PPy polimerizasyonu ile birlikte elektrotun

stabilitesi iyilestirilmistir.

2-Gelistirilen Poly(MTM-co-VFC)/Tyr/PPy/GC calisgma  elektrodunun
amperometrik yanitlari, reaksiyon ortamina eklenen fenol ve fenol tiirevlerinin
fonksiyonu olarak 0,5 V’ luk calisma potansiyelinde ve pH 7.0 de oSlciilmiistiir.
Calisma elektrodunun katekol, pirokatekol ve 2-6 dimetoksifenol bilesiklerine tepki
verdigi gozlenmistir. Pirokatekol ve fenol bilesikleri 2-6 dimetoksifenol bilesigine
gore daha yiiksek hassasiyet degerlerine sahiptir. katekol ,pirokatekol ve 2-6

dimetoksifenol bilesikleri icin belirleme limitleri sirasiyla 4,4, 8,2 ve 10,394 uM

olarak bulunmustur. Belirleme limitleri bakimindan en diisiik deger goriildiigii gibi

katekol bilesigine aittir. Standart sapma degerleri 2,078 ile 8,276 arasinda

degismektedir.

Gelistirilen fenol biyosensoriiniin tepki siireleri katekol, pirokatekol ve 2-6

dimetoksifenol i¢in sirastyla 20,30 ve 50 sn olarak elde edildi.
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Hazirlanan 2 elektrot arasindaki temel farklar sunlardir:

a- 1. elektrotun tasariminda Poly(GMA-co-VFc) polimeri kullanilarak enzim
polimer iizerindeki epoksi gruplar aracilifiyla kimyasal olarak baglanmistir.
Enzimin ve enzimin bagh oldugu polimerik filmin iletken polipirol polimeri
ile kaplanarak stabilize edilme islemi sirasinda PGA capraz baglama ajani

olarak reaksiyonda yer almistir.

b- 2.elektrotun tasariminda Poly(MTM-co-VFc) polimeri kullanmlmistir ve
elektrot yuzeyinde tiyofen tabanli iletken polimerin, polipirol ile
elektrokimyasal polimerizasyonu teknigi kullanilarak enzimin polimerik
kompozit yap1 igerisinde tuzaga diisiiriilerek (entrapment) tutuklanmasi ile

hazirlanmagstir.

Her iki ¢alisma elektrodunda da vinylferrocene medyatorii polimerlerin kimyasal
yapisi igerisinde hali hazirda mevcut olarak bulunmaktadir. Her iki ¢alisma elektrodu
da tyrosinase tabanli olup fenol ve tiirevlerinin amperometrik yontemle l¢limii i¢in
denenmistir. Literatiirde fenol tayininde medyator bagli kompozit film hazirlanarak
calisgma elektrodu tasarimi Ornekleri simirlidir. Bu tez c¢alismasi kapsaminda
denenmis olan Poly(GMA-co-VFc) ve Poly(MTM-co-VFc) polimerleri literatiirde
enzim tabanli amperometrik c¢alisma elektrodu tasariminda daha Once hig
kullanilmamstir. S6z konusu polimerler bir dizi enzim tabanli ¢alisma elektrodu
tasartminda kullanmilmak iizere orjinal olarak sentezlenmis olup , heniiz

yayinlanmamustir.

Bulgular ve tartisma boliimiinde belirtildigi gibi medyatoriin ¢calisma elektrodu
yiizeyinde enzimin reaksiyon verdigi mikro ¢evrede sabitlenmis olarak kullanilmasi
gerek biyosensoriin kararlilik diizeyini yiikseltmis gerekse — medyator kullanilmamaig
olan reaksiyonlara kiyasla — fenoliin kendisine tepki verecek sekilde biyosensor

duyarligim artirdigt belirlenmstir.
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