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OZET

Polinvinilferrosen Modifiye Elektrodunu Temel Alan Glukoz Biyosensoriiniin
Gelistirilmesi

Kolay ve hassas voltametrik glukoz enzim elektrodunun tasarlanmasi icin yeni bir
yontem tanimlanmustir. Polivinilferrosen (PVF) kapli Pt elektroda dayanan enzim
elektrodunun gelistirilmesini saglayacak basit bir enzim tutuklama yontemi
arastirilmis, bu ¢alismada iki yeni glukoz enzim elektrodu gelistirilmistir.

Calismanin birinci adiminda, PVF kaplanmigs Pt elektrot enzim ¢ozeltisine
daldirilarak glukoz oksidaz enziminin (GOD) polimer matriks igerisinde
tutuklanmasi saglanmigtir ve bu enzim elektrot PVF-GOD enzim elektrodu olarak
tanimlanmistir. Elektrot cevabi iizerine polimerik film kalinligi, pH, sicaklik, substrat
ve enzim konsantrasyonu etkisi arastirilmistir. 25°C sicaklikta pH 7,4 olarak
bulunmustur. Lineer ¢alisma araliginin iist sinir1 73,86 mM glukoz derisimidir.
Tutuklanmis enzim sistemi i¢in gorliniir Michaelis-Menten sabiti (Ky,) ve
aktivasyon enerjisi sirasiyla 417,57 mM glukoz ve 14,48 kJ/mol olarak bulunmustur.

Calismanin ikinci adiminda GOD, PVF kaplanmis ve ardindan Au biriktirilmis Pt
elektrot tizerinde ayn1 yontemle tutuklanmistir ve bu enzim elektrot PVF-Au-GOD
enzim elektrodu olarak tanimlanmistir. Enzim elektrot cevabi lizerine Au etkisi
arastirilmistir. 25°C sicaklikta pH 7,4 olarak bulunmustur. Lineer calisma araliginin
tist sinir1 105,26 mM glukoz derisimidir. Tutuklanmis enzim sistemi i¢in goriiniir
Michaelis-Menten sabiti (Kng) ve aktivasyon enerjisi sirasiyla 371 mM glukoz ve
18,76 kJ/mol olarak bulunmustur.

Girisim yapabilecek maddelerin etkisi ve enzim elektrodunun kararlili1
arastirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Polivinilferrosen, Altin biriktirme, Oksijenin indirgenmesi
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ABSTRACT
Development of The Glukoz Biosensor Based on PVF Modified Electrode

A novel strategy to construct a simple and sensitive voltammetric glucose enzyme
electrode were described. A simple method of enzyme immobilization was
investigated which is useful for devolopment of enzyme electrodes based on
polyvinylferrocene (PVF)coated, Pt electrodes. Two novel glucose enzyme electrode
were investigated.

In the first step of this study, the glucose oxidase enzyme (GOD) was incorporated
into the polymer matrix by immersing PVF coated Pt electrode in enzyme solution
for several times, and this enzyme electrode was called as PVF-GOD enzyme
electrode. The effects of the thickness of the polymeric film, pH, temperature,
substrate and enzyme concentration on the response of the enzyme electrode were
investigated. The optimum pH was found to be 7,4 at 25°C. The upper limit of the
linear working portion was found to be 73,86 mM glucose concentration. The
apparent Michaelis-Menten constant (K.;) and the activation energy of this
immobilized enzyme system were found to be 417,57mM glucose and 14,48 kJ/mol,
respectively.

In the second step of this study, GOD was immobilized on PVF coated and then Au
deposited Pt electrode by the same strategy, and this enzyme electrode was called as
PVF-Au-GOD enzyme electrode. The effects of the amount of Au on the response of
the enzyme electrode were investigated. The optimum pH was found to be 7.4 at
25°C. The upper limit of the linear working portion was found to be 105,26 mM
glucose concentration. The apparent Michaelis-Menten constant (Kng) and the
activation energy of this immobilized enzyme system were found to be 317 mM
glucose and 18,76 kJ/mol, respectively.

The effects of interferents and stability of the enzyme electrode were also
investigated.

Keywords: Polyvinylferrocene, Gold deposition, Oxygen reduction
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1.GIRiS

Metalik bir elektrodu, elektroaktif ince bir filmle kaplayarak modifiye elektrot
hazirlamak olduk¢a uygun ve ¢ok kullanilan bir yontemdir. Polimer film ile kaplanan
elektrotlarin yiizey Ozellikleri kontrol edilebildiginden bu elektrotlar elektroanaliz,
elektrokataliz ve enerji doniisiimii amaciyla kullanilabilir. Modifiye edilmis
elektrotlar, eser miktardaki iyonlarin se¢imli ve duyarli olarak belirlenmesinde
kullanilan  analitik  yontemlerin  gelistirilmesinde  6nemli  bir  potansiyel
olusturmaktadir. Bunun yaninda uygun modifiye edici ve kontrollii elektrot gerilimi

sayesinde elektrokimyasal tepkime hizinin denetlenmesi ve se¢imliligi gibi 6zellikler

elde edilebilmektedir.

Son yillarda enzim elektrotlarin biyosensorlerde kullanimu ile ilgili 6nemli ¢caligmalar
yapilmustir. Glukoz tayini ile ilgili olarak gelistirilen enzim elektrotlar GOD’1n

uygun yiizeyde tutuklanmasi temeline dayanur.

Biyosensorler saglik alaninda tibbi teshislerde (glukoz, fruktoz, iire) kan analizleri
ile cesitli hastaliklarin teshisi ve tedavisi amaciyla kullanilmaktadir. Biyolojik
reaksiyon sirasinda elektron gibi elektrokimyasal taneciklerin harcanmasi veya
olusumu, elektrokimyasal sinyali olusturur ve elektrokimyasal dedektorle Slgiiliir. Bu
biyosensorler bulanik ortamda calisabilir, hassastir ve minyatiirize edilebilirler.
Elektrokimyasal biyosensorlerde  genellikle potansiyometrik ve amperometrik

yontemler kullanilir.

Calismamizda kimyasal olarak hazirlanan polyvinilferrosen (PVF) modifiye
elektroduna altin biriktirilmis ve ardindan glukoz oksidaz (GOD) enziminin
tutuklanmasiyla glukoz tayininin basit ve giivenilir bir sekilde gergeklestirilmesi i¢in

voltametrik glukoz biyosensoriiniin gelistirilmesi amaglanmustir.



Ilk asamada polivinilferrosen (PVF), vinilferrosenin kimyasal polimerizasyonuyla
hazirlanmis ve elektrodun kaplanmasinda metilen kloriirdeki PVF ¢d6zeltisi
kullanilmigtir. Caligma elektrodunun polimerle kaplanmasi daldirma kurutma
yontemi ile yapilmustir. Pt elektrot belirli derisimdeki polimer ¢dzeltisine belirli bir
stire bekletilip ¢ikarildiktan sonra kurutularak yiizeyin polimer film ile kaplanmasi
saglanmistir. Daha sonra PVF modifiye elektrot altin c¢ozeltisinde bekletilerek

asagidaki reaksiyona gore altinin elektrot yiizeyinde dnderistirmesi yapilmuistir.

3PVF +Au” —3PVF' +Au

Au tanecikleri biriktirilmis modifiye elektrotta glukoz oksidaz enzimi tutuklanarak
glukoz  biyosensorii hazirlanmistir. Glukoz, glukoz oksidaz (GOD) enziminin
yiikseltgenmis formu olan GOD(FAD) ile reaksiyona girer ve enzim indirgenirken
glukoz yiikseltgenir.

Glukoz + GOD(FAD) — glukonolakton + GOD(FADH,)

Enzimin indirgenmis formu olan GOD(FADH;) ise oksijen varliginda tekrar
yiikseltgenerek GOD(FAD)’ye doniisiir.

GOD(FADH,) + O, - GOD(FAD) + H,0,

Boylece katalitik dongli devam ederken O, harcanir. Bu enzimatik reaksiyonlarda
harcanan O, ve olusan H,O, derisimi glukoz derisimi ile orantilidir. Bundan
yararlanilarak ya O, derisimdeki azalmanin ya da H,O, derisimindeki artmanin
incelenmesi ile glukoz tayini yapabilmek amaciyla O, derisimindeki azalmanin
glukoz derisimi ile orantili olmasindan yararlanilmistir. Bu amacgla oncelikle
hazirlanan elektrotda O, ’nin indirgenme reaksiyonu incelenmistir. O,’nin indirgenme
reaksiyonuna modifiye ylizeyin etkisi arastirilmistir. Hazirlanan biyosensére PVF
derisimi, kaplama siiresi, altin derisimi, altinda bekletme siiresi, ortam pH s1 gibi
cesitli deneysel parametrelerin etkileri arastirilarak optimum kosullar saptanmistir.
Tiim bu c¢alismalar  oksijence doygun ortamda yapilmistir. Biyosensoriin
hazirlanmasinda glukoz oksidaz enzimi tutuklanmis olarak kullanilmistir. Deneylerin
sonucunda tutuklanmis enzim i¢in Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek goriiniir
Michaelis-Menten sabiti, elektrot aktivitesinin sicaklikla artis gdsterdigi araliktaki

deneysel veriler kullanilarak Arrhenius esitligine gore reaksiyonun aktivasyon



enerjisi hesaplanmistir. Tutuklanmis enzim i¢in yapilan ¢alismalar serbest enzim
sistemi i¢inde tekrarlanmis ve serbest enzim i¢in en uygun calisma kosullari
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar tutuklanmis enzim i¢in bulunan sonuglarla
karsilagtirilarak tutuklama isleminin enzim yapisinda herhangi bir deformasyona
neden olup olmadigi yorumlanmistir. Oksijenin indirgenme akiminin Ol¢iilmesine
dayanan glukoz tayini i¢in altin biriktirilmis PVF modifiye elektrodu ilk kez bu
calismada gelistirilmistir. Ayrica bu c¢alismada hazirlanan enzim elektrodunun

ozellikleri literatlirde verilen ¢aligmalarla karsilastirilarak degerlendirilmistir.

1.1. Kuramsal Temeller

1.1.1.Enzim Teknolojisinin Tarihsel Gelisimi

Enzimler konusundaki ilk bilgiler ve caligmalar sindirim ve fermantasyonla ilgili
olmustur. Van Helmont (17. yiizyilda yasamistir.), iistiin bir sagduyu ile sindirim
olaymin ‘ferment’ adi verilen maddeler aracilig1 ile gergeklestirilen ve gidalarin
pargalanmasin1 saglayan kimyasal bir doniisim olayr oldugunu ileri siirmustiir.
Sindirim  konusunda ilk c¢aligma  Spallanzani  (1729-1799) tarafindan
gergeklestirilmistir. Daha sonra Kirchhoff 1814 yilinda, nisastanin bugday ekstrakti
kullanilarak basit sekerlere parcalanabilecegini gostermistir. Payen ve Persoz ise,
1833 yilinda, malt ekstraktinin etil alkol presipitantinda nisastay1 basit sekerlere
dontistiiren termolabil bir maddenin varligina isaret etmistir. Bu madde daha sonra
diyastaz olarak adlandirilmistir. Benzeri aktivitenin varligi daha sonralar tiikriikte de

ortaya konmustur.

Enzimlerin canli hiicrelerden izole edilmesini takiben, 1920’11 yillarda, bir enzim
karisim sisteminden belli bir enziminin ayrilip saf enzim preparatinin elde edilmesi
calismalarina agirlik verilmistir. Bu c¢ercevede Sumner 1926 yilinda jack
fasulyesinden iireaz enzimini kristal formda ve saf olarak elde etmeyi basarmistir.
Sumner bu enzimin protein yapisinda oldugunu da gostermistir. Bu caligmalari

Sumner’e Nobel 6diilii kazandirmstir.



Enzimlerin izolasyonu ve saflastirilmasiyla birlikte bunlarin karakterizasyonu,
spesifikligi ve kinetigi tizerinde de yogun calismalar baslamistir. Bugiine kadar izole
edilen ve saflastirilan biitiin enzimlerin protein yapisinda oldugu ortaya ¢ikmustir.
Fischer, 1984 yilinda, enzimlerin spesifikligini ‘anahtar-kilit” modeliyle agiklamistir.
Koshland, 1959 yilinda, enzim spesifikligi konusunda ‘uyum meydana getirme’
modelini 6ne slirmiistiir. Enzim kinetigi konusu, Michaelis ve Menten tarafindan

1913 yilinda bugiin de gecerliligini koruyan temeller iizerine oturtulmustur.

Uluslar aras1 Biyokimya  Birligi (International Union of Biochemistry) nin
olusturdugu Enzim Komisyonu, 1956 yilinda, enzimlerin gelisi giizel
isimlendirilmesi ve siiflandirilmasini engellemek ve olayr daha sistematik hale
getirmek icin yeni bir siniflandirma, isimlendirme ve numaralandirma sistemi

onermistir. Bu sistem giliniimiizde de gegerliligini korumaktadir.

Cok yakin bir gecmisi olan tutuklanmis enzim ve tutuklanmis hiicre konularina
giinimiizde de biiyik bir ilgi duyulmakta ve iizerinde yogun c¢aligsmalar
yapilmaktadir. Giintimiizde degisik endiistrilerde ve alanlarda serbest ve tutuklanmis

enzimlerden ¢ok yaygin bir sekilde faydalanilmaktadir (Saldamli 1998).

1.1.2. Enzimler

Enzimler, canli i¢in yasamsal 6nemi olan pek ¢ok fonksiyonun kontroliinde rol alan,
bir yandan da organizmada hemen hemen biitiin kimyasal tepkimelere katilarak,
olusumlarini inanilmaz boyutlarda hizlandiran biyolojik katalizorlerdir. Etki ettigi
maddenin sonuna "Ase = Az" eki getirilerek ya da katalizledigi tepkimenin ¢esidine
gore adlandirilirlar (Ornegin, kitine etki eden kitinaz enzimi vs ). Cok defa
renksizdirler, bazen sar1, yesil, mavi, kahverengi ya da kirmizi olabilirler. Suda ya da
tuz ¢ozeltisinde ¢oziilebilirler. islem sonunda, tepkimeye girdikleri ilk hallerinde
tepkimeden ¢ikarlar. Bu nedenle, her enzim bir biyokatalizordiir. Baska bir deyisle,
enerji acisindan normal kosullarda hi¢ gerceklesemeyecek ya da ¢ok yavas
gerceklesebilecek kimyasal tepkimelere katilarak, kendileri bir degisiklige

ugramadan, bu tepkimelerin ¢ok hizli bir sekilde ger¢eklesmesini saglarlar. Kuramsal



olarak bir enzim belli bir tepkimeye girip, bir degisiklige ugramadan ¢iktig1 igin,
stirekli olarak ayni tiirden tepkimelere katilabilmelidir. Ancak gercekte durum boyle

degildir, ¢linkii enzimlerin de bir dmrii vardir (Arnold, 1999).

Enzimler birer proteindir ve bu nedenle de amino asit denen temel yap1 taglarindan
olusmuslardir. Amino asitler bir tane karbon atomuna (C) baglanmis bir amino grubu
(NHy), bir hidrojen (-H), bir karboksil grubu (-COOH) ve bir de degisken yan
gruptan (-R) olusurlar. Yirmi amino asitin hepsi de bu temel yapiya sahiptir. Onlar1
farkli yapan tek sey, tasidiklar1 yan gruplarin biiytiklik, sekil, elektrik yiki, suya
duyulan ilgi ve aktiflik agisindan farkli olmalaridir. Iste enzimi olusturan bu amino
asitler birbirleriyle etkileserek, zincirin kivrilip biikiilmesine ve sonugta da fi¢
boyutlu bir yap1 kazanmasina neden olurlar. Yapidaki bazi amino asitlerin tagidiklari
yan gruplar, enzimin ii¢ boyutlu yapisinda bir bolgede toplanarak "aktif bolge" denen
bir alan olustururlar. Iste enzimlerin tepkimeleri kataliz etme ve ¢ok secici
olmalarinin sirr1 bu bolgedir. Bolgenin olusturdugu boslugun sekli o kadar 6zeldir ki,
sadece o enzimin katalize edecegi tepkimeye girecek madde, baska bir deyisle
enzimin substrati, bu bosluga girebilir. Bir kez enzimin ic¢ine girdikten sonra,
substratla enzimin bu aktif bolgesinde bulunan kimyasal gruplar arasinda kimyasal
etkilesimler meydana gelir. Sonugta substrat, "gecis durumu yapis1" denen ve
normalde ¢ok kararsiz olan bir yapiya doniislir. Daha sonra bu yapt ya {iriinii
olusturacak, yada substrata geri donecektir. Enzimin saniyede etki ettigi substrat

molekiil sayisina Enzimin Etkinlik Degeri = Turnover Sayisi denir.

Substrat + Enzim —— Uriinler

Iste enzimin aktif bolgesinde olusan baglar, bu kararsiz yapiy1 kararli kilmaya yarar
ve boylece, liriiniin olugmasi i¢in enzime daha fazla zaman taninmis olur. Normalde
kimyasal tepkimenin olugmasi i¢in bu geg¢is durumu yapisinin olusmasi, bunun igin
ise aktivasyon enerjisi denen bir miktar enerjinin saglanmasi gerekir. Katildiklar
tepkimelerde enzimler, aktif bolgelerinin {i¢ boyutlu 6zel sekilleri sayesinde, bu gecis
durumunun olusumunu kolaylastirir ve dolayisiyla gerekli enerjiyi azaltirlar.

Boylece, tepkimenin daha az enerjiyle daha ¢cabuk ger¢eklesmesini saglarlar.



Asitler, bazlar ya da metal oksitler gibi inorganik katalizorlerin tersine enzimler, son
derece secicidir. Baska bir deyisle, her enzim tek bir madde, ya da birbiriyle ¢ok
yakin iligkili olan bir grup madde iizerinde etkilidir. Baz1 durumlarda bu segicilik
Oyle boyutlardadir ki, enzim tepkime i¢in maddenin yalnizca belli baglarin1 seger.
Enzimlerin bu segicilikleri sayesinde, endiistriyel uygulamalarda, istenilen iiriin ¢ok
bliyiilk miktarlarda ve saf olarak {retilirken, islem sonucunda olusabilecek

istenmeyen maddeler de en az diizeye indirilmis olur.

Enzimlerin baska bir dzelligi de son derece verimli ¢alismalaridir. Ornegin, karaciger
ve kirmizi kan hiicrelerinde bol miktarda bulunan katalaz enzimi o kadar etkindir ki,
bir enzim molekiilii bir dakika i¢inde 5.000.000 hidrojenperoksit (H,O;) molekiiliinii
su (H,O) ve oksijene (O;) parcalayabilir. Enzimlerin 6nemli olan baska bir
ozelligiyse 1limli sartlar altinda calisiyor olmalaridir. Canlilarda g¢alistiklart igin,
atmosferik basing altinda ve ¢ok u¢ olmayan sicaklik ve asiditedeki ortamlarda

etkinlerdir.

1.1.2.1. Enzimlerin Siniflandirilmasi

Her enzimin 4 rakamli bir numarasi1 vardir, 6érnegin, 3.6.1.3. ‘de birinci numara
siifini, ikinci numara alt sinifini, tiglincli numara grubunu, dordiincii numara da

kendine 6zgii sira numarasini verir. Buna gére enzim siniflar1 sunlardir:

1. Oksidorediiktazlar: Redoks tepkimelerini katalizler.

a) Dehidrogenazlar: Elektron kazandirici tepkimeleri etkilerler.

b) Oksidazlar: Elektron kaybeden tepkimeleri etkilerler.

c¢) Rediiktazlar: Substrat1 bir rediiktor araciligiyla indirgeyen enzimlere denir.
Ornegin, asetaldehit rediiktaz, asetaldehiti alkole indirger.

d) Transhidrogenazlar: Bir molekiilden digerine hidrojen tasiyarak onu indirgerler.

e) Hidroksilazlar: Substratlarina bir hidroksil ya da su molekiilii katan enzimlere
denir, drnegin, fenilalanin hidroksilaz bir hidroksil grubunu fenilalanine ekleyerek

onu tirozine doniistiiriir.



2. Transferaz Enzimler: Hidrojenin disinda bir atomun veya atom grubunun (metil,
karboksil, glukozil, amino, fosfat gruplari) bir molekiilden digerine aktarilmasini
saglarlar.

Dekarboksilazlar: Karboksilik asitlerden CO, ¢ikmasini saglarlar.

3. Hidrolaz Enzimler: Bir molekiil su katmak suretiyle ya da su molekiili
araciligryla molekiillerin yikilmasini saglayan enzimlerdir. Ester, peptit, asetanhidrit

ve glukozidik baglarina etki ederler.

a) Esterazlar: Ester bagini yikan enzimlerdir (lipaz, riboniikleaz, fosfataz,
pirofosfataz, glukozidaz).

b) Proteazlar: Peptit bagini yikan enzimlerdir (proteinaz).

4. Liazlar: Su molekiilii ¢ikarmadan molekiilleri yikan enzimlerdir, 6rnegin C-C

bagi, aldolaz ve dekarboksilazla yikilir. Keza C-O ve C-N bagi yikanlar da vardir.

5. Izomerazlar: Molekiil i¢inde degisiklik yaparak onun uzayda dizilisini degistiren

enzimlerdir. Ornegin razemaz, epimeraz.

6. Ligazlar (Sentetazlar): Enerji kullanarak substrat molekiillerinin birbirine

baglanmasini saglarlar.

1.1.2.2. Enzimlerin Calisma Mekanizmasi

Enzimin hangi substratla ¢alisilacagini saptayan kismi apoenzim kismidir. Demek ki
apoenzim kismiyla substrat arasinda bir iliski vardir. Alman kimyacisi EMIL
FISCHER tarafindan bunun kilit anahtar uyumu gibi olacagi savunulmustur.
Koenzim kismi daha ¢ok kimyasal baga yakin olarak islev gosterir, 6rnegin ester
baglarin1 parcalar. Enzimin apoenzim kismi bir ya da birka¢ yerinden (aktif
bolgelerden) substrat molekiiliine yapisir ya da baglanir (yani bir enzim-substrat
kompleksi olusturuyor) ve bu arada koenzim kismi substrat iizerindeki baglarla
gercek anlamda birlesmeye veya baglanmaya giderek onu pargalar. Enzimlerin

kimyasal yapilari, 6zellikle iiciinciil yapilar1 tam olarak bilinmediginden (ilk yapisi



aciklanan enzim riboniikleaz, 124 amino asitten meydana gelmistir) c¢alisma
mekanizmalar1 da hala tam anlamiyla agikliga kavusturulamamistir (Arnold vd.,

1999).

1.1.2.3. Enzim Reaksiyonlariin Kinetigi

Enzimler reaksiyon kinetigi ve mekanizmasi yoOniinden kimyasal katalizorlere
benzerler. Reaksiyonda once enzim ile substrat arasinda bir ara bilesik olusur. Bu
kararsiz ara bilesigin olusma hizi enzim ve substrat derisimine baglidir. Reaksiyon
kosullar1 ve enzim derisimi sabit tutulurken substrat derisimi arttirilirsa reaksiyon
hiz1 belli bir maksimum degere erisir. Bu degerden sonra, substrat derisimi artirilsa
bile reaksiyon hizinda bir degisme gozlenmez. Bunun nedeni, ortamdaki enzim
molekiillerinin ortam substrat molekiillerini karsilayamamasidir. Bagka bir deyisle
enzim-substrat ara bilesiginin olusum hizinda enzim derisiminin kisitlayict rol
oynamasidir. Enzimlerin bu davranis1 1913 yilinda L. Michaelis ve M. Menten

tarafindan Onerilen bir mekanizmayla agiklanmistir.

E+S < ES & P+E (1.1)

Burada; E enzimi, S substrati, ES arabilesigi ve P {iriinii gostermektedir. Bu

mekanizmanin kinetik analizi 1926’da Brips ve Haldane tarafindan yapilmustir.
Reaksiyon hiz1 i¢in;

v —— (1.2)
esitligi elde edilir. Bu esitlik (2.2)’de goriildiigii gibi belli bir degerden sonra substrat
derigiminin artirilmasiyla tepkime hizinin artmayip sabit degerde kalmasini saglar.

Bu denklem Michaelis-Menten esitligi ve “Ky,,” de Michaelis-Menten sabiti diye

tanimlanir. Fiziksel olarak K, katsayisi enzim ve substratin birbirine olan ilgisini



gostermektedir. Enzim ve substrat arasindaki ilgi fazla ise oldukga diisiik substrat

derisimlerinde enzimi substrat ile doyurmak miimkiin olur (Devlin, 1997).

Lineerlestirmek i¢in esitlik (1.2)’nin tersi alinir ve diizenlenirse;

= X + (1.3)
\% Vi S Vi
denklemi elde edilir. (1/[S])’e kars1 (1/v) grafigi ¢izildiginde dogru elde edilir.

v

Sekil 1.1. Reaksiyon Hizinin Substrat Derisimi ile Degisimi (Devlin, 1997).

1/v

A

-

1/S
Sekil 1.2 Lineweaver-Burk Grafigi (Devlin, 1997).

Enzimin K., degeri bulunurken Sekil 1.2.°de goriinen ve (1.3) denklemi ile

tanimlanan Lineweaver-Burk ¢iziminden yararlanilir.

Michaelis-Menten esitligi, c¢oziinmiis substratlar ve kiitle aktarim kisitlamasi
olmayan sistemler icin gegerlidir. Bu nedenle ¢dzlinmez substrat sisteminde ve
immobilize enzimlerde difiizyon kisitlamalarindan otiirii goriiniir Ky, degerleri

verilir (Bailey ve Ollis, 1997).
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Enzim reaksiyonlarinin hizi kimyasal kinetikten farklilik gostererek, sicaklikla dnce
artar; sonra azalir (Sekil 1.3). Baska bir deyisle enzim aktivitesi belirli bir optimum
sicakliga kadar artar, sonra 1sisal deaktivitasyon nedeniyle diiser. Enzimatik
reaksiyonlar, kimyasal reaksiyonlarda oldugu gibi bu optimum sicakliga kadar

Arrhenius kanununa uyar. Bu bolgede reaksiyon hiz sabiti ve maksimum hiz igin;

k=A.eTRT (1.4)
Vm=k3[E]0 (1 5)

yazilabilir. Bu esitlikler birlestirilirse;

Vm=Eo0.A.¢FRT (1.6)
[Eo].A= a sabit ise
InV,=Ina-E,/RT (1.7)

bulunur. Belirli sicaklik degerlerine kars1 gelen maksimum reaksiyon hizlar esitlik
1.7°ye gore grafige gegirilirse elde edilen dogrunun egiminden enzimin aktivasyon
enerjisi hesaplanir (Sekil 1.4.).

A
Vi

T opt

»
»

T
Sekil 1.3. Sicaklikla reaksiyon hizinin degisimi (Devlin, 1997).

A

InV,

»
»

/T

Sekil 1.4 Aktivasyon enerjisinin belirlenmesi (Devlin, 1997).
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1.1.2.5. Enzim immobilizasyon Yontemleri

Enzimler suda ¢oziinen spesifik katalizorlerdir. Biyosensor sisteminde en yaygin
kullanilan biyokatalizorler enzimlerdir. Serbest enzim reaksiyon ortamindan istenilen
anda uzaklagtirilamadigindan uygulamalarda reaksiyonu kontrol etmek oldukca
glictiir. Ortama inhibitér katilmasi diisiintilebilir. Fakat buda reaksiyon iiriinlerini
yeni bir kirlilik unsuru olacaktir. Uriinlerin aritilmasi ek bir maliyet doguracaktir.
Ayrica enzimi reaksiyon ortaminda aktivitesini yitirmeden c¢ikarmak olanaksiz
oldugundan enzimin tekrar kullanilmasi s6z konusu degildir. Enzimler spesifik fakat

pahal1 katalizorlerdir.

Tiim bu problemleri ortadan kaldirmak i¢in enzimler immobilize edilmektedir.

Immobilize enzimlerin serbest enzime istiinliikleri;

- Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilir.
- Cevre kosullarina kars1 daha dayaniklidir.

- Bir¢ok kez ve uzun siire kullanilabilir.

- Stirekli islemlere uygulanabilir.

- Dogal enzime kiyasla daha kararlidir.

- Enzimin kendini pargalama olasilig1 azalir.

- Mekanistik ¢arpigsmalar i¢in uygundur.

- Bazi durumlarda serbest enzimden daha fazla aktivite gosterebilir.

Enzim immobilizasyon yontemleri asagidaki sekilde siralanabilir.

1. Tastyictya Baglama: a. Kovalent Baglama, b.Iyonik Baglama, c. Adsorpsiyon
2. Capraz Baglama

3. Tutuklama, a. Polimer Kafeste Tutuklam, b. Mikrokapsiilleme
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1.2. Biyosensorler

Sensor Ol¢iim yapilacak tiire duyarli kisim anlamima gelir. Bir sensor fiziksel
boyuttaki degismeleri elektriksel boyuttaki degisimler olarak Olger. Bu degisimler

akim, gerilim, sicaklik vs olabilir.

Geligsmekte olan essiz ilgi ve analitik aletlerin kesfi ve belirli kimyasal tiirlerin
izlenmesi biyosensorlere dayandirilmaktadir. Biyosensorler dogadaki canlilarin
izlenip, gézlenmesinden sonra ortaya ¢ikmustir. Ornegin yilan baliklarinin su igine

atilan ¢ok az miktarda zehri bile algilayabilmeleri gibi.

Biyosensorler, diger adiyla biyospesifik elektrotlar, biyoajanlar1 immobilize halde
kullanan, cesitli gaz, iyon ve biyolojik maddelerin teshisi, kantitatif tayini ve orjinal
sistemlerde izlenmesi amaciyla gelistirilmis problardir. Biyosensorler klinik tipta
teshis ve tayin amaciyla, fermantasyon analizi ve kontroliinde biyoloji, kimya, gida
enddistrisi, ziraat ve veterinerlikteki ¢esitli analizlerde, endiistriyel gaz ve sivilarin
analizinde, c¢evre kirlenmesinin izlenmesinde, patlayicilar ve diger askeri alanlarda
kullanilmaktadir (Campanella ve Tomasetti, 1989). En basit tanimiyla biyolojik
katalizor tastyan sensorler olarak tanimlanir. Biyosensorler canlilardaki gesitli
maddelerin algilanmasint miimkiin kilan biyolojik maddelerin birlestirilmesiyle
ortaya ¢ikmistir. Bu sistemler bir yandan biyolojik sistemin yiiksek se¢imliligini
diger yandan sensorlerin tayin duyarliligini birlestirmis ve ¢ok genis uygulama alani
bulmustur. 1962 yilinda Clark ve Lyons’un ilk enzim elektrot fikrini ortaya atmasiyla
baslayan, sonraki yillarda gelisen biyosensor teknolojisinin iirtinleri giiniimiizde ¢ok
degisik alanlarda ¢ok sayida maddenin tayin ve izlenmesinde yaygin olarak kullanilir
hale gelmistir. Asagidaki c¢izelgede biyosensorlerle tayin edilebilen maddeler

verilmektedir.
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Cizelge 1.1. Biyosensorlerle tayin edilebilen maddeler (Pigkin, 1986).

Analizi Yapilan Maddeler Ornekler

Amino Asitler Alanin, arginin, asporjin, aspartik asit,
sistin, glutamin, glutamik asit, glutation
histidin, levsin, lisin, metionin, fenil

alenin, sarkosin, serin, tayrosin, teitofan,

valin
Gazlar NH;3, H;, CHy4, SO,, NO
Kofaktorler AMPT, ATP, NAD(P)H
Amidler ve aminler Aminopirin, anilin, aromatik aminler,

asetil kolin, kreatin, kreatinin, guanidin,
guanosin, penisilin, spermin, Urik asit,

ire, zantin

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

suksinik asit

Kompleks maddeler Antibiotikler, mutojenler, vitaminler
Inorganik iyonlar F’,NO,, NOs, PO;?, SO5~, SO47, Hg™?,
Zn+2

Bir biyosensor algilayici ile biitlinlesmis veya tamamen birlestirilmis hassas biyolojik
element iceren bir alettir. Biyosensdrler esas olarak ii¢ temel bilesenden ibarettir.
Birinci kisim biyolojik olarak duyarli materyal yani biyokatalizor tabakasi. ikinci
kisitm kovalent bagli biyolojik bilesenlerle temas edecek sekilde olan algilayici
(transducer,sensor). Bu kisim kovalent bagli aktif biyolojik bilesenlerin

absorbsiyonuna ve eliminasyonuna izin veren yar1 gegirgen bir zar igerir.

Biyosensoriin iigiincii kism1 ise dogrudan biyokatalizor tabakasina bagl elektronik
aygittir. Bu kisimda biyokatalizor ile tayin edilecek maddenin temasi sonucu ortaya
cikan biyokimyasal sinyal uygun bir mekanizmayla kantitatif olarak elektrik

sinyaline doniistiiriiliir. Asagida bir biyosensoriin sematik gosterilimi verilmistir.
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Ol¢iim Cihazi
Iletici
59994 . .
ssssed DBiyoaktif Tabaka
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o O

Sekil 1.5 Bir biyosensoriin genel sematik gdsterimi (Dingkaya, 1998).

Biyosensorler ¢esitleri asagidaki sekilde siralanabilir,
1. Elektrokimyasal Biyosensorler

a. Amperometrik Biyosensorler

b. Potansiyometrik Biyosensorler

c. Kondiiktometrik Biyosensdrler

2. Optik Biyosensorler

3. Kalorimetrik Biyosensorler

4. Piezoelektrik Biyosensorler

1.2.1. Biyosensorlerde Kullanilan Biyokatalizorler

Biyokatalizor, enzim ve enzim sistemleri, dokular (hayvansal, bitkisel), bakteriler,
mayalar, antibadiler, antijenler, organeller, biyolojik membran bilesenleri olabilir.
Biyokatalizor sec¢imliligi ve duyarliligt probun o6zellikleri yoniinden en 6nemli
noktalardan birisidir. Biyokatalizor kullanan sensorlerin digerlerine gore Onemli
avantajlar1 se¢imli ve duyarli olmalaridir. Biyomolekiilleri tanimayi1 kapsayan
biyosensor mitkkemmel diizeyde secicilige sahiptir. Fakat sicaklik, pH, iyonik kuvvet

gibi asirt u¢ olan durumlarda sorun yasanabilir.
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1.2.2. Biyosensorlerin Calisma Mekanizmasi

Biyosensorlerin calismas1 sirasinda ilk Once substratin = ¢ozelti igerisinden
biyosensor ylizeyine tasinmasi gergeklesir. Subsratin tasinmasi diflizyon, karigtirma
vb. gibi ¢esitli sekillerde olabilir. Subsrat biyokatalizoriin aktif bolgesine difiizlenir.
Biyokatalizor polimerik gozenekli membrana (seliilozik diyaliz membran1 gibi)
emdirilmis veya algilayic1 ile polimerik membran (selofan, seliiloz asetat/nitrat,
polivinil alkol, poliliretan vb) arasina sandvi¢ edilmis veya polimerik bir jel i¢cinde
hapsedilmis olabilir. Bu hapsetme islemi i¢in poliakrilamid, jelatin, kalojen, agaroz
vb gibi dogal veya sentetik polimerler kullanilabilir. Biyokatalizér ve substrat
arasinda reaksiyon meydana gelir. Bu etkilesme sonucu gaz molekiilleri (O,, CO,,
NH;, vb) salinabilir veya kullanilabilir, secimli iyonlar olusabilir. (H", NH,", diger
tek degerlikli anyon ve katyonlar), 1s1 ortaya ¢ikar veya kaybolur, optik yogunluk
degisebilir, elektron salinabilir veya kullanilabilir. Biyokatalizér ve substrat
reaksiyonu sonucu olusan iiriin algilayici yiizeyine taginir. Algilayici yiizeyinde
yukarida bahsedilen degisimler algilanip elektriksel devrelerle Olgiilebilecek bir

boyuta doniistiiriiliir. Olgiilen elektriksel sinyal analit derisimiyle orantilidir.

1.2.3. Biyosensor Performans Kriterleri

Biyosensor cevaplarinin karekterize edilmesi Onemlidir. Verilen bir ortamda
biyosensOr optimizasyonunu kolaylastirmak ve dogal olan hiz basamaklarini
gostermekteki parametreler bunu daha da 6nemli kilmistir. Bu boliimde temel
performans kriterleri kisaca listenecektir. Performans kriterleri biyosensorlere 6zgii
degildir. Fakat yaygin olarak kimyasal sensor tiplerinin ¢ogunda veya analitik

metotlarda bahsedilir.
1.2.3.1. Kalibrasyon Karekteristikleri
Elektrokimyasal sensorler her zaman iist limitte lineer konsantrasyon araliklara

sahiptirler. Bu limit biyolojik reseptdr veya biyokimyasal reseptorlerdeki

biyokompleksler veya biyokatalizorlerle dogrudan iliskilidir.
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1.2.3.2. Secicilik ve Giivenirlik

Biyosensor seciciligi Mc Naught ve Willimsan tarafindan, potansiyometrik sensorler
veya amperometrik sensorler i¢in 6l¢iilmiis ve denenmistir. Se¢icilik algilayici veya
biyolojik reseptor secimine bagli olarak degisir. Enzimlerin ¢ogu segcicidir. Buna
karsin alkol, seker gruplar1 veya aminoasit oksidaz, peroksidaz, laktaz, tirosinaz gibi
bazi sinif enzimler gelismekte olan biyosensor siniflamasi i¢in kullanilabilir. Bakteri
ve doku kiiltiirleri genellikle secici degillerdir. Biyosensorlerin giivenirligi verilen
numune i¢in segicilik ve tekrarlanabilirliginin her ikisine birden bagli olarak degisir.
Diger agidan analiz giivenirligi verilen numune i¢in, biyosensor cevaplari dogrudan

analit konsantrasyonuna bagli olmalidir.

1.2.3.3. Tekrarlanabilirlik, Kararhlik ve Omiir

Biyosensor cevaplarinin tekrarlanabilir olmasi biiyiik 6nem tasir. Biyosensorlerdeki
biyoaktif bilesen kararli olmalidir. Biyoaktif bilesenin kararli olmasi ¢ok sayida

analize imkan verecegi i¢in biyosensoriin ekonomik olmasini saglar.

1.2.3.4. Kararh Hal ve Geg¢is Cevap Siireleri

Kararli hal cevap siiresi 6l¢glim hiicresine her bir analit eklenmesi i¢in kolaylikla
belirlenebilir. Kararli hal cevabi ¢ikis sinyali %90’nin olugmasi i¢in gerekli siire
olarak tanimlanir. Gegis cevap zamani analit eklenmesini izleyen c¢ikis sinyalinin
maksimum degerinin birinci tiirevi {dR/dt} max i¢in gerekli slireye karsilik gelir. Her
iki cevap siiresi analit, substrat ve iiriiniin farkli tabaka yada membranlardan aktarim
hizlarma baglidir. Bu yiizden film kalinlig1 ve gecirgenligi esas parametrelerdir. Her

iki cevap sliresi ayrica kullanilan biyomolekiillerin aktivitesine baglidir. Bu
aktivitenin yiiksek olmasi cevap siiresini kisaltir. Son olarak cevap siireleri dl¢lim

hiicresine numunenin eklenme ve karigtirilma kosullarina baglidir.
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1.2.4. Biyosensorlerde Kullanilan Metal-Nanotanecikleri

Metal-nanotanecikler farkli reaksiyonlar icin katalizér gibi hareket ederler. Bazi
metal-nanotanecikler (6rnegin platin) baz1 molekiillerin redoks 6zelliklerini katalizler
bu etki elektroanalitik teknikler kullanilarak izlenir. Diger taraftan metal-
nanotanecikler elektronik gecisi kolaylastirir ve ayrica ligandlar ve biyomolekiiller
modifiye edilebilir. Sonucgta elektroanalitik teknikler, metal-nanoparcaciklarin
elektrokimyasal 0Ozellik-lerinin tanimlanmasinda faydali bir ara¢ olan elektrotlara

sahiptir.

Metal-nanoparcaciklarin  diger Onemli bir uygulamasi enzimatik sensorlerin
yapimudir ki bunlarin ¢ogunda altin nanoparcaciklari kullanilmistir. Kolloidal altin
ana parcaciklar olarak adlandirilan ¢ok kiicliik oktahedral birimlerden olusmus
metalik kolloid pargaciklaridir. Altin pargaciklarinin biiyiikliigii esas olarak kolloidal
altinin olusturulma yoluna baglidir. Altin nanoparcaciklari net negatif yiik tasirlar.
Bir protein ve diger biyolojik molekiil kolloidal altina eklendiginde bu negatif yiik
pargaciklarin yiizeyine, bu molekiillerin fiziksel adsorpsiyonuyla noétralize edilir.
Elektron mikroskopisi ile yapilan islemler kolloidal altinin yaygin bir sekilde
kullanilmasini agiklamakta kullanilmistir ki pek ¢ok makromolekiil kolloidal altin
izerine adsorplandiginda biyolojik aktivitelerini kaybetmemislerdir. Bu gdzlemler
altinin iletkenliginin de dikkate alinmasiyla aragtirma gruplarini kolloidal altin
lizerine adsorplanmis enzimleri temel alan biyosensor elektrotlarini hazirlamaya

sevketmistir (Santoz vd., 2002).



18

2. KAYNAK BILGiSi

2.1. Metal Nanotaneciklerin Kullanmildig1 Baz1 Uygulamalar

Gonzalez-Garcia ve Costa-Garcia, karbon pasta elektrotta kolloidal altin ve kolloidal
altin etiketlenmis antihuman IgG (immunogold)’nin elektrokimyasal davranislarini
incelemislerdir. Her iki kolloid elektrot ylizeyinde kuvvetle adsorplanmigtir. Onlar
HCI ortaminda AuCly” komplekslerinin olugmasiyla yiiksek potansiyellerde
yiikseltgenmisglerdir. Bundan sonra Ag/AgCl’e karsti +0.4 V civarinda
indirgenmislerdir. Bu yontem ve diferansiyel puls voltametrisi elektrokimyasal
tekniginin kullanilmasiyla diisiikk tayin smirlarmma ulagsmistir. Ayrica bu yontem
streptavidin-biyotin etkilesmelerinin incelenmesinde kullanilmistir. Bu durumda
karbon pasta elektrotu biyoince tabaka albumin ile modifiye edilmistir ve

streptavidin tayini i¢in kullanilmistir (Gonzalez-Garcia ve Costa-Garcia, 2000).

Dequaire ve ¢aligma grubu tek kullanimlik karbon pasta elektrotunda anodik siyirma
voltametrisiyle indirekt tayin icin kolloidal altin etiketlenmis elektrokimyasal
immunodlciim cihazi kullanmislardir. Immunoglobulin G’nin yarismasiz heterojen
immunodl¢iimii  gergeklestirilmistir. Anodik sityirma voltametrisi yOntemiyle
kolloidal altin etiketinin tayini i¢in immunodl¢iimiin son basamaginda altin metali
salverilmistir. Bu saliverilme tutuklanmus bagli kismin ¢dziinebilir iyonik Au’"
formuna yiikseltgemesi yoluyla gerceklestirilmistir. Tayin simir1  pikomolar

diizeyindedir (Dequaire vd., 2000).

Raj ve galisma grubu yaptiklari ¢aligmada polikristalin altin elektrot tizerindeki amin
mono tabakalarina immobilize edilmis altin nanoparcaciklarini, askorbat icinde
bulunan dopaminin segici bir sekilde 6l¢limii i¢in basarili bir sekilde kullanmislardir.
Altin nanoparcacik immobilize edilmis elektrotla dopamin ve askorbat ig¢in
voltametrik pikler ayri ayr1 gézlenmistir. Altin nanoparcaciklarinin yiiksek katalitik
aktivitesi yiizlinden askorbat i¢in yiikseltgenme potansiyeli daha diisiik pozitif

potansiyele kaymistir. Altin nanopargacikli elektrot miikemmel hassaslik ve iyi
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secicilik goOstermistir. Altin nanoparcacikli elektrotla askorbat i¢cinde mikromolar

seviyede bulunan dopaminin 6l¢limiinii yapmak miimkiindiir (Raj vd., 2003).

Endo ve arkadaslari dendrimer-stabilize altin nanopargaciklarinin GCE (camsi
karbon elektrot) tlizerindeki elektrokimyasal aktivasyonunu incelemislerdir. Bunun
i¢in sodyum hipokloratin doniisiimlii voltamogramlarini kullanmiglardir. Dendrimer-
stabilize altin nanoparcaciklar1 elektroforez ile GCE ylizeyine depolanmis ve
depolanma TEM (gegcirimli elektron mikroskopisi) ve X-isinlar1 fotoelektron
spektroskopisi kullanilarak incelenmistir. Dendrimer-stabilize altin
nanoparcaciklarinin depolanmasindan sonra anodik ve katodik pik akimlarinin arttigi
bulunmustur. GCE yiizeyine dendrimerlerin depolanmasindaki akim biytkligi,
dendrimer-stabilize altin nanopargaciklarinin depolanmasindakinden daha kiiciiktiir.
Bu, elektroliz hizim1 altin nanopargaciklarinin arttirdigini gostermistir (Endo vd.,

2004).

Zhang ve arkadaglar1 Au nanopargaciklarinin sulfhidril-terminated monotabakalar
araciligi ile GCE ylizeyine baglandigini bulmuslardir ve bu olay1 X-ray fotoelektron
spektroskopisi, atomik kuvvet mikroskopisi, eleektrokimyasal empedans
spektroskopisi ve voltametri yoOntemleri ile karekterize etmislerdir. Altin
nanoparcaciklart hemoglobini, yaklagik 2,1x10"° mol/cm?’lik bir monotabaka yiizeyi
ile adsorbe etmistir. Altin nanoparcaciklari, elektron transferinde bir koprii gibi
hareket etmisler ve modifiye GCE ile hemoglobin arasinda direkt elektron
transferine, baska bir elektron aracisinin yardimina ihtiya¢ duyulmaksizin katkida
bulunmustur. pH 6,8 fosfat tamponunda, formal potansiyel yaklagik -0,085V’ta,
hemoglobin bir ¢ift redoks piki gosterir. Immobilize olmus hemoglobin biyolojik
aktivitesini devam ettirmistir. Yiizey kontrollii elektrot prosesi ile heterojen elektron
transfer hizi 1,05/s olarak Ol¢lilmiis ve transfer yiik katsayist 0,46 olarak
bulunmustur. H,O»’nin elektrokatalitik indirgenmesi peroksit ozellikleri gdstermistir.
H,0, konsantrasyonu 2x107% ile 2,4x10™ M arasinda iken sabit akim cevabi dogrusal

olarak artmistir. H,O, i¢in tayin smir1 9,1x10”"M’dir (Zhang vd., 2004).
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2.2. Glukoz Biyosensorleri ile Yapilan Baz1 Uygulamalar

Saito ve arkadaslari yaptiklar1 ¢aligmada radikal kopolimerizasyonla hazirlanan
polivinil ferrosen ve co-2 hidroksietil metakrilat, amperometrik glukoz sensorleri i¢in
polimerik araci olarak kullanilmistir. GOD ve redoks kopolimerleri karbon pasta ile
kanistirilmis ve karbon pasta enzim elektrodu glukozun amperometrik Slgiimii i¢in
hazirlanmistir. Bu kopolimerler GOD’1n aktif merkezi ve elektrot arasinda polimerik
aracilar olarak gorev almiglardir. Biyosensoriin cevap siiresi 20 saniyedir (Saito ve

Watanabe, 1997).

Chuang ve arkadaslar1 yaptiklar ¢calismada karbon pasta ve grafit elektrot gibi iki tip
elektrot kullanmiglardir. Her iki elektrotta da glukoz oksidaz ve polietiliminin
ferrosen igeren bolimi (B-PEI) birlestirilmistir. B-PEI yiiksek konsantrasyonda
birincil amino gruplar1 i¢cermis ve basit enzim ve tasiyici aracilar olusturmak igin
kolayca modifiye edilebilmistir. Polietiliminin ekstra avantaji esnek karakterinden
dolayr etkili bir elektron aracisi olmasidir. Her iki elektrotta da ferrosen iceren
polietilimin polimerine kovalent bagla GOD’in hidrofilik polimer matris i¢inde
modifiye edilmistir. Hazirlanan elektrotlar glukoz konsantrasyonlarimi hizli bir
sekilde yanitlamis ve kararli hal akim cevaplar1 10 s’den daha az siirede elde
edilmistir. Amino gruplarmi kapsayan polietilimin polimerinin yiliksek glukoz tepki
hizi, ylikseltgenme indirgenme polimerinin amino gruplar1 ile enzim arasinda
etkilesiminden dolay1 polimer ve enzimin yakin iligkisinin elektron transfer hizini

degistirdigini gdstermistir (Chuang vd., 1997).

Xu ve Chen yaptiklar ¢aligmada etakridin potansiyostatik ve doniisiimli voltametri
yontemleri ile Pt elektrotta basarili bir sekilde polimerlestirilmistir. GOD ince
polietakridin matriksi i¢ine tutuklanmig ve bu elektrot 2 s iginde glukoza
amperometrik cevap sergilemistir. Michealis-Menten sabiti ve maksimum akim
sirastyla 15,7 mM ve 209 pA/cm’® olarak bulunmustur. Polietakridin segici gecirgen
ozelliginden dolay1 L-askorbik asit, {irik asit, asetaminofenol ve L-sistein gibi

elektroaktif maddelerin girisimlerini azaltmistir. Hazirlanan bu elektrot baz tiirlerin
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girisim etkisini azalttigim1 ve 18 mM kadar glukoz konsantrasyonunda genis bir

dogrusal cevap araligina sahip oldugu bulunmustur (Xu ve Chen, 1999).

Xu ve arkadaslar1 glukoz oksidaz varliginda platin elektrotta p-klorofenoliin
elektrokimyasal polimerizasyonu ile yeni amperometrik glukoz biyosensorii
gelistirmiglerdir. Biyosensoriin amperometrik cevabi enzimatik reaksiyonun hidrojen
peroksitin  ylikseltgenme  geriliminde  (+0,6V’da)  fosfat  tamponunda
Olcililmiistiir.Sensoriin - performans:  farkli monomer konsantrasyonlarinda ve
polimerizasyon potansiyellerinde incelenmistir. Biyosensdr optimum sartlar altinda
2,4x10™" ile 1,5x10% M arasinda dogrusal cevap vermis ve cevap siresinin iki
saniyeden daha az oldugu bulunmustur. Askorbik asit ve {irik asit i¢in girismlere
bakilmis ve fark edilebilir bir girisim gozlenmemistir. 90 gilin sonra biyosensoriin

cevabi neredeyse hi¢ degismemistir (Xu vd., 2001).

Yang ve arkadaglar1 biyosensér uygulamalarinda enzimin ylizeye kovalent
baglanmasi i¢in, gozenekli organik-inorganik sol jel bilesiklerini kullanmiglardir. Bu
bilesikler grafit tozu, ferrosen, amino ve metil silikattan olugmuslardir. Grafit tozu
elektrot icin iletkenlik saglarken, ferrosen ise yiizey ve enzimin aktif bolgesi arasinda
aracilik yapmisir. Amin gruplar1 ise karboimid reaksiyonu iizerinden enzim igin
kovalent bag olusturmuslardir. Deneyler pH=7 ve 26°C’de yapilmistir. Glukoz
biyosensoriiniin segiciligini degerlendirmek i¢in sukroz, fruktoz, maltoz, ksiloz,
stilfit, oksalat, {lirik asit gibi girisim yapabilecek maddelerin etkisi arastirilmistir.
Fruktoz, maltoz, ksiloz, sukroz, oksalat (0,5 mM) c¢alisilan sartlarda %2
bulundugunda higbir girisime yol agmadigi bulunmustur. Asetaminofenol ve iirik asit
0,5 mM konsantrasyonda girisim yapmistir. Siilfit ve askorbik asit elektrot yiizeyinde
dogrudan okside oldugundan ciddi bir girisime sebep oldugu bulunmustur. Elektrot
ylizeyindeki hidrofilik ve hidrofobik davranislar silikat yapisindaki amin ve metil
gruplar tarafindan kontrol edilmistir. Glukoz i¢in optimal elektrot cevabi 0,1-27 mM
arasinda dogrusal, hassaslik 1,3 pA mM™, kararhlik 2 ay ve tespit smir1 26 pM
olarak bulunmustur (Yang vd., 2002).
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Sung ve Bae yaptiklar1 ¢alismada yeni bir glukoz biyosensorii hazirlamak i¢in pirol
ile birlikte polianyon, polietilen glikol ve GOD konjugatlarinin elektrokimyasal
polimerizasyonunu kullanmiglardir. Pt elektrot yiizeyinde polipirol matriksi icinde
tutuklanan GOD, PEG (polietilen glikol) iizerinden polianyon ile birlesmistir.
Calismada PEG 1000, 2000, 3000, 4000 gibi dort farkli zincir uzunlugu denenmis,
bunlarin enzim immobilizasyonu ve elektrot islevi {izerindeki etkisi incelenmistir.
Enzim elektrodun hazirlanmasinda 800mV potansiyel ve 225 mC/cm® film kalinlig:
kullanilmustir. Elektrot {izerindeki immobilize enzimin aktivitesi 119-209 mU/cm?
arasinda degismis biyoaktivite daha uzun PEG’lerde artmistir. Amperometrik cevap
270 nA mM'em? kadar degisen duyarlilik ile 20 mM glukoz konsantrasyonuna
kadar dogrusallik gozlenmistir (Sung ve Bae, 2002).

Bir bagka ¢alismada GOD, enzim ile poli-lizin zinciri arasinda araya eklenilen peptit
baglayicist ile genetik olarak degistirilmistir. Duyarlilik ve glukoz biyosensoriiniin
kararliligini gelistirmek amaciyla GOD’a ferrosen karboksilik asit ilave edilmistir.
Glukoz biyosensorii gen diizeyinde degistirilen GOD ile gelistirilmistir. Bu
degisiklik sinyal diizeyi, cevap hizi, glukoz alicisinin dmriinii gelistirmistir (Chen

vd., 2002).

Uang ve Chou yaptiklar1 c¢aligmada bir¢gok enzimle uyum gdsteren, pirol
monomerinden kolayca sentezlenen polipirol kullanmiglardir. Pt calisma elektrodu
ylzeyinde galvanostatik elektropolimerizasyonla hazirlanan polipirol  filmi
hazirlanmis ve GOD bu film icinde tutuklanmistir. Biyosensoriin amperometrik
akimi H,O, konsantrasyonuna bagli olarak degismistir. Glukoz biyosensoriiniin
hassasligi tutuklanan enzim miktar1 ve film kalinligma bagli olarak degismistir.
Girigime neden olan askorbik asitin girisim etkisi ise film kalinlig1 artik¢a azalmstir.
Gelistirilen sensoriin dogrusal araligi 0-10 mM ve duyarhilik 7 nA/mM olarak
Olciilmiistir. Cevap siiresi 15s ve Michaelis—Menten sabiti 37,6 mM olarak
bulunmustur (Uang ve Chou, 2003).

Bir baska calismada poliglutamat—-GOD kompleksi hazirlanmis ve hazirlanan

kompleks sisteamin modifiye altin elektrodu {izerine damlatilmistir. Elektrot
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ylizeyindeki sisteamin ve poliglutamat arasinda elektrostatik bag olusumu sonucunda
GOD’1n elektroda baglanmasi saglanmistir. Hazirlanan enzim elektrodu <15 s gibi
olduke¢a hizli cevap gostermistir ¢linkii enzim tabakasi oldukca incedir. Poliglutamat-
GOD yerine modifiye edilmemis GOD kullanildigi zaman enzim elektrodunun
hassasligi oldukca diismiistiir. Bu da kompleksteki poliglutamat zincirlerinin
modifiye elektrot yiizeyindeki immobilizasyon i¢in gerekli oldugunu acikca
gostermistir. 5-100 pM arasinda glukoz konsantrasyonu ve kompleks immobilize
edilen elektrodun akim cevabi arasinda dogrusal bir iliski vardir. Yapilan deneylerin
sonucu bu immobilizasyon teknigi biyogiplerin ve biyosensdrlerin hazirlanmasinda

kullanilabilecegini gostermistir (Yabuki vd., 2003).

Luo ve arkadaglar1 glukozun nicel tayini i¢in kolay hazirlanabilen ve homojen bir
biokompositi temel alan amperometrik bir biyosensor yapmislardir. Bu biokompozit
chitosan hidrojel, glukoz oksidaz ve altin nanoparcaciklarinin direkt ve kolay
elektrokimyasal  tutuklanma  methodlarindan  yaralanilarak  hazirlanmastir.
Biyosensoriin cevap siiresi ¢cok kisa ve glukoz i¢in tayin sinir1 2,7uM, 5,0 ile 2,4 mM

arasinda dogrusallik sergilemektedir (Luo vd., 2004).

Yeni bir yaklagima gore, PB-modifiye camsi karbon elektrot {izerindeki glukoz
oksidaz immobilizasyonu silika sol-jel dig tabaka ile saglanabilir olarak
tanimlanmistir. Biyosensor sandwich bigimindedir. Sensor diisiik potansiyel ve sol-
jel mikroortaminda H,O; i¢in PB-modifiye elektrodunu elektroindirgenmesi ile
yiiksek se¢imlilik ve hassaslik gostermektedir. Sol-jel film enzim tabakasinin dis
ylizeyinde kararlilik ve hassaligin artmasina katkida bulunmustur. Biyosensor
0,475mM glukoz konsantrasyonunda yiikses hassashik, 1,182uAmM" egim ve
0,02mM tayin simir1 bulunmustur. Biyosensér diyabetik hastalarin kan sekeri

tayininde kullanilmak {izere denenmistir (Li vd., 2004).

Bakir modifiye edilmis altin elektrotundaki elektrokimyasal olarak polimerize olmus
iletken olmayan poli(o-aminofenol) filmi igerisinde, glukoz oksidaz'in
immobilizasyonuna dayali amperometrik glukoz biosensorii gelistirilmistir. Piiriizlii

yilizey ve elektrokimyasal olarak Cu nanopargaciklarinin glukozu elektrokimyasal
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oksidize etme yetenegi, tayin sinirinin gelstirilmesi ve maksimum cevap akimi ve
hassasiyetinin artisiyla sonu¢lanmistir. Au/Cu/POAP/GOD elektrotuna dayali
biyosensor'iin, Au/POAP/GOD elektrotuna dayali biosensor'den 2 kat daha diisiik
tayin siniri, ii¢ kat daha biiyilk maksimum akim ve 2.5 kat daha yiiksek hassasligi
vardir. Tlaveten, hizli yanit alma siiresi ve askorbik asit, iirikasit ve asetaminofen i¢in
de 1iyi secicilik elde edilebilmektedir. Diger taraftan, Cu'in elektrokimyasal
depolanma siiresinin, uygulanan potansiyelin etkileri ve enzimatik sensoriin
amperometrik cevabina ortamdaki elektroaktif bilesiklerin etkileri incelenmis ve

tartistlmistir. Biyosensor'iin kararliligi ve miikemmel yeniden {iretilebilirligi de

gozlenmistir (Pan vd., 2005).

Hu ve arkadaslan tarafindan kolloidal altin modifiye edilmis karbon pasta elektrot
lizerine absorplanmis GOD‘in elektrokimyasi arastirilmistir. Adsorplanmis GOD‘in
0,1 M pH=5 tamponunda 449+1 mV formal potansiyelde bir ¢ift indirgenme piki
gorlilmiistiir. 10-100 mV/sn arasindaki tarama hizinda ylizey kontrolli elektrot
prosesi ile sabit elektron transfer hizi (38,945,3)/s olarak Olgiilmiistiir. Altin
nanoparcaciklart iizerinde adsorplanmis GOD‘in biyoaktivite ve kararlilig
incelenmistir. Immobolize GOD‘1n indirgenmesinde ¢dziinmiis O, indirgenme pik
akimimni artirmistir. Glukoz ilavesi ile indirgenme pik akimi diismiistiir. Hazirlanan
sensoOr 8,4 pA/mM hassaslikta 0,004-0,28 mM dogrusal ¢alisma araligi ve 0,01 mM
tespit sinirinda glukoz 6l¢limil i¢in kullanilabilmistir. Ayrica hazirlanan sensor {irik
asit ve askorbik asit gibi girisime neden olabilecek maddelerin girisim etkisini

dislamaktadir (Liu ve Ju, 2003).

Huang ve arkadaslart CdS nanopargaciklari modifiye edilmis pirolitik grafit elektrot
tizerine adsorblanmis glukoz oksidazin direkt elektrokimyasini incelemislerdir. CdS
nanoparg¢aciklarina tutuklanmis GOD’1n biyoaktivitesi ve yapisi bozulmamis ve
¢dziinmiis oksijenin indirgenmesini elektrokatalizlemistir. indirgenme pik akiminda
biiyiik bir artis olmustur. Glukoz eklenmesi ile indirgenme pik akimi azalmis ve bu
sonu¢ glukoz tayini i¢in kullanilmistir. Uretilen glukoz biyosensoriiniin performans
ve karekterisitik Ozellikleri, kararlilik, hassaslik, tayin sinir1 incelenmistir. Sonuglar

tiretilen biyosensoriin hassas ve glukoz tayini i¢in uygun oldugunu gostermistir. CdS
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nanoparcaciklarinin glukoz biyosensorii yapiminda enzim immobilizasyonu i¢in iyi

bir materiyal oldugu gézlenmistir (Hung vd., 2005)

Wu ve arkadaglar1 yumurta kabugu membrani kullanarak bir glukoz biyosensorii
yapmay1 denemiglerdir. Bu membrani enzim immobilizasyon platformu ve bir
¢Oziinmiis oksijen elektrodunu doniistiiriicti gibi kullanmigladir. Miikemmel gaz ve
su gecirgenligi ve enzim ile iyi biyolojik uyumu yiiziinden yumurta kabugu
membranin enzim immobilizasyonu icin ideal bir platformdur. Ayrica yumurta
kabugu membrani diger membran materyallerine gore daha ucuz ve kolay elde
edilebilirdir. Glukoz oksidaz oncelikle yumurta kabugu membraninin yiizeyine
tutuklanmig, sonra ¢dzlinmiis oksijen sensoriiniin ylizeyine tutuklanmistir. Birgok
aragtirmact  grup  glukozun  enzimatik  doniisimii  siwrasindaki  oksijen
konsantrasyonundaki degisimi 6lgmek i¢in halen Clark elektrotlarini kullanmaktadir.
Bu calismada daha ucuz ve Clark oksijen elektrodundan gelistirilmis bir biyosensor
gelistirilmistir. Elektrokimyasal yontemler kullanildiginda glukoz konsantrasyonu
arttikca c¢oziinmils oksijen seviyesi azalmistir. Tutuklanmis enzim membrani
analitiksel degisimlere hassastir. Glukoz tayini i¢in biy sensoriin dogrusal cevabi
1x10” — 1,3x10° M arasindadir. Biyosensor kullanilmadigi zamanlarda +4 °C’de

buzdolabinda saklanmis ve raf dmriiniin uzun oldugu bulunmustur.

2.3. Polivinilferrosen Modifiye Elektrotlar ile ilgili Baz1 Uygulamalar

Ferrosen tersinir bir elektron aktarimiyla kolaylikla ferrosenyum katyonuna
yiikseltgenebilen fonksiyonel bir molekiildiir. Ferrosen igeren doymamis
bilesiklerden vinilferrosenin radikal homo ve kopolimerizasyonu, serbest radikal

baslaticilarla polimerlestigi bulunmustur. (Aso vd., 1969).

Kimyasal polimerizasyonla elde edilmis polivinilferrosenin (PVF) elektrot yilizeyine
kaplanmasinda metilen kloriirdeki PVF ¢ozeltisinden; a) Elektrot yiizeyine
elektrokimyasal ¢oktiirme; b) Daldirp kurutma ya da damlatma-dondiirerek
buharlastirma yontemleri kullanilabilir. Elektrokimyasal ¢oktliirme yonteminde

polimer c¢ozeltisine daldirilan elektroda uygun bir gerilim uygulanarak yapilan
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elektrolizle polimerin yiikseltgenmis formu elektrot yiizeyinde biriktirilir. Daldirip-
kurutma yonteminde elektrot polimer ¢ozeltisinde bir siire bekletildikten sonra
kurutulur, damlatma-dondiirerek buharlastirma yonteminde ise elektrot yiizeyine
polimer ¢ozeltisi damlatilip elektrodun dondiiriilmesi yoluyla ¢oziicii buharlastirilir.
PVF bir redoks polimeridir, yani polimerin kendisi de elektroaktiftir. Elektriksel
iletkenlik polimerin yapisindaki yiikseltgenmis ve indirgenmis gruplar arasinda
elektron atlamasi yolu ile saglanir. Degisik yontemler kullanilarak PVF ile kaplanan
elektrotlarda yiizeye baglanmis bir ferrosen polimerinin tersinir bir yiikseltgenme

indirgenme tepkimesi verdigi bulunmustur (Umana, 1980; Gtilce, 1993).

Elektrot Elektrot
Fe '4':.. .

-,
E

Sekil 2.1. Ferrosen Polimerinin yiikseltgenme-indirgenme tepkimesi (Umana, 1980).

Elektrokimyasal olarak katkilanmig PVF filmleri, metilen kloriirde ¢o6ziinmiis
PVF'nin sabit gerilimdeki anodik elektrolizi ile hazirlanmistir. Elektrot yiizeyine
biriktirilen polimerin CIO4 karsit anyonu ile ferrosen ve ferrosenyum gruplarini

iceren kismen yiikseltgenmis bir yapida oldugu ileri stiriilmiistiir (Shirota vd., 1984).
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Sekil 2.2. Elektrokimyasal olarak katkilanmig PVF (Shirota vd., 1984).

Elektrokimyasal olarak biriktirilmis PVF'nin dagilmis yansima (elektronic diffuze
reflection) spektrumunda, 460 ve 625 nm' de ferrosen ve ferrosenyuma ait
adsorbsiyon pikleri gézlenmistir. Bu polimerin oda sicakligindaki yaklasik iletkenligi
1.10° cm™ olarak $l¢iilmiistiir. Bu iletkenligin katkilama derecesine bagli oldugu %60

katkilama ile en biiyiik iletkenlik degerinin elde edildigi belirtilmistir.

Glilce ve c¢alisma grubu yaptiklar1t bir g¢alismada doniisiimlii voltametri ve
diferansiyel pulse anodik styirma metodunu kullanarak polivinilferrosenyum kapli Pt
elektrotlarla iyodiir, tiyosiyanat ve siyaniiriin elektroylikseltgenme davranislarini
incelemislerdir. IR ve UV spektroskopik data ve diferansiyel tarama kalorimetri
(DSC) olglimleri bu anyonlarin polimerik yapida anyon degisiminin sonucu olarak
biriktirilmekte oldugunu gostermistir. Bu anyonlarin filmden anodik siyirma ile
ayrilmalar1 onderistirmeden sonra gerceklestirilmistir. Tiyosiyanat ve iyodiir iyonlari
karsit iyonlar olarak film yapisi i¢inde biriktirilirken, siyaniiriin fazlasi filmin fiziksel
Ozelliklerinde geri doniisiimii olmayan degisikliklere neden olmustur. Buradan
anlagildig1 gibi PVF modifiye yiizeylerin elektrokimyasal ozelliklerinin anyonik
cozeltilerde oldukca duyarli oldugu ve fosfat gibi diger elektroinaktif anyonlarin
polimerik filmin elektroaktifli§ini kaybetmesinde etkili oldugu belirlenmistir (Giilce

vd., 1993).
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Giilce ve arkadaslarinin bagka bir ¢alismasinda antrasen ve bunun bazi tiirevlerinin
polivinilferrosenyum kapli Pt elektrot ylizeyindeki elektroindirgenme davranislari
incelenmis ve kaplanmamis Pt yiizeyde asetonitril/0,1 M TBAP ¢0Ozeltisinde
doniigiimlii  voltametri yontemi kullanilarak karsilastirilmistir.  Filmde elektrot
reaksiyonlarindan sonra meydana gelen yapisal degisiklikler IR spektroskopi ve DSC
Olctimleri ile takip edilmistir. Antrasen tiirevlerinin katalitik indirgenmesi elektrot
reaksiyonlariin kaplanmis yiizeyde yapilmasiyla meydana gelmistir. Bu calisma,
PVF'CIO,; ‘nin ¢ozeltideki tiirlerin indirgenmesi icin kimyasal olarak modifiye
edilmis elektrot olarak kullanildiginda katalitik ozelliklerinin ne kadar Onemli

oldugunu gostermistir (Giilce vd., 1994-a).

Ayni grup tarafindan polivinilferrosenyum kapli Pt elektrodunda antrasen ve 9,10-
difenil antrasenin elektroyiikseltgenme davranisi incelenmis ve asetonitril / 0,1 M
TBAP ¢o6zeltisinde doniistimlii voltametri kullanilarak kaplanmamis Pt ylizeydeki
cevap karsilastirilmistir. Elektrot reaksiyonundan sonra film yapisinda meydana
gelen degisiklikler IR spektroskopisi ile tayin edilmistir. Elektrot potansiyeli +1,5 ve
0,00 V arasinda dondiiriildiigiinde kinon ve hidroksi substite tipi iriinlerinin
olusumunun agiklanabilecegi gosterilmistir. Antrasenin katalitik yiikseltgenmesi,
potansiyel dongiistiniin +1,50 ve —2,30 V arasinda tutulmasiyla elde edilmistir. Bu
caligma ortaminda PVF" merkezlerinin antrasenin indirgenmesini katalizledigi ortaya

cikmustir (Glilce vd., 1994-b).

Giilce ve arkadaslar1 diger bir calismalarinda aerobik c¢ozelti kosullarinda basit,
duyarh, kararli, diisiik maliyetli ve hizli cevap almabilen bir glukoz sensorii
tanimlamiglardir. Elektrodun akim cevabi hem voltametrik pik akimi degerleri hem
de kararli akim degerleri elde edilerek tayin edilmistir. Bu ¢alismada aerobik kosullar
altinda glukoz tayini i¢in glukoz oksidazin PVF redoks polimere immobilize edilerek
kullanilabilecegi ilk kez belirlenmistir. Polimerik materyalin ferrosenyum
merkezlerinin, enzimatik reaksiyon boyunca iretilen hidrojenperoksitin

ylkseltgenmesi i¢in goriiniir bir araci oldugu belirlenmistir (Gtilce vd., 1995-a).
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Ayni c¢alisma grubu bir diger ¢alismasinda, glukoz oksidaz ve invertazin polivinil
ferrosenyum perklorat film igine birlikte immobilize edilmelerine dayanarak, basit,
hassas, kararli ve diisiik maliyetli bir sukroz sensérii gelistirmistir. Invertaz, o glukoz
ve B fruktozun sukroza doniisiimiinii katalizler. Sik kullanilan bir {igiincii enzim olan
ve mutarasyon i¢in kullanilan mutorazin kullanimini elimine eden ortam katalizorii
olan fosfat iyonlar1 o glukoz ve B fruktoza doniisiimii saglar. Glukoz oksidaz H,O,
iireterek glukonik asitin B glukoza yiikseltgenmesini katalizler. O, nin indirgenme
akimina dayali sukroz elektrotlarinin aksine H»O,’nin yiikseltgenmesine dayanan

akimi1 PVF" merkezlerinin katalizledigini ortaya ¢ikarmislardir (Giilce vd., 1995-b).

B galaktosidaz ve glukoz oksidazin redoks polimeri olan polyvinilferrosenyum
perklorat (PVF'CIOy) icinde birlikte immobilize edilmesiyle laktoz tayini igin bir
enzim elektrot gelistirilmistir. Elektrodun amperometrik cevabi enzimatik olarak
tiretilen H,O>’nin elektroyiikseltgenmesini saglayan +0,7 V’da 6l¢iilmiistiir.
Optimum pH=7,8 olarak belirlenmistir. Substrat, tampon derigsimi ve pH’ nin elektrot
cevabina etkisi incelenmistir. Laktoz tayini i¢in polarimerik, kromatografik,
spektroskopik ve titrimetrik metotlar ¢ok kullanilmaktadir. Bu yontemler genellikle
yorucu, zaman alict ve pahalidir. Enzim immobilizasyon tekniklerinin
elektrokimyasal sensorlerle kullanildiginda daha hizli ve ucuz analiz metotlar1 olarak

¢ok daha kullanigl oldugu belirlenmistir (Giilce vd., 2002-a).

Polivinilferrosenyum perklorat kapli Pt elektrot ylizeyine galaktoz oksidaz
immobilize edilerek galaktoz tayini i¢in, yeni bir enzim elektrodu gelistirilmistir.
Enzim elektrodunun amperometrik cevabi SCE’ye karst +0,70 V’da olgiilmiistiir.
Enzim elektrot cevabi {lizerine galaktoz derisimi ve sicakligin etkisi arastirilmistir.
Dogrusal calisma araligt 40,0 mM’a kadar ve cevap siiresi 30-40 s olarak

bulunmustur (Giilce, 2002-b).

Gilce ve calisma grubu diger bir ¢aligmasinda, alkol tayini i¢in polivinilferrosenyum
perklorat kapli Pt elektrot yiizeyinde alkol oksidaz tutuklayarak, yeni bir enzim
elektrodu gelistirmislerdir. Enzimatik olarak uretilen H,0,’nin

elektroyiikseltgenmesi sabit +0,7 V’da dlgiilerek amperometrik cevap alinmistir.
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Enzim elektroduna substrat tampon ve enzim derisimi, pH ve sicakligin etkisi
arastirilmistir. Calisma sicaklign 30°C ve optimum pH=8,0 olarak belirlenmistir.
Enzim elektrodunun duyarlilig1 sirasiyla: metanol > etanol > n-butanol > benzil alkol
seklindedir. Lineer cevabin metanol icin 3,7 mM, etanol i¢in 3,0 mM, n- butanol i¢in
6,2 mM, benzil alkol i¢in 5,2mM’a kadar oldugu belirlenmistir. Immobilize enzim
sisteminde metanol igin goriiniir Michaelis-Menten sabiti (Kwyapp) 5,78 mM ve

aktivasyon enerjisi 38,07 kj/mol olarak bulunmustur (Giilce vd., 2002-c).

Bir diger calisma grubu yaptiklar1 ¢aligmada laktatin amperometrik 6l¢timii igin, Pt
elektrot iizerine kaplanan PVF'ClO, de laktat oksidaz tutuklamislardir. Gelistirilen
elektroda sicaklik, pH, polimer film kalinlig1 ve enzim konsantrasyonu arastirilmistir.
Bu enzim elektrodu icin dogrusal konsantrasyon araligi 0,05-0,6 mM olarak
bulunmustur. Bulunan maksimum akim degeri diger calismalarda bulunan
degerlerden daha yliksektir. Hazirlanan enzim elektrot i¢in giinliik olarak ol¢iilen

akim degerlerine bakilarak kararlilik 15 giin olarak bulunmustur (Aydin vd., 2002).

Yildiz ve ¢alisma grubu organik peroksitler, t-biitilhidroperoksit, 2-biitanon peroksit,
kiimen hidroperoksit ve t-biitil perasetat Ol¢limii i¢in amperometrik bir enzim
elektrodu gelistirmiglerdir. Enzim elektrodu polivinilferrosenyum film iginde
horseradish peroksidaz elektrostatik immobilizasyon ile hazirlanmistir. PVF'CIO,
film Pt elektrot tizerine 0,7 V‘ta 0,1 M TBAP’daki metilenklorid i¢indeki
polivinilferrosenin elektroyiikseltgenmesi ile kaplanmistir. Modifiye enzim elektrodu
pH=8,5 0,05 M fosfat tamponunda HRP‘nin anyon degistirmesi ile hazirlanmistir.
Film kalinlig1i, immobilizasyon sirasindaki enzim konsantrasyonu, sicaklik gibi

parametrelerin enzim elektrodunun performansi iizerine etkileri aragtirilmistir (Yildiz

vd., 2002).

Giilce ve arkadaglar1 bir diger g¢alismalarinda kolin tayini i¢in yeni bir enzim
elektrodu gelistirmislerdir. Enzim elektrodu polivinilferrosenyum perklorat kapli Pt
yilizeyine kolin oksidaz tutuklanarak hazirlanmistir. Kolin oksidaz, H,O, iireterek
kolinin betaine ylikseltgenmesini katalizler. Polivinilferrosenyum merkezlerinin

H,0, yiikseltgenmesini katalizlemesi ile akim 6l¢lilmiistiir. Kolin derisimi, ¢alisma
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sicaklig1 ve pH’1n enzim elektrodun cevabi iizerine etkileri calisilmistir. Cevap siiresi
60-70 sn ve lineer caligma aralign 1.2 mM kolin derisimi olarak bulunmustur.
Olgiilebilir akimi iireten minimum substrat derisimi 4.10° mM olarak bulunmustur.
Hazirlanan bu enzim elektrot icin Michaelis-Menten sabiti aktivasyon enerjisi

strastyla 2.32 mM ve 38.91 kJ/mol olarak bulunmustur (Giilce vd., 2003).

Bir baska calismada Pt elektrot ylizeyindeki polivinilferrosenyum perklorat matriksi
icerisinde asetilkolin esteraz ve kolin oksidaz tutuklanarak sulu ¢ozeltide asetilkoline
duyarli yeni bir enzim elektrot gelistirilmistir. Enzim elektrot cevabi {izerine
polimerik film kalinligi, pH, sicaklik, substrat ve enzim konsantrasyonlarinin etkileri
aragtirilmigtir. Optimum pH 7,4 ve g¢alisma sicaklign 25 °C olarak kullanilmustir.
Cevap siiresi 30-50 s, lineer ¢aligma aralifinin iist smirt 1,17 mM asetil kolin
derisimi olarak bulunmustur. Immobilize enzim sistemi i¢in goriiniir Michealis-
Menten sabiti ve aktivasyon enerjisi sirasiyla 1,74 mM asetilkolin ve

14,92 kJ/mol‘dur (Sen vd., 2004).
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3. METARYAL ve METOT
3.1. Kullanilan Deneysel Yontem

3.1.1. Doniisiimlii Voltametri

Voltametrik  yOntemlerde kullanilan elektrokimyasal hiicreler ii¢ elektrotludur.
Calisma elektrodu olarak mikro, yar1 mikro elektrotlar tercih edilir. Karsilastirma
elektrodu sulu ortamda kalomel susuz ortamda Ag/AgCl elektrodudur. Karsit
elektrot olarak alan1 biiyiik Pt tel kullanilir.

Doniistimlii voltametri yonteminde zamanla artan potansiyel programi uygulanir ve
istenilen gerilim degerine ulasinca uygulanan gerilimi zamanla dogrusal olarak
azalacak sekilde ters ¢evrilir. Kiitle aktarimi sadece difiizyon ile aktarilir. Bu yiizden

pik seklinde egriler elde edilir ve bu egrilere doniisiimlii voltamogram ad verilir.

Gerilim tarama yonii ters cevrildiginde baslangigta indirgenen tiir ylikseltgenir ve
buna ait ylikseltgenme piki gozlenir. Anodik ve katodik pik gerilimlerinin tam ortasi
o sistemin E° (formal gerilim) degerine esittir. Tersinir sistemler i¢in ileri yondeki

pik akimi geri yondeki pik akimina esit olmalidir.

Doéniistimlii voltamogramlarin ayrintili bir sekilde incelenmesi ile bir sistemin kag
adimda ve hangi gerilimlerde indirgenip yiikseltgenebilecegini, elektrot tepkimesinin
tersinir olup olmadigini, tepkime {irlinlerinin kararli olup olmadigini, elektrot
tepkimesinin bir ¢ozelti tepkimesi ile elele gidip gitmedigini, ylizeye tutunma olup

olmadigini anlamak miimkiindiir.
Tersinir bir sistem i¢in pik akimu, i, (3.1) esitligi ile verilir (Bard ve Faulkner, 1944).
i,=kn’? AD"? Cv'? (3.1)

Burada;

I,: Pik akimi (amper)
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n: Elektrot tepkimesinde aktarilan mol elektron sayisi
A: Calisma elektrodunun alani (cm?)

D: Difiizyon katsayisi (cm?/s)

C: Elektroaktif maddenin derisimi (mol/cm®)

v: Gerilim tarama hiz1 (volt/s)

k: Randles-Sevcik sabiti (2,69.10°)dir.

Gerilim tarama programi bir kez uygulanabilecegi gibi ard arda istenilen sayida da
uygulanabilir. Tek program uygulandi ise bu voltamograma tek dongiilii

voltamogram denir.

Voltamogramda geri pik gozleniyor ve pik akimi tarama hizinin karekoki ile

artiyorsa elektrot tepkimesinin tersinir olduguna karar verilir.

Akim-potansiyel egrileri, hem katodik hem de anodik olaylar1 gosterir. Tepkime
tersinir oldugunda taramanin bir yoniinde indirgenme ve diger yoOniinde de
yiikseltgenme olacag igin, her iki olaya karsin gelen katodik ve anodik pikler elde

edilir. Bu piklerin yiikseklikleri birbirine esit olur ve pik potansiyelleri arasinda da

AE, = Ep, - Epe = 0.0591 /n (3.2)

kadarlik fark olusur. Olayin tersinirligi azaldik¢a tersinmez olaya iliskin pikin
yiiksekligi giderek azalir ve pik potansiyelleri arasindaki fark da artar. Tamamen
tersinmez durumlarda tersinmez olaya kars1 pik kaybolur. Boylelikle yontem bu
ozelliginden yararlanilarak elektrot tepkimesinin tersinir olup olmadigini belirlemek

amaciyla kullanili
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v

Ii

(b)

v

Sekil 3.1

(a) Dontistimlii voltametride elektroda uygulanan gerilim programi
(b) Elde edilen akim gerilim egrisi (Y1ldiz vd., 1993)
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3.2. Deneysel Kisim

3.2.1. Kullamlan Coziiciiniin Saflastirilmasi

Bu ¢alismada, polimer ¢ozeltisinin hazirlanmasinda kullanilan metilen kloriir (Merck)
once H,SOy ile daha sonra destile su ve %5°lik Na,COs ile son olarak da destile su ile
tekrar yikandi. Metilen kloriire, CaCl, eklenerek &n destilasyon yapildi. Iki kez de
P,Os5 tizerinden destillenerek aritildi. Enzim elektrot aktivitesinin belirlenmesinde

¢Oziicli olarak kullanilan su, Millipore saf su cihazindan alindi.

3.2.2. Kullanilan Elektrotlar

Elektrokimyasal deneylerde ¢alisma elektrodu olarak 2 mm c¢apinda Pt disk elektrot
(0,0314 cmz), karsilastirma elektrodu olarak doygun kalomel elektrot ve karsit elektrot
olarak Pt levha elektrot (0,5 cm?) kullanildi. Pt disk elektrot her elektrokimyasal
calismada Once su ile bulamag¢ hale getirilen Cr,0Os ile diizgiin bir yiizey lizerinde
parlatildi. Bu elektrot daha sonra sirasiyla destile su ve ¢alisilacak ¢oziicii ile yikanip

kurutulduktan sonra kullanildi.

3.2.3. Kullanilan Aletler

Calismada, potansiyostat olarak bilgisayar kontrolli CHI 660 A Electrochemical
Analyzer kullanilmistir. Sicaklik denetleyici sirkiilatér Selecta 1000°dir. pH
Ol¢iimlerinde, pH/iyon analiz cihazi ( Mettler Toledo MA 235 ) kullanilmistir. pH
oOlglimlerinde sabit sicaklik banyosu kullanilarak 25°C + 0,1°C sicaklikta ¢aligilmistir.
Manyetik karistirict Snijiders 34532 markadir. Oksijen Tiipii Habas,tan.’den temin

edilmistir.

3.2.4. Elektroliz Hiicresi

Elektrokimyasal ¢aligmalar rodajli, bes girisi bulunan, ceketli bir cam hiicrede yapildi

(Sekil 3.2). Bes girisin ii¢ tanesine; Pt calisma elektrodu, Pt karsit elektrodu ve
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karsilastirma elektrodu yerlestirildi. Diger iki giristen birine gaz giris borusu, digerine

ise gaz ¢ikis muslugu takildi.

pl disks deldrot pt [=vha elekirot

Sekil 3.2 Elektrokimyasal ¢alismalarin yapildig: hiicre (Gtilce, 1993).

3.2.5. Enzim Cozeltisinin Hazirlanmasi

Gerekli miktardaki glukoz oksidaz (E.C. 1.1.3.4, G-6125/G-7773, Sigma from
Aspergillus niger), 1,00 mL, pH 7,4 olan 0,01 M fosfat tampon c¢dozeltisinde

¢oziilmiistiir. Enzim ¢6zeltisi buzlukta muhafaza edilmistir.

3.2.6. Tampon Cozeltinin Hazirlanmasi

Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasinda NaH,PO4 (Merck), NaOH (Merck) ve Millipore

destile su kullanilmustir.

3.2.7. Glukoz cozeltisinin hazirlanmasi

Glukoz (Merck) ¢ozeltisi konsantrasyonu 0,5 M olacak sekilde pH’1 7,4 olan 0,1 M

fostat tamponunda hazirlanmustir.
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3.2.8. KAuCly ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Au’" cozeltisi kati KAuCly'iin (Aldrich) 1 M NaCl ¢ozeltisinde c¢oziilmesiyle

hazirlanmistir.
3.2.9. Vinilferrosenin Kimyasal Polimerizasyonu

Polimerizasyon i¢in Carius tiipii kullanilmistir. 4,24 g vinilferrosen (Aldrich), 5,00 mL
benzen ve katalizor olarak 0,0328 g AIBN (azobisizobutironitril) azot atmosferinde
Carius tiiptine konulmustur. Elde edilen ¢ozelti birkag kez sivi azotta dondurulup
eritilerek gazsizlastirllmis ve benzen ortamdan uzaklastirilmistir. Daha sonra tiip
vakumda kapatilarak 70°C’da 24 saat siire ile polimerizasyon yapilmistir. Tiipiin ag1z
kismi kirilmis ve PVF destile benzende ¢oziilerek disari alinmistir. Cozelti, i¢inde saf
metil alkol bulunan behere aktarilarak PVF c¢oktiiriilmiistiir. Birka¢ kez benzende
¢ozme ve metil alkolde c¢oOktiirme islemleri tekrarlanmustir. Elde edilen ¢okelek
stiziilerek ayrilmis ve vakum etiiviinde 24 saat 60°C’da kurutulmustur (Smith vd.,

1976).
3.2.10. Serbest Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Temiz Pt elektrot serbest enzimin aktivitesinin belirlenmesinde kullanilmistir. pH’1 7,4
olan 30,00 mL, 0,1 M fosfat tamponu elektroliz hiicresine konularak O, ile
doyurulmustur. Daha sonra 5,00 mg GOD/mL derisimdeki enzim ¢ozeltisinden
100uL’lik enzim ¢ozeltisi hiicreye eklenmistir. GOD enzimi eklendikten sonra bos
¢ozeltide voltamogramlar alinarak kararli hale ulagsmasi saglanmistir ve sonra da her
defasinda 200 pL glukoz eklenerek voltamogramlari alinmistir. Akim degerinde

azalma gozlenmeyinceye kadar glukoz eklenmeye devam edilmistir.

3.2.11. Enzim Elektrodun Hazirlanmasi

Enzim elektrodu hazirlanirken belirli derisimdeki polivinilferrosen (PVF) ¢6zeltisine
daldirilan Pt calisma elektrodu belirli bir siire bekletilerek elektrodun polimer filmle

kaplanmas1 saglanmistir. Polimer filmle kaplanan elektrot glukoz oksidaz (GOD)
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cozeltisinde bekletilerek enzimin elektrot ylizeyinde tutuklanmasi saglanmistir.
Calismamizda bu yontemle hazirlanan elektrot PVF-GOD olarak tanimlanmustir.
Hazirlanan PVF-GOD enzim eclektroduna PVF derisimi, PVF’de bekletme siiresi,
enzim derisimi ve enzimde bekletme siiresi gibi deneysel parametrelerin etkisi

arastirilmistir.

Ikinci yontemde enzim elektrot hazirlanirken ilk yontemde oldugu gibi Pt ¢alisma
elektrodu polimer film ile kaplanmistir. PVF kaplanmus elektrot belirli derisimdeki
KAuCly ¢ozeltisinde belirli bir siire bekletilerek asagidaki reaksiyona gore altinin

elektrot ylizeyinde on deristirmesi yapilmistir (Kavanoz vd., 2001).

3PVF + Au” — 3PVF'™ + Au

Au biriktirilmis ¢alisma elektrodu GOD ¢o6zeltisinde bekletilereck GOD’1n elektrot
ylizeyinde tutuklanmasi saglanmistir. PVF-GOD enzim elektrodu ile saptanan
optimum kosullar kullanilarak PVF-Au-GOD enzim elektrodunda Au taneciklerinin
etkisi arastirilmigtir. Au taneciklerinin etkisi arastiritken  polimer kaplanmis

elektrotta altin biriktirme islemi GOD tutuklamadan 6nce yapilmistir.

3.2.12. Enzim Elektrot Aktivitesinin Belirlenmesi

Bu deneylerde ¢alisma elektrodu olarak dnceden hazirlanmis enzim elektrodu, karsit
elektrot olarak Pt levha, karsilagtirma elektrodu olarak da doygun kalomel elektrot

kullanilmistir.

Hiicreye 30 mL tampon konularak hiicre etrafindaki ceket sayesinde ¢dzeltinin sabit
sicakliga gelmesi saglanmistir. Bu islem yapilirken ¢ozeltiye oksijen gonderilip,
boylece ¢ozeltinin oksijence doygun hale gelmesi saglanmistir. Sonra oksijen giris
borusu kapatilmis ve gaz ¢ikis borusu ¢ikarilip yerine parafilm takilmistir. Calisma
voltaj aralig1 ayarlanarak elektrot voltametrik olarak isleme alinmistir. Elektrodu
kararl1 hale ulastirmak i¢in substrat icermeyen ¢ozeltide kararli hal akim degerine

ulagincaya kadar voltamogramlar alinmigtir. Kararli hal akim degerine ulastiginda
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Olclim ortamina bilinen derisimlerdeki substrat (glukoz) ¢ozeltisinden belli hacimde
eklenmis ve her glukoz eklemeden sonra voltamogramlari c¢ekilerek oksijenin
indirgenme akimlar1 6l¢lilmiistiir. Deneyler sirasinda manyetik karistirici kullanilarak
karistirma islemi yapilmis, karistiric1 kapatilarak akimin sabitlenmesi beklenmis ve
bu durumdaki difiizyon akimi oOlgiilmiistiir. Oksijenin indirgenme akim degeri
sabitlenene kadar glukoz eklenerek voltmogram c¢ekilmistir. Enzim elektrodunun
aktivitesine PVF derigimi, enzim derisimi, tampon derisimi, pH ve sicaklik gibi
deneysel parametrelerin etkisi incelenmistir. Enzim elektrodun tekrar kullanimindan
kaynaklanabilecek hatalarin Oniine gegebilmek i¢in deneysel parametrelerin her
degistirilisinde yeni enzim elektrodu hazirlanarak, enzim elektrodunun en uygun

calisma kosullar1 belirlenmistir.
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4. DENEYSEL BULGULAR ve TARTISMA

Bu ¢alismada PVF modifiye elektrodunu temel alan yeni glukoz enzim elektrotlari

gelistirilmistir. Enzim elektrotlarinin hazirlanmasi iki sekilde gergeklestirilmistir.

Bunlardan biri Pt elektrot yiizeyinde olusturulan PVF filmine GOD enziminin
tutuklanmasiyla hazirlanan ve PVF-GOD enzim elektrodu olarak tanimlanan enzim
elektrodudur. Bu enzim elektrodunun aktivitesine enzim elektrodunun hazirlanmasi
sirasinda kullanilan PVF derisimi, PVF’de bekletme siiresi, enzim derisimi, enzimde
bekletme siiresi, calisma pH’1 gibi deneysel parametrelerin etkileri arastirilarak

elektrodun maksimum aktivite gosterdigi kosullar belirlenmistir.

Bu c¢alismada gelistirilen ikinci enzim elektrodu ise Au biriktirilmis PVF modifiye
elektroduna GOD enziminin tutuklanmasiyla hazirlanan ve PVF-Au-GOD enzim
elektrodu olarak tanimlanan enzim elektrodur. Bu elektrodun hazirlanmasinda PVF-
GOD enzim elektrodu i¢in bulunan optimum kosullar kullanilarak yilizeyde altin
biriktirmesinin etkisi aragtirllmistir. Bu amagla PVF-Au-GOD enzim elektrodunun
aktivitesine, elektrodun hazirlanmasi sirasinda kullanilan ¢ozeltideki Au®" derigimi,
Au’" ¢ozeltisinde bekletme siiresi gibi deneysel parametrelerin etkileri arastirilarak
optimum kosullar belirlenmistir. Ayrica her iki enzim elektrot i¢in substrat derigimi
ve sicakligin etkileri de arastirilarak tutuklanmig enzim sistemi igin gOriiniir

Michealis-Menten (Ky,e) ve aktivasyon enerjileri (E,) hesaplanmustir.

Enzim elektrotlarin  hazirlanmasinda GOD  enzimi tutuklanmig  olarak
kullanilmaktadir. Tutuklama isleminin enzim yapisinda herhangi bir deformasyona
yol agip agmadigimin belirlenmesi i¢in yapilan c¢alismalar serbest enzim iginde
tekrarlanarak serbest enzim i¢in optimum c¢aligma kosullar1 belirlenmis, K, ve E,
degerleri de hesaplanmistir. Bulunan degerler tutuklanmis enzim i¢in bulunan

degerlerle karsilastirilarak degerlendirilmistir.
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Enzimatik reaksiyonlar sirasinda O, harcanmaktadir ve oksijenin indirgenme
akimindaki azalma glukoz derisimi ile orantilidir. Bu calismada enzim elektrot
cevab1t Oy’nin indirgenme akiminin dlciilmesiyle voltametrik olarak belirlenmistir.
Deneysel parametrelerin etkileri arastirilirken herbir parametre icin %A1 degerleri
hesaplanmistir. %Ai degerleri hesaplanirken glukoz eklemeden dnceki oksijene ait
indirgenme pik akim degerleri ile oksijenin indirgenme pik akiminin sabitlendigi
deger arasindaki farkin glukoz eklemeden dnceki oksijene ait indirgenme pik akim

degerlerine boliinmesi ile bulunmustur.

4.1. Serbest Glukoz Oksidaz Enzimi i¢cin Optimum Kosullarin ve Kinetik

Parametrelerin Saptanmasi

Enzim aktivitesini etkileyen en 6nemli faktorler,ortamin pH’1, sicakligi ve substrat
konsantrasyonudur. Bu nedenle 6ncelikle bu faktorlerin serbest GOD aktivitesine
etkileri incelenmistir. Serbest enzim aktivitesinin belirlenmesi ile yapilan
calismalarda kaplanmamis Pt elektrot kullanilmistir. Sekil 4.1’de serbest enzim igin

elde edilen cevap egrileri verilmistir.
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Sekil 4.1 Kaplanmamis elektrot i¢in serbest enzim ¢alismasinda elde edilen
voltamogramlar (0,1 M 7.4 fosfat tamponu, 5 mg GOD, 25°C).
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4.1.1. Serbest Enzim I¢in Optimum pH Degerinin Belirlenmesi

Enzim reaksiyon hizi farkli hidrojen iyonu konsantrasyonuna bagli olarak
degismektedir. Enzimin en fazla aktivite gosterdigi pH’ ya o enzimin optimum pH ‘s1
ad1 verilmektedir. Enzimlerin  tipik pH egrileri ¢an seklindedir. Enzimlerin
optimum pH’lar1 2-10 arasinda degismektedir. Optimum pH’ nin her iki yaninda
enzim reaksiyonu yavaslamaktadir. Cok ekstrem uglarda ise enzim ya in aktivite
olmakta veya yikilmaktadir. Bu nedenle enzim caligmalarinda pH’ y1 optimumda
sabit tutmak veya en azindan hidrojen iyonu konsantrasyonunu elverigli durumda
tutmak i¢in tamponlar kullanilmaktadir. pH aktivite egrileri elde edilirken enzimin
doymus substrat konsantrasyonundaki aktivitesi dl¢iiliir. Enzimlerin optimum pH ‘s1
cesitli kosullara bagli olarak degisiklik gosterebilmektedir. Optimum pH’da
degisiklige neden olan faktorler; enzimin elde edildigi kaynak, enzimin kullanildig1
substratin tipi ve konsantrasyonu, sicaklik, kofaktor tipi ve siiresi olarak siralanabilir.
Enzimler biitiin pH degerlerinde kararli degildirler. Her enzimin kararh kaldig1 bir
pH aralig1 vardir. Bir enzimin optimum pH’min deneysel olarak belirlenmesi i¢in
daha onceden bu enzimin farkli pH’larda kararli olup olmadigi test edilmelidir.
Enzimlerin kararliligini belirlemek icin ¢esitli yontemlerden yararlanilabilmektedir.

Optimum pH degerinin saptanmast i¢in farkli pH degerlerinde serbest enzim
aktivitesi belirlenmistir. Bu ¢alismalar sirasinda 0,1 M fosfat tamponu kullanilmis ve
sicaklik 25°C’de sabit tutulmustur. Calisma elektrodu olarak temiz Pt elektrot
kullanilmigstir. Farkli pH degerlerinde glukoz ilavesinden sonra Slgiilen %A1 degerleri
sekil 4.2°de verilmistir. Sekil 4.2°deki grafikten goriildiigii lizere maksimum akim
degeri pH 7,4’de elde edilmektedir. Enzimlerin genel 6zelliklerinden beklendigi gibi
optimum degerin disindaki asidik ve bazik bolgelerde enzim de aktivasyonu

gozlenmektedir.
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Sekil 4.2 Serbest enzim i¢in ortamin pH degerinin reaksiyon hizina etkisi (0,1 M
fosfat tamponu, 5,00 mg GOD, 25°C).

4.1.2. Sicakhgin Etkisi

Sicaklik, enzimlerin kararliligini ve enzimatik reaksiyonlarin hizini etkileyen 6nemli
bir faktordiir. Tepkime hizinin artmasi, sicaklikla dogru orantilidir. Belirli bir
noktadan sonra reaksiyon hizinda diisme meydana gelir. Enzimlerin maksimum
aktivite gdsterdigi bu doniis noktasina optimum sicaklik denir. Enzimlerin pek ¢ogu
30-50°C’ler arasinda optimum sicaklik gdsterirler. Bunun yani sira pek c¢ogu da
60°C ‘nin lizerinde denatiire olup aktivitesini yitirmektedir. Diisiik sicakliklar enzim
etkinligini azaltir. 0°C” de enzim ya hi¢ ya da ¢ok az islev goriir, fakat sogugun
enzim yapisint bozdugu goriilmemistir. Sicaklik eski hale dondiigiinde etkinlik yine

baslar.

Serbest enzim ile glukoz arasindaki reaksiyonun aktivasyon enerjisinin belirlenmesi
amactyla farkli ortam sicakliklarinda elde edilen akim degerlerindeki maksimum
ylizde azalma belirlenmistir. Bu deneylerin yapilmasi sirasinda 0,1 M pH 7,4 fosfat
tamponu kullanilmigtir. Sicaklik 15°C ile 40°C arasinda degistirilmis ve her bir
sicaklik i¢cin akim degerlerindeki maksimum yiizde azalma belirlenmistir. Elde
edilen sonuglar sekil 4.3’de goriilmektedir. Grafikten goriildiigii tizere maksimum

%Ai 30°C’de gozlenmistir.
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Sekil 4.3 Serbest enzim icin reaksiyon hizinin sicaklikla degisimi (0,1 M fosfat
tamponu, 5,00 mg GOD Enzim, 25°C).

Reaksiyon hizinin sicaklikla artis gosterdigi araliktaki deneysel veriler kullanilarak

serbest glukoz oksidaz ile yiiriitiilen reaksiyonun aktivasyon enerjisi Arrhenius

esitliginden yararlanilarak bulunmustur. Bu amagla 1/T’ye karsi In%Ai

degerleri

grafige gecirilmistir (Sekil 4.4). Elde edilen dogrunun egiminden serbest enzim igin

aktivasyon enerjisi 7,21 kJ/mol bulunmustur.

4,08
4,06 -
4,04
4,02 -
4,00 -
3,98 -
3,96 -
3,94
3,92 4
3,90 -

In (%Ai)

y =-867,38x + 6,9184

R?=0,9937

3,88
0,00325

0,00330

0,00335

1IT (K)

0,00340

0,00345

0,00350

Sekil 4.4 Serbest enzim i¢in Arrhenius bagintisina gore ¢izilen In%Ai degerine karsi

1/T grafigi
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4.1.3. Substrat Derisiminin Etkisi

Enzim konsantrasyonu ve diger faktorlerin sabit tutuldugu kosullarda, enzimatik
reaksiyon hizi artan substrat miktarina bagl olarak belli bir artis gdstermekte ve
maksimum bir diizeye eristikten sonra da sabit kalarak devam etmektedir.
Baslangigta bu iligki dogrusal devam etmekte ve daha sonra da hiperbolik bir sekil
almaktadir. Diisiik substrat konsantrasyonlarinda dogrusal bir iligki vardir. Buna gore
de, reaksiyon hizi substrat konsantrasyonundaki artisa paralel olarak artislar
gostermektedir. Bu noktada ortamdaki enzimlerin ancak belli bir kismi substrat ile
birlesebilmektedir. Bu durum enzimatik reaksiyonun denge sabitinin sonsuz derecede
bliyiik olmamasindan kaynaklanmaktadir. Baslangictaki bu iliskide sinirlayici faktor
substrat konsantrasyonudur. Substrat konsantrasyonundaki artis veya diisiisler

enzimatik reaksiyon hizinda artig ve diisiislere neden olur.

Temiz Pt elektrotta farkli glukoz derisimleri igin oksijenin indirgenme akimindaki
azalmanin Olgiilmesiyle elde edilen akim degerleri Olciilerek glukoz derisiminin
enzim aktivitesine etkisi incelenmistir. Bu deneyler sirasinda 0,1 M pH 7,4 tamponu
kullanilmis ve ortam sicakligr 25°C olarak sabit tutulmustur. Enzimle katalizlenen
tepkimelerde Michaelis-Menten kinetigine gore substrat derisimi arttik¢a reaksiyon
hiz1 artar ve sonugta sabit bir plato degerine ulasir. Bunun sebebi, ortamdaki enzim
miktarinin sabit olmasidir. Belli bir substrat konsantrasyonundan sonra reaksiyon
hizi ortamdaki enzim miktar1 ile kisitlandig1 i¢in akim sabit kalmaktadir. Glukoz

derisimine kars1 gozlenen akim degerlerindeki degisme sekil 4.5°de verilmistir.
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Sekil 4.5 Serbest enzim i¢in gozlenen akim degerlerinin glukoz derigimi ile degisimi
(0,1 M fosfat tamponu, 5,00 mg GOD Enzim, 25°C).

Serbest enzim i¢in Michealis—Menten sabitinin hesaplanabilmesi i¢in 1/C’ye kars1
1/Ai degerleri grafige gecirilmistir. Elde edilen Lineweaver—Burk grafigi sekil 4.6’de
verilmektedir. Bu grafiklere gore serbest enzim igin Michealis—Menten sabiti

212,21 mM olarak bulunmustur.
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Sekil 4.6 Temiz Pt elektordun serbest enzim i¢in Lineweaver—Burk grafigi

4.2.Enzim Elektrot Aktivitesine Deneysel Parametrelerin Etkisinin Incelenmesi

Bu boliimdeki deneyler hazirlanan enzim elektrodunun aktivitesine g¢esitli deneysel

parametrelerin  etkilerini  arastirmak amaciyla yapilmistir. Farkli  sekilde
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hazirladigimiz enzim elektrotlarin aktivitesine etkili olabilecek faktorler elektrodun
hazirlanmas1 sirasinda kullanilan ¢ozeltideki enzim derisimi, yiizeyde altinin
biriktirilmesi i¢in kullanilan ¢ézeltideki Au®* derisimi, yiizeydeki film kalmhg1 ve
Olciim ortami kosullaridir. Substrat derisimi, ortam pH’1, enzim derisimi, enzim
¢Ozeltisinde bekletme siiresi, altin derisimi, altinda bekletme siiresi ve sicaklik
enzim elektrot aktivitesi lizerinde etkili olabilecek ortam sartlari olarak belirlenmis
ve bu faktdrlerin etkileri incelenmistir. Ayrica optimum kosullarda hazirlanan farkl
enzim elektrotlarinin glukoza verdigi cevaplar arastirilarak enzim elektrotlar igin
goriinlir Michealis-Menten sabitleri hesaplanarak karsilagtirilmistir. Polimer ile
kaplandiktan sonra Au biriktirilen elektrot i¢cin tutuklanmis ve serbest formdaki

enzim aktivasyon enerjileri hesaplanarak karsilagtirilmistir.
4.3. (PVF-GOD) Enzim Elektrot Aktivitesinin Belirlenmesi

Pt elektrot {iizerine kaplanmis PVF yapisina GOD enziminin tutuklanmasiyla
hazirlanan PVF-GOD enzim elektrodunun aktivitesine ¢esitli  deneysel
parametrelerin etkisi aragtirllmigtir. Bu ¢alismalar farkli glukoz derisimleri i¢in elde
edilen kararli hal akimlarinin 6l¢iilmesi ile gerceklestirilmistir. Zamana karsi akim
daki ylizde azalma izlenerek elde edilen cevap egrileri sekil 4.7°de verilmistir.
Sekil 4.7°da verilen cevap egrileri O, ile doygun tampon ¢o6zelti ortaminda elde

edilen cevap egrileridir.

PVF-GOD enzim elektrodunda Pt elektrot yiizeyine kaplanan PVF yapisinda
tutuklanmis GOD enzimi varhi§inda asagidaki tepkimeye gore yiikseltgenirken
glukoz oksidaz enzimi indirgenmektedir.

Glukoz + GOD/FAD — glukonolacton + GOD/FADH,

Indirgenmis olan GOD enzimi O, varliginda tekrar yiikseltgenmektedir.

GOD/FADH; + O, —— GOD/FAD + H,0;
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Yukaridaki tepkimeden goriildiigli gibi enzim yiikseltgenmesi sirasinda O
harcanmaktadir. Buna bagli olarak ortamdaki glukoz derisimi artik¢a harcanan O,
miktar artacaktir. Boylece artan glukoz derisimi ile orantili olarak O, ’nin indirgenme

akimindaki azalmanin dlcililmesiyle elektrot aktivitesi belirlenmektedir.

July 23, 2004 14:30:28
Tech: OV
Flle: Sgod10pv nageds bi

Init EMy=10
HighEtvi=10

Law E (W) =-0.5

it BRI =

Scan Rate (Wis) = 0.1
Segmen =2

Srngd Interval (W) = 0,001
Cudd Time {$) = 2
Sansitivity (B = 19-4

— Sgod 10 nego3s . bin
— Sgod10p negolagdl
— Fged10pd negalegd
— Egod10pd negolGg4d
— Fgod10pd nego3Ggid

Sgod10p negolég2s

Current / 1e-5A

Sged10pd negoliagld
Sgod10pd negolég i
Sgod10pd negolGglo
L Sgod10pf negolagls
080 — Sgod10pv negoiGgss

Potential / V

Sekil 4.7 PVF-GOD enzim elektrot aktivitesinin glukoz derisimi ile (0,10 M fosfat
tamponu, pH 7,40, 10,00 mg PVF/mL 10,00 mg GOD/mL enzim, 25°C).

4.3.1. PVF Derisiminin Etkisi

PVF-GOD enzim elektrodunun akim cevabini etkileyen parametrelerden birisi olan
elektrot yiizeyindeki PVF filminin kalinlig1 incelenmistir. Elektrot yiizeyindeki PVF
filminin kalinlig1 elektrodun kaplanmasi icin kullanilan PVF ¢ozeltisinin derisimine
baghdir. Bu calismada PVF’de bekletme siiresi 5 dakika ve 10,00 mg GOD/mL
enzim ¢Ozeltisinde 30 dakika bekletme siiresi sabit tutulmustur. Calisma sirasinda
PVF derisiminin etkisini belirleyebilmek i¢in 0,625 mg/mL ile 15,00 mg/mL PVF
derigimleri arasinda degisen PVF miktarlar1 kullanilmistir. Calismalarda 0,1 M pH
7,40 tamponu kullanilmistir. Glukoz ilavesinden sonra gozlenen akimlardaki
maksimum ylizde azalma degerleri PVF derisimine kars1 grafige gegcirilmistir.

Sekil 4.8°de goriildiigli gibi kullanilan PVF derisiminin artmasi ile %Ai artmakta ve
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10,00 mg/mL PVF derisiminde maksimum olmakta ve bu derisimden sonra ise
azalmaktadir. Bundan sonraki yapilan ¢alismalarda maksimum %Ai’nin elde edildigi

deger olan 10,00 mg PVF/mL derisimi kullanilmistir.
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Sekil 4.8 PVF-GOD enzim elektrot aktivitesinin PVF derisimi ile degisimi (0,10 M
fosfat tamponu, pH 7,40, 10,00 mg GOD/mL enzim, 25°C).

4.3.2. PVF’de Bekletme Siiresinin EtKisi

PVF-GOD enzim elektrodunun akim cevabimi etkileyen bir diger parametrede
elektrodun PVF c¢ozeltisinde bekletme siiresidir. Bu calismada PVF’de bekletme
stiresinin elektrodun akim cevabina etkisini belirleyebilmek i¢in 10,00 mg GOD/mL
enzim c¢ozeltisinde 30 dakika bekletme siiresi sabit tutulmustur. PVF ¢ozeltisinde
bekletme siiresi 30 saniye ile 10 dakika arasinda degistirilmistir. Kullanilan her bir
bekletme siiresi icin elektrot aktivitesi incelenmistir. Glukoz ilavesinden sonra
gozlenen maksimum akim degerlerindeki azalma PVF ¢ozeltisinde bekletme siiresine
kars1 grafige gecirilmistir. Sekil 4.9’de goriildiigi gibi PVF’de bekletme siiresinin
artmastyla gozlenen akim degeri artmis ve 5 dakika bekletme siiresinde en yiiksek
akim elde edilmistir. Bundan sonraki yapilan ¢alismalarda PVF ¢ozeltisinde bekletme

stiresi 5 dakika olarak kullanilmistir.



50

50

45

40 A

%Ai

35 A

30 -

25

0 2 4 6 8 10 12
t/(dakika)

Sekil 4.9 PVF-GOD enzim elektrot aktivitesinin PVF de bekletme stiresi ile degisimi
(0,10 M fosfat tamponu, pH 7,40, 10,00 mg PVF/mL 10,00 mg GOD/mL enzim,
25°C).

4.3.3. Enzim Derisiminin EtkKisi

Olgiim kosullarinda PVF-GOD enzim elektrodundan elde edilen akim degerini
etkileyen parametrelerden bir tanesi de polimerik yapi igerisinde tutuklanan GOD
miktaridir. Tutuklanan enzim miktar1 ise immobilizasyon islemi sirasinda kullanilan
cOzeltide bulunan ¢Ozlinmiis enzimlerin miktarina baglhidir. Tutuklama islemi
sirasinda kullanilan ¢6zeltideki enzim miktar1 0,625 mg/mL ile 25,00 mg/mL enzim
derisimleri arasinda degistirilerek hazirlanan enzim elektrodunun aktivitesine enzim
derigiminin etkisi incelenmistir. Enzimde bekletme siiresi 30 dakika olarak sabit
tutulmustur. Kullanilan her enzim derisiminde enzim elektrot aktivitesi incelenmistir.
Bu ¢alismalar sirasinda 0,1M pH 7,4 tamponu kullanilmis ve sicaklik 25°C’de sabit
tutulmustur. Elde edilen sonucglar kullanilarak enzim derisimine karsi akim
degerlerindeki maksimum yilizde azalmalar grafige ge¢irilmistir. Sekil 4.10°den de
goriildiigii gibi immobilizasyon islemi sirasinda kullanilan GOD derigiminin
artmasiyla gozlenen maksimum %Ai degeri artmaktadir. Daha yiiksek enzim
derisimlerinde ise maksimum %Ai degerinde dnemli degisme olmamaktadir. Diigiik
GOD derisiminde daha diisiikk akim degerlerinin elde edilmesi polimerik yap1
icerisinde daha az miktarda enzim tutuklanmasi nedeniyledir. Belli bir enzim
derisiminden sonra ise polimer yapi icerisinde maksimum miktarda enzim

tutuklanmaktadir. Cozeltideki GOD  miktarinin artirilmasiyla maksimum %Ai
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degerinin 6nemli miktarda degismedigi goriilmiistiir. Bundan sonraki c¢alismalarda
grafikten de goriildiigii gibi maksimum %Ai degerinin gozlendigi 5,00 mg/mL GOD

derisimindeki ¢ozeltiler kullanilmstir.
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Sekil 4.10 PVF-GOD enzim elektrodunda tutuklama islemi sirasinda kullanilan
¢Ozeltideki enzim derisimine karsi elde edilen maksimum %Ai degerleri (0,10 M

fosfat tamponu, pH 7,40, 10,00 mg PVF/mL, 25°C).

4.3.4.Enzimde Bekletme Siiresinin Etkisi

PVF-GOD enzim elektrodundan elde edilen akim degerini etkileyen parametrelerden
biri de enzim ¢dzeltisinde bekletme siiresidir. Hazirlanan enzim elektrodunun
aktivitesine enzim ¢ozeltisinde bekletme siiresinin etkisini incelemek amaciyla
kullanilan enzim ¢d6zeltisindeki bekletme siiresi 5 dakika ile 30 dakika arasinda
degistirilmistir. Her bir bekletme siiresinde elektrot aktivitesi incelenmistir. Bu
calismalar sirasinda 0,1M pH 7,4 tamponu kullanilmis ve sicaklik 25°C’de sabit
tutulmustur. Elde edilen sonuglar kullanilarak enzim ¢ozeltisinde bekletme siiresine
kars1 glukoz ilavesinden sonraki akim degerlerindeki maksimum yilizde azalmalar
grafige gecirilmistir. Sekil 4.11°de goriildiigii gibi enzimde bekletme siiresinin
artmasiyla akim degerlerinde gozlenen maksimum yiizde azalmalar artmakta ve belli
bir bekletme siiresinden sonra azalmaktadir. Akim degerlerindeki maksimum yiizde
azalma 10 dakikada gozlenmistir. Bundan sonraki ¢alismalarda enzim ¢ozeltisine

bekletme stiresi 10 dakika olarak kullanilmustir.
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Sekil 4.11 PVF-GOD enzim elektrodunda tutuklama islemi sirasinda kullanilan
enzim c¢ozeltisinde bekletme siiresine karsi elde edilen maksimum %Ai degerleri
(0,10 M fosfat tamponu, pH 7,40, 10,00 mg PVF/mL, 5,00 mg GOD/mL enzim,
25°C).

4.3.5. PVF-GOD Enzim Elektroduna Substrat Derisiminin Etkisi

Hazirlanan enzim elektrodu ile yapilan dlgtimlerin tutarlt bir sekilde yapilabilmesinin
ilk kosulu calisma ortamindaki substrat derigimi ile orantili akim degerlerinin elde
edilmesidir. Bu kosulun saglandigi substrat derisim araligi enzim elektrodunun
dogrusal ¢aligma aralig1 olarak tanimlanir ve bu araligin genis olmasi istenir. PVF-
GOD elektrodu maksimum aktivitesinin ve dogrusal ¢alisma araliinin saptanmasi
icin Ol¢iilen akim degerlerine substrat derisimi etkisi incelenmistir. Daha 6nce
saptanan optimum kosullarda hazirlanan PVF-GOD enzim elektrodunun 0,10 M pH
7,40 fosfat tamponunda ve 25°C sicaklikta farkli glukoz derigimlerinde verdigi akim
degerleri saptanmustir. Olgiilen akim degerlerinin glukoz derisimi ile degisimi sekil

4.12(a)’da verilmistir.
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Sekil 4.12 (a) PVF-GOD enzim elektrot aktivitesinin glukoz derisimi ile degisimi
(0,10 M fosfat tamponu, pH 7,40, 10,00 mg PVF/mL, 5,00 mg GOD/mL enzim,

25°C).
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Sekil 4.12 (b) PVF-GOD enzim elektrot aktivitesinin glukoz derisimi ile degisimini

veren dogrusal calisma araligi

Sekil 4.12 a/b den goriildiigii gibi gelistirilen enzim elektrodu 73,86 mM’a kadar

glukoz derisimi ile orantili akim degerleri vermektedir. Bu nedenle hazirlanan PVF-

GOD enzim elektrodunun pratik kullanim aralig1 73,86 mM’a kadar glukoz derigimi

olarak belirlenmistir. Diger taraftan glukoz derisimine karsilik elektrot cevabi

yaklasik 105,26 mM civarinda sabit degere ulagmakta ve daha yiiksek derigimlerde

akim degerinde bir artis olmamaktadir. Bu durum hazirlanan elektrot igin 6lgiim
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ortamindaki kosullarda 105,26 mM glukoz derisiminde, polimer film igerisindeki
enzimin substrata karsi doygunluga ulastigini gdstermektedir. Dolayisiyla bu
kosullarda 105,26 mM ve daha yiiksek glukoz derisimin de elektrot aktivitesinde

difiizyon kisitlamasinin 6nemi olmayacaktir.

Tutuklanmis enzim i¢in Michaelis-Menten (Kg) sabiti tayin edilmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13’deki verilere gore yapilan hesaplamalar sonucu PVF kaplanmis Pt calisma
elektrodunda tutuklanan enzim i¢in Kng=417,571 mM glukoz degeri bulunmustur.

4.4. PVF-Au-GOD Enzim Elektrot Aktivitesinin Belirlenmesi

Hazirladigimiz enzim elektrodun aktivitesine yiizeyde biriktirilen altinin etkisini
arastirmak i¢in polimer film ile kaplanan ¢alisma elektroduna Au biriktirilip daha

sonra GOD tutuklanmistir (PVF-Au-GOD).

PVF-Au-GOD enzim elektrodunda glukoz eklenmesi ile O, indirgenme akiminda bir
azalma olmaktadir. Elektrot aktivitesinin belirlenmesinde bu durumdaki diflizyon

kontrollii akim degerleri 6l¢iilmiistiir.

Pt elektrot iizerine kaplanmis PVF yapisina altin biriktirilip, GOD enziminin
tutuklanmasiyla hazirlanan PVF-Au-GOD enzim elektrodunun aktivitesine Au
derisimi, Au ¢ozeltisinde bekletme siiresi, ¢aligma potansiyeli, ortam pH, sicaklik

etkisi arastirllmistir. PVF-Au-GOD enzim elektrodu ile yapilan ¢alismalarda diger
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parametreler i¢cin PVF-GOD enzim elektrodu ile bulunan optimum degerler

kullanilmustir.

PVF-Au-GOD enzim elektrodu i¢in zamana karsi akim degisimi izlenerek elde

edilen cevap egrileri sekil 4.14°de verilmistir.
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Sekil 4.14 PVF-Au-GOD enzim elektrot aktivitesinin glukoz derisimi ile degisimi
(0,10 M fosfat tamponu, pH 7,40, 10,00 mg PVF/mL, 0,50 mM KAuCly, 5,00 mg
GOD/mL enzim, 25°C).

Hazirladigimiz PVF-GOD ve PVF-Au-GOD enzim elektrotlarinin oksijence doygun
tampon ortamindaki akim cevaplar1 dontigiimlii voltametri yontemiyle incelenmistir.
Sekil 4.15°de PVF-GOD ve PVF-Au-GOD enzim elektrotlarinin doniisiimli
voltomogramlar1 verilmistir. Voltomogramlardan goriildiigii gibi PVF-Au-GOD
enzim elektrodu ile elde edilen akim degeri PVF-GOD enzim elektrodu ile elde

edilen akim degerinden daha ytiksektir.
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Sekil 4.15 (I) PVF-Au-GOD enzim elektrodu, (II) PVF-GOD enzim elektrodunun
dontisiimlii voltamogramlari.

4.4.1. KAuCly Derisiminin Etkisi

Hazirlanan PVF-Au-GOD enzim elektroduna KAuCly derisiminin etkisini belirlemek
icin KAuCly derisimi 0,25 mM ile 10 mM arasinda degistirilmistir. Kullanilan her bir
derisimde elektrot aktivitesi incelenmistir. Bu calismalar sirasinda 0,10 M pH 7,40
fosfat tamponu kullanilmistir. Bunun yani sira enzim derisimi, enzimde bekletme
siiresi , PVF derisimi, PVF’de bekletme siiresi i¢in PVF-GOD enzim elektrodu ile
yapilan ¢aligmalarda saptanan optimum degerler kullanilmistir. KAuCly ¢ozeltisinde
bekletme siiresi 5 dakika olarak sabit tutulmustur. Elde edilen sonuglar kullanilarak
farkli KAuCly derisimine kars1 glukoz ilavesinden sonraki akim degerlerindeki
maksimum ylizde azalmalar grafige gecirilmistir. Sekil 8.16’de goriildiigi gibi KAuCly
¢ozelti derisiminin artmasiyla gézlenen akim degeri artmakta ve belirli bir derisimden
sonra akim azalmaktadir. Bundan sonra yapilan g¢aligmalarda 0,50 mM KAuCly

derisimi kullanilmustir.



57

55

50 A

45 -

40 -

Y%Ai

35

30 -

25 A

20 T T T T T
0 2 4 6 8 10 12

KAuCl, derisimi (mM)

Sekil 4.16 PVF-Au-GOD enzim elektrodunda kullanilan KAuCl, derisimine karst
elde edilen %Ai degerleri (0,10 M fostat tamponu, pH 7,40, 10,00 mg PVF/mL, 5,00
mg GOD/mL enzim, 25°C).

4.4.2. KAuCly Cozeltisinde Bekletme Siiresinin Etkisi

Hazirlanan PVF-Au-GOD enzim elektrodunu akim cevabini etkileyen parametrelerden
birisi olan KAuCly ¢o6zeltisinde bekletme siiresinin etkisi incelenmistir. KAuCly
cozeltisinde bekletme siiresi etkisini belirlemek i¢in bekletme siiresi 30 saniye ile 20
dakika arasinda degistirilmistir. Kullanilan her bir bekletme siiresinde elektrot
aktivitesi incelenmistir. Kullanilan her bir bekletme siiresi ic¢in elektrot aktivitesi
incelenmistir. Bu ¢alismalar sirasinda 0,10 M pH 7,40 fosfat tamponu kullanilmustir.
Glukoz ilavesinden sonra gozlenen akim degerlerindeki maksimum yiizde azalma
KAuCly ¢ozeltisinde bekletme siiresine karsit grafige gecirilmistir. Sekil 4.17°de
goriildigi gibi KAuCly bekletme siiresinin artmasiyla gézlenen akim degeri artmis ve
10 dakika bekletme siiresinde en yiiksek %Ai egeri elde edilmistir. Bundan sonraki
yapilan c¢aligmalarda KAuCly ¢ozeltisinde bekletme siiresi 10 dakika olarak

kullanilmustir.
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Sekil 4.17 PVF-Au-GOD enzim elektrodunda tutuklama islemi sirasinda kullanilan
KAuCly ¢ozeltisinde bekletme siiresine karst elde edilen %Ai degerleri (0,10 M
fosfat tamponu, pH 7,40, 10,00 mg PVF/mL, 0,50 mM KAuCls, 5,00 mg GOD/mL
enzim, 25°C).

4.4.3. Calisma pH’nin Etkisi

Enzim elektrotlarinin aktivitesini etkileyen en Oonemli faktorlerden biri de ¢alisma
ortaminin pH’s1dir. Ciinkii enzimlerin aktivitesi pH’a bagli olarak degismektedir. PVF-
Au-GOD enzim elektrodunun aktivitesine ortam pH’mnin etkisini arastirmak amaciyla
pH 5,00-10,00 arasinda degisen 0,10 M tampon ¢ozeltisinde glukoz ilavesinden sonra
elde edilen akim degerlerindeki maksimum yiizde azalmalar Sl¢lilmistiir. Farkli pH
degerlerinde glukoz ilavesinden sonra dlgiilen akim degerlerindeki maksimum yiizde
azalmalar sekil 4.18’de goriilmektedir. Bu grafikte enzim elektrodunun maksimum

aktivite gosterdigi pH degeri 7,40 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.18 PVF-Au-GOD enzim elektrodunda kullanilan tampon ¢ozelti pH’ina bagl
olarak elde edilen %Ai degerleri (0,10 M fosfat tamponu, pH 7,40, 10,00 mg
PVF/mL, 0,50 mM KAuCly, 5,00 mg GOD/mL enzim, 25°C).

4.4.4. Sicaklik Etkisi

Sicaklik, enzimlerin kararliligini ve enzimatik reaksiyonlarn hizini etkileyen énemli
bir faktordiir. Biitiin diger kosullarin sabit oldugu durumlarda (6zellikle pH’nin tampon
kullanilarak sabit tutuldugu ortamlarda), reaksiyon ortaminin sicaklik arttikca
reaksiyon hizi da belli bir noktaya kadar artmaktadir. Bu noktadan sonraki sicaklik
artiglarinda enzimatik reaksiyon hizinda ani diisiisler meydana gelmektedir. Enzimlerin
maksimum aktivite gosterdigi bu doniis noktasina optimum sicaklik denir. 0,1 M pH
7,4 fosfat tamponunda PVF-Au-GOD ve PVF-GOD enzim elektrodlarinin her biri i¢in,
GOD enzimi ile glukoz arasindaki aktivasyon enerjisinin belirlenmesi amaciyla farl
ortam sicakliklarinda deneyler yapilmistir. PVF-Au-GOD enzim elektrodu igin
sicaklik 15°C ile 45°C arasinda, PVF-GOD enzim elektrodu i¢in 25°C ile 65°C
arasinda degistirilmis ve her bir sicaklik i¢in akim degerlerindeki maksimum % azalma
belirlenmistir. Sekil 4.19 ve sekil 4.20°de goriildiigii gibi PVF-Au-GOD  enzim
elektrodu igin maksimum % azalma 30°C de, PVF-GOD enzim elektrodu i¢in 55°C de

elde edilmistir.
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Sekil 4.19 PVF-Au-GOD enzim elektrodu icin reaksiyon hizinin sicaklikla degisimi.
(0,10 M fosfat tamponu, pH 7,40, 10,00 mg PVF/mL enzim, 0,5 mM KAuCly, 5,00
mg GOD/mL enzim, 25°C).
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Sekil 4.20 PVF- GOD enzim elektrodu i¢in reaksiyon hizinin sicaklikla degisimi.
(0,10 M fosfat tamponu, pH 7,40, 10,00 mg PVF/mL enzim, 5,00 mg GOD/mL
enzim, 25°C).

Deneysel veriler ve Arrhenius esitliginden yararlanilarak tutuklanmig GOD ile

yiriitiilen reaksiyonun aktivasyon enerjisi bulunmustur. Bu amacla 1/T’ye kars1 In
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%A1 degerleri grafige gegirilmistir. Elde edilen dogrular sekil 4.19 ve sekil 4.20°de

goriilmektedir.

Elde edilen dogrularin egiminden = PVF-Au-GOD icin aktivasyon enerjisi
18,76 kJ/mol, PVF-GOD i¢in 14,48 kJ/mol olarak bulunmustur.
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Sekil 4.21 PVF-Au-GOD enzim elektrodu i¢in Arrhenius grafigi. (0,10 M fosfat
tamponu, pH 7,40, 10,00 mg PVF/mL enzim, 0,5 mM KAuCls, 5,00 mg GOD/mL
enzim, 25°C).
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Sekil 4.22 PVF-GOD enzim elektrodu i¢in Arrhenius grafigi. (0,10 M fosfat tamponu,
pH 7,40, 10,00 mg PVF/mL enzim, 5,00 mg GOD/mL enzim, 25°C).
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4.4.5. PVF-Au-GOD Enzim Elektroduna Substrat Derisiminin Etkisi

Hazirlanan PVF-Au-GOD elektrodunun maksimum aktivitesinin ve dogrusal ¢alisma
araliginin saptanmast ic¢in Olciilen akim degerlerine substrat derisimi etkisi
incelenmistir. Daha Once saptanan optimum kosullarda 0,10 M pH 7,40 fosfat
tamponunda ve 25°C sicaklikta farkli glukoz derisimlerinde verdigi Ai degerleri
saptanmistir. PVF-Au-GOD o6l¢iilen Ai degerlerinin glukoz derisimi ile degisimi
sekil 4.23°de verilmistir.
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Sekil 4.23 PVF-Au-GOD enzim elektrot aktivitesinin glukoz derisimi ile degisimi
(0,10 M fosfat tamponu, pH 7,40, 10,00 mg PVF/mL enzim, 0,5 mM KAuCl, 5,00 mg
GOD/mL enzim, 25°C).
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Sekil 4.24 PVF-Au-GOD enzim elektrot aktivitesinin glukoz derisimi ile degisimini
veren dogrusal ¢alisma araligt. (0,10 M fosfat tamponu, pH 7,40, 10,00 mg PVF/mL
enzim, 0,5 mM KAuCly, 5,00 mg GOD/mL enzim, 25°C).
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Sekilden de goriildiigii gibi hazirlanan PVF-Au-GOD enzim elektrodu 105,26 mM’a
kadar glukoz derisimi ile orantili akim degerleri vermektedir. Bu nedenle hazirlanan
PVF-Au-GOD enzim elektrodunun pratik kullanim araligi 105,26 mM’a kadar
glukoz derigimi olarak belirlenmistir. Diger taraftan glukoz derisimine karsilik
elektrot cevabi PVF-Au-GOD enzim elektrodu i¢in 117,34 mM civarinda sabit
degere ulagmakta ve daha yiiksek derisimlerde akim degerinde bir artis

olmamaktadir.

Polimer yapida diflizyon kisitlamasi olup olmadigini ortaya koymak amaciyla g¢esitli
glukoz derisimlerinde alinan akim degerleri kullanilarak PVF-Au-GOD enzim
elektrodu i¢in goriiniir Michaelis-Menten (Kng) sabitleri tayin edilmistir (Sekil 4.25).
Michaelis-Menten (Ky,g) sabiti 371 mM olarak bulunmustur.
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Sekil 4.25 PVF-Au-GOD enzim elektrot i¢in Lineweaver-Burk grafigi (0,1 M fosfat
tamponu, pH 7,40, 10,0 mg PVF/mL, 0,5 mM KAuCly, 10,00 mg GOD/mL enzim,
25°C)

4.5. Gelistirilen Elektrodun Uzun Siire Kararhhg

Enzim elektrotlarinda aranan en 6nemli 6zelliklerden biri de elektrodun uzun omiirlii
olmasidir. Bu ¢alismada enzim elektrodun uzun siire kararli oldugu goézlenmistir.
Elektrodun aktivitesi belirlenen optimum kosullarda Olciilmiis ve enzim enzim

elektrodu kullanilmadigi zamanlarda buzdolabinda saklanmistir. Ayni elektrodun
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aktivitesine belirli araliklarla 30 giin boyunca bakilmistir. Bu siire sonunda elektrodun
aktivitesini yitirdigi gézlenmistir. Elde edilen sonuglar kullanilarak zamana kars1 %Ai

degerleri grafige gecirilmistir (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26 Ayni elektrot ile farkli giinlerde alinan maksimum akim degerleri (25°C,
0,1 M Tampon, pH 7,4).

4.6. Girisimler

Olgiim ortaminda bulunabilecek bazi maddelerin hazirlanan enzim elektrodundaki
cevaplart incelenmistir. Bu ¢aligmada glukoz derisimi ve girisim yapabilecek
maddelerin derisimleri 0,5 M’da sabit tutulmustur. Ol¢iim ortaminda bulunabilecek
ve girisim yapabilecek maddeler metanol, asetilkolin, trietanolamin, formaldehit,
dietanolamin, kolin ve askorbik asit olarak belirlenmistir. Bu amagla 0,5 M glukoz
icin kararli hal akim degeri elde edildikten sonra hiicreye girisim yapabilecek madde
eklenmis ve akim degerlerindeki maksimum % azalma Ol¢lilmiistiir. Bu maddelerin

hicbirisi hazirlanan enzim elektrodunda bir girisime neden olmamastir.
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5. SONUCLAR

Oksijenin indirgenme akiminin 6l¢iilmesine dayanan glukoz tayini yapmak amaciyla
yeni bir enzim elektrodunun gelistirildigi bu ¢alismada elde edilen sonuglar asagida

verilmig ve diger ¢aligmalarla karsilagtirilarak elestirilmistir.

Hazirladigimiz enzim elektrodunda GOD enzimi tutuklanmis olarak kullanilmistir.
Calismanin ilk agsamasinda, hazirlanan enzim elektroduna referans olusturmak iizere
GOD enzimi i¢in optimum ¢alisma kosullar1 arastirilmis ve serbest enzim igin bazi
kinetik parametreler hesaplanmistir. Enzim elektrodunun hazirlanmasinda GOD
enzimi PVF kaplanmis elektrotta ve PVF kaplanmis Au biriktirilmis Pt elektrotta
tutuklanmigtir. Serbest enzim i¢in yapilan ¢alismalar kaplanmamig Pt elektrot i¢in
yapilmigtir. Maksimum %Ai degerinin gozlendigi pH 7,4 ve sicaklik ise 30°C olarak
bulunmustur. Yapilan bu g¢alismalar sonucunda serbest GOD enziminin glukozla
reaksiyonu i¢in Arrhenius grafikleri ¢izilmistir. Bu reaksiyonun aktivasyon enerjisi
kaplanmamis Pt elektrot i¢in 7,21 kJ/mol, K, degerleri ise 212,21 mM olarak

bulunmustur.

Calismanin ilk asamasinda Pt elektrot yiizeyinde kaplanmig PVF {izerine glukoz
oksidaz (GOD) tutuklanmigtir. PVF-GOD olarak tanimladigimiz elektrotla PVF
derisimi (10,0 mg/mL), PVF’de bekletme siiresi (5 dakika), enzim derisimi
(5,00 mg/mL), enzimde bekletme siiresi (10 dakika) olarak saptanmustir. Calismalar

0, ce doygun ortamda yapilmistir.

Calismada daha sonra polimer ile kaplanmis Pt elektrot yilizeyinde Au biriktirilerek
ardindan glukoz oksidaz (GOD) tutuklanmistir. PVF-Au-GOD enzim olarak
tanimladigimiz bu elektroda Au’nun etkisi arastirilmistir. Bu ¢alismalarda PVF-GOD

enzim elektrodu ile saptanan optimum kosullar kullanilmistir.

PVF-Au-GOD enzim elektrodu i¢in maksimum %Ai degerinin gdzlendigi altin
derisimi 0,5 mM ve altin ¢ozeltisi i¢cinde bekletme siiresi de (10 dakika) olarak

bulunmustur. Ayrica hazirlanan PVF-Au-GOD enzim elektrodunun aktivitesine
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sicakligin etkisi incelenmis ve maksimum %Ai degerinin gozlendigi sicaklik 30°C
olarak bulunmustur. Enzimin substratina doygun oldugu glukoz derisiminde sicaklik
artmastyla aktivitenin arttigi bolgedeki verilerin Arrhenius bagintisina gore
degerlendirilmesiyle PVF-Au-GOD enzim elektrodunda glukoz oksidaz ile glukoz
arasindaki reaksiyonun aktivasyon enerjisi 18,76 kJ/mol, PVF-GOD enzim
elektrodunda ise 14,48 kJ/mol olarak bulunmustur. Glukoz derisiminin etkisinin
incelenmesi sirasinda elde edilen veriler kullanilarak Lineweaver-Burk grafikleri
cizilmigtir. PVF-Au-GOD enzim elektrodu ve PVF-GOD enzim elektrodunda
tutuklanmis enzimin pH’1 7,4 olan 0,1 M fosfat tamponunda ve 25°C'da goriiniir
Michealis-Menten sabitleri (Ky,e) sirasiyla 371 mM ve 417,57 mM glukoz olarak

bulunmustur.

Serbest enzim sistemi i¢in bulunan E, degerleri kaplanmamis Pt elektrotta 7,21 kJ/mol,
tutuklanmis enzim sistemi i¢in ise PVF-GOD elektrotta 14,48 kJ/mol, PVF-Au-GOD
elektrodunda 18,76 kJ/mol olarak bulunmustur. Serbest enzim ve tutuklanmis enzim
reaksiyonlart i¢in bulunan E, degerleri karsilastirilacak olursa, Au biriktirilmis
elektrotta tutuklanmis enzim sistemi reaksiyonu igin aktivasyon enerjisinin daha

yiiksek oldugu goriilmektedir.

Serbest enzim sistemi i¢in bulunan Michealis-Menten sabitleri kaplanmamis Pt
elektrotta 212,21 mM glukoz degeri olarak bulunmustur. Tutuklanmis enzim sistemi
icin ise, PVF-GOD elektrodu i¢in 417,57 mM glukoz, PVF-Au-GOD elektrodu igin
371 mM glukoz olarak bulunmustur. Serbest enzim ve tutuklanmis enzim sistemleri
icin bulunan Ky, degerleri karsilastirilacak olursa tutuklanmis enzim sistemi igin

bulunan Ky, degerlerinin daha biiyiik oldugu goriilmektedir.

Hazirlanan PVF-GOD enzim elektrodunun glukoz i¢in dogrusal ¢aligma araligi 73,86
mM’a kadar, PVF-Au-GOD enzim elektrodu i¢in ise 105,26 mM’a kadar bulunmustur.
Literatiirde dogrusal calisma araligi; 18 mM (Xu ve Chen, 1999), 9 mM (Chen ve
Dong, 2002), 0,1-27 mM (Yang vd., 2002), 20 mM (Sung ve Bae, 2002), 5-100 uM
(Yabuki vd., 2003), 0,004-0,28 mM’a kadar (Liu ve Ju, 2003) olarak verilmistir.
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Hazirladigimiz enzim elektrodunun gozlenebilme smnirt 5x10™ M olarak bulunmustur.
Ayrica bu enzim elektrodu ile 30 giin boyunca 6l¢tim yapilmis ve 28. giinden sonra

enzim elektrot aktivitesini kaybettigi gozlenmistir.

Sonug olarak bu ¢alismada gelistirilen enzim elektrodu, literatiirde verilen ¢aligmalarla
karsilastirildiginda hazirlanmasinin kolay, ucuz, dogrusal ¢alisma araligmin genis
olmas1 gibi avantajlara sahip oldugu sdylenebilir. Kullanilan enzim tutuklama yontemi

daha basittir ve enzim yapisinda deformasyona yol agmamaktadir.
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