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OZET

Bu calismada, adrenalin tayini i¢in yeni bir amperometrik biyosensor gelistirildi. Bu
amagla platin elektrot yiizeyi pirolun polivinilsiilfonat varliginda -elektrokimyasal
polimerlesme ile kaplandi. Ardindan lakkaz enzimi gluteraldehit ile ¢apraz baglanarak
polimer kapli platin ylizeye immobilize edildi. Adrenalin tayini, enzimatik reaksiyon
sonucu ortaya c¢ikan epinefrinekinonun -0,220° da indirgenmesine dayanarak yapildi.
Hazirlanan biyosensoriin adrenalin tayini i¢in iki dogrusal calisma araligi belirlendi.
Biyosensor cevabina pH’nin ve sicakligin etkisi arastirildi. Biyosensoriin  tekrar
kullanilabilirligi ve raf 6mrii tayin edildi ve sentetik numunedeki performansi incelendi.
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ABSTRACT

In this paper, a novel amperometric epinephrine (adrenaline) biosensor with
immobilization of laccase on polypyrrole—polyvinylsulphonate (PPy-PVS) film has been
accomplished. Laccase enzyme was immobilized on PPy-PVS film by cross-linking with
glutaraldehyde. Determination of adrenaline (EP) was carried out by the reduction of
enzymatically produced epinephrinequinone at - 0.220 V vs. Ag/AgCl. The effects of pH
and temperature were investigated. There are two linear parts in the region between 0.1 -
1.0 uM and 1.0 - 10.0 uM. The storage stability and operation stability of the enzyme
electrode were also studied. Interference effects were investigated on response of the
biosensor.
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TESEKKUR

Calismalarim boyunca bilgi birikimi ve tecriibesi ile beni yonlendiren, destegini
esirgemeyen, ufkumu acan, siirekli cesaretlendiren, sadece teze caligmalarima degil hayata
dair bana rehberlik eden degerli hocam Sayin Dog¢. Dr. Fatma ARSLAN’ a en icten

tesekkiirlerimi sunarim.

Calismamin en bagindan itibaren, deneyimlerini paylasan Saym Dog. Dr. Halit ARSLAN’a
cok degerli cabalar1 ve yol gostericiligi icin tesekkiir ederim. Ars. Gor. Ozlem COLAK ve
Ars. Gor. Demet UZUN deneysel ¢alismalar sirasindaki yardimlar: samimi dostluklari igin
cok tesekkiir ederim. Hicbir zaman maddi ve manevi desteklerini esirgemeyen degerli

aileme tesekkiirlerimi sunarim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar
pL Mikrolitre

mL Mililitre

°C Derece Celcius
M Molar derisim
g Gram

% Yiizde

Km Michacelis-Menten sabiti
Imaks Maksimum hiz
°C Derece Celcius
mg Miligram

s Saniye

mg Miligram

mV Milivolt

nA Mikroamper
Kisaltmalar Aciklamalar
BSA Bovin serum albumin
GA Gluteraldehit
Lac Lakkaz

PPy Polipirol

PVS Polivinilstiilfonat



1. GIRIS

Her canli ¢evresinde yasanan degisimleri algilama ve yanit verme mekanizmalarina
sahiptir. Canlilarda bulunan bu mekanizmalar, biyosensdrlerin gelistirilmesi i¢cin onemli bir
temel olusturur. En genel anlami ile biyosensorler, analizler i¢in kullanilan biyolojik
molekiillerin veya sistemlerin secicilik ozelliklerinden faydalanilarak gelistirilen 6zel
cihazlardir. Biyosensorler; "International Union of Pure and Applied Chemistry" (IUPAC)
tarafindan, "kimyasal bir bilesige karsi verilen biyolojik yaniti optik, termal ya da
elektriksel sinyallere dontiistiiren cihazlar" olarak tanimlanmistir. Biyosensorler, biyoaktif
tabaka, iletici ve Ol¢lim sisteminden olusur. Biyoaktif tabakada, biyomolekiil olarak

enzimlerin kullanilmasi ile hazirlanan sensorlere enzim biyosensorleri denir [1,2].

Enzim biyosensorleri klinik, teshis, tibbi uygulamalar, proses kontrol, biyoreaktorler, ilag
sanayi, madencilik, savunma sanayi, aritma ve kontrol teknolojileri gibi pek cok alanda
yaygin olarak kullanilmaktadir [1,2]. Bu zamana kadar degisik formlarda pek ¢ok enzim
sensoOril gelistirilmistir. Ancak ©Onemli bir ndrotransmitter olan adrenalin tayini ig¢in

gelistirilen enzim biyosensorleri son zamanlarda 6nem kazanmaktadir [2,11].

Adrenalin veya bilinen diger adiyla epinefrin [1-(3,4-dihidroksifenol)-2-metilamino-
etanol] biiylik organik katyonlar formunda viicut sivist ve sinir dokularinda
bulunmaktadir. Adrenalin i¢ ve dis stres etkenlerine yanmit olarak salgilanan ve
memelilerin merkezi sinir sisteminde bulunan ve hormon olarak islev goren énemli bir
katekolamindir. Adrenalin viicudun akut ve kronik strese adaptasyonunda onemli rol

oynar. Bobrek {istli bezlerde ve sempatik sinirlerde sentezlenir [3,9].

Adrenalin, ozellikle ¢izgili kaslarda glikojenin yikilimini artirir ve glikojen biyosentezini
azaltir. Kalp kas1 iizerine etkilidir ve kalp debisini hizla artirir. Diiz kaslarin tonusunu
belirli dlgiide diisiiriir. Yag dokuda yaglarin parcalanmasina ve yag asitlerinin dolagima
salinmasina neden olur. Glukagon, tiroksin, kalsitonin, parathormon, renin, eritropoietin
ve gastrin salinimini artirir. Ayrica adrenalin, pankreasta a-reseptorlere baglanarak insiilin

saliverilisini direkt olarak inhibe eder [4].

Acil durumlarda biitiin organizmay1 harekete gegiren adrenalin biitiin organlara giden kalp
atisini, kalp debisini yilizde yliz oraninda arttirabilir. Bu sebeple adrenalinin acil

durumlarda 6zellikle kalp krizi esnasinda sik¢a kullanilir. Diisiik derisimi bile etkilidir.



Ayrica adrenalin vasokonstriktor sokta, anafilaksi tedavisinde, epilepsi tedavisinde,
venom ve besin alerjisi tedavisinde, kalp ritmi bozukluklarinda, Parkinson, hiperglisemi,
alzheimer ve glaucoma goz rahatsizlig1 tedavisi gibi pek ¢ok alanda kullanilmaktadir [5-

10,28].

Genellikle adrenalin tayini yapilirken HPLC, kapiller elektroforezi akis enjeksiyon,
floresans , optik fiber biyosensorii gibi g¢esitli yontemler kullanilmistir. Ayrica degisik
sensOrlerle uygulanan elektrokimyasal yontemler kullanilmistir.  Bunlara 2,3-
dimerkaptosiiksinik asit kendiliginden olusan tek tabakali altin elektrot, ozmiyum
kompleks ve nafyon ¢ift tabakali membran modifiye elektrot , cafeik asit modifiyeli camsi
karbon elektrot, elektrotlar 6rnek olarak verilebilir. Ancak kullanilan metotlar karmasik 6n
hazirliklar gerektirmektedir. Buna karsin lakkaz enzimi ile hazirlanan amperometrik

biyosensdrler kolay ve etkili olmasi agisindan umut vadetmektedir [9,11-19,21].

Coklu-bakir iceren bir protein olan lakkaz, radikal-katalizli reaksiyon mekanizmasi ile
aromatik ve aromatik-olmayan farkli bilesiklerin oksidasyonu i¢in molekiiler oksijeni

kullanarak suya indirgenmesi saglar [11].

Bu calismada, adrenalin tayini i¢in yeni bir amperometrik biyosensor gelistirildi. Bu
amagla  platin  elektrot  yiizeyinde  piroliin  polivinilsiilfonatl ortamda
elektropolimerlesmesiyle polipirol-polivinilsiilfonat filmi elde edildi. Ardindan lakkaz
enzimi gluteraldehit ile ¢apraz baglanarak polimer kapli platin yiizeye immobilize edildi.
Adrenalin biyosensoriiniin en iyi ¢alisma kosullar1 ve performansini etkileyen faktorler

belirlendi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Adrenalin

Adrenalin veya bilinen diger adiyla epinefrin [1-(3,4-dihidroksifenol)-2-metilamino-
etanol] biiyiik organik katyonlar formunda viicut sivisi ve sinir dokularinda bulunur.
Adrenalin i¢ ve dis stres etkenlerine yanit olarak salgilanan ve memelilerin merkezi sinir
sisteminde bulunan 6nemli bir katekolamindir. Adrenalinin acik formiili sekil 1.1° deki

gibidir [4,24].

HO A
|
CHp
HO N
|
CHj

Sekil 2.1. Adrenalin acik formiilii

Kimyasal olarak monoamin yapisina sahip olan adrenalin (epinefrin), noradrenalin
(norepinefrin) ve dopamin katekolaminler olarak adlandirilirlar. Yasam i¢in mutlak olarak
gerekli olmayan bu bilesikler viicudun akut ve kronik strese adaptasyonunda 6nemli rol
oynarlar. Katekolaminler viicutta hormon ve ndrotransmitor olarak fonksiyon goriirler. Bu
bilesikler bobrek {istii bezlerde ve sempatik sinirlerde sentezlenirler. Bobrek iistii bezlerde
katekolaminleri sentezleyen hiicreler “kromaffin hiicreler” olarak adlandirilir. Bu hiicreler
bobrek iistii bezleri disinda kalp, karaciger, bobrek, gonadlar, postganglionik simpatik

sistemin adrenerjik noronlarinda ve merkezi sinir sisteminde de bulunurlar [23].

Katekolaminlerin sentezlendigi 6nciil bilesik tirozin amino asididir. Katekolaminlerin
sentez mekanizmasi sentezi yapabilen biitlin hiicrelerde aynidir. Sekil 1.2°de gosterildigi
gibi sentezin ilk ve baslica kontrol enzimi olan tirozin hidroksilaz tirozinin DOPA’ya
(dihidroksifenil alanin) hidroksilasyonunu katalizler. Norepinefrinden adrenalin
biyosentezini katalizleyen feniletanolamin-N-metil transferaz(PNMT) sitoplazmik bir

enzimdir [27].
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Sekil 2.2. Adrenalin biyosentezi

Adrenalinin kesfi yaklagik yiiz on yil Oncesine dayanmaktadir. 1886 yillarinda Bates
bobrek {istii bezlerinden elde edilen zengin karisimi ameliyatlarda ilag¢ olarak kullandi.
Ardindan 1954’de Napoleon Cybulski bu karsimdan adrenal salgilar1 izole etmis ve
nadnerczyna adi verilmistir. 1900°li yillarda Japon kimyager Jokichi Takamine ve

asistan1 adrenalini kesfetmistir.1904 yilinda Friedrich Stolz ve Henry Dakin tarafindan

adrenalin 1lk defa laboratuvar ortaminda sentezlenmistir [24].

Adrenalinin en biiyiik goérevi ndrotransmitter olarak etki gdstermesidir. Adrenalin, diger
endokrin organlar dahil bir ¢ok dokuda - ve a-adrenoreseptorlere baglanir ve uyarir. -

adrenoreseptorler ¢izgili kaslarda ve karacigerin parankim hiicrelerinde bulunurlar. -

adrenerjik uyarilma, cAMP iizerinden hormonal etki olusturur [5,22].



Adrenalin, B-adrenerjik uyarilma yoluyla cesitli organlarda farkli etkilerin ortaya

¢ikmasina neden olur:

+  Ogzellikle cizgili kaslarda glikojenin yikilimim artirir ve glikojen biyosentezini azaltir.

» Kalp kasini etkiler ve kalp debisini hizla artirir.

* Diiz kaslarin tonusunu belirli 6l¢iide diisiirtir.

* Yag dokuda yaglarin pargalanmasina ve yag asitlerinin dolasima saliverilmesine
neden olur.

* Adrenalin, glukagon, tiroksin, kalsitonin, parathormon, renin, eritropoietin ve gastrin

saliverilisini artirir [4,27].

a-adrenoreseptorler ise, baslica damarlarin diiz kaslarinda bulunurlar. a-adrenerjik uyari,
kan basincinin yiikselmesine neden olur. Adrenalin, pankreasta a-reseptorlere baglanarak
insiilin saliverilisini direkt olarak inhibe eder; ancak fentolamin ile a-adrenerjik etki bloke

edildiginde adrenalin, insiilin saliveriligini artirir [4,25].

Adrenalinin Biyolojik reaksiyonlar1 genel olarak su sekilde siralanabilir:

* Heyecan hissi

* GOz bebeklerinin biiylimesi

* Terleme

* Bronglarda genisleme

+ Kalp ¢arpintisi

* Diiz kaslarda kasilimda degisim
* Gevseme rahatlama

* Viicut sicakliginda artma

Ayrica acil durumlarda biitiin organizmay1 harekete geciren adrenalin biitiin organlara
giden kalp atisini, kalp debisini yiizde yiliz oraninda arttirabilir. Bu sebeple adrenalin acil
durumlarda o6zellikle kalp krizi esnasinda sik¢a kullanilir. Diigiik derisimi bile etkilidir
[9,10]. Ayrica adrenalin vasokonstriktor sokta, anafilaksi tedavisinde, epilepsi
tedavisinde, kalp ritmi bozukluklarinda, Parkinson, venom ve besin alerjisi tedavisinde,
hiperglisemi, Alzheimer ve glaucoma goz rahatsizhi1 tedavisi gibi pek ¢ok alanda

kullanilmaktadir [5-8,28].



2.2. Enzimler

Biyolojik kataliz olan enzimler ilk defa 1700'leri sonlarinda etin mide salgilariyla
sindirilmesi lizerine yapilan ¢aligmalarda fark edildi ve tanimlandi. 1800'lerde tiikiiriik ve
degisik bitki 6ziitleriyle nisastanin sekere doniistiiriilmesi ¢aligsmalari ile devam etti. Louis
Pasteur 1850'lerde maya tarafindan sekerin alkole fermantasyonunun fermentler tarafindan
katalizlendigi sonucuna vardi. Daha sonra 1897'de Eduard Buchner maya 6ziitlerinin sekeri
alkole doniistiirdiiglinii buldu. Daha sonra Frederick W. Kuhne, Buchner tarafindan

kesfedilen bu molekiillere enzim adini verdi [29].

Enzimler bir ¢ogu protein yapisinda olan biyolojik katalizlerdir kisaca biyokatalizorler de
denilebilir. Reaksiyonlari hizlandiran katalizorler, reaksiyondan {iriinlerin olusmasiyla
bozulmadan c¢ikarlar. Enzimlerin katalitik aktiviteleri protein konformasyonun
biitiinltigline baghdir. Eger bir enzim onu olusturan aminoasitlere parcalanirsa katalitik
aktivitesi kaybolur. Bu nedenle enzim proteinlerinin birincil, ikincil, ti¢linciil ve dordiinciil

protein yapilar1 onlarin katalitik aktivitelerinin temelidir [29].

Enzimler Cizelge 2.1’de de gosterildigi gibi katalizledikleri tepkimelere gore
siiflandirilirlar. Enzimlerin tiimiiniin resmi E.C. numaralar1 ve isimleri vardir. Ayrica

cogu enzimin genel yaygin isimleri de bulunmaktadir [26].

Cizelge 2.1. Enzimlerin siniflandirilmasi

Simnif No Smif Adi Katalizlenen tepkimenin Tiiri
1 Oksidoreduktazlar Elektronlarin aktarim (hibrit iyonlarn veya H atomlari)
2 Transferazlar Grup aktarim tepkimeleri
3 Hidrolazlar Hidroliz tepkimeleri
4 Liyazlar Gruplarin ¢ift baglara katilmas1 veya gruplarin uzaklagmasi ile

¢ift bag olusumu
5 [zomerazlar Molekiil i¢i gruplarm aktarimi ile izomerik yapilarin olusumu

ATP veya benzeri bilesiklerin katkilari ile gerceklesen
6 Ligazlar kondensasyon tepkimelerinin ile C-C, C-S, C-O ve C-N
baglarinin olusumu




Tepkimelerin enzimatik olarak katalizi canli sistemler i¢in Onemli bir gereksinimdir.
Biyolojik sartlar altinda katalizlenmeyen tepkimeler, biyolojik molekiillerin ¢ogu kararl
yapida olduklarindan dolay1 yavas gerceklesme egilimindedirler [30]. Bir enzimin verilen
bir tepkimenin ¢ok hizli gergeklesebildigi 6zel bir ¢cevre saglanarak bu problem ¢oziilebilir.
Enzimle katalizlenmis bir tepkimenin ayirt edici Ozelligi tepkimenin enzim iizerinde
bulunan ve aktif bolge olarak adlandirilan kismin igerisinde gerceklesmesidir. Aktif
bolgeye baglanan ve enzimin reaksiyon verdigi substrat olarak adlandirilir. Basit bir

enzimatik reaksiyon su sekilde yazilabilir:

E+5S=—ES—=—EP=—/E+P

Burada E enzimi, S substrati, P iiriinii temsil etmektedir; ES enzim-substrat kompleksi, EP
enzim-iiriin kompleksidir. Enzim-substrat kompleksi, enzim etkisi i¢in temeldir. Aktif

merkez i¢in, enzim- substrat baglanmasini agiklayan iki model ileri stirtilmiistiir:

1) Fisher’in anahtar-kilit modelinde, substrat ve enzimin aktif yerinin birbirine uyacak
sekilde 6nceden belirlenmis oldugu varsayilir.

2) Koshland’in uyum olusturma modeline gore aktif merkez esnek yapidadir; substrat
varlifinda, proteinin tersiyer yapisinda olusan bir degisiklikle, enzim substratini

katalize uygun en dogru bigimde baglayacak bicimsel bir degisiklige ugrar [31].

Bir kimyasal reaksiyonda belirli bazi maddelerden (substratlar, S) belirli baska baz
maddeler (iirinler, P) olusur. Geg¢is diizeyi kuramina gore, her kimyasal tepkimede,
substrat ve tlirlinler arasinda kararsiz bir ara iirlin olusumu 6ngoriiliir; geg¢is, durumundaki
kararsiz bilesik, kararli temel bilesiklere gore daha ¢ok serbest enerji igerir ve daima daha
kararli bir bilesige donlismek iizere parcalanir. Bir kimyasal reaksiyonda gecis, durumuna
ulagsmak i¢in gerekli enerji aktivasyon enerjisi olarak bilinir. Sekil 2.3 de enzimle ile
katalizlenen ve katalizlenmeyen iki reaksiyonun enerji degisimi serbest enerji

diyagraminda gosterilmistir.



Gegis Hali (katalizsiz)

Gegcis Hali (katalizli)

" Reaktantlar

Serbest Enerii, G
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Sekil 2.3. Enzimle ile katalizlenen ve katalizlenmeyen iki reaksiyonun enerji degisimi
serbest enerji diyagrami
Enzim etkisini agiklamak i¢in substrat ve enzimin fonksiyonel gruplar1 arasindaki kimyasal

reaksiyonlar iyice incelenmistir. Enzimleri enzim olmayan bir¢ok katalizérden ayiran,

spesifik enzim-substrat kompleksi (ES) olusmasidir [31].

Enzim iizerindeki spesifik amino asit yan zincirleri, metal iyonlari, koenzimler gibi
fonksiyonel gruplar, substrat ile gecici olarak etkilesebilirler ve reaksiyon ic¢in substrati
aktive ederler. Enzim tizerindeki, substrat ile etkilesen kiiciik gruplar, bir¢ok durumda
diisiik enerjili reaksiyon yolu saglayarak aktivasyon enerjisini azaltirlar ve bu nedenle

reaksiyonu hizlandirirlar.

Daha diisiik aktivasyon enerjisi i¢in gerekli enerji, genellikle enzim ve substrat arasindaki
zay1f, non-kovalent etkilesimden tiirer. ES kompleksinde enzim ile substrat arasindaki
etkilesime, protein yapisini stabilize eden hidrojen baglari, iyonik baglar ve hidrofobik Van
der Waals etkilesimleri gibi gilicler aract olur. ES kompleksinde her zayif etkilesimin
olusmasi, etkilesim i¢in bir stabilite derecesi saglayan kiiglik miktarda serbest enerji
salinmasi ile birliktedir. Enzim-substrat etkilesiminden tiireyen bu enerji, baglanma enerjisi
olarak adlandirilir; reaksiyonun aktivasyon enerjisini diisiirmek i¢in enzimler vasitasiyla

kullanilan serbest enerjinin ise baslica kaynagidir [26,29].

Enzim katalizi i¢in genel bir aciklama saglayan temel ve birbiriyle iligkili iki prensip,

boylece ortaya ¢ikar:

1. Enzimlerin katalitik giicii, bir enzim ve substrat1 arasinda meydana gelen etkilesim ve

bir¢ok zayif bag olugsmasinda saliverilen serbest enerjiden (baglanma enerjisi) tiirer.

2. Zayif etkilesimler, reaksiyonun gecis durumunda optimize edilir; enzimin aktif yeri



substratlarin kendileri i¢in degil, katalize ettikleri reaksiyonlarin gegis, durumu igin
tamamlayicidir. 1894°de Emil Fischer, enzimlerin substratlarini bir “kilit-anahtar” gibi
birbirlerine uyacak sekilde yapisal olarak tamamlayici olduklarimi ileri slrmiistiir.
Enzimatik kataliz icin modern goriis, ise ilk kez 1930°da J.B.S.Haldane tarafindan ileri

stiriilmiig ve 1946°da Linus Pauling tarafindan iglenmistir [30].

Bir enzimatik reaksiyonun hizi, enzim etkisiyle zaman birimi basina (1 dakikada veya 1
saniyede) olusan iirlinlin veya iirline doniisen substratin miktarina gore ifade edilir. Bir
enzimin bir doku ekstrati veya biyolojik bir sivi i¢indeki miktarin1 6lgmek icin, drnek
icinde bulunan enzimin katalize ettigi tepkimenin hiz1 6l¢iiliir. Olgiilen hiz, var olan aktif
enzimin miktariyla dogru orantilidir. Ancak bir¢cok enzimin saf drnekleri olmadigindan
veya miktarlarini saptamak zor oldugundan bu enzimlerin miktarlari yerine aktivite {initesi
kullanilir. Cesitli enzimatik reaksiyonlarin hizlarinin farkli olmasi, ilgili enzimlerin
aktivitelerinin veya etkinliklerinin farkli olmasi ile agiklanir. Bir enzimin aktivitesi, o
enzim tarafindan katalizlenen enzimatik reaksiyonun hizinin, enzim etkisiyle optimal

kosullarda belirli siirede iiriine doniistiiriilen substrat miktarina gore ifadesidir.

Etkinligi veya aktivitesi fazla olan bir enzim, belirli bir siirede daha fazla substrat
molekiiliinii Uiriin haline donistiiriir. Optimal pH, 25°C sicaklik ve doygun substrat
derisiminde bir tek enzim molekiilii tarafindan birim zamanda iiriine doniistiiriilen substrat
molekiilli sayisina, enzime ait doniisiim sayisi denir ve kisaca kcar sembolil ile gosterilir. En
cok kullanilan enzim aktivitesi birimi, IU’dir. 1 IU enzim aktivitesi, optimal kosullarda, 1
dakikada 1pmol substrati degistiren enzim etkinligini ifade eder. Bu da 1 saniyede 16,67

nmol substratin iirline doniistiiriilmesine anlamina gelmektedir [31].

Enzimlerin spesifikligi veya ozgiilliigli, katalize ettikleri belirli reaksiyonlar ile ilgili

ozellikleridir. Enzimler i¢in ¢esitli spesifiklikler su sekilde tanimlanmistir:

1. Mutlak spesifiktik: Bir enzimin, yalnizca spesifik substratin spesifik bir reaksiyonunu
katalize etmesi 6zelligidir. Enzimlerin ¢ogu mutlak spesifiktik gosterirler.

2. Grup spesifikligi: Bir enzimin, benzer fonksiyonel gruplari iceren sinirl sayida substrat
ile reaksiyona ozelligidir. Ornegin glukozidazlar glukozidler iizerine, alkol

dehidrojenaz ise alkol iizerine etkilidir.

3. Bag spesifikligi: Bir enzimin proteinlerin peptid bagi, karbonhidratlarin glikozidik bag:
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gibi belli bag tipleri iizerine etkili olmast 6zelligidir. Kimotripsin, peptit baglarinin
hidrolitik par¢alanmasinda gorevli bir enzimdir; etkili oldugu baglar ise aromatik
halkali amino asitlerin olusturdugu peptit baglaridir.

4. Stereospesifiklik: Bir enzimin yalnizca glukozun D veya L izomerleri gibi belli optik
izomerlere etkili olmas1 6zelligidir. Ornegin maltaz, o glukozidlere etkili fakat B

glukozidlere etkili degildir [31].
2.3. Lakkaz Enzimi

Lakkaz enzimleri dogada oldukca yaygin olarak bulunmaktadirlar. Lakkaz ad1 ise ilk kez
1883 yilinda bu enzimin tanimlanmis oldugu Japon vernik agaci (lacquer) olan Rhus
vernicifera’dan tiiretilmistir. Daha sonralar1 ise seftali, firavuninciri, tiitiin ve kavak gibi

cok sayidaki bitkide de lakkaz enzimlerinin varligi belirlenmistir [32].

Resim 2.1. Rhus vernicifera bitkisi [39]

Lakkaz enzimleri bitkilerin yani sira mantarlarda ve bazi bakteri tiirlerinde yaygin olarak
bulunmaktadir. Lakkazlarin genel olarak karakterizasyonu ve kullanimi kolaydir [36].

Lakkazlar genis substrat segiciligine sahiptirler.

Lakkazlar i¢cin K degerleri onlarin organik substratlarina gore oldukga genistir. Bu aralik
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1-10 mM arasinda degismektedir. Lakkaz enziminde elde edildigi kaynaga gére molekiiler
kiitlesi 50—140 kDa arasinda degisiklik gdstermektedir [32].

Lakkaz enzimleri i¢in 6nemli bir parametre, bu enzimlerin aktivitelerinin pH’a bagimli
olmasidir. Fenolik substratlar i¢in lakkaz enzimlerinin pH bagimliliklar1 ¢an egrisi
seklindedir. Can egrisi seklindeki egrinin maksimum noktasi ise genellikle asidik pH’larda
meydana gelmektedir, fakat maksimum aktivitenin pH 9-10 gibi bazik bdlgelerde meydana
geldigi lakkaz enzimleri de bulunmaktadir. Ayrica lakkaz enzimleri 70 °C gibi yiiksek
sicakliklarda dahi etkinlik gosterebilmektedir [32].

2.3.1. Lakkaz'in tepkime mekanizmasi

Lakkaz enzimleri diisiik substrat 6zgiilliikkleri ile karakterize edilmekte olup, difenoller,
polifenoller, farkli substitiye fenoller, diaminler, aromatik aminler ve hatta iyodin gibi
inorganik bilesikler de dahil olmak {izere cok fazla cesitlilikteki substratlar1 okside
etmektedirler. Hatta siringaldezin gibi metoksi-aktive fenollerin oksidasyonu ise sadece

lakkaz enzimleri tarafindan gergeklestirilmektedir [35].

Coklu-bakir igeren bir protein olan lakkaz, radikal-katalizli reaksiyon mekanizmasi ile
aromatik ve aromatik-olmayan farkli bilesiklerin oksidasyonu i¢in molekiiler oksijeni
kullanmaktadir. Kullanilan molekiiler oksijenin suya indirgenmesi saglanarak, fenolik
bilesiklerin oksidasyonu katalizlenmektedir [35]. Sekil 2.5’de Lakkaz enziminin

katalizledigi reaksiyon resmedilmistir.

Lakkaz Cu™

OH
HO
21,0
HO .
Adrenalin
OH
O
- ) O, +4H
o N (%
e- CH3 8 )
Adrenokinon

Pt/PPy-PVS Elektrot

Sekil 2.4. Lakkaz enziminin katalizledigi reaksiyon mekanizmasi



12

Lakkaz enzimleri spektroskopik olarak farkli olan 3 tip bakir iyonuna (Tip1, Tip2 ve Tip3)
sahip olmalar1 nedeniyle bu enzimler, ¢oklu-bakir iceren mavi proteinler sinifina dahil
edilmektedirler. Bu bakir merkezleri ayn1 zamanda enzimin aktif merkezleridir ve ylizeye
yakin yerlerde bulunur [11]. Lakkaz enzimlerin indiiksiyon mekanizmalari, fiziko-
kimyasal oOzellikleri (O6rnegin, izoelektrik noktalar1 ve karbonhidrat igerikleri) ve

biyokimyasal 6zellikleri degisse de lakkaz enzimlerinin bakir-baglama bolgeleri siki bir

sekilde korunmustur [35].

Lakkazlar genellikle bir tane T1, bir tane T2 ve iki tane T 3 olmak iizere dort tane bakir
iyonu igerirler. Bakir molekiilleri genellikle histidin, sistein kalintilar1 ile koordine bag
yaparlar. T2 ve T3 bakir merkezleri oksijenin suya indirgenmesi sirasinda trintikleer bakir
kiimesi olustururlar. T1 bakir merkezi indirgenen substratlarin yiikseltgenmesi
reaksiyonunu igerir. Bu sirada olusan elektronlar tekrar T2 ve T3 bakir merkezlerine

transfer edilir. Sekil 2.6’da lakkaz ve bakir merkezleri gosterilmistir [32,35].

Sekil 2.5. Trametes versicolordan elde edilen lakkazin ii¢ boyutlu bakir-baglama
bolgeleri gosterimi [38]
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Sekil 2.6. Lakkaz enziminin bakir merkezlerinin gosterilmesi [32]

2.3.2. Lakkaz'in uygulama alanlari

Lakkaz enzimi olduk¢a fazla uygulama alani olan bir enzimdir. Organik sentez, renk
giderimi, attk su aritimi, kagit hamurunun agartilmasi gibi daha bir¢cok alanda

kullanilmaktadir [33].

Gidalarin veya mesrubatlarin renklerinin artirilmas1 veya modifiye edilmesi amaciyla
lakkaz enzimleri kullanilmaktadir. Bu yolla, meyve sularinda, biralarda ve saraplarda
kararmaya, puslanmaya ve bulanikliga yol acan istenmeyen fenolik bilesiklerin giderilmesi
amaciyla lakkazlar kullanilmaktadir. Lakkaz enzimleri, biyopolimerlerin ¢apraz
baglanmasin1 saglamasi nedeniyle, hamurun karigsma o6zelliklerini ve hamur {iriiniiniin

yapisal 6zelliklerini 1yilestirmek amaciyla firincilikta dahi kullanilmaktadirlar [33].
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Son yirmi-yirmi bes yildir, biyoelektrokimya alaninda yapilan ¢alismalar oldukca
yogunluk kazanmistir. Biyoelektrokimya alaninda kaydedilen ilerlemeler ise analitik
kimya uygulamalarina entegre edilmistir. Lakkazlar, ilave kofaktorlere gerek duymadan
elektron transfer reaksiyonlarim1 katalizleme yeteneginde olduklarindan, cesitli fenolik
bilesiklerin oksijenin veya azidlerin belirlenmesi amaciyla bu enzimlerin biyosensorlerde
kullanilmasia yonelik caligmalar bulunmaktadir. Lakkaz enzimlerine iliskin olarak
biyosensor duyarliligr iizerine ise enzim tutuklanmasinin énemli bir etkisi bulunmaktadir

[34].

Lakkaz enzimleri biyo-yakit hiicrelerinin katotlarina tutuklanarak, Ornegin kiigiik
transmitter sistemleri i¢cin gerekli olan giicli iiretmek amaciyla kullanilabilir. Biyo-yakit
hiicreleri ise yakit kullanmadan elektrik enerjisi lirettikleri i¢in ve temiz bir enerji kaynagi

sagladigi i¢in, ¢evresel agidan oldukc¢a dnemlidir.

Sonu¢ olarak, lakkazlar olaganiistii ¢ok-yOnlii enzimler olup, biitiin aktivitelerin
orijinlendigi temel bir reaksiyonu katalizlemektedirler. Lakkazlar canlilarin biitiin
domainlerinde yayilmis olarak bulunan enzimler olup, bu enzimlerin fizyolojik rollerinin
cok daha iyi anlagilmasi i¢in daha ileri ¢aligmalarin yapilmasi ve bu enzimlerin potansiyel

biyoteknolojik uygulamalarinin daha ileri diizeylerde tanimlanmasi gerekmektedir [33].

2.4. Biyosensorler

Her canli ¢evresinde yasanan degisimleri algilama ve yanit verme mekanizmalarina
sahiptir. Canlilarda bulunan bu mekanizmalar, biyosensorlerin gelistirilmesi i¢in dnemli bir
temel olusturur. En genel anlami ile biyosensorler, analizler i¢in kullanilan biyolojik
molekiillerin veya sistemlerin secicilik oOzelliklerinden faydalanilarak gelistirilen 6zel

cihazlardir. Biyosensorler; "International Union of Pure and Applied Chemistry" (IUPAC)
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tarafindan, "kimyasal bir bilesige karst verilen biyolojik yaniti optik, termal ya da

elektriksel sinyallere doniistiiren cihazlar" olarak tanimlanmistir [1,29].

Ilk biyosensdér uygulamalar1 1960 yillarinda tip alaninda baslamistir. Giiniimiizde ise
biyoteknolojideki kokli degisimin verdigi hiz ile bir¢cok alanda biyosensoér kullanimi
giderek yayginlagsmaktadir. Biyosensorler klinik, teshis, tibbi uygulamalar, proses kontrol,
biyoreaktorler, ila¢ sanayi, madencilik, savunma sanayi, arittima ve kontrol teknolojileri
gibi pek cok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir. Yine bu konularda yogun arastirma
caligmalar1 yapilmaktadir. Hatta son yillarda gorme, isitme, koku gibi algilama
mekanizmalar1 ideal biyosensor olarak goriilmekte ve bu mekanizmalarin yapay olarak

iiretilmesi ¢alismalarina hizla devam edilmektedir [8,29].

Biyosensorler {i¢ temel bilesenden olusur, bunlar segici tanima mekanizmasina sahip
biyomolekiil (biyoajan), cevirici (transducer) ve elektroniktir. Bir baska deyisle
biyosensorler, dl¢limii istenen bilesen ile uygun bir biyomolekiil arasindaki etkilesimin
ceviriciler tarafindan elektrik sinyallerine doniistiiriildiigii ve bu sinyallerin elektronik

yontemlerle analit derisimi cinsinden ifade edildigi cihazlardir [29].

Bivoreseptir Transduser
SRAG Elektriksel
kimyasal .
oo @ sinyal syl
1t | | 2 Fr

Aunalit: P '-. 2
substrat " . - | —

- i '

- : ’

Immaobilize enzim

Sekil 2.7. Bir biyosensoriin genel sematik gosterimi [51]

2.4.1. Biyomolekiiller (Biyoajan)

Analizi yapilacak madde ve yapilar genellikle analit olarak adlandirilir. Biyosensor
teknolojisinde kullanilan analitlere 6rnek olarak; metaller, substratlar, aktivatorler,
inhibitorler, enzimler, ko-enzimler, hormonlar, antikorlar, antijenler, niikleik asitler,

mikroorganizmalar, makro molekiiller, viriisler, anorganik ve organik maddeler verilebilir.
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Biyosensorlerde kullanilan analit ile spesifik bir sekilde etkilesime giren biyomolekiiller,
komplekslik hiyerarsisine gore basitten karmasiga dogru su sekilde siniflandirilabilir;
iyonoforlar, antikorlar, enzimler, niikleik asitler, lipozomlar, biyomembranlar (6rnegin;
membran reseptdrleri), hiicre organelleri (6rnegin; mitokondri), tlim hiicreler, doku

kesitleri ve homojenatlar1 ve organlar (6rnegin; gérme organi gibi) [40].

Elektroaktif madde = Elekrot Elektrokimyas
pH dejisimi = pH elektrot hmperometrik
potansivometril
151 = Termal
. FET ’ Elektirik
151k = Fotodedektir sinyali
jrond iiktometril

kiifle degisimi = Pizoelektrik

Sekil 2.8. Biyosensoriin ¢alisma prensibi

2.4.2. Ceviriciler (Transduserler)

Biyolojik veya biyokimyasal sinyalleri dl¢tilebilir fiziksel bir doniistiirebilen sistemlere

cevirici denir. Sistemde kullanilan teknige gore isimlendirilir [41]. Ceviriciler temelde dort

Ceviriciler

grup altinda toplanirlar:

Optik déniigtiiriiciiler Kiitle degigimini Is1 degisimini )
*Absorbans 6l¢timiini temel alan d femel alan EZ.‘?"“?"‘”E”?J’ ?Sal
temel alanlar doniigtiiriiciiler Oniistiiriiciiler don u.st;uruculef‘
*Floresans veya shomnsizomenk
fosforesans dl¢timiinii *Konduktometrik
temel alanlar «Amperometrik
+*Kirilma indisini temel

alanlar

Sekil 2.9. Ceviriciler

2.4.3. Biyosensor uygulamalar:
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Biyosensorler birgok alanda kullanilmaktadir. Bunlara 6rnek olarak:

* Tip: Metabolitlerin oOlgiilmesi, insiilin eksikligi belirtilerinin Olgiilmesi, hastane
kosullarinin gézlenmesi , yapay pankreasin ¢aligma kosullarinin kontrolii vb.

 Endiistri: Endiistriyel proses kontrollerinde gereklidir. Biyoreaktorlerin kontrolil, giren
hammadde ve ¢ikan iirlinlerin 6l¢tilmesi, vb.

* Cevresel Denetim: Cevre Koruma Ajansi (ing: EPA (Environmental Protection
Agency) EPA tarafindan hava ve su diizenli olarak izlenmektedir. Ayrica yerel idari
mercilerin de bolgesel izleme birimleri bulunmaktadir. Bu birimler diizenli olarak hava
ve suyu tahlil etmektedirler.

* Savunma (askeri ve sivil): Askeri ve sivil savunma alaninda kullanilmak {izere bir ¢cok
sensor ve biyosensor dizayni ve imalatina, son korfez krizi ve 11 Eyliil sonrasinda hiz
verilmigtir. Herhangi bir biyoterdr ve biyosaldiri sonrasi erken tespit ve analiz i¢in ¢ok

giiclii ve tagiabilir biyosensorler en elzem cihazlardandir [42,43].

2.4.4. Biyosensor dizayninda dikkat edilmesi gerekenler

Biyosensor tasarimlarinda once biyosensoriin hangi analiti taniyacagi tespit edilmelidir.
Sonrasinda ise asagidaki maddeler dikkate alinarak biyosensorler dizayn edilmelidir.

Bunlar sirasiyla;

¢ Analite uygun biyomolekiiliin se¢imi,

e Biyoreseptorii  doniistiiriiciiye  sabitlemede  kullanilacak uygun ve  verimli
immobilizasyon metodunun se¢imi,

e Biyoreseptoriin analiti tanimasiyla olusan kimyasal veya fiziksel sinyali anlasabilir
sinyal formuna doniistiirecek olan doniistiiriiciiniin se¢imi ve dizayni,

e Olgiim araliginin, duyarliligin ve dlgiimlerdeki parazitlerin dikkate alinmast,

e Cihazin kompakt bir hale doniistiirtilmesi,
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olarak siralanabilir. Tiim bunlar1 yapmak i¢in ise bir ¢ok alanda genis bir bilgi birikimine
ihtiyag¢ vardir. Mesela, birinci sik i¢in biyokimya ve biyoloji, ikinci ve ii¢lincii i¢in kimya,
elektrokimya ve fizik ve dordiincii i¢in kinetik ve kiitle transferi alanlar1 bunlardan
bazilaridir. Modern imalat teknolojileri ve stratejileri sayesinde ¢ok daha az maliyetle
biyosensor liretimi miimkiin olmaktadir. Tasaridan imalata tiim bu basamaklarda ¢oklu-

disiplinlerin bir arada ¢aligmasi son derece onemlidir [41,42].
2.5. Enzim Sensorleri

En genel anlamda bakildiginda bir biyosensor biyobilesen, doniistiiriicii ve oOl¢iim
sisteminden olugmaktadir. Enzim sensorlerini diger biyosensorlerden ayiran tek fark

biyoaktif tabakada biyobilesen olarak enzimlerin kullanilmasidir.

Enzimler, biyolojik yapilardaki reaksiyonlarmn ilimli sartlarda gerceklesmesine imkan
saglayan ve bu reaksiyonlart diizenleyen genel olarak protein yapili yaygin olarak
kullanilan biyokatalizorlerdir. Enzimler canli sistemlerdeki 6nemli biyolojik reaksiyonlari
katalizleyen protein yapisindaki makro spesifik molekiillerdir. Enzimler katalizledikleri
reaksiyonlar i¢in ¢ok duyarlidirlar. 10®* M ve daha diisiik derisimlerde bile katalizér gorevi

yapabilirler [35].

Bir enzim elektrotunda enzimi igeren biyoaktif tabaka, enzimin katalizledigi tepkimeye
uygun bir iletim ve dl¢iim sisteminin uzantis1 olan bir iletici ile birlestirilmektedir. Iletim
sistemi biyoaktif tabakada gerceklesen enzimatik tepkime sonucu olusan iirliniin
miktarindaki artigi tespit edebilecek sekilde se¢ilmelidir. Biyoaktif tabakadaki ve biyoaktif
tabaka iletici ara yiizeyindeki derisimlerin hizli bir sekilde dengeye ulasabilmesi ig¢in
diflizyon engelini en aza indirmek amaciyla biyoaktif tabaka kalinliginin miimkiin
oldugunca ince olmas1 gerekmektedir. Bunun yani sira biyoaktif tabakada sabit bir substrat
derisimi saglayabilmek icin Olgme c¢ozeltisinin yeterli bir sekilde karistirilmasi
gerekmektedir. Iletici sistemin Slgme sistemine gdnderdigi sinyal biyoaktif tabaka ile
iletici ara yiizeyindeki derisimlerdeki degisiklige baglidir. Ancak s6z konusu derisimler

denge halinde Olgme ¢ozeltisindeki derisimlerLE orantili oldugu i¢in ¢ogu zaman
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kalibrasyon grafigi ¢izilerek sonuca varilir [44,47].

Enzim sensorlerinin siniflandirilmast en yaygin sekilde, enzimatik reaksiyon uyarinca

olusan sinyalin Ol¢iim yontemine gore yapilmaktadir. Bu siniflandirma ¢izelge 2.10' da

verilmistir;
Biosensorlerin
Smiflandirilmas:
I
| | [ |
Elektrokimyasal Kalorimetri . Piezoelektrik
Esash Esash OpfilkcEsasli Esash
|| Am[;:;glrln etrl __ Fotometri esash
(elektrotlar) (Gl <lithy
. Potat:‘;gclnlmem _ Fluometri esash
(elektrotlar) (Gl <lithy
Yariiletken Biyoluminesans
— esasl — esash (optik
(transistorler) lifler)

Sekil 2.10. Enzimlerinin biyosensorlerinin siniflandirilmasi [44]

2.6. Elektrokimyasal Esash Biyosensorler
2.6.1. Amperometrik sensorler

Bir mikro calisma elektrodu ile bir karsit elektrot arasina disardan denge geriliminden
farkli bir gerilim uygulanirsa, sistem yeniden dengeye ulagsmaya c¢alisir ve bu sirada bir
elektrot tepkimesi olur yani iki elektrot arasinda bir akim gecer. Bu ydonteme amperometri
adr verilir. Calisma elektrodunda indirgenen veya yiikseltgenen madde bir katyon, bir

anyon veya yliksiiz bir bilesik olabilir [46].

Amperometrik Olgiimlere dayanan sensorler giderek oOnem kazanmaktadir. Bu tir

sensOrlerin Onciisii ve en ¢ok kullanilani oksijen elektrodudur. Clark oksijen sensorii olarak
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da bilinen bu sistemde altin, giimiis veya platin katot, silikon ve teflondan yapilmis bir gaz
gecirgen membran ile kaplhidir. Bu katot ile ayn1 zamanda bir karsilastirma elektrodu olan
bir glimiis anot arasina 1.5 Voltluk bir pil baglanir ve iki elektrot arasindan gecen akim
bunlarin arasina yerlestirilen bir mikroampermetre ile O6lgiiliir. Bu elektrot sisteminin
daldirildigr ¢ozeltide ¢oziinmiis olan oksijen membrandan gecer ve katoda ulasir ve

uygulanan gerilimde indirgenir [46].
2.6.2. Potansiyometrik sensorler

Bir karsilastirma elektrodu ve uygun bir calisma elektrodu ile olusturulan bir
elektrokimyasal hiicrede 6l¢iilen gerilim degerleri yardimu ile hiicre ¢ozeltisindeki tiirlerin
nicel analizine potansiyometri denir. Calisma elektrodu, ¢ozeltideki tiirlerden bazilarina
secimlilik gosteren ve i¢c kisminda bir bagka karsilastirma elektrodu ile nicel analizi
yapilacak tiiriin belli derisimdeki ¢dzeltisi bulunan ve bir membran ile analizi yapilacak
cozeltiden ayrilmis bir elektrottur. Analizi yapilacak ¢ozeltiye daldirilan bu elektrot ile
ayni ¢ozeltiyle temasta olan bir karsilastirma elektrodu arasinda olusan gerilim degeri ile
analizi yapilan tiirlin derisimi arasinda logaritmik iliski vardir. Bu hiicre geriliminin
Ol¢iimii sirasinda iki elktrot arasinda uygun bir devre yardimiyla bir akimin gegmemesi
saglanir. Igte ve dista bulunan c¢ozeltilerde analizi yapilacak tiiriin derisimi acisindan bir
fark varsa membranin i¢ yiizeyi ve dis yiizeyi arasinda bir gerilim farki olusur. Bu gerilim
farkinin degeri analizi yapilan tiire ve derisimine bagli oldugu gibi, membranin cinsine ve

cozeltide bulunan 6teki bilesenlerin cins ve miktarlarina da baglidir [48].

2.6.3. Yar iletkenlik sensorleri

Elektriksel alanin varliginda bir c¢ozeltide elektrik yiikii, iyonlar tarafindan tasinir.
Cozeltinin iletkenligi ¢ozeltideki tiim iyonik tiirlerin katkisi ile olusur. Iki elektrot arasina
bir alternatif akim uygulandiginda diisiik frekanslarda yiik tasinimi iyonlarin elektriksel
alandaki gocii ile tasinirken, yiliksek frekanslarda ¢oziicliniin polarlanmasi nedeni ile yiik
tasinimina ¢oziiciiniin de katkisi olur. Iki elektrot arasina alternatif sinyalin uygulanmasi
elektrotlarda elektrolizle olabilecek madde kaybini en aza indirmek igindir. Iletkenlik
sensorlerinin bir 6rnegi oksijen sensoriidiir. Suda ¢oziinmils O, miktari, bu molekiiliin

metal ile olusturdugu iyonlar nedeni ile artan iletkenligin 6lciilmesi ile bulunur [48].
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2.7. Enzim Sensorlerinin Performans Faktorleri
Biyosensorler sekiz parametreye gore nitelendirilirler:
Duyarlilik: Cihazin analitteki degisime birebir cevap vermesi demektir.

Secicilik: Cihazin sadece analite Ozgiinliigiinii gosterir. Cihaz bagka reaktiflere ilgi

gostermez ve hatali sonug, vermez.

Ol¢iim Araligi: Cihazin 6lgebildigi analit derisim araligidir. Analit belli bir derisiminden az

veya ¢oksa cihaz iyi bir duyarlilikta sonug, vermeyebilir.

Olgiim Siiresi: Analit dersimindeki bir basamak degisime kars1 cihazin verecegi nihai

yanitin sadece %63’liikk kismini 6lgmek i¢in gosterdigi 6l¢iim siiresidir.
Tekrarlanabilirlik: Cihazin sonuglarindaki tutarliligi ifade eder.

Tespit Sinir1: Cihazin tespit edebilecegi en diisiik analit derisimini ifade eder.

Omrii: Cihazin, performansinda gozle goriiliir bir azalma olup olmadigini ifade eder.

Kararhilik: Belirli bir siire i¢inde cihazin duyarlilifindaki veya baz ¢izgisinde degisimleri

dikkate alan bir kalite 6l¢ctim degeridir [42].

2.7.1 Kararhhik

Kararlilik, biyosensoriin kullanim émrii hakkinda bilgi verir. Ayn1 bir sensor ile ¢ok sayida
Olctim yapilabilmesi, is glicii ve maliyet acisindan c¢ok Onemli avantajlar saglar.
Biyosensoriin omrii, onlarin saklanma ve ¢aligma kosullarina baghdir. Hibrit bir yapiya
sahip olmalar1 nedeniyle enzim sensorlerini, hem sensér hem de enzim kararlilig1 agisindan
degerlendirmek gerekir. Amperometrik sensorlerde 0Ozellikle yiiksek potansiyelde
calisildiginda, reaksiyon irlinleri tarafindan yiizeyin bozulmasi problemi ile

karsilagilabilir.

Enzimin saflik diizeyi, kaynagi ve immobilizasyon yontemi enzim sensoriiniin kararliligini
onemli Olciide etkilemektedir. Saflik diizeyi ile kararlilik arasinda dogrusal bir iligki

yoktur. Safsizligin artmasi durumunda ise ilgilenilen enzimatik reaksiyonla girigim



22

yapacak tiirler arasi olumsuz reaksiyonlarin olabilecegi diisiiniilmelidir. Hazirlanan bir
biyosensor ile rutin uygulamaya ge¢meden Once calisma ve depolama kararliliginin

spesifik olarak belirlenmesi gereklidir [44].
2.7.2. Duyarhhk

Kalibrasyon grafiginde substrat derisimi ile sensor yaniti arasindaki iliskinin dogrusal
oldugu bolgeye “dogrusal aralik” denir. Hazirlanan elektroda immobilize edilmis olan
enzim; sadece belirli maddelere (substratlara) karsi duyarli olmalidir. Duyarlilik, akim-
derisim egrisinin egimi ile orantilidir. Egim degeri biiyiidiikce duyarlilikta da artis
gozlenir. Kullanilan enzimin substratlart diginda biyosensorlerin = girisim  yapan

maddelerden etkilenmemesi istenir.

Potansiyometrik enzim sensorlerinde kalibrasyon grafigi, iiriin derisimin logaritmasi ile
potansiyel arasinda ¢izilir. Amperometrik esasli enzim sensdrlerinde ise iiriin derigimi ile
akim arasinda dogrusal grafikler elde edilir. Biyosensor yanitini etkileyen parametrelerin
sensor kalibrasyonunu etkileyecegi unutulmamalidir. Ornegin sicaklik, optimum kosuldan
uzaklasildiginda enzim sensdriiniin yanitt olumsuz yonde etkilerken, bazi kimyasal tiirlerin
difiizyon hizlarmin sicaklikla artmasi enzim sensorii yanitinda artisa sebep olur. Ayni
analit derisime karsilik ne kadar biiylik yanit elde edilirse duyarliligin o kadar iyi oldugu

sOylenir.

2.7.3. Secicilik

Diger analiz sistemleri ile kiyaslandiginda biyosensorler ig¢in en Onemli ozelliktir.
Enzimler, spesifik enzimler hari¢ se¢imlilik sirasinda antikor ve niikleik asitlerden sonra
gelmektedir. Se¢imliligi etkileyen bazi parametreler vardir. Bunlar; sensorle girisimler,
biyokatalizorle girisimler ve pH’dir. Sensérde meydana gelebilecek girisimleri dnlemenin
en 1yi yolu Ornekteki diger maddelere yanit vermeyen, sadece ilgili reaksiyonu
izleyebilecek bir sensor kullanmaktir. Amperometrik sensorler sabit bir potansiyelde

caligmalarina ragmen potansiyometrik olanlara nazaran daha spesifiktir.
2.7.4. Ol¢iim siiresi

Bir biyosensor ile pratik bir islem sonucunda kisa siirede sonu¢ alinabilmesi

biyosensorlerin yayginlasmasini saglamistir. Bir biyosensoriin Ol¢lim siiresini asagida
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belirtilen ii¢ agsama etkilemektedir;
- Substratin analiz ortamindan membran yiizeyine difiizlenme hiz1

- Substratin membran igine difiizlenme hiz1 ve biyokatalizoriin aktif merkezi ile ne kadar

hizli reaksiyon verdigi
- Elde edilen iiriiniin sensor ylizeyine ne kadar hizl diftizlendigidir.

Cozeltinin karigtirilma hizi, substrat derisimi, enzim derisimi, pH, sicaklik ve sensor
yiizeyinde herhangi bir membranin kullanilip kullanilmadig1 ve kullaniliyorsa membranin

niteligi ile kalinlig1 ve morfolojisi yanit siiresini etkileyen baslica unsurlardir.
2.7.5. Tekrarlanabilirlik

Enzim aktivitesi, kararlili§i ve saflik diizeyi hazirlanacak olan enzim sensori ile
tekrarlanabilir  sonuglar alinmasinda olduk¢ca Onemlidir. En basit anlamiyla
tekrarlanabilirlik, ayn1 6rnekte art arda 6l¢iim yapilmasi ile elde edilen degerlerden sapma

ve korelasyon katsayisinin hesaplanmasiyla ifade edilir.

2.7.6. Olciim smir1

Tasarlanan biyosensoriin ideal tanimina uymasi i¢in tayin smrmin belirli bir derigim
degerinin altinda olmas1 gerekmektedir. Genelde 6lgiim smirmm 10 M’dan daha diisiik
olmas1 istenir. Belirtilen bu tayin st elektrot ylizeyinin biytikligii, enzimin tayin
edilecek maddeye kars1i olan afinitesi, immobilize edilen enzim miktari, enzimin

immobilizasyonunda kullanilan polimer tabakasinin kalinlig1 gibi faktorlerden etkilenir.
2.7.7. Olciim arahg

Olgiim aralig1 denen bolge, biyosensdrden alian akim-derisim egrilerinin lineer oldugu
derisim araligidir. Tiim biyosensor uygulamalarinda ¢aligma ortaminda belirli bir derigim
degerine ulasildiktan sonra akim-derisim egrilerinde lineerlikten sapma gozlenir. Bu

durum enzimatik egrilerin en 6nemli ve de karakteristik 6zelligidir. Lineerlikten sapmanin
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nedeni enzimin substrata doymasindan kaynaklanir.
2.7.8. Omrii

Biyolojik c¢evirici olarak enzim kullanildigi durumlarda enzim aktivitesindeki azalma
kullanim Omriini kisitlayan en Onemli faktordiir. Enzimin yasam siiresi, biyosensoriin
kullanim 6mrii yani sira kalibrasyon sikligi, stabilite, tekrarlanabilirlik gibi parametreleri

de etkilemektedir [44,35].
2.8. iletken Polimerler

Polimerler, ilk kullanimlarindan bu yana elektriksek yalitkanligi iyi maddeler olarak
bilinirler. Bu o6zelliklerinden dolay1 elektriksel yalitkanhi§in arandigi, kablolarin
kiliflanmasi gibi alanlarda 6nemli kullanim yerleri bulmuslardir. Kolay islenmeleri esnek
olmalari, estetik goriintiileri, hafiflikleri, ve kimyasal agidan inert olmalar1 diger baz iistiin
ozellikleridir. Metaller ise; elektriksel iletkenligi yiiksek, listiin mekaniksel ozelliklere
sahip bir bagska madde grubudur. Ancak metaller polimerlerden agir ve pahalidirlar. Ayrica
polimerler gibi kolayca sekillendirilemezler. Korozyon metaller i¢in 6nemli bir bagka

sorundur [45].

Metallerin elektriksel iletkenligi ve mekaniksel 6zelliklerini, polimerlerin 6zellikleri ile
birlestirerek bir tek malzemede toplayabilmek her zaman ilgi ¢eken bir arastirma olmustur.
Bu amacla yapilan ilk yaklasimlar, uygun iletken maddelerle karisiminin hazirlanmasina
yoneliktir. Denenen yollardan birisi polimerlere metal tozlar1 gibi pargaciklarin katilmasin
ve iletkenligin polimer Orgiisiine sokulan metal faz iizerinden saglanmasi olmustur.
Polimer igerisinde uygun bir tuz ¢Ozlip iyonik iletkenlikten yaralanmak bir baska
yaklagimdir. Her iki yontemde de polimer, iletkenligi saglayan pargaciklar igin bir
baglayict faz olarak islev yapar ve kendisi elektrik iletimine katilmaz. Sozii edilen

yontemlerle polimerlere ancak belli diizeyde iletkenlik kazandirilabilir [45].

Yukarida deginilen iki yaklasimda da polimerlerin kendisi yalitkanlik 6zelligini korur ve

yalniz iletkenligi saglayan faz i¢in tastyici gorevi yapar. Bir polimerin kendisinin dogrudan
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elektrigi elektronlar iizerinden iletebilecegi ilk kez poliasetilen {izerinde yapilan

caligmalarla anlasilmistir.

Poliasetilen, uzun yillardir iletken olmadig: bilinen ve normalde siyah toz halinde bulunan
bir polimerdir. H. Shirakawa, 1974'te, Ziegler-Natta katalizorii kullanarak metalik
gorlintiide ancak yeterince iletken olmayan giimiis renginde poliasetilen filmler
hazirlamistir. 1977 yilinda H. Shirakawa, A.J. Hegeer ve A.G. MacDiarmid s6zii edilen
poliasetilen filmlerin iyot, flor veya klor buharina tutularak yiikseltgendiginde, iletkenligin
107 kat artarak giimiis ve bakirmn iletkenligine yakin bir iletkenlik sergilemistir. Shirakawa,
Hegeer ve MacDiarmid bu galigmalarmdan dolayr 2000 yili Kimya Nobel Odiiliinii
almislardir [45].

Gilinlimiizde polipirol, polianilin, politiyofen, polifuran gibi ¢ok sayida polimerin iletken
oldugu bilinmektedir. Bazilarmin toz, siispansiyon, film veya levhalar halinde ticari
iiretimi yapilmaktadir. Ana bileseni polipirol olan lifler, polipirol ve polianilin kapli karbon
tozlar1, polipirol kapli lifler diger ticari iiriinlere 6rnektir. Iletken polimerler icerisinde
polipirol ve polianilinin 6zel bir yeri vardir ve bu iki polimer organik metal olarak

adlandirilir [45,49].

Analitik kimya ve biyosensor alanlarinda iletken polimerler ile ¢alisan pek ¢ok arastirmact
vardir. Yeni ve ilging 6zellikler sunan bu maddelerle yaygin olarak kullanilan elektronlarin
ylizey modifikasyonlar1 i¢in farkli imkanlar olusmakta ve elektrokataliz, membran
ayirmalar1 ve kromotografi alanlarinda uygulanmaktadir. Aym1 zamanda kimyasal ve

biyokimyasal sensor iiretiminde de yeni teknolojik imkanlar olugsmaktadir [45,49]
2.8.1. Pirol

1937 yilinda Pratsi, pirolii kimyasal olarak yiikseltgeyerek siyah renkli bir bilesik elde
etmigtir. Yapisini aydilatamadigi bu bilesige pirol siyahi adin1 vermistir. 1968 yilinda
Dall’olio siilfiirik asit ortaminda ilk defa elektrokimyasal yolla, pirolii yiikseltgeyerek 8
S/cm iletkenlige sahip polipirol (PPy) elde etmistir. 1979 yilinda Diaz ve arkadaslar

tetraetilamonyumtetrafloroborat destek elektrolit igerisinde %]1'lik sulu asetonitril
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cozeltisinde piroli yiikseltgeyerek iletkenligi 10-100 S/cm arasinda degisen iletken PPy
filmi elde etmislerdir. Bu c¢alismadan sonra piroliin polimerlesme kosullarinin
optimizasyonu i¢in birgok calisma yapilmistir. Elektrolit anyonlari, elektrolit ¢dziiciileri,
cOzeltinin pH’s1, polimerizasyon sicakligi, potansiyel-akim miktarlar1 gibi bir¢ok

parametrenin optimizasyonu i¢in hala ¢aligmalar devam etmektedir [49].

Pirol kaynama noktasi 130°C, yogunlugu 0,948 g/mL olan kokulu renksiz bir sividir.
Mineral asitleri ile ¢cabucak polimerlesir. Pirol aromatik bilesiktir ve deneysel rezonans

enerjisi 22-27 kcal/mol’diir [49].

1\
\ / & I

Sekil 2.11. Pirol

-

Onemli
iletkenlerden olan polipirol kimyasal veya elektrokimyasal yol ile sentezlenebilir.
Kimyasal yontemde, 6rnegin Fe™ gibi bir yiikseltgen kullanilirsa, toz halinde polipirol elde

edilir.

Erimez ve c¢ozinmez oldugu icin kimyasal yontemlerle elde edilen toz halindeki
polipiroliin islenmesi s6z konusu degildir, presleme gibi yontemlerle ancak belli sekillere
sokulabilir. Polipirol filmler, elektrokimyasal polimerizasyonu ile hazirlanir. Levha ya da
tambur seklindeki elektrotlar kullanilarak farkli boyutlarda ya da siirekli polipirol filmler
elde edilir. Polipirol filmlerin mekanik 6zellikleri diger iletken polimerlerden daha iyidir

ve atmosfer kosullarinda daha karalidir [45].
2.8.2. Piroliin Elektrokimyasal Polimerizasyonu

Iletken polipirol filmlerinin olusumu anodik olarak asetonitrilin yiikseltgenmesiyle ilk
olarak Diaz tarafindan yapilmistir. Coziicii, elektrolit, fonksiyonel gruplar, elektrot
potansiyeli, ve diger ozelliklerin degistirilmesiyle literatiirde olduk¢a fazla miktarda

caligma bilinmektedir. Fakat polimerizasyon mekanizmasini anlamak uzun siirmiistiir [50].
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Elektrokimyasal sentez, basitligi ve yeniden iiretile bilirliginden dolayi, elektrik iletken
polimerlerin sentezi icin hizla genel bir metot olarak kabul goérmeye baslamistir.
Elektrokimyasal sentezin oda sicakliginda gerceklesebilmesi de onun oOnemli bir
avantajidir. Hem potansiyel hem de akim zamanla degistirilerek film kalinligi da kontrol
edilebilir. iletken polimerlerin elektrokimyasal polimerizasyonu genellikle su metotlarla
yapilir: Akima kars1 (galvanostatik), potansiyele karsi (potansiyostatik) ya da potansiyel

taramasi [49].

Calisma elektrotu, referans elektrot ve karsit elektrottan olusan standart iiclii elektrot
sistemi ile genellikle en 1iyi filmler elde edilmektedir. Elektrokimyasal sentez homojen bir

monomerle yapilabildigi gibi, kopolimerizasyonla da yapilabilmektedir.

Polipirol filmler elektrokimyasal olarak piroliin sulu veya susuz c¢ozeltilerinde ve anodik
yiikseltgenme ile elde edilir. Sekil 2.12° de wverilen piroliin elektrokimyasal
polimerizasyonu, bir elektronun serbest birakilmasiyla, monomerin yiikseltgenmesini
icerir. Piroliin yiikseltgenmesiyle iki radikal katyon birleserek dimer olusturur. Radikal
katyonun dimerizasyonu, pirol halkasinin 2,5- pozisyonundan 2 hidrojen iyonunun
ayrilmastyla olur. Dimer, monomerden daha diisiik yari-dalga potansiyeline sahiptir. Bu

ylizden, dimerin ileri yiikseltgenmesi tercih edilir.

Polipiroliin 1ileri yiikseltgenmesiyle pirol halkasinda kismi pozitif yiik olusur. Bunun
sonucunda, polimer, nétral yiikleri korumak i¢in anyonik yiiklerle birlesir. Bu mekanizma

polimerlesme duruncaya kadar tekrarlanir [49].
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Sekil 2.12. Piroliin elektrokimyasal ylikseltgenme ile polimerlesme mekanizmasi[49]

2.9. Biyobilesen Immobilizasyonu

Endiistriyel uygulamalarin ¢cogu sulu ¢ozeltilerde gerceklesir. Katalizor olarak kullanilan
ve suda ¢oziinen serbest enzimin aktivitesini yitirmeden geri kazanmak veya reaksiyonu

kontrol altinda tutmak c¢ok zordur. Reaksiyonun kontrol etmek icin istenildigi an inhibitor
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kullanilabilir. Fakat serbest enzim tarafindan kirletilmis olan reaksiyon iiriinlerine yeni bir
kirlilik unsuru eklenmis olur. Olusacak iiriinlerin bu kirliliklerden arindirilmasinin maliyeti
daha yiiksektir. Katalizor olarak kullanilan serbest enzimin reaksiyon ortamindan ayrilmasi
ve yeniden kullanilmas1 miimkiin degildir. Bu durum ¢ok iyi bir katalizér olan enzimler
icin maliyeti artiran 6nemli bir etmendir. Ayrica serbest enzimlerin devamli iiretim
sistemlerinde kullanilmast da miimkiin degildir. Bu sorunlardan &tiirii enzimi suda
cOziinmeyen bir tasiyiciya fiziksel veya kimyasal olarak baglamak olduk¢a Onemlidir.
Enzimler farkli ve uygun yoOntemlerle uygun tasiyicilara baglanabilir. Bu isleme

immobilizasyon denir [51].

Immobilizasyon, enzim teknolojisinin en eski ve pratik tekniklerinden birisidir. Immobilize
enzimler ve bunlarin uygulamalan siirekli geliserek devam etmektedir. Bu enzimler klinik
alaninda, gida sanayisinde ve endistriyel alanda degisik ve kesikli uygulamalarda
kullanilmaktadir. Enzimlerin katalitik potansiyellerinden maksimum sekilde faydalanmak
icin uygun immobilizasyon yonteminin belirlenerek sartlarin optimize edilmesi gerekir.
Immobilize enzimler serbest enzimlere gore daha kullanisli ve avantajlidir. Cizelge 2.2’ de

immobilize enzimlerin ustiinliikleri verilmistir [35].

Cizelge 2.2. Immobilize enzimlerinin iistiinliikleri

Immobilize enzimlerin serbest enzimlere gore iistiinliikleri:

<

Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilirler ve iirlinlerin enzim
tarafindan kirletilmesi gibi bir problem olusturmaz.

Sicaklik, pH gibi gevre kosullarina karsi dayaniklidirlar.

Siirckli islemlere uygulanabilirler.

Dogal enzime kiyasla daha karalhidirlar.

Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir.

Bir birini izleyen ¢ok adimli reaksiyonlar igin uygundur.

Bazi durumlarda serbest enzimden daha yilksek aktivite gisterir.
Mekanik galigmalar igin uygundur.

Otomatik islemlere imkan verir.

Ekonomiktir ve liretim kaybi azdir.

L O A N NN AR
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Baglama isleminde c¢ok degisik yontemler kullanilabilir. Hangi yontemin kullanilacagi
secilen donistiiriici ve enzime gore belirlenir. Enzim immobilizasyon kararlilig1 ve tekrar
kullannm1 agisindan biiylik avantaj saglar. Bunlar; kovalent baglama, iyonik baglama,
adsorbsiyon, ¢apraz baglama ve tutuklama yontemidir. Sekil 2.13° de baglama yontemleri
resmedilmistir. Tagiyictya baglanmada bir protein olan enzim molekiiliiniin yapisindan
yararlanilir. Molekiil yapisindaki fonksiyonel gruplar, iyonik gruplar ve hidrofobik
bolgeler bu baglanmada rol alirlar [51].

E
E
E
E
F P
Tutuklama Adsorpsiyvon Kovalent
/
E \ \ \‘ E
\ S g
E — E
E
Capraz baglama i}'n nik

Sekil 2.13. Immobilizasyon teknikleri, E: enzim, P: protein [51]

Kovalent baglama, iyonik baglama, adsorpsiyon, ¢apraz baglama ve tutuklama olmak
iizere baslica kullanilan immobilizasyon yontemlerinin karsilastirilmasi Cizelge 2.3 olarak
tablo halinde verilmistir. Ayrica immobilizasyon ydntemine gére biyosensoriin ortalama
Omiirleri ise: adsorpsiyon: 1 glin, membranda tutuklama: 1 hafta, fiziksel tutuklama: 3—4

hafta, kovalent baglama: 414 ay seklindedir.



31

Cizelge 2.3. Enzim immobilize tekniklerinin kiyaslanmasi

e Kovalent . fvonik (Capraz
Ozellik Baplams Adsorpsiyon Baglama Baglama Tutuklama
Hazirlanmas Zor Kolay Kolay Zor Zor
Enzim Aktifligi Yiiksek Diiisiik Yilksek Orta Yiksek
Bag Giicl Kuwvetli Zayif Driigiik Kuwvvetli Kuwvetli
Substrat R o i, P .
Spesifiklii Degigebilir Degismez Degismez Degizebilir | Degismez
, o 1 - - - Milmkiin Miimkiin
Rejenerasyon Miimkiin degil Miimkiin Mimkiin degil degil
Genel Orta Diisiik Ort Diisiik Yiiksek
Uygulanabilirlik e a ug €
Masraf Yiiksek Diisiik Diisik Orta Drisiik

2.9.1. Kovalent baglanma

Kovalent baglanma enzimin donistiiriicli yiizeyine kimyasal bir reaksiyon sonucu kovalent
baglanmasidir. Enzimler aktiflestirilmis doniistiiriicii yiizeylerine baglanabilecegi gibi
onceden uygun bir materyale kovalent baglanarak immobilize edilen enzim preparatinin

doniistiiriicii ylizeyinde bir film veya tabaka olusturmasiyla da biyosensorler hazirlanabilir.

Enzimlerin kovalent baglanmasinda dikkat edilecek onemli nokta, baglanmanin enzim
aktifligi icin aktif merkezdeki amino asitler lizerinden gerceklesmemesi ve bu gruplarin
sterik olarak engellenmemesidir. Kovalent baglanma enzim molekiilii {izerindeki

fonksiyonel gruplar tizerinden gerceklesir [51,52].
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2.9.2. fyonik baglanma

Iyonik baglanma enzimin doniistiiriicii yiizeyine kimyasal bir reaksiyon sonucu iyonik
olarak baglanmasidir. Bazi durumlarda iyonik baglama yaninda fiziksel adsorpsiyon da
etkili olmaktadir. Iyonik baglama c¢ok yumusak kosullarda gergeklestiginden, enzimin
konformasyonunda ve aktif merkezde degisiklige neden olmaz. Ancak; enzim ile tasiyici
arasindaki bag kovalent bag kadar giicli olmadigindan enzim kagisi séz konusudur

[51,52].
2.9.3. Adsorpsiyon

Bu yontemde enzimin film veya tabakaya adsorbe olmasi saglanir. Enzim
immobilizasyonunda kullanilan en eski ve en basit yontemdir. Adsorpsiyonun asil amaci
enzim immobilizasyonu olmayip, enzim saflagtirmaktir. Fakat suda c¢6ziinmeyen
tastyicilarda adsorpsiyon yonteminin enzim immobilizasyonunda oldukea sik kullanildigin
goriilmektedir. Enzimlerin kimyasal yapisi ve fiziksel durumuna gére immobilizasyon

yontemi belirlenir.

Yontem, yiizey aktif suda ¢oziinmeyen bir adsorbanin enzim ¢dzeltisi ile karistirilmasi ve
enzimin asirisinin  iyice yikanarak uzaklastirilmasi temeline dayanir. Tasiyiciya
baglanmada etkin olan Van der Walls kuvvetleridir. Adsorbanlar ¢ok degisik tlirde olmakla
birlikte iyi bir adsorpsiyon saglayabilmek i¢in genellikle adsorbanin bir 6n islemden

gecirilmesi gerekir [35,51].
2.9.4. Tutuklama

Enzimin bir membran veya tabaka (matriks) igerisinde hapsedilmesidir. Enzimler makro
molekiiler yapili proteinler olup polimer jel tabakalarda ve daha basit olarak diyaliz
membranlarinda tutuklanabilirler. Elektrokimyasal polimerizasyon diger bir tutuklama
yontemidir.  Ornegin; alin ~ kaplanmis  cam  slaytlarda  potansiyometrik
elektropolimerizasyon ile m-fenilendiaminin polimerlestirilmesiyle olusan film iginde

glukoz oksidaz immobilize edilmistir. Bu yontemin bagka bir¢ok uygulamasi vardir.
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2.9.5. Capraz baglama yontemi

Tutuklama yoOntemi ile kimyasal baglamanin birlestirilmis sekli olarak uygulanir.
Tutuklanmis biyoreseptdr gluteraldehit gibi iki fonksiyonlu reaktiflerle film veya tabakaya
kovalent baglanir. Bu yontem biyosensor hazirlanmasinda daha ¢ok tutuklama ve kovalent

baglama yontemlerinin kombinasyonu seklinde uygulanmaktadir.

Diisiik molekiil kiitleli bi- veya multi- fonksiyonel gruplar tasiyan reaktifler kullanimiyla,
enzim molekiilleri arasinda kovalent baglar olusturularak suda ¢6ziinmeyen ¢apraz bagl
enzim kompleksleri hazirlanabilir. Enzim molekiilleri arasindaki ¢apraz baglanma
derecesi; ortam pH’sina, ortam sicakligina, protein/reaktif derisim oranina ve kullanilan
enzime gore degisiklik gosterebilir. Molekiiller aras1 baglanmanin yani sira molekiil i¢i

baglanmalarda s6z konusu olabilir [35,49].
Capraz baglama yontemi enzimin;

- Yalniz bifonksiyonel ajan ile reaksiyonu,

- Ikinci bir protein varliginda bifonksiyonel ajan ile reaksiyonu,

- Suda ¢0zlinen bir tasiyiciya adsorpsiyonundan sonra bifonksiyonel ajan ile reaksiyonu,
- Bifonksiyonel reaktif tarafindan aktive edilmis polimer tasiyici ile reaksiyonu sonucu

gerceklestirilebilir.

Capraz  baglayict  reaktif  olarak  gluteraldehit,  hexametilen  diizosiyanat,
diflorodinitrobenzen, bismaleimidoheksen, disiiksinilsuberat sik bir sekilde kullanilan
bilesiklerdir. Capraz baglamada iki yontem kullanilir; bunlar daldirma ve direkt baglama

yontemidir.

Daldirma yOntemi

Elektrot once enzim ve c¢apraz baglayicinin bulundugu karisima veya enzim, albiimin,
jelatin gibi suda ¢6ziinen protein ve g¢apraz baglayicinin bulundugu karigima daldirilir.
Sonra kendi ekseni etrafinda homojen bir enzim tabakasi elde edilecek sekilde dondiiriiliir.
Bundan sonra elektrot glisin ¢ozeltisine daldirilir ve ¢apraz baglayicinin fazlasi ve diger

reaksiyona girmeyen maddeler yikanarak uzaklastirilir.
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Direkt baglama yontemi

Bu yontemde yaklasik 10 L enzim c¢ozeltisi bir kilcal boru yardimiyla doniistiiriicii
yiizeyine ince bir tabaka olusturacak sekilde damlatilir. Daha sonra ¢apraz baglayici reaktif
ilave edilir. Bu yoOntemde daldirma yontemine gore daha az biyobilesen ile

calisilabilmektedir [35,49].

2.10. Kaynak Arastirmasi

D‘Annibale, A. ve arkadaslar tarafindan 2000 yilinda yapilan bir ¢alismada; Lentinula
edodes kullanilarak elde edilen lakkaz, zeytinyag: fabrikalarinda atik sulardaki fenollerin
uzaklastirilmasi iizerine calisilmistir. Calismada lakkaz, glutaraldehit ile capraz baglanma
ve adsorpsiyon yontemiyle kitosan iizerine immobilize edilmistir. Optimum pH, serbest ve
immobilize enzim i¢in 4,0 , optimum sicaklik sirasiyla 50 °C ve 60 °C, Ky, degerleri

sirastyla 77 uM ve 256 uM olarak bulunmuslardir [53].

D‘Annibale ve arkadaslarinin 2000 yilinda yaptig1 baska bir ¢calismada ise yine Lentinula
edodes‘ten elde edilen lakkazin atik sulardaki fenol bilesikleri {izerine etkilerini
incelenmistir. Calismada lakkaz, adsorpsiyon ile immobilize edilmistir ve ilgili
parametreler incelenmistir. Serbest lakkazin K sabiti 0,07 mM dan, immobilize
edildiginde 0,15 mM-‘a artmistir ancak Ima degerinin 1,9x102 mM den 7,6x10° mM e
distligiinii gdzlenmislerdir [54].

Freire, R.S. ve arkadaslar1 tarafindan 2001 yilinda yapilan bir calismada Trametes
versicolor‘dan elde edilen lakkazin immobilizasyonu adsorpsiyon ve kovalent baglanma
yontemi ile yapilmistir ve enzim aktiflestirilmis karbon fiber mikro elektrotlar {izerine
immobilize edilmistir. Substrat olarak katekol kullanilmistir ve optimum pH 5,0 olarak
bulunmustur. Ayrica, immobilize lakkazin aktifligini 2 ay siiresince korudugunu

belirlemislerdir [55].
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Oldair D. Leite ve arkadaslar1 2003 yilinda, katekolaminlerin tayini icin Pleurotus
ostreatu’dan ekstrakte edilen lakkaz ile modifiye edilmis karbon pasta biyosensorii
hazirlamislardir. Katekolamin olarak adrenalin, hidrokinon ve dopamin ile ¢aligmislardir.
Karbon pasta elektrot 375 mg grafit, 23 mg ham lakkaz 6zii ve 110 mg nujol karistirilmast
ile hazirlamislardir. Olgiimleri diferansiyel puls voltametrisi kullanarak 0,1 M fosfat
tamponu (adrenalin i¢in pH 7, dopamin i¢in pH 6) igerisinde 25 °C sicaklikta almiglardir.
DPV voltagramalarint 50 ila 400 mV potansiyel arasinda adrenalin icin 400-50
mVpotansiyel araliginda dopamin i¢in ve 30 mV s-tarama hizinda almislardir. Ayrica
adrenokinon bilesiginin -174 mV’da dopaminkinonun 238 mV’da indirgendigini
bulmuslardir. Adrenalin i¢in dogrusal ¢alisma aralikligim1 6,0 x 10° — 7,0 x 10% M ve
dopamin i¢in 7,0 x 10° M- 4,0 x 10* M olarak bulmuslardir. Enzim elektrotla yapilan
adrenalin tayini i¢in tayin sinirin1 7,9 x 10° M ve dopamin tayini igin tayin sinirmi 9,8 x
10 M olarak tespit etmislerdir. pH 3 - pH 8 araliginda farkli pH calismalar yapmis ve
optimum pH’y1 adrenalin i¢in 7 ve dopamin icin 6 olarak tespit etmislerdir. Hazirladiklar
biyosensor ile sentetik drneklerde adrenalin ve dopamin tayini yapmis ve sonuglart % 95

giiven sinir1 igerisinde bulmuslardir [56].

Haghighi ve arkadaslari 2003 yilinda lakkaz enzim modifiyeli grafit elektrotlar
gelistirmiglerdir. Hazirlanan enzim elektrotlarini fenolik bilesiklerin akis enjeksiyonu ile
tayininde kullanmiglardir. Trametes versicolor’dan elde edilen lakkaz enzimi adsorpsiyon
yontemi ile grafit izerine immobilize edilmistir. Calismalar -50 mV’da, 0,1 M pH 5,0 sitrat
tamponu igerisinde gerceklestirilmistir. Aymi zamanda optimum pH 5,0 olarak

bulunmustur. Adrenalin i¢in 1x 10° M ile 7,9 x 10 M derisimleri aras1 dogrusaldir [57].

Leite ve arkadaslar1 tarafindan 2003 yilinda katekolaminlerin voltametrik tayini ig¢in
peroksidaz ve lakkaz enzimlerini kullanarak sinerjik bir ¢alisma yapmislardir. Calisma
elektrodu olarak grafit, niijjol ve degisik kaynaklardan elde edilen lakkaz-peroksidaz
enzimlerinin ham karistmini  kullanmiglardir. Elektrodun optimasyonundan sonra
adrenalin, dopamin ve L-dopa DPV yontemi kullanilarak tayin edilmistir. Dopamin ig¢in
6,6 x 10 -3,9 x 10* M derisimleri aras1, adrenalin icin 6,1 x 10 -1,0 x 10* M derisimleri
arast, L -dopa igin 6,7 x 10 - 7,0 x 10> M derisimleri aras1 dogrusal bulunmustur. Tiim
katekolaminler i¢in optimum sicaklik 35°C bulunmustur. Optimum pH adrenalin i¢in 7,0 ;

dopamin i¢in 6,0 ; L-dopa i¢in 6,5 bulunmustur [58].
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Ferry ve Leech 2004 yilinda ndrotransmitlerin amperometrik tayini i¢in lakkaz elektrodu
gelistirmislerdir. Caligma elektrodu osmium redoks polimerinin ve lakkazin camsi karbon
elektrot ilizerine tutuklanmasi ile olusturulmustur. Calismalarimi pH 4,5 0,05 M asetat
tamponu kullanarak -0,20 V’da gerceklestirmislerdir. Deneylerde norotrasmitter olarak
adrenalin, noradrenalin ve dopamin kullanilmistir. Enzim elektrodunun tayin siniri
adrenalin i¢in 11 nM; noradrenalin i¢in 8 nM ve dopamin i¢in 4 nM’dir. Optimum pH 4,5

olarak bulunmustur [59].

Suna Timur ve arkadaglar1 2005 yilinda fenolik bilesiklerin tayini i¢in lakkaz enziminin
katalizledigi ince civa film kullanilan bir biyosensor gelistirmislerdir. Lakkaz enzimi ince
cwva film ile kapli cam karbon elektrot iizerine gluteraldehit kullanarak ¢apraz baglama
yontemi ile immobilize edilmistir. Olgiimler oksijen tiiketiminin amperometrik olarak
Olciilmesiyle gerceklestirilmistir. Sensoriin cevabi ile analit konsantrasyonu ile ¢izilen
grafik incelendiginde; 0,5 x 107 - 5,0 x 10 M katekol konsantrasyonu icin ve 2,5 x 1076 -
2,0 x 10°% M fenol konsantrasyonu icin lineerdir. Caligmalar optimum pH olan pH 4,5
asetat tamponu ile gergeklestirilmistir. Biyosensor i¢in optimum sicaklik 35°C

bulunmustur ancak ¢aligmalar 25°C’de gergeklestirilmistir [60].

Wilkotazka ve arkadaslart 2005 yilinda substrat yapisi ve olglim hassasiyeti arasindaki
iligkiyi bulmak icin lakkaz enzimi kullanarak grafit elektrot gelistirmislerdir. Bu amagla
lakkaz modifiyeli grafit elektrot kullanarak otuz farkli bilesigin amperometrik tayinini
gerceklestirmislerdir. Lakkaz enzimi adsorbiyon yontemi ile immobilize edilmistir.
Lakkazin fenolik bilesiklerle etkilesmesinin daha iyi anlasilmasi icin sivi akis sistemi
kullanarak ¢aligmislardir. Calismalarinda pH 5 0,1 M sitrat tamponu kullanmis ve -50 mV
potansiyelde gergeklestirmislerdir. Adrenalin i¢in 1,5 x 10* M ile 1,0 x10® M derisimleri

arast dogrusaldir [61].
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Daniela B. ve arkadaglart1 2009 yilinda iyonik 1-biitil-3-metil-imidazolyum
heksafluorofosfat (Pt-BMILPF6) siv1 icinde dagitilmis platin nanopartikiiller ile sentetik
formiillerde adrenalin tayininde kullanilmak tizere kare dalga voltametri ile karbon pasta
biyosensor gelistirmislerdir. Biyosensor yapiminda Aspergillus oryzae'den elde edilen
lakkaz kullanilmistir. Grafit tozu, lakkaz, Nujol ve Pt-BMI.PFs sirast ile % 50, 20, 15, 15
oranlarinda, 0.1 M pH 6.5 fosfat tamponu ortaminda 20 Hz tarama hizinda, 80 mV genlikle
ve 5.0 V tarama artistyla biyosensdrii olusturmuslardir. Sensériin cevabini 9.99x1077 M ile
2.13x107* (R = 0.9998) adrenalin derisim araliginda lineer ve tayin smirmi 2.93x1077 M
olarak bulunmuslardir. Biyosensoriin % 4.8 standart sapma orani ile ii¢ ayda yapilan ii¢
yiiz Sl¢glimden elde edilen verilerle iyi bir tekrarlanabilirlik ve uzun raf Omriine sahip
oldugu tespit etmislerdir. Ilag orneklerinde standart metot kullamlarak adrenalin tayini
yapmuglardir. Bulduklar1 % 95,5’ten %104,2’ye kadar olan degerler % 95 giiven tayin

sinirlari igerisindedir [62].

Montereali ve arkadaslar1 2010 yilinda sarapta bulunan fenolik bilesiklerin tayini i¢in
ferrosen ile modifiye edilmis grafit perde baskili elektrotlara tirozinaz ve lakkaz enzimleri
immobilize edilerek biyosensor gelistirilmislerdir. Enzimler tutuklama ydntemi
kullanilarak immobilize edilmistir. Optimum pH’yr 6 olarak bulunmuglardir. 21 giin
sonunda aktivitenin % 81 i kalmistir. Tiim deneyleri oda sicakliginda gergeklestirmislerdir

[63].

Akyillmaz ve arkadaslar1 2011 yilinda beyaz ciiriik¢lil mantarin liyofilize biyokiitlesinin
jelatin ile gluteraldehit ¢apraz baglayici maddesi ile platin elektrot iizerine immobilize
etmislerdir.  Mantar hiicreleri lakkaz aktivitesini korumustur. Immobilize hiicreler
adrenalinin amperometrik tayini i¢in lakkaz kaynagi olarak kullanilmistir. Bu biyosensor
i¢in optimum pH 4,5’tur ve asetat tamponu kullanilmistir. Biyosensor cevabi 5 x 10 - 1,0
x 10* M adrenalin konsantrasyonu araliginda dogrusaldir. Biyosensériin tayin sinirmi 1,04
x 10 M olarak bulmuslardir. Ideal sicaklik degerini 20 °C bulmuslardir ve biyosensoriin
cevap sliresi otuz saniyedir. Elde ettikleri biyosensor ile farmokolojik 6rnekte adrenalin

tayini yapmislardir [64].
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Jun Huang ve arkadaslar1 2012 yilinda immobilize lakkaz katalizli adrenalin tayini i¢in ve
floresans yeni bir fiber optik biyosensor tasarlanmislardir. Lakkaz enzimi gluteraldehit
yardimi ile CuTAPc-Fe3;Os nanopartikiilleri {izerine capraz baglama ile immobilize
edilmistir. Floresan oksijene duyarli membran harcanan oksijeni tayin etmek igin
kullanmislardir. Optimum pH 5,0 ve sicaklik 55 °C olarak bulmuslardir. Immobilize
lakkazin otuz giin sonunda sadece %15 aktivitesini kaybederken serbest lakkaz % 70
aktivitesini yitirmistir. Normal cevap siiresi yirmi dakika iken mediatdr olarak ABTS
kullanarak bu siireyi otuz saniyeye diisiirmiislerdir. Biyosensor 2,0 x 107 - 9,0 x 107 M ile
1,0 x 10® ile 9,0 x 10® M adrenalin konsantrasyon araliginda iyi bir performans
gostermistir. Sonug olarak adrenalin tayini i¢in; kararli, hizli, sicakliga dayanikli ve uzun
raf Omriine sahip immobilize lakkazla ve oksijen gecirgenli membranla hazirlanan bir

biyosensor gelistirmiglerdir [65].

Ronen Fogel ve arkadaslar1 2013 yilinda fenolik substratlarin lakkaz temelli amperometrik
biyosensorlerle elektrokimyasal tayine yatkinligini arastirmislardir. Segtikleri on farkli
fenolik bilesigin tayinlerini donilisiimlii voltametri ile gerceklestirmislerdir. Calisma
elektrotunu cam karbon elektrot olarak belirlemis ve lakkaz enzimi gluteraldehit yardimi
ile ylizeye ¢apraz baglanarak hazirlamislardir. Calismalarint pH 3,5 , pH 4,5 ve pH 5,5
ortaminda gerceklestirmislerdir. Calismalar1 sonucu biyosensdriin fenolik bilesiklere
duyarliligr ile ilgili bulduklar1 temel bulgular su sekildedir: Biyosensoriin duyarlilig
modifiye edilmemis biyosensorlerdeki oksidayon piki ve substrath ortamda goriinen

Micheal Menten sabiti ile korrolasyon igerisindedir [66].
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3. DENEYSEL KISIM

3.1. Cihazlar ve Malzemeler

3.1.1. Elektrokimyasal analiz cihaz

Amperometrik 6lgme islemlerinde elektrokimyasal analiz cihazi olarak Epsilon-EC-Ver
1.40.67 NT kullanildu.

3.1.2. Hiicre ve elektrotlar

Amperometrik 6lgme islemlerinde Sekil 3.1° de verilen ii¢ elektrotlu 6lgme sistemi
kullanildi. Referans elektrot olarak BAS RE-5B no’lu Ag/AgCl, karsit elektrot olarak
MW-1032 no’lu platin tel ve ¢alisma elektrotu olarak 0,5 cm? yiizey alanli ve polipirol-

polivinilsiilfonat ile kaplanmis platin levha elektrotlar kullanildi.

Resim 3.1. Elektrokimyasal deneylerde kullanilan ii¢ elektrotlu hiicre sistemi

3.1.3. pH metre

Tampon ¢ozeltilerinin pH’larinin 6l¢tilmesinde ORION Model 720A pH iyonmetre cihazi
kullanildi.
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3.1.4. Su banyosu

Isitma ve sabit sicaklik gerektiren ¢alismalarda Grant W14 marka termostatli dolasimli su

banyosu kullanildi.

3.1.5. Mikro pipet

5 uL — 100 puL ve 100 pL - 1000uL ¢ozelti ilaveleri i¢in Brand marka + 0,05 pL hassasiyeti
olan mikro pipetler kullanildr .

3.1.6. Argon gaz1

Cozeltide ¢oziinmiis halde bulunan oksijeni uzaklastirmak amaciyla Kargaz firmasindan
temin edilen yiiksek safliktaki ( % 99,99 ) argon gazi kullanildi.

3.1.7. Saf su cihaz

Calismalar boyunca kullanilan saf su GFL marka saf su cihazindan saglandi.

3.2. Kullanilan Reaktifler ve Ozellikleri
3.2.1. Kullanilan cozeltiler

Calismada kullanilan kimyasal maddelerin adlari, saflik dereceleri ve temin edildikleri

firmalar Cizelge 3.1°de verilmistir.



Cizelge 3.1. Kullanilan reaktifler

Kimyasal Madde Saflik Derecesi Temin Edildigi Firma
Pirol (C4HsN) %98,0 6=0,987 g/cm’ Fluka
Polivinilsiilfonat %25,0 6=1,18 g/cm’ Aldrich
Lakkaz (Rhus Vernicifera) >50 unit/mg Sigma
Adrenalin >95% Sigma
Glutaraldehit (CsHsO») %25 d=0,78 Aldrich
Sodyurr(ll\l?alzhéﬁgs.n fosfat ] Sigma
Sodyum I?NO:E[}FST))J en fosfat i Sigma
KCI %96 Sigma
Hidroklorik asit (HCI) %36,5 Merck
Dopamin %99 Sigma
Noradrenalin - Sigma
Askorbik asit (C¢HsOs) %99,7 Sigma
Urik asit (CsN4O3Hy) %99 Sigma

Fosfat tamponu: 2,3910 g Monosodyum hidrojen fosfat ve 1,3744 g disodyum hidrojen
fosfatdan siras1 miktarlarda tartilarak saf suda ¢oziildii. Hazirlanan ¢6zeltinin pH’s1 0,1 M
NaOH ve 0,1 M HCI c¢ozeltileri kullanilarak pH 7’ye ayarlandi ve ¢ozeltideki analitik
derisimi 0,1 M olacak sekilde seyreltildi. Farkli pH’larda hazirlanan tampon ¢dzeltileri igin
de ayni yol izlendi. Hazirlanan tampon c¢ozeltiler 6l¢iilii balonda igerisinde +4 °C’ta

buzdolabinda saklandi.

Enzim c¢ozeltisi: Toplam aktivitesi 9960 {inite olan lakkaz enzimi alindi ve saf su ile
¢coziindii. Cozelti manyetik karistirict yardimi ile bir bucguk saat karistirildi. Ardindan
cozelti hacmi balon joje igerisinde saf su ile 10 mL’ye tamamlandi. Cozelti her biri 1 mL
cozelti icerecek sekilde 10 adet temiz deney tiipiine konuldu. Deney sirasinda kullanilacak
olan bir deney tiipli enzim ¢dzeltisi buzdolabinda bekletildi. Geri kalan dokuz tiip enzim

¢Ozeltisi derin dondurucuda muhafaza edildi.
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Adrenalin ¢ozeltisi: Kat1 halde bulunan adrenalinden 18,3 mg tartilarak temiz bir behere
alindi. Uzerine bir miktar pH 7 fosfat tamponu ilzve edilerek manyetik karistiricida
karistirildig Daha sonra bu karistm 10°mllik balona alinarak pH’ s1 7,0 olan 0,1 M fosfat
tamponuyla tamamlanarak 0,1 M 10 mL stok ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢6zeltiden belirli bir
miktar almarak ve ayni sekilde 1,0x102 M fosfat tamponuyla seyreltilerek 10,0’ar mL
1,0x102 M adrenalin ¢ozeltisi hazirland1. Bu sekilde 0,1 M - 1,0x10° M derisimlerine
sahip adrenalin ¢ozeltileri hazirlandi. Farkli pH’ larda adrenalin ¢ozeltisi hazirlamak i¢in
0,1 M hazirlanmak istenen fosfat tamponu ile ¢oziilme ve seyreltilme islemi yapildi.

Hazirlanan adrenalin ¢dzeltileri kullanilmadiklarinda buzdolabinda saklandi.

Glutaraldehit ¢ozeltisi:  %25°lik  glutaraldehit ¢ozeltisinin  seyreltilmesiyle %35’lik
glutaraldehit ¢ozeltisi hazirlandi. %5°lik glutaraldehit ¢ozeltisinden %0,1°lik glutaraldehit

¢Ozeltisi hazirlandi.

Askorbik asit ¢cozeltisi: Kat1 askorbik asitten 17,6 mg tartilarak derisimi 0,1 M olan fosfat
tamponunda 0,1 M 10 mL stok askorbik asit ¢ozeltisi hazirlandi. Farkli derisimlerdeki
askorbik asit c¢ozeltileri belli hacimlerde alinarak fosfat tamponuyla seyreltilerek

hazirlandi.

Urik asit ¢ozeltisi: Kat1 {irik asitten 0,395 gram tartilarak 0,1 M Na,CO; ¢dzeltisinde
¢oziildiikten sonra fosfat tamponu eklenerek 5,0x10° M 25 mL stok iirik asit ¢dzeltisi

hazirlandi.

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

Sodyum hidroksit ¢ozeltisi: Kat1 sodyum hidroksitten belirli bir miktarda tartilip saf suda
¢oziilerek 1,0 M 25 mL ¢ozeltisi hazirlandi.

Potasyum Kloriir ¢ozeltisi: Kat1 potasyum kloriir belirli bir miktarda tartilip saf suda
¢oziilerek 0,1 M 25 mL ¢o6zeltisi hazirlandi.
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3.3. Platin Yiizeyin Polipirol-Polivinilsiilfonat (PPy-PVS) Film ile Kaplanmasi

Elektrot yiizeyinin temizlenmesi: Kaplama islemi yapilmadan 6nce platin levhanin yiizeyi
mekanik ve kimyasal olarak temizlendi. Ilk olarak platin yiizey sifir numara zimpara ile
zimparalandi, ardindan bir miiddet aleve tutuldu. Daha sonra platin levha 5 dakika siire ile
derisik HCI asit ¢ozeltisi igerisinde bekletildi. Tekrar bol saf su ile yikandi ve kurutuldu.

Her kaplama isleminden once platin levhalar bu sekilde temizlendi.

Temizlenmis Pt levha elektrodunun yiizeyi polipirol-polivinilsiilfonat film ile kaplandi.
Polipirol, elektrot  yiizeyine piroliin  elektropolimerlesmesi  ile  biriktirildi.
Elektropolimerlesmede iiglii elektrot sistemi kullanildi. Calisma elektrotu olarak platin
levha (0,5 cm?), karsit elektrot olarak platin tel ve referans elektrot olarak da Ag/AgCI
elektrot kullanildi. Polipirolpolivinilsiilfonat film elde etmek amaciyla piroliin hiicre igi
derisimi 0,1 M olacak sekilde 71 pL pirol, 2,5 mL polivinilsiilfonat (%25), 7,43 mL saf su
ilavesi ile toplam 10 mL’lik bir ¢ozelti hazirlandi. Bu ¢6zeltiye temizlenmis platin elektrot
daldirildi. Daha sonra 10 dakika argon gazi gecirilerek ¢ozeltideki oksijen uzaklastirildi.
Elektropolimerizasyon iglemi doniisimli voltametri teknigi ile -1,0 V — +2,0 V
potansiyelleri arasinda 50 mV/s tarama hizinda 2 dontistimde yapildi. Kaplama isleminden
sonra elektrot once saf su sonra da tampon cozelti ile yikanarak yiizeydeki kalintilardan
temizlendi. Pt/PPy-PVS elektrot bu sekilde hazirlandi ve kaplama isleminden sonra
tampon ¢ozelti icerisinde bekletildi [69,71].

3.4. Pt/PPy-PVS Elektrodunun Serbest Lakkaz Enzimi Varh@inda Adrenokinona

Duyarhhgimin ve Calisma Potansiyelinin Belirlenmesi

Bu tezde hazirlanan biyosensoriin adrenaline duyarliligi lakkaz enzimi tarafindan
katalizlenen reaksiyon sonucu agiga c¢ikan adrenokinonun indirgenme akiminin 6lgiimiine
dayanmaktadir. Adrenaline duyarli bir biyosensor hazirlamak amaciyla ilk 6nce adrenalin
ile serbest lakkaz enzimi arasindaki reaksiyonu sonucu adrenokinon olusturuldu. Daha
sonra enzimatik reaksiyon sonucu olusan adrenokinonun indirgenme yoniindeki davranisi
diferansiyel puls voltametrisi (DPV) ile takip edilerek Pt/PPy-PVS elektrodun adrenokinon

bilesigine duyarlilig1 ve ¢aligma potansiyeli belirlendi.
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Bu amacla Pt/PPy-PVS elektrot pH’ s1 7 olan 9 mL 0,1 M fosfat tamponu, 1 mL KCI (0,1
M) bulunan ¢dzeltiye daldirildi. Oncelikle Pt/PPy-PVS elektrodunun fosfat tamponu
icerisinde diferansiyel puls voltagrami (DPV) alindi. Ardindan 50 pL lakkaz enzimi
¢ozeltiye ilave edildi ve 15 s karistirildi. Daha sonra artan miktarlarda (1,0x1077-1,0x10*
M) adrenalin ilaveleri yapildi. Her ilaveden sonra 15 saniye karistirildi ve DPV si alindu.
(Sekil 4.2) Ardisik g¢ekilen DPV’ler yorumlanarak elektrodun serbest enzim varliginda

adrenokinona duyarlilig1 belirlendi.

3.5. Adrenalin Biyosensoriiniin Hazirlanmasi

Enzim elektrot c¢apraz baglama yontemi kullanilarak hazirlandi. 20 pL, % 2,5’Iuk
Glutaraldehit (GA), 1 mg bovin serum albumin (BSA), 50 uL pH 7,0 fosfat tamponu, 50
uL lakkaz enziminden olusan bir karigim hazirlandi. Bu karisim, Bolim 3.3’e gore
hazirlanan PPy-PVS elektrodun her iki yilizeyine esit miktarlarda damlatildi ve oda
sicakliginda kurutuldu. Hazirlanan enzim elektrot 6nce saf su ile sonra tampon ¢ozelti ile

yikandi ve kullanilmadig1 zamanlarda tampon ¢ozelti i¢erisinde buzdolabinda saklandi.

Elektrokimyasal hiicre icerisine 9,0 mL tampon c¢ozelti ve 1,0 mL 0,1 M KCI (destek
elektrolit) konuldu. Pt/PPy-PVS-Lac calisma elektrodu diger elektrotlar ile birlikte hiicre
icerisine yerlestirildi. Calisma potansiyelinde elektrot akimi sabitleninceye kadar beklendi

ve sabitlenen akim degeri denge akimi olarak kaydedildi. Dengeye gelen enzim elektrot
¢Ozeltisi icerisine taze hazirlanmis adrenalin ¢ozeltisinden belirli derisimlerde ilavelerle
¢Ozelti bir siire karistirarak adrenokinon olusturuldu. Adrenokinonun katodik akimlari

okunarak degerler kaydedildi.

3.6. Capraz Baglama Yontemine Gluteraldehit Miktarinin Etkisi

Capraz baglama immobilizasyon yonteminde kullanilan gluteraldehit miktarinin etkisini
incelemek amaciyla Boliim 3.5’e gore hazirlanan %2,5’luk gluteraldehit ¢ozeltisinden 10
uL, 20 pL ve 30 pL iceren enzim elektrotlar hazirlandi. Elektrotlar -0,220 V potansiyelde
sabit akima getirildi ve denge akimlar kaydedildi. Daha sonra artan miktarlarda (1,0x107-
1,0x10™* M) adrenalin ilaveleri yapildi. Her ilaveden sonra ¢dzelti 300 saniye karistirildi ve
200 s sonra akim 6lciildii. Eklenen adrenalin derisimine kars1 akim fark: grafigi ¢izildi ve

sonuglar karsilastirildi.
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3.7. Adrenalin Biyosensoriiniin En Iyi Cahsma Kosullarinin Belirlenmesi

Enzim elektrodun en iyi calisma kosullarinin belirlenmesi amaciyla , pH’nin etkisi,
sicakligin etkisi, substrat derisiminin etkisi, enzim elektrodunun tekrar kullanilabilirligi ve

raf Omriiniin belirlenmesi ¢alismalar1 yapildi.

3.7.1. pH etkisi

Boliim 3.5’e gore hazirlanan enzim elektrodun amperometrik cevap akimi iizerine pH’ nin
etkisini incelemek amaciyla 0,1 M derisiminde pH’s1 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0 8,0 ve 9,0 olan
fosfat tamponlar1 hazirlandi. Bu tampon cozeltilerle ayn1 pH’da adrenalin ¢ozeltileri
hazirlandi. Elektrot -0,220 V potansiyelde sabit akima getirildikten sonra denge akimi
kaydedildi.

Sonra hiicreye artan miktarlarda (1,0x107-1,0x10* M) calisilan pH’daki tampon ile taze
hazirlanan adrenalin ¢ozeltisinden ilaveler yapildi. Her ilaveden sonra ¢ozelti 300 saniye
karistirildi ve 200 s sonra akim 6l¢iildii. Bu islem yukarida belirtilen farkli pH degerindeki
biitiin tampon ¢ozeltileri ile tekrarlandi. Her bir tampon ¢ozeltisi i¢in Lineweaver-Burke
grafikleri ¢izildi ve bu grafiklerden yararlanarak Km(gsz) Ve Imaksesz) degerleri hesapland.

Sonuglar tablo haline getirilerek karsilastirildi (Cizelge 4.1)
3.7.2. Sicakhigin etkisi

Hazirlanan biyosensoriin amperometrik cevap akimi lizerine sicakligin etkisini incelemek
icin elektrot -0,220 V potansiyelde sabit akima getirildikten sonra denge akimi kaydedildi.
Grant GD 120 marka termostatli dolasimli su banyosu kullanilarak hiicre i¢indeki
¢ozeltinin sicakligl 15 °C’ye ayarlandi. Sonra hiicre i¢i derisimi 1,0x10% M olacak sekilde
adrenalin ilave edildi. 300 saniye karistirildi ve 200 s sonra akim degeri okunup, denge
akimi ile farki aliarak 15 °C igin Ai degeri hesaplandi. Ayni islemler sirasiyla 20°C, 25°C,
30°C, 35°C, 40°C ve 45°C sicakliklar i¢in tekrarlanarak her bir sicaklik icin Ai degeri
hesaplandi. Farkli sicakliklardaki her bir ¢6zelti i¢in 6l¢iilen amperometrik cevap akimlari
grafige gecirildi ve grafikten enzim elektrodun en iyi aktivite gosterdigi sicaklik degeri

bulundu. Ayni islemler pH 8,0 fosfat tampon ¢ozeltisi ile tekrar edildi (Sekil 4.6).
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3.7.3. Substrat derisiminin etkisi

Hazirlanan biyosensoriin amperometrik cevap akimi iizerine substrat derisiminin optimum
sartlarda etkisini incelemek amaciyla dnce biyosensor -0,220 V’da sabit akima getirildi ve
denge akimi kaydedildi. Daha sonra 1,0 x 107 M; 5,0 x 107 M; 1,0 x 10° M; 5,0 x 10 M;
1,0 x 10° M; 5,0 x 10° M ve 1,0 x 10* M derisimlerinde pH 5,0 fosfat tamponuyla
hazirlanan adrenalin ¢ozeltisi ilaveleri yapildi. Her ilave sonunda ¢ozelti 300 s karistirilip
200 s sonunda amperometrik cevap akimlari 6l¢iildii ve denge akimi ile arasindaki farklar
alinarak her bir adrenalin derisimi i¢in Ai degerleri belirlendi. Bulunan degerler adrenalin
derisimine kars1 grafige gecirildi. Ayrica elde edilen verilerden Lineweaver-Burk grafigi
cizildi ve bu grafikten yararlanarak enzime 6zgli Km(gsz) ve Imaksesz) degerleri belirlendi.
Cizilen kalibrasyon grafigi ise Sekil 4.4’de gosterildi. pH 8 fosfat tamponu igin de
amperometrik cevap akimlari 6l¢iildii(1,0x107-1,0x10* M) ve denge akimu ile arasindaki

farklar alinarak her bir adrenalin derigimi i¢in Ai degerleri belirlendi.
3.7.4. Enzim elektrodunun tekrarlanabilirliginin belirlenmesi

Bolim 3.5’e gore Hazirlanan biyosensoriin optimum sartlarda tekrar kullanilabilirligi
incelendi. Bu amacla 6nce biyosensor pH 5 fosfat tamponu kullanilarak -0,220 V’da sabit
akima getirildi. 5,0x10° M adrenalin derisimi ile arka arkaya yapilan &lciimler sonucu
amperometrik cevap akimlar elde edildi ve o6l¢iim sayisina karsi grafige gegirildi. Ayni

islemler pH 8 fosfat tamponu kullanilarak tekrar edildi. (Sekil 4.5)
3.7.5. Raf 6mriiniin belirlenmesi

Boliim 3.5’e gore hazirlanan enzim elektrodunun raf émriiniin belirlenebilmesi i¢in dokuz
giin boyunca her giin -0,220 V sabit potansiyelde dengeye getirilmis elektrodun
bulundugu hiicreye 5x10% M derisiminde adrenalin ¢dzeltisi eklendi ve 300 s karistirild:
ardindan 200 s 6l¢iim alind1. Olgiim islemi tamamlanan enzim elektrot, bir sonraki dl¢iim
yapilincaya kadar pH 5,0 tamponu igerisinde +4°C’da buzdolabinda saklandi. Bekletme
stiresine kars1 cevap akimlart grafige gecirildi ve bu grafikten dlgiilen akim degisimleri

kullanilarak aktivitedeki azalma miktar1 hesaplandi.
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3.7.6. Biyosensor iizerine girisim yapan maddeler

Hazirlanan biyosensoriin  6l¢iim ortaminda bulunabilecek diger maddelerin enzim

elektroduna yapabilecegi etkiler incelendi.

Boliim 3.5’e gore hazirlanan enzim elektrodu, i¢inde 0,1 M 9,0 mL pH 5,0 fosfat tamponu
ve 0,1 M I mL KCI bulunan toplam 10 mL’lik hiicrede, -0,220 V sabit potansiyelde
dengeye getirilerek denge akimi kaydedildi. Daha sonra hiicreye derisimi 1,0x10¢ M
olacak sekilde adrenalin ilavesi yapildi. Cozelti 300 s karistirilip 200 s sonrasindaki akim
okundu ve denge akimu ile arasindaki fark alinarak 1,0x10°® M adrenalin sebep oldugu
cevap akimi kaydedildi. Ayn1 ¢dzelti iizerine hiicre i¢i derisimi 1,0 x10°% M olacak sekilde
iirik asit ¢ozeltisi ilave edildi. Cozelti 300 s karistirilip 200 s sonundaki akimi okundu ve
denge akimi ile arasindaki fark almarak 1,0x10® M adrenalin ve 1,0x10° M iirik asitin
sebep oldugu toplam okunan akim kaydedildi. Bu okunan akimdan 1,0x10® M adrenalinin
neden oldugu okunan akim ¢ikarilarak 1,0x10° M {irik asidin neden oldugu cevap akimi
hesaplandi. Hesaplanan bu akim, toplam cevap akimina oranlanarak 1,0x10 M iirik asitin
yiizde girisimi bulundu. Ayni islemler 1,0x10 M askorbik asit, 1,0x10® M noradrenalin

ve 1,0x10° M dopamin igin tekrarlanarak yiizde girisimleri hesaplandu.
3.7.7. Sentetik numune ¢alismasi

Boliim 3.5’e gore hazirlanan ve dengeye getirilen enzim elektrot ile sentetik numunedeki
adrenalin miktarinin  belirlenmesi amaciyla Uglii elektrot sisteminden olusan
elektrokimyasal hiicre kullanildi. Bu hiicrede ¢alisma elektrodu olarak hazirlanan enzim
elektrot, karsit elektrot olarak platin tel ve referans elektrot olarak Ag/AgCl elektrot
kullanildi. Elektrokimyasal hiicreye pH 5,0 9 mL fosfat tamponu ve 0,1 M KCI ¢ozeltisi
konuldu. Dengeye gelmis hiicre igerisine, iki yiiz kat seyrelme olacak sekilde sentetik
numune ¢ozeltisinden hiicre ¢ozeltisine ilave edildi. 300 s karistirilip, 200 s potansiyel
uygulandi ve amperometrik cevap akimi 6lgiildii. Bu akim degerine kars1 gelen adrenalin

derisimi kalibrasyon grafigi kullanilarak hesaplandi.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu ¢alismada, adrenaline duyarli yeni bir amperometrik biyosensor gelistirildi. Bunun i¢in
oncelikle, platin ylizey ilizerine iletken bir polimer olan pirol, polivinilsiilfonatli ortamda
kaplandi. Sonra lakkaz enzimi, gluteraldehit ve BSA ile ¢apraz baglanarak immobilize
edildi. Adrenalin tayini enzimatik reaksiyonu sonucu olusan adrenokinonun -0,220 V’da

indirgenmesine dayanarak yapildi.

Lakkaz Cu™

OH
HO
2H,0
HO .
Adrenalin
OH
O,
O,+4H
0 \
e CHs
Adrenokinon

Pt/PPy-PVS Elektrot

Sekil 4.1. Adrenalin tayinin reaksiyon semasi

Sekil 4.1’e gore; PPy-PVS elektrot {izerinde immobilize olan lakkaz ile adrenalin arasinda
biyokimyasal reaksiyonlar meydana gelmektedir. ilk olarak; adrenalin, lakkaz enzimi ile
adrenokinona yiikseltgenir. Lakkaz enzimi iizerindeki Cu merkez -elektron alarak
indirgenir. Daha sonra enzim, ¢dzelti igerisindeki oksijene indirgenmis bakir iizerindeki
elektronlari1  vererek  yiikseltgenir. Boylelikle enzim ilk formuna geri doner.
Biyokimyasal reaksiyonlar sonucunda agiga c¢ikan adrenokinon PPy-PVS elektrot
yiizeyinde adrenaline indirgenir. Adrenalin tayini elektrot ylizeyinde adrenokinonun

katodik akiminin Sl¢iilmesi ile yapilir.
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Hazirlanan biyosensoriin performansini etkileyen parametreler ve en iyi ¢calisma kosullari
(pH, sicaklik, tekrar kullanilabilirlik, raf émrii v.b) arastirildi. Daha 6nce PPy-PVS filme
lakkaz immobilize edilerek hazirlanmis bir biyosensor ¢alismasina rastlanilmamistir. Bu

yiizden yapilan biyosensor ¢alismasi orijinal bir ¢alismadir.

4.1. Pt/PPy-PVS Elektrodunun Serbest Lakkaz Enzimi Varhginda Adrenokinona

Duyarhhginin ve Calisma Potansiyelinin Belirlenmesi

Pt/PPy-PVS elektrodun enzimatik reaksiyonu sonucu olusan adrenokinona duyarliligi ve
adrenokinonun indirgenme potansiyelinin DPV ile belirlenmesi Sekil 4.2°de
goriilmektedir. a voltamogrami, Pt/PPy-PVS elektrodun fosfat tamponu igindeki DPV’sini
gostermektedir. b voltamogrami, ¢ozeltiye 1,0 x 107 M adrenalin ilave edilmesine, c
voltamogrami 5,0 x 107 M adrenalin ilave edilmesine, d voltamogrami 1,0 x 10°® M
adrenalin ilave edilmesine ve e voltamogrami 5,0 x 10°® M adrenalin ilave edilmesine

aittir.

Sekil 4.2 incelendiginde ortama adrenalin ilavesiyle -0,220 V’da bir katodik pik goriildii.
Adrenalin derisiminin artmasiyla bu pikin biiylidiigii gozlendi. Bu durum Pt/PPy-PVS
elektrodun adrenalinin lakkaz enzimi ile reaksiyonu sonucu olusan adrenokinon bilesigine
duyarli oldugunu gosterdi. Ayrica adrenalin ilavesi ile -0,220 V’da pik yiiksekliklerinin
artmast da enzimatik iiriin olan adrenokinonun -0,220 V’da indirgendigini gosterdi.
Boylece calisma potansiyeli -0,220 V olarak belirlenmis oldu. Literatiirde farkli
materyallerle hazirlanmis adrenalin biyosensorleri bulunmaktadir. Bu c¢alismalarda,
calisma potansiyeli -0,20 V ve -0,21 gibi degerler bulunmustur. Bizim c¢alisma

potansiyelimiz de literatiirle uyum igerisindedir [64,67].
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Sekil 4.2. (a) pH 7,0 fosfat tamponu i¢inde PPy-PVS film (b) 1,0 x 10”7 M adrenalin (c) 5,0
x 107 M adrenalin (d) 1,0 x 10 M adrenalin (e) 5,0 x 10° M adrenalin ilavesi ile
alinan voltamogramlar

4.2. Gluteraldehit Miktarimin Biyosensor Cevabi Uzerine Etkisi

Capraz baglama biyosensoOr tasarimi sirasinda en ¢ok tercih edilen enzim immobilizasyon
yontemlerinden birisidir. Yontem uygulanabilirlik acisindan basit ve kolaydir, ayrica
biyomolekiil ve tasiyici arasinda giiglii kimyasal baglanma saglar. Ancak ¢apraz baglama
boyunca enzimin aktif bolgesinde meydana gelen kimyasal degisimlerden dolay: aktivite

kaybina da yol acabilmektedir [53,67].

Biyosensoriin cevabina gluteraldehit miktariin etkisini incelendi. Bunun i¢in %2,5’luk
gluteraldehit cozeltisinden 10 pL, 20 pL ve 30 pL iceren li¢ farkli enzim elektrodu
hazirlandi. Sekil 4.3°de ti¢ farkli miktarla hazirlanan elektrotlara ait grafik verilmektedir.
Grafik incelendiginde 20 pL gluteraldehit ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanan elektrodun 10
uL gluteraldehit ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanan elektroda gore aktivitesinin daha ytiksek
oldugu goriliir. Bu durum immobilize olan lakkaz enzimi miktar1 ile aciklanir.
Gluteraldehit miktar1 artttkca immobilize olan lakkaz miktar1 da artar ve elektrodun

performansi artmaktadir.
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Ancak 30 pL gluteraldehit ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanan elektrodun 20 pL gluteraldehit
cozeltisi kullanilarak hazirlanan elektroda gore aktivitesinin daha diisiik oldugu goriiliir.
Gluteraldehit fazla kullanildiginda enzimin aktivitesini azaltmaktadir. O nedenle
gluteraldehit miktarinin optimizasyonu her ¢alismada yapilmaktadir. Ayrica bu durum film
kalinliginin artmast ile artan yiiksek difiizyon bariyeri ile de aciklanabilir. Sonug olarak 20
uL gluteraldehit ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanan enzim elektrodu en yiliksek aktiviteyi
gostermistir. Biyosensoriin karakterizasyon caligmalarinda 20 pL gluteraldehit ¢ozeltisi

kullanilarak hazirlanan enzim elektrodu kullanildi [64].

33
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Sekil 4.3. Capraz baglama immobilizasyon yonteminde kullanilan gluteraldehit
miktarinin etkisinin incelendigi derisim-akim grafigi (0,1 M pH 7,0 fosfat
tamponu, 25 °C, -0,220V)
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4.3. Enzim Elektrodunun En Iyi Cahsma Kosullarinin Belirlenmesi

4.3.1. pH’nin etkisi

pH, enzimin uygun konformasyonunun muhafaza edilmesinde énemli bir rol oynar, ¢linkii

enzim aktivitesi, aktif bolgedeki aminoasitlerin iyonizasyon durumuna baglidir. Bu amagla
boliim 3.5’e gore hazirlanan enzim biyosensoriiniin cevap akimi iizerine pH etkisi
arastirildi. Deneyler oncelikle pH 3,0-9,0 arasindaki 0,1 M fosfat tampon ¢ozeltileri ile
yapildi. Akima kars1 pH grafige gecirildi. Ancak bu sekilde yapilan deneyler sonucunda
keskin bir tepe noktasi goriilemedi. Bundan dolay: her bir pH degeri icin 1,0x1077 M ile
1,0x10* M arasinda artan adrenalin ilavelerine karsi elde edilen akim degerlerinden
yararlanarak Lineweaver-Burke grafikleri ¢izildi. Bu grafiklerden Kmgsz) ve Imaks(esz)
degerleri hesaplandi. (Cizelge 4.1) Enzimler i¢in spesifik bir veri olan Michealis-Menten
sabiti (Km), enzimin substratina karsi ilgisini ifade eder ve diisiik K degerleri enzimin
subtratina yiiksek ilgisini gosterir. Cizelge 4.1’e bakildiginda azalan Kiesz), artan Imax(gsz)
egilimine en iyi pH 5,0 ve pH 8,0 fosfat tamponlarinin sahip oldugu goriilmektedir. Elde
edilen bu sonuclar dahilinde biyosensoriin optimum pH’sinin 5,0 ve 8,0 olduguna karar
verildi. Literatiirde lakkazla yapilan ¢alismalarda pH 5 in yan1 sira pH 7, pH 6,5 , pH 4,5
gibi degisik pH sonuglarina da rastlanmistir [53,55,61]. Bitki, mantar ve bakteri kaynakl
lakkazlarin her birinin farkli pH’ya sahip olduklar1 bilinmektedir [32,33]. Degisik pH
sonuglarinin bu durumdan kaynaklandigr diisiintilmektedir. Ayrica kullanilan polimer ve
immobilizasyon bilesikleri de pH degerini etkiler. Enzimin aktif bolgesi degisik sartlarda
farkli karakteristikler sergiler. Polimerin ve immobilizasyon materyalinin enzim ile
etkilesimi sonucu sergiledigi karakteristik de degisiklik gosterebilir. Literatiirde bazik
ortamda lakkaz enzimi ile ilgili ¢alisma bulunmamaktadir. Ancak bizim ¢alismamizda pH
8’de de optimum aktivite gosterdigi goriilmiistiir. PPy-PVS film ile hazirlanmis farkl
enzim elektrotlar1 i¢in optimum pH’nin bazik ortamda oldugu onceki calismalarda

gorilmistiir [71,72].
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Cizelge 4.1. Farkli pH kosullar1 altinda adrenalin biyosensoriine ait Kigsz) ve

Iiaks(goz)
pH (fosfat tamponu, 25°C) Kmigaer degeri () lmetaiziey de@eri (maAddlk)
3 517 x 107 25 84
4 £.50x 10 14,24
] 149 x 10°% 24,94
fi 2.16x10° 20,41
7 425 x 10°° 21,23
8 111 x 10°% 18,68
0 8.00x 10 14,83

4.3.2. Sicaklik etkisi

Enzim reaksiyon hizi ile sicaklik arasinda dogru orantili bir iligki vardir [53]. Boliim 3.5’e
gore hazirlanan biyosensdriin  sabit adrenalin derisiminde (1,0x10°® M) farkli
sicakliklardaki (15-45 °C) amperometrik cevap akimlar elde edilerek grafige gecirildi.
(Sekil 4.4) Sekil incelendiginde diisiik sicaklik degerlerinde enzimin diisiik aktivite
gosterdigi ve amperometrik cevap akimlarmin sicaklik arttik¢a arttigi goriilmektedir.
Maksimum cevap akiminin her iki pH degeri i¢in 30 °C’ oldugu gozlendi. 30 °C’tan sonra
enzimin aktivitesinin diistiigii gozlendi. Literatiirde degisik immobilize lakkaz i¢in 35; 40;
55; °C gibi optimum sicakliklar bulunmustur [59-61]. Sicakliktaki bu farkliligin; enzimin
protein yapisinin polimer ve immobilizasyon materyalinden etkilenmesinden ve bundan
aktif merkezin ve enzim aktif merkezindeki koenzimin etkilenmesinden kaynaklandigi
sOylenebilir. Ayrica sicaklik arttikca kullandigimiz adrenalinin sicakliktan etkilendigi
diistiniilmektedir. Calisma sartlarinin kolay olmasini saglamak amaciyla bundan sonraki

caligmalarda oda sicakligi olan 25°C kullanildi.
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Sekil 4.4. Biyosensoriin adrenalin duyarliligina sicakligin etkisi (0,1 M pH 5,0 ve pH
8,0 fosfat tamponu, 1,0x10° M adrenalin, -0,220 V)

4.3.3. Substrat derisiminin etkisi

Enzimin tepkime hizin1 etkileyen onemli faktorlerden birisi de substratin derigimidir.
Enzimler artan substrat derisimlerinde siirekli olarak ayni sekilde davranmazlar.
Baslangicta ilave edilen substrat, hemen {iiriine doniisiir. Belli bir substrat derisimine
gelindiginde ise enzimin aktif merkezi, substrata doyar. Olusan {iirliniin miktart substrat
derisimi artsa bile sabit kalir. Hazirlanan Pt/PPy-PVS-Lac enzim elektrodunun dogrusal
calisma araligin1 ve substrat derisiminin etkisini belirlemek amaciyla, Bolim 3.7’de
anlatilan sekilde deney gergeklestirildi ve her bir adrenalin ¢ozeltisi i¢in iki farkl

ortaminda amperometrik akim degisimleri kaydedilerek grafige gegirildi. (Sekil 4.5)
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Sekil 4.5. Biyosensoriin amperometrik cevabina karsi adrenalin derisiminin etkisi
(0,1 M pH 5,0 ve pH 8,0 fosfat tamponu, 25 °C, -0,220 V)

Bu elde edilen grafigin adi Michelis-Menten grafigidir. Michaelis-Menten grafigi
incelendiginde akimlarin belli bir derisim degerine kadar dogrusal olarak arttigi, daha
sonra ise sabit kaldig1 goriilmektedir. Sabit kaldig1 noktadan itibaren enzim aktif merkezi,
substrata doymus ve artan adrenalin derisimine karsilik amperometrik cevap akimi sabit
kalmistir. Fosfat 5 tamponu ile elde edilen sonuglarda akim degerleri daha yiiksek ¢iktigi

icin fosfat 8 tamponu dikkate alinmamugtir.

Enzim elektrodun artan adrenalin derisimine karsi, artan akim degerleri ile verdigi
dogrusal aralik kalibrasyon bolgesi olarak seg¢ilir. Segilen bu bolgeler degerlendirildiginde
lakkaz enziminin iki farkli kalibrasyon bolgesi oldugu goriildii. (Sekil 4.7 ve Sekil 4.8). Bu
grafiklerden yola ¢ikarak elektrodun galisma araligi 1,0x107-1,0x10°¢ M ve 1,0x10¢ —
1,0x10° M olarak bulundu. Tayin sir1 1,0x10® olarak bulundu. Literatiir ile
karsilagtirildiginda hazirlanan biyosensoriin ¢alisma araliginin genis ve diisiik adrenalin
derisimlerine kars1 hassas oldugu goriilmektedir. [10,11] Bu araliklarda dogrusalligin iyi
oldugu ve bu araliklarin kantitatif analizlerde kullanilabilecegi sdylenebilir. Sonug olarak,
enzim elektrotuna ait en diisiik tayin smir1 1,0 x 10® M olarak bulundu. Biyosensoriin

cevap siiresi ise 200 s olarak belirlendi.
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Michaelis — Menten esitliginin her iki tarafinin da tersi alinarak yeni bir esitlik ve dogrusal
olan bir grafik Lineweaver — Burk grafigi elde edildi. Dogrusal olarak elde edilen bu
grafikten yararlanilarak Kmgsz) ve Imaksesz) degerleri hesaplandi. Sirastyla Ki(gsz) ve Imaks(goz)
0,027 uM ve 27,3 pA seklinde bulundu. Biyosensoriin Kmsz) degeri literatiirdeki diger
adrenalin biyosensorlerine ait K degerleri ile kiyaslandiginda biyosensoriimiize ait

degerin daha diisiik oldugu goriildii [10,54].
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Sekil 4.6. Biyosensoriin amperometrik cevabina adrenalin derisiminin etkisi
(Lineweaver- Burk grafigi, 0,1 M pH 5,0 fosfat tamponu, 25 °C, -0,220 V)
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Sekil 4.7. Adrenalin biyosensoril igin kalibrasyon grafigi a (0,1 M pH 5,0 fosfat
tamponu, 25 °C, -0,220 V)
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Sekil 4.8. Adrenalin biyosensorii igin kalibrasyon grafigi b (0,1 M pH 5,0 fosfat
tamponu, 25 °C, -0,220 V)
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4.3.4. Enzim elektrodun tekrar kullanilabilirliginin belirlenmesi

Bolim 3.5°de anlatildig1 sekilde hazirlanan elektrot ile arka arkaya oOlgiimler alinarak
enzim elektrodun tekrar kullanilabilirligi 6l¢iildii. 5x10° M hiicre i¢i derisimine sahip
adrenalin ¢ozeltisi hiicreye eklenmek iizere bu sekilde arka arkaya 31 &lgiim alind1. Olgme
sayisina karst amperometrik akim farklari grafige gecirildi (Sekil 4.9). 31 Ol¢iim
sonucunda bagil standart sapma pH 5 i¢in % 4,007 olarak bulundu. Ayni islemler pH 8
tamponu i¢inde yapildi. 31 6l¢iim sonucunda bagil standart sapma pH 8 i¢in % 5,88 olarak
bulundu (Sekil 4.10). Grafikler ve elde edilen veriler incelendiginde pH 5 fosfat tamponu

ile biyosensoriin tekrar kullanilabilirliginin pH 8 tamponuna gore daha iyi oldugu

gozlemlenmistir.
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Sekil 4.9. Biyosensoriin tekrar kullanilabilirliginin incelenmesi (0,1 M pH 5,0 fosfat
tamponu, 25 °C, -0,220 V)
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Sekil 4.10. Biyosensoriin tekrar kullanilabilirliginin incelenmesi (0,1 M pH 8,0
fosfat tamponu, 25 °C, -0,220 V)

4.3.5. Enzim elektrodun raf omriiniin belirlenmesi

Zamanla enzimlerin aktif merkezlerinde bozulmalar meydana gelmekte ve enzimler,
zaman igerisinde elektrot yiizeyinden ayrilarak tampon ¢ozeltiye gecebilmektedirler. Bu ve
benzeri etmenler, enzim elektrodun amperometrik cevap akimlarinda bir siire sonra
azalmalara sebep olabilir. B6liim 3.7’ deki gibi hazirlanan elektrot ile on giin boyunca pH
5 fosfat tamponu kullanilarak Slciimler alindi. Hiicre i¢i derisimi 5,0 x 10® M olacak
sekilde adrenalin ilaveleri yapilip, on giin boyunca elde edilen akim farki degerleri grafige
gecirildi (Sekil 4.11). Elde edilen veriler degerlendirildiginde elektrodun on giin sonunda
% 80,90 oraninda aktivitesini korudugu, % 19,10 oranminda aktivitesini kaybettigi

goriilmektedir.
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Sekil 4.11. Biyosensoriin raf émrii (0,1 M pH 5,0 fosfat tamponu, 25°C, -0,220 V)

4.4. Hazirlanan Biyosensor Uzerine Girisim Yapan Maddeler

Tayin yapilacak ortamda bulunan baz1 elektro aktif tiirler calisgilan potansiyelde
indirgenip/ylikseltgenerek bozucu etkiye sebep olabilir. Calisma potansiyeli diisiiriilerek
veya calisilacak numune seyreltilerek elektro aktif tiirlerin bozucu etkisi ortadan
kaldirilabilir. Boliim 3.7° de bahsedildigi sekilde girisim yapabilecek tiirlerin etkisi
belirlendi. Calisilan tiirler ve etkileri Cizelge 4.3 te gosterilmistir. Bu maddelerin seyrelme
sonucu girisim etkisi incelendi ve herhangi bir girisim etkisine rastlanmadi. Ciinkii biitlin
maddelerden elde edilen akim degerleri farkli oldugu igin hepsi kalibrasyon grafiginin
disinda kaldi. Girisim etkisi, amperometrik biyosensor calismalarinin gercek numune
analizleri esnasinda karsilasilan en 6nemli sorunlardan birisidir. Bu yiizden en ¢ok girisim
etkisi goriilen iki tiir olan askorbik asit ve {irik asitin g¢alisilan potansiyelde girisim
yapmadig1 goriilmektedir. Girisimin olmamasi1 gercek numune analizlerinin dogrulugu

hakkinda 6nemli bir gelismedir.
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Cizelge 4.3. Biyosensor {izerine girisim yapabilecek tiirlerin incelenmesi (0,1 M
pH 5,0 fosfat tamponu, 25 °C, -0,220 V)

Adrenalin

Ciirigim Yapan Tir Hiere [gi DergimiM) Konsantrasyenu(M) % Girigim
Urik Asit 1= 10 1x 10
Askorbik Asit 1w 10 1w 10
Dopamin 1x 107 1x 10
MNoradrenzlin 1= 107 1= 10 32

4.5. Sentetik Numunede Adrenalin Tayini

Boliim 3.9.°da anlatilan sekilde Drogsan’dan temin edilen sentetik numunede adrenalin
analizi, hazirlanmig olan kalibrasyon grafigi kullanilarak gerekli hesaplamalar yapilip
sonuclar incelenerek biyosensoriin tayini ne kadar dogru yaptigi arastirildi.
Elektrokimyasal hiicreye pH 5,0 9 mL fosfat tamponu ve 0,1 M KCI ¢ozeltisi konuldu.
Dengeye gelmis hiicre igerisine, iki yiiz kat seyrelme olacak sekilde sentetik numune
cozeltisinden hiicre ¢ozeltisine ilave edildi. 300 s karistirilip, 200 s potansiyel uygulandi ve
amperometrik cevap akimi 6l¢iildii. Bu akim degerine karsi gelen adrenalin derisimi
kalibrasyon grafigi kullanilarak hesaplandi. Adrenalin miktar1 5,0x10°® M olarak alindi.
Hazirlanan sentetik numune igerisindeki adrenalin derisimi 5,21x10°° M bulundu. Standart
sapma degeri ise (5,21£0,105)x10® M olarak hesaplandi. Elde edilen sonuglar ii¢ dl¢iimiin
ortalamasini yansitmaktadir. Elde edilen sonuglar %90 giiven araligina girmektedir. Bu

sensOriimiiziin sentetik numune analizleri i¢in uygun oldugunu gdstermektedir.
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5. SONUCLAR

Sonug olarak, bu ¢alismada hazirladigimiz adrenalin biyosensoriiniin;

- Dogrusal calisma aralig1 1,0x107-1,0x10° M ve 1,0x10 — 1,0x10 M olarak bulundu.
Genis bir derisim araliginda ¢alisilabilmektedir.

- Diisiik bir tayin siirma (1,0x10°® M) sahiptir.

- Kabul edilebilir bir cevap siiresine sahiptir. (200s)

- Arka arkaya alinan 31 6l¢iim sonucunda standart sapma %35,08 olarak, kalan aktivite
ise %89.,9 olarak hesaplandi. Dolayisiyla biyosensor iyi bir tekrar kullanilabilirlige
sahiptir.

- Raf dmriiniin belirlenmesinde, 10. giiniin sonunda enzim elektrodun % 80,90 oraninda
aktivitesini korudugu, % 19,10 oraninda aktivitesini kaybettigi goriilmektedir.
Dolayisiyla biyosensor iyi bir raf dmriine sahiptir.

- Optimum calisma pH’s1, pH 5,0 ve pH 8,0 fosfat tamponlar1 olarak belirlendi.

- Koz ve Imaksesz) degerleri pH 5 tamponu i¢in sirasiyla 0,027 uM ve 27,3 pA olarak
bulundu.

- Optimum sicaklik degeri 30°C olarak bulundu.

- Sensoriimiiz %90 giiven araliina analiz yapabilmektedir.

Adrenalin biyosensorii calismasindan elde edilen sonuglarin literatiir sonuglart ile

karsilagtirilmasi:

e Biyosensdr calismamizda dogrusal ¢alisma araliklar 1,0x107-1,0x10° M ve 1,0x10¢ —
1,0x10° M olarak bulundu. Literatiir ile karsilastirildiginda hazirlanan biyosensdriin
calisma araligmin genis ve diisiik adrenalin derisimlerine kars1i hassas oldugu
gorilmektedir.

e Hazirlanan biyosensor diigiik tayin sinirina sahiptir. Tayin smirmin diisiikligi kiiglik
derisimlerdeki madde miktar1 tayinine olanak tanimasi ag¢isindan 6nemlidir.

e Biyosensoriin Kimgsz) degeri, 0,027 uM olarak bulundu. Literatiirdeki diger adrenalin
biyosensorlerine ait K degerleri ile kiyaslandiginda biyosensoriimiize ait degerin daha
diisiik oldugu goriildii. Kim degerinin kii¢iik olmas1 sayesinde, enzimlerin immobilize
edildigi PPy-PVS filmin enzimlerin substratlara kars1 ilgisini artirdig1 sdylenebilir.

e Hazirlanisi basit ve ucuzdur.

e %090 giiven aralig1 ile sensoriimiiz sentetik numune analizleri i¢in uygundur.
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Kanda en ¢ok girisim etkisi goriilen iki tlir olan askorbik asit ve iirik asit girisim
yapmamaktadir.

Bazik ortamda calisilmasi gereken durumlar i¢in de uygundur.

Oldukea 1yi bir tekrarlanabilirlige sahiptir.

Ard arda yapilan ¢alismalar icin uygundur ancak genis zaman araligi gerektiren

caligmalar icin uygun degildir.



Cizelge 4.4. Calisma sonuglari ile literatiiriin karsilagtirilmasi

65

- ; . Opt.
Calisma Calisma Dogrusal ~ Immobilizasyon  Opt Raf
Elektrodu/Ydntem Suibstrat Potansiyeli Aralik teknigi pH Slclikh Omrii Ref.
Caligmada lakkaz
kitosan {izerine ¢apraz baglanma 4,0
immobilize fenol . . ve adsorpsiyon 60°C ) >3
edilmig/clark elektrot
Karbon pasta elektrot
375 mg grafit, 23 mg 6.0x 107 -
ham lakkaz 6zii ve 110 adrenalin -174 7.0x 10 - 7,0 - - 56
mg nujol karistirilmast M
ile hazirlamig/DPV
Grafit, nijjol ve degisik
kaynaklardan elde edilen 6,1 x 10 -
lakkaz-peroksidaz adrenalin - 1,0x 10* adsorpsiyon 7,0 35°C - 58
enzimlerinin ham M
karigimimi1/DPV
Lakkaz enzimi ince civa
film ile kapli cam 0.5 x10°
karbon elektrot tizerine katekol - 5 b ;IO’GI\;I ¢apraz baglama 4,5 35°C - 60
immobilize ’
edilmig/amperometrik
. . 1,0x 10 -
Lakkaz modlﬁyf: li graﬁt adrenalin -50 mV 7,9x10° adsorpsiyon 5,0 - - 61
elektrot/akis enjeksiyon M
Grafit tozu, lakkaz, 9.99x10~7 90 9gsur; %
Nujol ve Pt-BMI.PF¢ adrenalin -0,21V M - adsorpsiyon 6,5 - akti"/ite 62
/kare dalga 2.13x107™* N
almistir
21 giin
Sol-jel lizerine ferrosen ) futukd sonunda 63
varliginda lakkaz enzimi fenol +50 mV utuiama 6,0 - % 81
immobilize edilmis/ aktivite
kalmigtir
Beyaz iiriikeiil
mantarn liyofilize 5x10°-
biyokiitlesinin jelatin ile adrenalin - 1,0 x 10 ¢apraz baglama 4.5 20 °C - 64
platin elektot {izerine M
immobilize edilmesi/CV
Pt-PPy-PVS elektot 1,0x107- 10 giin
iizeriney lakkazeeflzi?ni 1,0x10° M 5,0 sonunda  Bu
. bili adrenalin -0,220V ve 1,0x10°° gapraz baglama ve 30°C %89.,9 calig
_ Immobilize ~1,0x10° 8,0 aktivite ma
edildi/amperometrik M Kalmistir
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