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2. BOLUM |
2.1 GIRIS VE AMAG

Biyosensorler, kisa ge¢mislerine ragmén guniimizde giderék artan ilgiyle pek ¢ok
calismaya konu olmaktadirlar. Biyosensorler, kelime bazinda “biyo” (= biyolojik kokenli) ve
“sensor” (= algilayici) kelimelerinden olugmaktadir. Tanim olarak ise biyosensorler : “Birbiri
icine gegmis bir lanesi biyokimyasal digeri elektrokimyasal iki  geviriciden olusnustur.
Bivokimyasal gevirici analizlenecek madde ile etkile;erglf onu tanir. Bu etkilesme sonucunda
olusan madde (biyokimyasal ilriz‘h), elekirokimyasal gevirici tarafindan okunabilir bir sayisal
degere gevrilir. Bu ilke gergevesinde nitel ve nicel analiz yapabilen kompleks cihazlara
BIYOSENSOR adi verilmigtir..” seklinde ifade edilebilir. Literatirde yer alan diger biyosensor
tanimlanda yukarida yapilan tanima benzemektedir(1-5).

Biyosensér uygulamalan igerisinde amperometrik uygulamalar olduk¢a genig yer
tutmakfadir. Amperometrik elektroda sahip bir biyosensor ile herhangi bir maddenin miktar
tayininin yapilabilmesi i¢gin o maddenin ya da enzimatik olarak o maddeden olusturulan tiriiniin
elektroaktif olmasi gereklidir.

Uzerinde engok galisilan konulardan biride amperometrik 'glukoz biyosensérleridir(6-29).
Amperometrik glukoz ¢aligmalarinda kullanilan elektrotlar ¢aplan genelde 5-6mm olan
“glassy-carbon elektrotlar(24)” veya “karbon pastasi elektrotlari(30)” dir. Bu tip elektrotlar
gencllikle cam bir muhafaza igerisine iletken bir materyalin (Iletken regine veya grafit tozu ve
mincral yagi) yerlestirilmesiyle hazirlanmiglardir. Daha sonralan glukoz elektrotlarinm in vivo

kullanimlarina olanak saglamak igin elektrotlarinin gaplarinin kiigtltilmesine galigimistir(31).

Bugiin igin ¢aplart 50-5001um arasi olan mikroelektrot(31) veya ultramikroelektrot(31) olarak



adlandirian ve gaplan <50pm olan degisik maddelerden yapilmig elektrotlarla gergeklestinilmis
calismalar mevcuttur(32). Elektrotlarin g¢apim kigiiltmede nanoelektrot asamasina da
ulagtimistirdir. Nanoelektrot denilen bu elektrotlar altin disklerden yapilmus olup gaplari 10 - 30
nm (0.01um - 0.03 pm) arasinda degismektedir. Bu elektrotlarin hazirlanmasinda yaklagik 10
nm capinda deliklere sahip filtrasyon membranlarinin deliklerinin igerisine elektriksel kaplama
yontemiyle(elektrodepozisyon) metalik altn  kaplamast yapimustir.  Electrodeposition
yonteminde altin tuzu g¢ozeltisine negatif potansiyel uygulanarak metalik altimin kaplanmasi
.saglanmtstlr. Bu sekilde dolan deliklerden 10 nm gapinda disk geklinde altin elektrotlar
olugmustur(33).

Amperometrik glukoz galiymalarinda kullanlan mikroelektrotlarn yaplxmmda karbon
fiber(12,17,20,21), um boyutunda platin tel(7,8,10,16,19), platin-iridyum tel(22) ve altin tcl(9),
gibi maddeler kullanilmugtir.

Amperometrik glukoz ¢aligmalarinda tayin ilkesi glukoz oksidaz enzimi tarafindan
biyolojik oriin olarak olusturulan H,O0, ‘nin belirli bir gahyma potansiyelinde oksidasyona
ugratilmasi sonucu olusan anodik(oksidatif) akimin kaydedilmesidir. H,O, ‘nin amperometrik
olarak tayin edilebilmesi igin gerekli potansiyel 600-700 mV aralifidir(18) . Degisik galisma

potansiyellerinde yapilmig ¢aligmalar TABLO 1 ‘de gosterilmistir :
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TABLO 1 : Cesitli galisma potansiyellerinde yapilmig amperometrik ¢aligmalar

CALISMALAR E(m)) CALISMALAR E (mV)
Joseph Wang et
Elisabeth Csoregi et al(20) 0.0 al(12) 650
Cosimino Malitesta
et al(31)
Guy Fortier et al(36)
John P. Lowry et
al(11)
Wlodzimierz Kutner Maya Snejdarkova
et al(19) A 300 et al(23) 670
Dario Compagnone Zhisheng Sun et
et al(34) 400 al(26) 700
John P. Lowry et
al(10)
Yanan Zhang et al(18) Philip N. Bartlett
Rajesh Vaidya et al(35) 600 et al(37) 900
Rathbun K. Rhodes
et al(16)

Uygulama potansiyelinin yiiksek bir deger olmasi gesitli sakincalarida beraberinde getirir.
Bunlarin en énemlisi ortamda bulunan gesitli safsizhklarin girisim etkisinde belirgin bir artig
gozlenmesidir.Bu girisimleri gidermenin ¢esitli yontemleri vardir :

1) Caligma elektroduna immobilize ediimis enzim tabakasinmin tizerini negatif yikli bir
membran ile kaplayarak, kanda iirat, askorbat gibi negatif yukli katyonlar: halinde bulunan
askorbik asit, tirik asit ve bunun gibi girisim yapan maddelerin enzim tabakasina ulagmast
engellenebilir. Bu sayede okunacak yanit akiminda hata gozlenmesi olasilii ortadan kaldinimig
olur(38).

2) Caligmalarda aym anda iki adet ¢aligma elektrodu kullaniabilir. Bu yontemde
elektrotlardan birisine enzim kaplanmaz, digerine i<aplanxr. Daha sonra girisim yapan
maddelerden gelebilecek giiriilti sinyalleri iki elektrotdan alman akim degerlerinin farkinin

alinmasiyla ortadan kaldirilmigtir(38).
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3) Biyosensor uygulamalarinda girigimi azéltm_amn bir difer yontemide ¢ift enzim
kullanmaktir. Bu yontemde kaplanan enzimlerden bir tanesi analizlenecek maddeden biyolojik
sinyali olusturmakla gorevliyken digieri ortamda bulunan girisim yapabilecek maddeleri
enzimatik olarak elektroaktif olmayan (riinlere pargalar. Boylece girisim yapabilecek
maddelerin cevap akimi degerlerinde pozitif veya negatif yonde hataya sebep olmalart onlenmis
olur(38).

4) Girisim yapabilecek maddelerin etkilerini izole etmenin son yontemi ise galigma
potansiyelini  disiik tutmaktir. Bu sayede analizlenecek madde yaninda girisim yapan
maddelerinde tepkimeye girmesi énlenmis olur(38). Calisma potansiyelini digiirmede yapilan
islem gahigma elektroduna elektriksel kaplama yontemiyle elektrokatalitik etkiye sahip oldugu
bilinen bir metal ile kaplama iglemi uygulanir. Bu sekilde kaplama yapilan elektrotlar ile normal
elektrotlara gore glukoz tayinipi daha diisiik potansiyel degerlerinde yapilabilmektedir. Bu
sekilde tasarlanan amperometrik glukoz elektrotlarinda mediyatoriin potansiyel dugiirme ve
elektrik;sel iletkenlife yardimct olmak gibi temel gorevlerini, elektrot yizeyine kaplanan metaller
iistlenmiglerdir. Bu sayede digsaridan mediyator kullanimina gerek kalmamustir. Kaplamada
kullanilan elektrokatalitik etkiye sahip metal olarak genelde periyodik tablonun VIII B
grubunun elementleri segilmigtir. Bu elementler TABLO 2 “deki gibidir :

TABLO 2 : Cesitli calisma potansiyellerinde kullanilmis VIII B grubu elementler.

CALISMALAR KAPLANAN METAL | ¢ POTANSIYELI
Joseph Wang et al(12) : Rh 300 mV
Joseph Wang et al(13) Rh, Pt 450 mV, 500 mV

James W Furbee et al(21) Pt 700 mV
Hari Gunasingham et al(24) ] Pt 700 mV
Stephen F. White et al(28) Rh, Pt 400 mV, 350 mV

Bu ¢ahigmalarin yanisira VIII B grubu metal taneciklerinin degisik bir g¢ok elektrot
tepkimest ig:in elektrokatalitik etkiye sahip oldufunu belgeleyen yaymlar TABLO 3 ‘de

verilmistir :



TABLO 3 : Elektrokatalitik olarak kullanilan baz: VIII B grubu elementler.

CALISMALAR VIII B GRUBU METAL ANALIZLENEN MADDE
A. Leone et al(39) Pd Kaplama denemesi
Katekol, dopamin, hidrokinon,
Joseph Wang et Ru, Rh, Pd p-metoksifenol
al(40)
Plamen Atanosov et
al(41) Co Glukoz
Yip-Kai Lai et al(42) Ru Glukoz
Timothy J. Ohara et
al(43) Os Glukoz
Timothy J. Ohara et
al(44) Os Glukoz, Laktik asit
Joseph Wang et Rh Glukoz
al(29)
Joseph Wang et Ir Glukoz
al(45) ¢
Emmanuel I. Iwuoha
_etal(27) Os Glukoz
Mehmet Ozsoz et
al(30) Co Fenol, katekol, dopamin
H,0,,
Joseph Wang et Pt, Pd, Ru 2-butanon peroksit, hidrazin
al(46)
Junko Motonaka
et al(47) Os Kolesterol

VIII B grubu elementlerinin periyodik tablodaki yerlesimleri TABLO 4 ‘de verilmistir :

TABLO 4 : VIII B grubu elementlerin periyodik tablodaki yerleri.

VIB VIIB VB VIIB VIIB IB 11B
Cr Mn Fe' | Co" Ni Cu Zn
Mo | Tc | Ru" | RH" | Pd" | Ag | Cd
W Re | os" | Ir' | P | Au | Hg
Unh Uns Uno | Une

B3

( Cesitli galigmalarda kullanilmig olan metaller )



Amperometrik glukoz galigmalarinda girisim yapan maddelerin neler oldugunun
incelenmesi gereklidir : Bunlarin basinda L-Askorbik asit, Urik asit, Ure, Parasetamol, Laktik
asit, Glukonik asit, Priivik asit, L-Sistein, gibi maddeler gelmektedir.

Bu calismada amaglanan ise glukoz oksidazla modifiye edilmig bir mikroelektrodu,
elektriksel metalik kaplama (electrodeposition) yontemiyle elektroaktif hale getirip girisimlerden
etkilenmeyi onleyerek, digik potansiyellerde galigma imkamimi aragtirmaktir. Elektroda
elektriksel metalik kaplamada kullamlan VIII B grubu metal digaridan uygulanan mediyatoriin
gorevierini Ustlendigi igin ayrica digaridan mediyatdr kullanimina gerek kalmayacaktir. Bu ek
basamafin aradan gikanlmastyla amperometrik glukoz biyosensoriintin tasarxm‘mda basitlik
saflanacaktir. Ayrica avantaj olarak elektrot ¢apt ¢ok kiigiik tutuldugundan elektrot in vivo

caligmalara agik olabilecektir.

2.2 GENEL BILGILER
2.2.1 TANIM

Giris ve Amag boéliimiinde yapilan tanimi Ozetliyecek ve basitlestirecek olursak :
Biyosensorler ikt ana bolimden olusmﬁslardlr. Bunlar : 1) Biyokimyasal kisim 2)
Elektrokimyasal kisimdir. Biyosensorlerin tasarlmmda bu iki kisim igige gegecek sekilde
tasarlanmustir. Iste bu sekilde ortaya g¢ikan cihaza‘ “BIYOSENSOR” tanmim getirilmistir.
Biyokimyasal kismin gorevi analizlenecek maddeyle etkileserek bir sekonder madde =
biyokimyasal iriin olusturmaktir. Ornefin amperometrik olarak miktar tayini yapan glukoz
biyosensorlerinde biyolojik kisim tarafindan olusturulan bu sekonder madde H,O, ‘dir.
Biyosensoriin ikinci kismi olan elektrokimyasal kismin gorevi ise ortamda olusturulmug olan

sekonder maddeden okunabilir bir sayisal deger = elektrokimyasal sinyal olugturmaktir.

Ornegin amperometrik olarak miktar tayini yapan glukoz biyosensorlerinde elektrokimyasal



kisim tarafindan  olusturulan elektrokimyasal sinyal, tamamiyle analizlenecek madde
konsantrasyonuyla orantili olarak olugturulan akim degerleridir.

Buraya kadar yapilan biyosensor tanimint SEKIL 1 “de 6zetliyelim :

——

BIYOKIMYASAL KISIM

e
BIYOKIMYASAL URUN

Aretizterecek

—— ]

ELEKTROKIMYASAL
KISIM

[n——zOmzmmO<~m-—a

I

ELEKTROKIMYASAL SINYAL BI‘YOSENS()R

SEKIL 1: Biyisensor tammini 6zetleyen sekiller

2.2.2 IDEAL BIYOSENSOR
Bunun yamsira ideal bir biyosensériin sahip olmast gerekli ozelliklerde literatiirde(48)
stralanmigtir. Bu ozellikler TABLO 5 “de verilmigtir

TABLO 5 : 1deal biyosensorlere ait ozellikler.

IDEAL BIR BIYOSENSORUN OZELLIKLERI
SECICILIK ~
UZUN KULLANIM OMRU
MINIMUM KALIBRASYON IHTIYACI
TEKRARLANABILIRLIK (ORNEKTEN ORNEGE)
STABILITE (GUNDEN GUNE)
YUKSEK DUYARLILIK
YETERLI DUZEYDE TAYIN SINIRI
GENIS OLCUM ARALIGI
HIZLI YANIT ZAMANI
HIZL1 GERIYE DONME ZAMANI
BASITLIK VE UCUZLUK
KUCULTULEBILIR VE STERILIZE EDILEBILIRLIK

SN IR Wi~

o

~
=

—
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Bu gizelgede siralanan parametreleri agtkliyacak olursak :

2.2.2.1 SECICILIK

En 6nemli parametrelerden birisidir ¢iinkii biyosensoriin kompleks bir matriks igerisinde
tek ‘bastna analitik bir 6l¢iim cihazi olarak kullanilabilmesine olanak saglamaktadir. Segiciligin
yeterli olmadigii durumunlarda galigma prosediiriine bu eksifi giderecek uzun ek islemler
eklenmesi gerekir. Yada zayif segicilik nedeniyle aymt anda olgilen yabanci sinyallerin
(girisimlerin) ayiklanmasi gerekir. Segiciligin zayif olmasindan kaynaklanan tiim bu sorunlar

biyosensoriin kullanimint zor hale getirmektedirler.

2.2.2.2 KULLANIM OMRU

Biyolojik ¢evirici olarak enzim kullanidigi durumlarda enzim aktivitesindeki azalma
kullamim dmriint kisitlayan en 6nemli faktordir. Enzimin yagam siiresi biyosensoriin kullanim

omrit yanisira kalibrasyonun sikhs, stabilite, tekrarlanabilirlik gibi diger parametreleride

etkilemektedir,

2.2.2.3 KALIBRASYON GEREKSINMESI

Ideal bir biyosensériin hig kalibrasyona gerek duymamasi ya da en az kalibrasyona
gereksinmesi  istenir. Ama teorikte planlanan bu  Ozellik pratikte ginimizde
gergeklestirilememistir. Yani biyosensérlerin kullanim omirleri boyunca sik¢a ya da belirli
araliklarlla kalibre edilerek duya:hhklarmdan bir sey kaybedip kaybetmedikleri arastiriimalidir.

Bunun yamstra yeni imal edilen bir parti biyosensoriinde her birinin tek tek kalibre edilmesi

gerektigi dugstintlirse bu problemin ¢oziimiinde aslinda emekleme evresinde oldugumuz
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anlasilir. Dolayisiyla hazirlanan bir parti elektrot igerisinde ayni konsantrasyondaki substrata

farklt cevap veren elektrotlar da bulunacaktir.

2.2.2.4 TEKRARLANABILIRLIK

L)

ideal bir biyosensor elekltrodunun aym konsantrasyonda ya da aym ozelliklere sahip birden
fazla orneklere daldinimasiyla yapilan deneylerde ayni sonuglarin okunabilmesi istenir. Ama
pratikte bu miimkiin degildir. O yiizden biyosensorlerle yapilan galigmalarda tekrarlanabilirlik
parametresi mutlaka incelenmelidir. Tekrarlanabilirlik degeri ne denli iyi olursa o biyosensor
uygulamasiminda o denli iyi oldufundan bahsedilebilir. Elektrotdan elektroda olan
tekrarlanabilirlik te ise tekrarlanabilirlik parametresini sagliyabilmek her elektrodun ayr ayn

kalibre edilmesi gerektifinden daha da zordur.

2.2.2.5 STABILITE

Elektrot stabilitesinin yitksek oldugu durumlar tanim olarak ideal biyosenstrler igin
gereklidir. Stabilite, kullanilan enzimin fiziksel dayaniklilifindan etkilendigi gibi; pH, 1s1, nem,
ortam O, konsantrasyon'u, enzimi immobilize etmede kullanilan polimerin kimyasal ve fiziksel

karakteri gibi parametrelerden de etkilenmektedir.

2.2.2.6 YUKSEK DUYARLILIK

Tasarlanan elektrodun immobilize edilmis enzimi biyosensérin yalmz  belirli
maddelere(substratlara) karst duyarlt olmas: tanim  olarak ideal biyosensérlerin
ozelliklerindendir. Duyarhiik akim-konsantrasyon egrisinin egimi ile orantihidir. Egim degeri
buytidi;kce duyarlilikta da artiy gozlenir(48). Kullanmlan enzimin substratlann disinda

biyosensorlerin potansiyel girisim yapan maddelerden etkilenmemesi istenir.
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2.2.2.7 YETERLI DUZEYDE TAYIN SINIRI

Tasarlanan bir biyosensoriin ideal tammna uymast igin tayin siunmn  belitli bir
konsantrasyon degerinin alunda olmast gerekmektedir. Belirtilen bu tayin s elektrot
yiizeyinin biyikligi, enzimin tayin edilecek maddeye kargt olan éﬁnitesi, immobilize edilen
enzim miktar;, enzimin immobilizsayonunda kullanilan polimer tabakasmin kalmhg gibi

. faktorlerden etkilenir.

2.2.2.8 GENIiS OLCUM ARALIGI

Biyosensor uygulamalarinda 6lgiim araligt olarak adlandinlan bolge biyosensorden alnan
akim-konsantrasyon egrilerinin lineer oldugu konsantrasyon aralifidir. Yiksek analizlenecek
madde konsantrasyonlariyla yapifan ¢ahsmalarda 6rnefiin glukoz miktar tayininin yapildifi
fermentasyon galigmalarinda genig bir olgiim aralifina sahip olmak ideal biyosensorlerin
ozelliklerindendir. Bununla birlikte tiim biyosensor uygulamalarninda ¢alisma ortaminda belirli
bir konsantrasyon degerine ulagildiktan sonra akim-konsantrasyon egrilerinde lineerlikten
sapma g(jzlenmeye baslar. Bu durum enzimatik egrilerin en onemli ve de karakteristik
ozelligidir. Lineerlikten sapmanin nedeni yamit olarak okunan akim degerlerindeki degisimin
- azalmasindan kaynaklanir. Bunun nedeniyse ortamda artan analizlenecek madde miktarinin
fazlasiyla reaksiyona girecek enzim fazlah@ olmamasidir. Dolayssiyla ortama analizlenecek

madde enjeksiyonu devam etse bile akim degerleri sabit kalacaktir.
2.2.2.9 HIZLI CEVAP ZAMANI
Cevap zamani bazi uygulamalarda geriye donme zamani ile ayni manaya gelse bile

genellikle bahsi gegen tanimdan farklidir. Amperometrik uygulamalarda analizlenecek bir

madde 6regini caligma ortamina enjekte etmeden énce elektrot yiizeyinde olugan akimin sabit
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kalmast istenir (Steady-state). Akim sabit kaldiktan sonra analizlenecek madde ortama enjekte
edilir ve akimdaki degisim kaydedilir. Ikinci bir enjeksiyondan énce akim degerinin gene sabit
kalmast beklenir. Iste ilk enjeksiyondan sonra akimin tekrar sabit kalmasina kadar gegen
zamana “cevap zamani” denir. Cevap zamanmin kisa ya da hizli olmass ideal biyosensorlerin
~ozelliklerindendir. Ikinci ve onu takip eden diger analizlerin daha hizlt yapiimasim sagladif igin
analizin daha kisa siirede bitmesini saglar.’ Bir biyosensor elektrodunun cevap zamani elde
edilen akim-zaman egrilerinden anlagilabilir. Merdiven basamag: seklinde elde edilen egride
basamaklarin sekli yayvan ve genisse cevap zamant uzun (yavas), tersi s6z konusuysa cevap

zamant kisa (hizh)dur.

2.2.2.10 HIZLI GERIYE DONME ZAMANI

Geriye donme zamani itk érnekten ne kadar siire sonra ikinci 6rnegin olgilebilecegini
belirler. Genellikle hizli cevap zamani hizli geriye dénme zamanina tekabil eder. Yani ilk
ornegin enjeksiyonundan sonra sabit akim degerleri kisa siirede gozlenebiliyorsa ikinci ornekte

ayni stire sonra enjekte edilebilecektir.

- 2.2.2.11 BASITLIK VE UCUZLUK

Kullamimy, tasarimi basit ve ucuz biyosensorler tasarlamak biyosensor yapiminda her
zaman hedef alinmg bir dusiincedir. Bu nedénle ilk biyosensér érneklerinin karmagik ve de
pahali olan yapilani daha sonralani ara basamaklar ortadan kaldinlarak basitlestirilmis ve
miimkiin oldugunca da ucuzlastinlmigtir. Biyosensor yapilarini basitlestirilmesine en iyt ornek
ikinci kugak biyosensorlerin yapilarinda bulunan mediyatorlerin daha gelismis modeller olan

igtinci kugak biyosensorlerde ortadan kaldirilmasidir.
&
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22212 KUCULTULEBILIRILIK VE STERILIZE EDILEBILIRLIK

Biyosensor elektrotlarinin sterilize edilebilmesi ve boyutlaninin kiigtiltiilmesi biyosensor
¢aligmalarinin son ufkunu olusturmaktadir. Bununla birlikte biyosensor elektrotlarinin yapisina
giren enzimlerin fiziksel dayanikliliy sterilizasyonu kisitllyan en ¢nemli parametredir. Enzim
tabakasinin koruyucu bir membran tabakastyla kaplanmasi sonucu sterilizasyon buyiik olgide

muimkiin olmaktadir(49).

2.2.3 TARIHCE

.Bilimsel literatiir “biyosensér” tanimiyla ilk kez 1962 yilinda L.C. Clark ve C. Lyons
sayesinde tamigti(2-4). Tanimlanan bu biyosensor glukoz oksidaz enzimiyle Clark tipi bir
oksijen elektrodunun kombinasyonundan ibaretti. Bu aragtirmacilar glukozdan glukoz oksidaz
enzimi sayesinde olusturulan H,0, konsantrasyonun‘d:aki artigdan veya glukoz oksidaz
enzimince kullanilan ortamdaki O, konsantrasyonundaki azalmadan yola g¢ikarak glukoz
konsantrasyonunun tayin edilebilecefini ispatlamis oldular. 1967 yilinda ise S.J. Updike ve G.P.
Hicks isimli bilimadamlart gelistirdikleri bir glukoz biyosensériine “enzim elektrodu” ismini
verdiler(50). Bu biyosensor, glukoz oksidaz enziminin poliakrilamid jeli vasitasiyla bir oksijen
elektrodunun ylizeyine tutturulmasiyla hazirlanmigti. Amperometrik enzim elektrotlarinin
yansira ilk potansiyometrik enzim elektrotlart G.G. Guilbault ve J. Montalvo tarafindan 1969
yilinda haznrlahdl(SO). 1970 ‘li wyillarda ise biyosensorlerin hem biyolojik hem de
elektrokimyasal kistmlarinda modifikasyonlar yapilarak birgok ¢esit biyosenorlerin ilk
prototipleri gelistirilmeye baglanmigtir. Biyosensor tasariminda kullandlan  elektrotlarin
duyarliift ve segiciligi artinlmaya gahslhrken aym zamanda boyutlarlda olanak oraninda
kugultilmugtir. Bugtn igin ise biyosensorlerin yeni ¢alisma alani olarak mikroelektrotlar

gorilmektedir(6-22)
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Yapilmakta olan biyosensor galigmalarinin sayist hakkinda fikir verebilmek amaciyla 1985

yilinda biyosensorler tizerine yapilan yaymlar (48),Tablo 7 ‘de 6zetlenmigtir :

TABLO 7 : 1985 yilinda geslitli iilkelerde biyosensorler iizerine yapilan yaymlar.

U L K E YAYINLAR |PATENTLER| TOPLAM
JAPONYA 59 74 133
AB.D 35 9 44
INGILTERE 33 5 38
DEM. ALMANYA 12 19 31
S.S.CB 14 3 17
FEDERAL ALMANYA 10 3 13
FRANSA 9 1 10
DIiGER 7 ULKE 172 114 286
DUNYA 213 119 332

2.2.4 YONTEMLE ILGILI GENEL BILGILER
Amperometrik glukoz biyosensorii dizayninda kullanilan elektrokimyasal yontemler iki tanedir.

Bunlar : 1) Amperometri 2) Siklik Voltametri (cv) yontemleridir.

2241 AMPEROMETRI
Giinimiizde kullamlan degisik geviriciler sayesinde gesitli biyosensor ya da sensorleri
tasarlamak mimkindir. Olast secenekler Tablo 8 ‘de verilmistir(3) :

TABLO 8 : Tasarlanabilecek Biyosensor Cesitleri.

OLCUM PRENSIBI VE

CEVIRICI OLCULEN OZELLIK
i Potansiyometri
Amperometri
Elektrokimyasal Voltametri

Alan etkili (ISFET, chemFET)
Yiizey lletkenligi (MOS)
Elektrolit Iletkenligi
Fluoresans
Absorpsiyon
Yansima
Luminesans
Kinlma Indeksi
Paramanyetizm
Piezoelektrik kristallerinin rezonans
frekanst
Yiizey akustik dalgalan

Elektriksel

Optiksel

Manyetik

Kitleye duyarlt
4
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L)

Reaksiyon 1sis1
Termal Adsorpsiyon 1sist

Tiim bu yontemler icerisinde amperometri gittike artan bir onem kazanmaktadir. Degigik
yontemler kullanilarak gesitli ysllarda yapilmis ¢aligmalar Tablo 9 ‘da verilmigtir (4) :

TABLO 9 : Cegitli Yontemler Kullanilarak Degisik Yillarda Yapilmig Caligmalar.

YILLAR
CALISMA 1985-1987 1988-1989 . 1990-1991
Derlemeler 88 63 145
Termal 6 6 15
Kiitlesel 19 24 40
fyon Segici Elektrotlar 336 130 180
Potansiyometri 83 87 129
Amperometri 93 101 210
Kondiiktometri 65 66 101
Optik 37 99 142
TOPLAM 727/Y1l 576/Y1l 962/Y1l

Amperometri aynen potansiyometri, polarografi, yoltametri ve kronoamperometri gibi
klasik bir elektrokimyasal y('jntémdir. Amperometrinin prensibi ¢alisma elektrodu ve referans
elektrotlart arasina sabit bir potansiyel uygulayarak bu potansiyele bagli olarak olugan
oksidasyon veya rediiksiyon seklindeki elektrot reaksiyonu sonucu gozlemlenen akim
degerlerinin yorumlanmasidir. Amperometrik yontemler uygulandiklari ¢aligma yontemlerine
gore 2 alt gruba ayrililar(51): a) Olglimler durgun ortamda yapiliyorsa “kronoamperometri”

b) Olgtimler hareketli bir gdzeltide yapiliyorsa “hidrodinamik amperometri” adint alir.

2.2.41.1 KRONOAMPEROMETRI

Bu yontemde galigma elektroduna uygulanan ilk potansiyelde analizlenecek madde
elektrolize olmaz. Daha sonra potansiyel elektrolizin bagliyacagt bir degere yukseltilir. Bu sirada
olciilen akim degerleri zamanin bir fonksiyonudur. Analizlenecek maddeye ait kitle taginimi bu
yontemde ayn kangtirma islemi uygulanmadifi ve durgun gozeltide cahigdigt igin sadece

Y
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difizyon ile saglanir. Eleftrot yiizeyine dogru olan difizyonun izt konsantrasyon
gradienti(farki) ile dogru orantihdir. Potansiyel degeri ¢alisma elektrodu ile referans elektrodu
arasina uygulandifinda elektroliz baslar ve elektrot yiizeyinde hemen bir difizyon tabakast
olusturur. Diflizyon hizint simirlayan konsantrasyon gradienti ise difiizyon tabakasmin
kalmhigmmdan etkilenir. Potansiyel ilk uygulandifi zaman difizyon tabakasi ince oldugu igin
kitle tagtmmm hizi yitksektir, Dolayisiyla gozeltiden akan akim da buyik olur. Reaksiyon
ilerledikge difiizyon tabakasinin kalinhigs artar ve akim degerinde disme gozlenir. Bu yontemin

elde edilen grafikleri SEKIL 2 ‘dedir(51) :
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SEKIL 2 : Koronoamperometriye ait potansiyel-zaman ve akim-zaman grafikleri.

Kronoamperometri yontemi konsantrasyon tayini igin ender kullanilmakia birlikte
elektrokimyasal reaksiyonlarin hizinin tespitinde kulamlabilir. Elektrot reaksiyonlarmin sadece
reaksiyon kinetikleri tarafindan sinirlandinldig ama kitle tfansferi veya difuizyon tarafindan
etkilenmedigi ¢ok kisa zaman araliklarinda kronoamperometri kullanarak reaksiyon hizi

saptanmasi olasidir.

2.2.4.1.2 HIDRODINAMIK AMPEROMETRI
Analizlenecek ornegin elektrot yiizeyine konvektif olarak tasindifii, sabit potansiyelde
cahgilan amperometriye “hidrodinamik amperometri’ denir(51). Bu yontemde de ayni

kronoamperometrideki gibi elektrotlara potansiyel uygulandii andan itibaren elektrot
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yiizeyinde difiizyon tabakast olugur. Olusan difiizyon tabakasimin kahinhg elektrot yiizeyindeki
¢ozelti hareketinin hizt taraﬁndgn belirlenir. Cozelti hareketinin hizi ise konsantrasyon gradienti
tarafindan tayin edilir. Dolayisiyla 6rnein elektroliziyle olusan akimda gozeltideki drnek
konsaxﬁrasyonuyla orantih olacaktir. Hiz sabit tutuldufu siirece alqmda sabit kalacaktir. Bu
kronoamperometriye zit diigmektedir. Kronoamperometride zamanla difiizyon tabakasindaki
artis devam etmektedir, Hidrodinamik amperometride gozelti hareketlilifii ya ¢ozeltiyi hareket
ettirerek (kanistirarak) ya da galisma elektrodunu gozelti igerisinde hareket ettirerek saglanabilir.
Hareketli elektrot sistemleri igerisinde en ¢ok kullamlani “donen disk elektrot” sistemidir. Bu
sistem elektrot doniis hizinin ayarlanmasiyla kiitle transfer hizinin ayarlamasina olanak verdigi
igin hidrodinamik elektrotlarin en faydalilanindandir. Cozeltinin hareket ettirildigi sistemlerdeyse
engok kullanilan elektrot sisitemi ise “fiibiiler elektrot” sistemidir(51). Tiibiiler elektrot
sisitemlerinin ¢ok cesidi olmakla beraber en ¢ok kullanilanlari grafit tozu ve mineral yag:
kullanilarak yapilan “karbon pastast” elektrotlari, grafit tozunun 6zel kanigimlarla sertlestirilerek
sadece elektrot yiizeyinden 1-2 mm lik konuma sxklstmlarak hazirlanan daha dayanikli olan
“glassy-carbon” elektrotlar ve lizerine gerekli kaplamalarin yapiimastyla kullanilabilen gesitli

ebat ve gaplarda “mefal kablo” elektrotlardir(51). Bu yontemde efrileri SEKIL 3 ‘de verilmistir

Zz-=>
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-
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Tg~r>

ZAMAN(Sariye) KONSANTRASYON (mM)

SEKIL 3 : Hidrodinamik amperometriye ait akim-zaman ve akim-konsantrasyon

egrileri.
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ilk grafik olan akim-zaman egrileri, galigma ortamina analizlenecek madde gozeltisi
enjekte edilerek elde edilir. Bu grafikte enjeksiyon zamanlari okla isaretlenir. Once enzimsiz
elcktrotla ¢ahgilir, sonra aym kosullar altinda enzimli elektrotla deney tekrarlamr. Enzimli
elektrotda her enjeksiyon sonrasi akim degerinde artig gézlenirken enzimsiz elektrotda
herhangi bir artis gozlenmez. Ikinci grafik ilk grafikden elde edilen verilerin islenmesiyle elde
edilir. Her enjeksiyonla konsantrasyondaki artig bilindigine gore bu degerler X eksenine iglenir.
Akimda gozlemlenen artiy da akim-zaman egrisinden “hesaplanarak Y eksenine iglenir. Bu
sekilde elde eilen grafige akim-konsantrasyon egrisi ya da kalibrasyon egrisi denir. Kalibrasyon
egrisinde belirli bir konsantrasyon araliinin lineer olmast istenir.

Giiniimiizde amperometrik biyosensorler ile laktik asit(13,52), nitrat(53), mangan(54),
glukoz(22), fenol(40), parasetamol(55), salisilik asit(55), katekol(30) ve dopamin(30) gibi
degisik maddelerin analizi yapilabilmektedir. Bunun yanisira amperometrik biyosensorler
kullanilarak yapilabilen diger tetkikler de asagida TABLO 10 ‘da verilmistir(56) :

TABLO 10 : Amperometrik Olarak Tayin Edilebilen Maddeler.

MADDE 0 R N E K L E R
Amino Asit D-Alanine L-Sistein L-Histidin L-Tirozin L-Lizin
G(lz NI’*I3 Hz CH4 SOz NO
Kofaktor AMP ATP FAD NADPH TPP
Karbonhidrat | Amigdalin Laktoz Galaktoz Fruktoz Maltoz
Amin, amid Adenozin Aminoprin Anilin Asetilkolin Kreatin
: Glukonik Maleik
Organik asit | Asetik Asit | Formik Asit | Malik Asit Asit Asit
Alkol, fenol Bilirubin Katekol Kolesterol Etanol Gliserol
Anorganik F s NO, SO~ Hg* Cu™*
Enzim,protein Albumin Proinsilin Peroksidaz | Transaminaz | oc-amilaz

2.2.4.1.2.1 AMPEROMETRIK GLUKOZ BIYOSENSORLERI

Amperometrik glukoz elektrotlarinda aynen diger amperometrik biyosensorlerde oldugu

gibi enzimatik tepkimenin hizi, olusan akimi kaydederek olgiiliir. Okunan akim degerlen
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analizlenecek madde konsantrasyonuyla dogru orantih oldugu igin buradan ¢ozeltinin
konsantrasyonu bulunabilir. Bugiine kadar glukozun enzimatik yikimt sirasinda olugan trinlere
gore 3 tip amperometrik glukoz biyosensorii tasarlanmugtir : 1) Birinci Kugak Glukoz

Biyosensorleri 2) Ikinci Kugak Glukoz Biyosensorleri 3) Ugiincii Kusak Biyosensorleri.

2.2.41.21.1 BIRINCI KUSAK GLUKOZ BIYOSENSORLERI
Birinci kusak glukoz biyosensérleri glukoz miktar tayinini, tepkime bir oksidasyon
olduguna gore ya ortamdaki O, konsantrasyonundaki azalmadan ya da olusan H0,
konsantrasyonundaki artigdan yaralanarak yapmaktadur :
Glukoz + O, —Glukoz oksidaz——> Glukonlakton + H,0,
Bu kusak glukoz elektrotlarina S. J. Updike ve G. P. Hicks ‘in yaptifi ilk glukoz

biyosensérlerinden olan ¢alisma érnektir(50).

- 2.2.4.1.2.1.2 IKINCl KUSAK GLUKOZ BIYOSENSORLERI

Bu ﬁp biyosensorlerin biinyesinde enzimin aktif redoks merkezi ile elektrodun yiizeyi
arasinda elektron aligverisinden sorumlu mediyatorler vardir. Bu kugak biyosensorlerin
analizlenecek maddéyle verdikleri elektrokimyasal reaksiyon iki basamakta verilebilir:
enzim tabakasinda : Glukoz oksidaz(FADH,) + M, <> Glukoz oksidaz(FAD) + M, + 2H'
elektrot ylizeyinde : Mg < M + €

Olugan akim, mediyatériin  (Mred) oksidasyona ugrarken verdigi elektrondan
kaynaklanan akimdir. Kaydedilep bu akim 6ksidasyona ugratilan mediyator konsantrasyonuyla,
o da oksitlenen glukoz konsantrasyonu ile dogru orantili oldugu igin okunan akim degerinden
ortamdﬁ bulunan glukoz konsantrasyonuna gegilebilir. Bu tip elektrotlarin ilk 6rneklerinde
kullanilan mediyatorler suda ¢oziiniir 6zellikteydiler (heksasynoferrat I1I) ve ¢aligma ortamina
disanidan eklenmekteydiler. Daha sonralan daha basit konfigiirasyonlu elektrotlar hazirlanirken

bu fazladan mediyatér iglemi ortadan kaldinlmig ve mediyatérler dogrudan dogruya elektroda
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immobilize edilmislerdir. Immobilizasyon igleminde kullanllan mediyatérlerin molekal agirhg
yilksek olanlardan segilmesiyle mediyatorlerin elektrodun yapisindan ¢aligma gozeltisine
dagitmalan dnlenmis olur.
¢
Cahgmada kullamlan glukoz biyosensorii de ikinci kusak glukoz biyosensorlerine
ornektir. Enzim elektrodunun yapiminda ayrica disardan bir mediyator kullamlmanug ama
clektrot yiizeyine mediyator gorevi goren ve elektrokatalitik etkiye sahip VIII B grubu bir

inetal ile kaplama yapilnmstir.

Calismada gergeklesen tiim elektrot reaksiyonlari asagiidaki SEKIL 4 ile de 6zetlenebilir :

Glukoz Qksidaz
Proteinler ] 2H"
/Pﬁlizynn—\ .2
8 OKSIDAS
Oksijen YON i@ O
o ] » ©)
2¢”, Elcktriksel
fi'.l" Sinyal
] J
o‘.!‘
Glukoz D [ Hidrojen
i it peroksit
i

D Glukonlakton

Test Cozellisi ~ Membran jmmobilize edilmis enzim  Elcktrot

SEKIL 4 : Amperometrik Glukoz Tayinine Ait Tim Elektrot Reaksiyonlari.

2.2.4.1.21.3 UCUNCU KUSAK GLUKOZ BIYOSESORLERI
Bu kusak glukoz enzim elektrolan enzimin aktif redoks merkeziyle elektrot yizeyi
arasinda direkt elektriksel baglanti kurmak igin tasarlanmugtir. Bu kusak glukoz elektrotlarina

astinda mediyatorsiiz glukoz elektrotlart da denilebilir. Ama enzimlerin protein yapisinin
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karmagikhliginin ve zor iletken olmasinin getirdigi sorunlar nedeniyle bu kusak glukoz
elektrotlanyla yapilmig bagaril galigma sayist azdir.
Her ii¢ kusak biyosensorlere ait elektrokimyasal reaksiyonlar su SEKIL 5 ‘de
Ozetlenebilir :
&

SEKIL 5 : Birinci, ikinci ve igiincii kugak amperometrik glukoz biyosensorleri. (S =

Substrat, P = Uriin)

gLEKTROTT.WH :”.'R'wr““ ‘;mypﬂ';L

BIRINC!I KUSAK GLUKOZ BIYOSENSORLERI

T KT R”o T

e
IKINCI KUSAK GLUKOZ BI!YOSENSORLERI

ETEXTRGT T T

U ¢ U NCU K US§AK G

L U K 0 Z
BlY O SENSOTRLETR/I
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2.2.4.2 SIKLIK VOLTAMETRI(CV)

Amperometrik glukoz biyosensériiniin  dizayninda amperometrinin  yanisira  siklik
voltametri yontemide kullanitmigtir. Bu yontemde ¢alisma elektroduna, belirli baglangig ve bitig
degerleri arasinda saniyede belirli miktarda degisen potansiyel degerleri uygulanir. Siirekli
degiisen potansiyel degerlerine karsi akimda olan defisim grafife gegirilerek elde edilen egriye
siklik voltamogram denir. Siklik voltametri bir miktar tayini yontemi degildir ama analizlenecek
maddenin hangi potansiyelde nasil davrandigs hakkinda bilgi verir. Siklik voltamogramlarda
pozitif potansiyel uygulanarak yiritilen oksidasyon islemlerinde olusan oksidatif akim negatif
isaretle verilir. Bu bilgiler o maddenin miktar tayininde hangi potansiyelde optimum cevabin
alinabilece@ini gosterir. Boylece miktar tayini yénteminin oturtulmasi daha kolaylagmig olur.
Siklik voltametri uygulanmast sonucu elde edilen egri olan siklik voltamogramlara Grnek

SEKIL 6 ‘da verilmistir :

2500 2500 1
2000 - 2000
1500 - \ 1500 ~
1000 1000
i‘(__: 500 g 500 -
E E
£ 049 2 0
500 - \\ 500
1000 - \\\\ -1000 |
N
~1500 - \ -1500
-2000 T T T T -2000 T T
2 0 1 2 3 1 0 1
Potansiyel (Volt) Potansiyel (Volt)

SEKIL 6 : Ornek siklik voltamogramlar.
Her iki siklik voltamogramda ¢aligma ortamina eklenen 20 mM glukoz gozeltisinin -0.5 V

ile 1.0 V  potansiyel araliinda, 1 mV/sn. ‘lik tarama hizinda gosterdigi davranigi
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incelemektedir.‘ Her grafik iki ayri voltamogramdan olugmugtur. Siirekli ¢izgiyle gosterilen
voltamogramlar sadece g¢ahigma ortammni olusturan fosfat tamponuna aittir. Kesikli gizgiyle
gosterilen voltamogramlar ise aynt galiyma ortamina 20 mM glukoz ¢o6zeltist enjekte edildikten
sonra alinan siklik voltamogramlardir. Ilk grafikteki voltamogramlardan elde edilen bilgi glukoz
molekiillerinin 1 V ¢ahgma potansiyeli yakinlarinda yiiksek oksidatif akim degerleri gostererek
oksitlendigidir. lkinci grafikte ise ilkinden farklh olarak X ekseni sadece efrinin girdigi alant
alacak sekilde kigiltilmiistir. Buradan daha iyi anlagilacagi tizere okdidasyon aslinda 0.0 V
potansiyél degerini hemen gegince baslamakla beraber 1.0 V potansiyel degerine yaklagildikga
artmaktadir. Siklik voltametride elde edilen siklik voltamogramlarin sekli ve yapisinda segilen

. potansiyel araligimnin yanisira, secilen tarama hizinin, kag tur tarama yapildiginin da etkisi vardir.



3. BOLUM Il

3.1 DENEYSEL KISIM

3.1.1 KULLANILAN MADDELER VE GERECLER

3.1.1.1 O-FENILEN DIAMIN (OFD)

(1,2-benzendiamin; o-diaminobenzen) Monomer olarak saglanan OFD daha sonra +0.65
V potansiyel altinda polimerlegtirilerek enzimin platin mikro elektrot yiizeyine yapistiriimasinda
kullamlmigtir.  OFD tiim pH degerlerinde elektrokimyasal oksidasyonla polimerik film
olusturabildigi(57) ve oksidasyonu irreversibl olmadigi , dolaysiyla olusturdugu polimerik film
stabil olduEu(57) igin polimerik materyal olarak segilmistir. Polimer film olugturmak igin OFD
benzer ¢alismalarda da kullantlmistir(7,10,11,58,59,60-63)
Firma : Sigma
Molekiil agirhigi : 108.14 g/mol
Kapali formiil : C¢HgN,
Coziniirliik : Alkol, kloroform, eterde ¢6ziiniir; suda‘ise kismen ¢ozintir.
Erime noktasi : 103-104 °C

Acik formiil :

NH,
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3.1.1.2 GLUKOZ OKSIDAZ

(B-D-Glucopyranose aerodehydrogenase; EC 1.1.3.4) Miktan Gnite cinsinden verilir. 1
glukoz oksidaz iinitesi 30°C temperatiirde, 1 dakikalik siire igerisinde, pH 5.9 ‘da, 0.1 M fosfat
tamponu ve %3.3 glukoz monohidrat igeren ortamda, yeterli O, varlifinda, 10 mm® O, titketen
enzim miktandir. Glukoz oksidaz enzimi prostetik grup (aktif merkez) olarak FAD (flavin
adenin diniikleit) ve kofaktor olarakda bakir (Cu) igerir (kofaktorler enzimlerin aktivite
gosterebilmesi igin gerekli maddelerdir). Glukoza optimum cevabt pH 5.5-6.0 aralifinda verir.
Bununla birlikte pH 4.5 -7.0&arallgmda stabildir. Glukoz miktar tayininde kullamlan cihazlarin
test elektrotlarinin yapisina girmesinden bagka ambalajlanan gida maddelerindeki istenilineyen
gluko‘zdan ve ortam oksijeninden kurtulmak igin kullanilir.

Firma : Sigma

Cozimiirliik : suda sani-yesil ¢ozeltiler vererek ¢oziiniir.

3.1.1.3 BD-GLUKOZ

(Dekstroz, dekstrosol, glukolin) Insan kaninda % 0.008-0.1 oraninda bulunur.
Firma : Sigma
Molekiil agwrligi . 180.16 g/mol

Kapali forniiil : C¢Hy205
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Coziniirlitk . 1 grami 1 ml su veya 60 ml alkolde ¢oziinir,
Lrime noktast - 148-155 °C

Agik formiil :

3.1.1.4 URIK ASIT

(7,9-dihidro-1H-piirin-2,6,8(3H)-trion;  8-hidroksiksantin; piirin-2,6,8-triol;,  2,6,8-
trioksipiirin) Canllarda azot metabolizmasinin son {riiniidir. Kanda 0.27-0.48 mM
konsantrasyonda bulunur(22). Amperometrik glukoz tayinlerinde potansiyel interferanstir.
Kalitatif tayini miireksit reaksiyonuyla olur.

Iirma : Sigma
Afole}riil agirhigr :168.11 g/mol
Kapali formiil : CsHyN4O;
Cozimiirliik : gliserol, alkali hidroksit ¢ozeltilerinde ¢oziinir, alkolde ¢6ziinmez. 1gramt 15000
kisim suda ¢ozinir. |
Acik formiil .
o)
H o
HN N /

I

=
o N
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* 31.1.5 L-ASKORBIK ASIT

| (Vitamin C; 3-oxo-L-gulofuranolakton) Kanda 0.01-0.11 mM konsantrasyonda
bulunur(22). Amperometrik glukoz miktar tayinlerinde potansiyel interferanstir. Kuru toz
halindeyken atmosferik oksijenden etkilenmemekle beraber ¢ozeltileri halindeyken kisa stirede
oksitlenir. Ve bu{ oksidasyon iglemi alkalilerin, Cu, Fe gibi metallerin varlifinda hizlanir.
Firma : Sigma
Molekiil agirligr : 176.12 g/mol
Kapali formiil : C¢HgOg
(ozimiirlitk : 1 grami 3 ml suda ¢oziiniir Kloroform, benzen, eterde ¢oziinmez.
Erime derecesi ;: 190-192 °C
A;:k Sormiil
THZOH

HCOH
(@]
—0

OH OH
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3.1.1.6 BD-FRUKTOZ
(Levuloz; meyve sekeri) Kanda <0.4 mM konsantrasyonda bulunur(22). Amperometnk

glukoz olgtimlerinde potansiyel interferans olarak davranabilece§i igin yanita etkisi olup
olmayacag: incelenmelidir.

Firma : Sigma

Molekiil agirligs . 180.16 g/mol

Kapali formiil :C¢Hy206

Coziiniirliik : su, piridin, aseton, etilaminde ¢ozindr.

Erime noktasi : 129-130 °C

Agik formiil

3.1.1.7 URE
(Karbamid; karbonil diamid) Canlilarda protein metabolizmasinin son uriiniidiir. Kanda

1.3-4;3 mM konsantrasyonda bulunur(22). Amperometrik glukoz miktar tayinlerinde potansiyel
interferanstir. Maldnik asit esterleriyle reaksiyona sokularak barbitiirik asit sentezinde kullanilir,
Tedavide diaretik olarak kullanilir.
Firma : Sigma

Molekiil agirligi :60.06 g/mol
Kapali formiil : CHyN,O
Caoziiniirlitk - kloroform ve eterde ¢oziinmez. 1 gramt 1mL su, 10 mL alkol, 2mL gliserolde

¢Ozunar.
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Erime noktast : 132.7 °C

Agik formiil - NH,-CO-NH,

3.1.1.8 PARASETAMOL

(Asetanilid; p-asetamido-fenol, N-asetil-p-aminofenol; p-hidroksiasetanilid) Kanda <0.17
mM konsantrasyonda bulunur(22). Amperometrik glukoz miktar tayinlerinde potansfyel
interferanstir. Azo boyar maddelerin imalinde ve tedavide analjezik, antipiretik amagl kullanilir.
Firma : Atabay Kimya
Molekiil agirligr : 151.16 g/mol
Kapali formiil : CgHyNO,
Cozimiirlitk : Etanol, metanol, aseton, etil asetatda ¢ozuniir. Suda ve eterde daha az ¢oziinir.
Benzen ve pentanda ¢éziinmez.
Erime noktast :169-170.5 °C
Agik formiil . v

V2 .
CH3CONH Q/——’—O

3.1.1.9 PLATIN MIKRO ELEKTROT

Platin mikroelektrotlarin dizayninda kullanilan platin mikroteller teflon ile kaplanmig olup
elektrokatalitik oldugu bilinen %10 Ir(45) (Iridyum) igermektedir. Caplar1 50 pm‘dir(61).

Firma : Medwire© -
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3.1.1.10 POTASYUM DIHIDROJEN FOSFAT
(Potasyum bifosfat; monopotasyum fosfat) Ph degeri 7.4 olan fosfat tamponunun

hazirlanmasinda kullamimigtir. Kan pH degeri 7.4 oldugu icin ve benzer caligmalarda da fosfat
tamponu kullanildigit tgin seg:ilrhi$tir.

Firma : Riedel-de Haen

Molekiil agirligr : 136.09 g/mol

Kapali formiil : KH,PO,

Cozimiirlitk ;1 grami 4.5 K suda ¢oziniir. Alkolde ¢oziinmez.

3.1.1.11 DIPOTASYUM HIDROJEN FOSFAT
(Dipotasyum fosfat) pH degeri 7.4 olan tampon ¢ozeltisinin  hazirlanmasinda

kullanilmigtir,
Firma : Merck
Molekiil agirhgi . 174.18 g/mol
Kapali formiil . K;HPO4
Coziiniirliik - suda 1yi alkolde az ¢oztintr.
3.1.1'12 SULFURIK ASIT COZELTISI

Hazirlanan elektrotlarin 6n temizliginde kullanilmak iizere % 95-98’ lik stok ¢ozeltiden
0.5 M konsantrasyon olacak sekilde seyreltilerek hazirlanmugtir.
Firma : Merck
Molekiil agirligr : 98.08 g/mol
Kapali formiil : H,SO,4
Coziniirliik - Su ve alkolle fazla miktarda 1s1 agia gikararak ve hacimce kigilerek karigir.

Yoguniuk : 1.84 g/dm’
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Kaynama noktast : 290 °C

3.1.1.13 RODYUM ATOMIK ABSORPSIYON STANDART COZELTISI

Enzim ve polimer karguniyla kaplanmis mikroelektrotlarin yﬁzeyine metalik kaplama yapmak
igin kullanilmstir.

Firma : Aldrich

Molekiil agirlhig : 209.3 g/mol

Kapalt formiil : RhCl;

Konsantrasyon : %5 ‘lik HCl ¢ozeltisinde 1000 pg/mL Rh icermektedir.

Yogunluk : 1,025 g/dm’
3.1.2 YONTEM

3.1.2.1 KULLANILAN COZELTILERIN HAZIRLANISI

3.1.2.1.1 GLUKOZ COZELTISININ HAZIRLANISI
Olgiimler sirasinda 1 mM glukoz stok ¢ozeltisi hazirlanmig ve gerektiginde bu ¢ozeltiden
seyreltme yapilarak degisik konsantrasyonlar hazirlanmigtir. Elektrot tasariminda kullanilan
glukoz oksidaz enzimi glukozun f monomerine etkilidi_r. Glukozun o monomeri sulu
céze;tilerde 24 saat igerisinde B monomere dontisme Ozellifine sahiptir. B monomerden
hazirlanan glukoz ¢ozeltisi iginde bulunabilecek o monomerlerin 3 monomere ddniigebilmesi
icin glukoz ¢ozeltileri kullanilmadan 6nce 24 saat bekletilmigtir. Zamanla hazirlanan glukoz

¢ozeltilerinde mikrobiyel bozunma gozlemlendigi igin dlgumlerde kullanilan gozeltiler taze

hazirlanmug ve 24 saat beklemeye alinmig gozeltilerdir.
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3.1.2.1.2 O-FENILEN DIAMIN (OFD) GOZELTISININ HAZIRLANISI

Cahsmada kullamlan monomer OFD ¢ozeltisi 300 mM konsantrasyonda fosfat
tamponunda hazirlanmistir(61).  Hazirlanan monomer gozeltisi igerisinde ¢dziinmis olarak

bulunan O, gazi ortamdan N, gazi gegirilerek uzaklagtimlmistir.

3.1.2.1.3 FOSFAT TAMPONUNUN HAZIRLANISI

Olgiimler sirasinda kullanilan Fosfat tamponunun regetesi soyledir : (0.01 mol KH,POy
+ 0.04 mol K,HPO,) / 1L. Bu sekilde hazirlanan tampon ¢ozeltisinin pH degeri pH metre ile

kontrol edilmis ve pH ayarlamalart NaOH ve H;POyile yapilmugtir.

3.1.2.1.4 H,S0, COZELTISININ HAZIRLANISI

Kaplama iglemlerine hazir hale getirilmig platin mikroelektrotlarin 6n temizliginde
kullanilmak tizere hazirlanmistir(61). 1L ‘si 1.84 kg olan % 95-98 ‘lik stok ¢ozeltiden 0.5M

konsantrasyonda olucak sekilde hazirlanmustir.

3.1.2.2 ELEKTROT HAZIRLANMASI

3.1.2.2.1 PLATIN MIKROELEKTROTLARIN HAZIRLANISI

Medwire firmasindan saglanan 50 um ¢apindaki teflon kapl platin tel 5 cm ‘lik uzunlukta
mikroelektrotlar halinde kesilmigtir. Teflon kaph mikroelektrotlarin ug¢ kismindan 2 mm ‘lik

kisim yakilarak teflon kaplamasindan temizlenmistir. Boylece elektrodun sadece ug kismi
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iletken hale getirildigi igin, enzim ve difer maddelerin kaplama islemlerinde sadece bu ug

kisimlarin kaplanmaya duyarli hale gelmesi saglanmistir(61).

3.1.2.2.2 PLATIN MIKROELEKTROTLARIN ON TEMIZLIGI (PRECONDITIONING)

Hazirlanan mikroelektrotlarin enzim kaplanacak yiizeylerindeki safsizliklarin temizlenmest
ve giderilmesi iglemidir (61):

1) Elektrotlar énce +1.9 V potansiyel altmda: 30 sn. siireyle 0.5M H,SO4 ¢ozeltist
igerisinde tutulmustur. Boylece yiiksek potansiyel degerlerinde oksitlenerek elektrot yiizeyinden
temizlenen safsizhklarin giderilmesi saglanmigtir.

2) 10 dk. siireyle (ya da sabit akim degerleri gézlemleninceye kadar) -0.25 V ile +1.1 V
potansiyel degerleri arasinda 100 mV/sn. ‘lik tarama hiziyla siklik voltametri uygulanmigtir.
Boylece hem negatif potansiyel degerlerinde rediiksiyona ugrayan safsizliklar hem de pozitif
potansiyel degerlerinde oksidasyona ugrayan safsizliklar elektrot yiizeyinden temizlenmigtir.

3) On temizlik islemleri tamamlanan elektrotlar distile suyla temizlenerek kaplama

islemlerine hazir hale getirilmislerdir.

3.1.2.2.3 PLATIN MIKROELEKTROTLARIN DIS YUZEYINE RODYUM KAPLANMASI

Rodyum metaline ait atomik absorpsiyon standart gozeltisi 1/10 oraninda seyreltilerek, -
0.8 V potansiyel degeri elektroda 10 dk. siireyle uygulanarak, Rh** iyonunun metalik Rodyum

(Rh) haline indirgenerek elektrot yiizeyine kaplanmast saglanmugtir.
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3.1.2.2.4 PLATIN MIKROELEKTROTLARA ENZIMIN POLIMER ARACILIGIYLA
IMMOBILIZASYONU

Hazirlanan OFD monomeri ¢ozeltisinde 5 mg/mL enzim konsantrasyonu saglanacak
sekilde glikoz oksidaz enzimi ¢oziindiiriliir. Daha sonra 10 dk. siireyle, 25 °C ‘de, +0.65 V
potansiyel uygulanarak monomer OFD ‘nin polimerleserek enzim molekiillerini de igerisine

alarak elektrot yiizeyine kaplama yapmas: saglanmigtir.
l 3.1.2.3 OLCUM iSLEMLERI

3.1.2.3.1 AKIM-ZAMAN EGRILERININ ELDE EDILMESI

Kaplama iglemleri tamamlanarak kullanima hazir hale getirilen platin mikroelektrot
(cahgma elektrodu) igerisinde fosfat tamponu (pH = 7.4) bulunan 10 mL °‘lik ¢alisma hiicresine
yerlestirildi. Aym ¢ahsma hiicresine Ag/AgCl referans elektrodu ve yardimcr elektrot olarak
kullanilan ikinci bir platin tel yerlegtirildi. Caligma elektroduna referans elektroda karst +0.30 V
ile +0.65 V arasinda uygun potansiyel uygulandi. Aym anda ¢alisma hiicresindeki gozeltiye
manyetik karigtirictyla karlstlrm: islemi uygulandi. Uygulanan potansiyele karst elde edilen akim
degerlerinin sabit bir platoya ulagmast beklendi. Akim degerlerinde sabitlik gozlendikten sonra
belirli konsantrasyonda hazirlanan glukoz g¢ozeltisi enjekte edildi. ikinci enjeksiyondan énce
akimin tekrar sabit degere ulagmasi beklendi. Enzimatik egrilere ait sabit akim platosuna

ulagilasiya kadar iglem strdiraldi.
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3.1.2.3.2 KALIBRASYON EGRISININ ELDE EDILMESI

Belirli konsantrasyondaki glukoz ¢ozeltisi enjekte edilince akim-zaman egrisindeki
gozlenen akim artiglart konsantrasyon degerlerine karst grafige geci‘rilerek kalibrasyon egrileri
elde edildi. Bunun i¢in akim-zaman egrisinde olusan egrinin genlii mm cinsinden olgiilerek
duyarlilik katsayisiyla garpildi. Elde edilen bu akim degerleri her enjeksiyon ile artan
konsantrasyon degerlerine karst graﬁgeAgegirildi. Daha sonra elde edilen bu kalibrasyon

edrisinin yorumu yapildi. &

3.1.3 KULLANILAN CIHAZLAR

Calismalar esnasinda kullanilan tiim cihazlar TABLO 11 ‘de verilmigtir :

TABLO 11 : Calisma ve élgiimler esnasinda kullanian cihazlar.

CIHAZ MARKA

Amperometrik Analizor (Potentiostat) 1) EG&G Princeton Applied
Research Model 264A
Polarographic Analyzer/Stripping
Voltammeter

2) Metrohm 626 Polarecord

pH metre Schott-Mainz pH-meter CG710

Manyetik Kangstirici Niive MK 20

Hassas Terazi Sartorius 2442
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4. BOLUM 11l
4.1 BULGULAR
41.1 AKIM-ZAMAN EGRISININ YORUMLANMASI

Caligmamizda elde edilen akim-zaman egrisi SEKIL 7 ‘de verilmistir :

LT >
X
X
P4

A 4

ZAMAN

SEKIL 7 : Calismalar sirasinda elde edilen Akim-zaman egrisi.

Bu grafikte “A” harfiyle gosterilen egri glukoz oksidaz enzimiyle kaplanmig elektrotla
yapilan deneyi, “B” harfiyle gosterilen egri ise enzim kaplanmamus (kor) elektrot ile yapilan
denemeyi gostermektedir. Enzim ile modifiye edilen elektrot S mM ‘lik partiler halinde yapilan
glukoz enjeksiyonlarina cevap vererek akim degerlerinde artisa sebep olmustur. Ilerliyen
zamanla birlikte akim degerlerindeki artigda azalma gorilmektedir. akim degerlerindeki

artigdaki bu azalma enzimatik egrilerin karakteristik dzelliklerindendir. “B” harfi ile gosterilen
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enzimsiz elektrot ise yapilan enjeksiyonlarin hig birisine cevap vermedi. Boylece enzimli
elektrotda akim degerlerinde gozlenen artigin glukoz enjeksiyonlarindan  kaynaklandigs

gOsterilmigtir.

4.1.2 KALIBRASYON EGRISININ YORUMLANMASI

Akim-zaman grafigiinden elde edilen kalibrasyon egrisi SEKIL 8 ‘deki gibidir :

N
|

AKIM(nA)
(%]
|

T | T | 1
0 10 20 30 40 50

KONSANTRASYON(mM)

SEKIL 8 : Ol¢iimler sonras: elde edilen kalibrasyon egrisi(akim-konsantrasyon egrisi).
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Kalibrasyon egrisinde 5 mM ‘lik ilk glukoz enjeksiyonlarinda akim degerlerinde hizli bir
artis gozlenirken, ortamda glukoz konsantrasyonu arttik¢a akimin artiy miktarinda azalma
olmaktadir. Bu enzimatik egrilerin karakteristik ozelliklerindendir. Olgiim sirasinda galigma
potansiyeli +0.3 V olup galigma ¢ozeltisi karistinilmigtir. Kalibrasyon egrisinde lineerlik 10 mM
konsantrasyon degerine kadar gozlenmis daha sonra lineerlikten sapma gozlenmistir,
Konsantrasyon degerleri arttik¢a lineerlikten sapmada artmis ve en son olarak akim degerleri
sabit bir platoya ulagmigtir.

-Elde edilen kalibrasyon egrisinden konsantrasyonu bilinmeyen &rneklerin  miktar
tayinlerini yapmak mimkindir : Bunun igin once standart glukoz ¢ozeltisinin belirli
miktarlarda ¢alisma ortamina  eklenmesiyle hazirlanan kalibrasyon egrisinde lineerligin
gozlendifii arah@in saptanmast gereklidir. Bu aralik saptandiktan sonra miktar tayini yapilacak
ornek eger bu lineerligin gozlemlendidi konsantrasyon aralifina giriyorsa hemen enjeksiyon
yapilir. Akim degerinde gozlemlenen artigdan miktart kaydedilir. Daha sonra bu deger Y
ekseninde isaretlenir ve Y eksenindeki noktadan X eksenine paralel olacak sekilde lineer
dogruya kadar gidilir. Oradan X eksenine dik olucak sekilde agagtya inilirse eklenen bilinmiyen
ornekteki glukoz miktart bulunmus olur.

ilaznrlanlsl tamamen aym sartlarda olmakla beraber glukoz tayini +0.65 V ‘luk ¢aligma

potansiyelinde yapilmig enzimli elektrodun kalibrasyon egrisi ise SEKIL 9 ‘daki gibi elde

edilmistir :
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SEKIL 9 : Ayni yontemler kullanilarak hazirlanan enzimli elektrot ile +0.65 V ‘da alinan
kalibrasyon egrisi.
Grafikten de gorildigi tzere ¢alisma potansiyeli 035V  artinlarak +0.65V ‘a
getirildiinde elektrodun cevabinda olagan olarak oldukga yiiksek artislar gozlenmistir. Bunun

sebebi glukozun enzimatik iriinii olan elektroaktif ozellikteki H,O, ‘nin yiiksek potansiyellerde

¢ok kolay oksitlenme 6zelligine sahip olmasidir.

4.1.3 SIKLIK VOLTAMOGRAMLARIN YORUMLANMASI

‘Enzim elektrodunun siklik voltametri ile yapilan tetkiklerinin onucunda elde edilen siklik

voltamogram SEKIL 10 ‘daki gibidir:
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SEKIL 10 : Enzimli ve enzimsiz elektrotla elde edilmis siklik voltamogramlar.
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flk voltamogram Rodyum kaplamasi yapilmamis elektrot ile almmgtr. Ikinci
voltamogram ise Rodyum kaplamasi yapilmig elektrot ile almmustir. Her iki elektrottada diiz
cizgiyle gosterilen voltamogramlar ortamda var olan sadece fosfat tamponuna aittir. Kesik ¢izgi
ile gosterilen voltamogramlar ise fosfat tamponu bulunan ortama 20 mM glukoz eklenerek
alinnustir, Her iki elektroda ait voltamogramda da fosfat tamponu bulunan ortama 20 mM
glukoz ekleﬁerek alinan voltamogramlarda farklanma gozlenmistir. Negatif isaretli akim
degerlerinde (oksidatif akim) negatif istikamette gozlenen artiy, glukozun oksitlenmesiyle
olusmustur. Rodyum kaplamast yapilan elektrotda glukozun oksitlenmesinin getirdifi akim
degerindeki artis difier elektroda gore daha fazla olmaktadir, yani oksidasyon daha disiik
potansiyellere kaydirimistir. Rodyum kaplanan elektrotdaki bu farkhlik elektroda avanta
saglamakda ve Rodyum metalinin elektrokatalitik ozelliginden kaynaklanmaktadsir. Her iki
elektrotla alinan voltamogramda da oksidatif akim potansiyel degeri arttikga artmaktadir.
Rodyurﬁ kaplamast yaptlmamis elektrotda +0.3 V potansiyel degerleri civartnda okunan akim -
500 nA civarindayken, Rodyum kaplamast yapilmig elektrot +0.3 V potansiyel defieri civarinda
okunan akim -1000 nA civarindadir. Boylece aym kogullar altinda Rodyum ‘lu elektrodun +0.3
V potansiyel deferinde daha yitksek oksidatif akum degerleri verdigi igin diisiik potansiyellerde

amperometrik glukoz miktar tayinleri i¢in daha uygun oldugunu gostermektedir.

4.1.4 GIRISIM YAPABILECEK MADDELERIN(INTERFERANSLARIN)
INCELENMESI
Amperometrik glukoz biyosensorlerin kan, idrar gibi kompleks ortamlarda da
kullar;llabilecegi diisiiniilerek boyle ortamlarda bulunabilecek ve potansiyel interferans olarak
davranabilecek maddelerin etkileri mutlaka incelenmelidir. Amperometrik glukoz biyosensorii

tasarimt yapilan galigmada gesith interferans maddelerinin etkileri incelenmistir. Bunlar : Ure,
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Parasetamol, Urik Asit, Askorbik Asit, Fruktoz ‘dur. Bu maddelerin glukozun cevabina gore

oramm gosteren TABLO 12 soyledir

ELEKTROT % CEVABI GIRISIM YAPAN MADDE
5.77 URE
2.42 » - FRUKTOZ
1.82 URIK ASIT
1.82 ASKORBIK ASIT
0.91 PARASETAMOL

TABLO 12 : Girigim yapan maddelerin etkisini inceleyen tablo.

-Enzimli elektrodun glukoz enjeksiyonuna verdigi cevap 100 birim kabul edildiginde, ayn
elektrodun gesitli girisim yapan maddelere verdigi cevap bu tabloda siralanmustir. Enzimli
elektrodun tiim girisim yapan maddelere verdigi toplam cevap ise: % 5.77 + % 2.42 + % 1.82 +
% 1.82 + % 0.91 = % 12.74 ‘dir. Boylece kullantlan enzimli elektrodun cevabint 100 birim
kabul edildiginde, bu cevabin % 87.26 ‘st ortamda bulunan glukoza, arta kalan % 12.74 ‘i ise
girisim yapan maddelere ait olacaktir. Girigim yapan maddelerin elektrot reaksiyonuna etkileri
incelenirken enjeksiyonlarda kullanilan ¢ozeltiler bu maddelerin viicutda bulunduklar fizyolojik
konsantrasyonlarina gore haznrlgnmlstlr. Bu maddelerin fizyolojik konsantrasyonlar sunlardir :
Askorbik asit = 0.01-0.11 mM, Urik asit = 0.27-0.48 mM, Fruktoz = <0.4 mM, Parasetamol =
<0.17 mM, Ure = 1.3 - 43 mM

Askorbik asitin +0.65V (-@-) ve +0.30 V(-B-) potansiyelde fizyolojik konsantrasyonda

iken gosterdigi girisim etkileri asagidaki SEKIL 11 “de gosterilmistir :
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SEKIL 11 : Degisik galisma potansiyellerinde askorbik asit girigsim etkilerini gosteren

grafik.

Grafikten goruldigi tzere +0.65 V (—ﬁ-) potansiyel degerinde fizyolojik
konséntrasyondaki askorbik asit enjeksiyonlarina yitksek akim degerleriyle cevap veren enzimli
elektrot; +0.30 V potansiyel degerinde 0.0 nA akim degerine ¢ok yakin cevaplar vermistir.
+0.30 V ‘da askorbik asit enjeksiyonunbdan alinan cevaplar +0.30 V ‘da (-M-) glukoz

énjeksiyonlarma alinan cevaplarin yaklagik % 2 “si kadar(ilr.(Gésterilmedi)

4.1.5 RODYUM KAPLAMA ISLEMININ ENZIM KAPLAMANMASINDAN SONRA

YAPILMASININ CEVABA ETKISI

Bolim 11T ‘de Elektrot Islemleri kisminda belirtildigi tizere o¢lgtimlerde kullanilan tiim

enzimli elektrotlarda  elektriksel Rodyum kaplanmasi glukoz oksidaz enziminin OFD



45

polimeriyle kaplanmasindan &nce yapimstir. Rodyum kaplanmasimnin éne alinmasinin sebebi
Rodyum standart gozeltisinin % 5 ‘lik HCI gozeltisi igerisinde hazirlanmig olmast sebebiyle
cnzim ile asit molekillerinin temasint onleyerek olast bir enzim koagiilasyonunu 6nlemek
icindir. % 5 ‘lik HCl g¢ozeltisinin enzimli elektroda etkisi incelenmek iizere Rodyum
kaplamasinin sonra yaptimig enzimli elektrot hazirlanarak +0.65 V ‘da kalibrasyon egrisi elde

edilmistir. Asit molekiillerinin enzime etkisi SEKIL 12 ‘de gosterilmigtir :

300 e ——
- iy - ”-\-
250 /./ -
/-
200 w
//
g 150 w
E /
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/
/
50 /
//.; S
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SEKIL 12 ‘ye ait grafikte noktalan dikdortgenle isaretlenen egri (-M-) Rodyum kaplamast
enzim kaplamasindan énce yapilmig bir elektroda aittir. Daire(-®-) kullamlarak gizilen egri ise
Rodyum kaplamast enzim kaplamasindan sonra yapilmig bir elektroda aittir. Grafikte de
gorildugi dzere enzim molekidleri % 5 ‘lik HCl gozeltisiyle temas etttikten sonra koagiile

olmug elektrodun cevabi 0.0 nA akim degfierine ¢ok yaklagmustir,

41.6 METAL ELEKTRIKSEL KAPLAMA POTANSIYELININ CEVABA ETKISI

Elektrokatalitik etkisinden vyararlanmak tzere elektriksel kaplama uygulanan VHI B
grubu metallerin kaplama isleminde uygulanan potansiyel -0.8 V ‘dur. Bu potansiyelde kaplama

yapilmis gesitli cahsmalar meveuttur(13). Kaplanan Rh miktannin dolaysiyla elektrokataltik
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etkinin kaplama portansiyelinin diigiirilmesinden nasil etkilenecefi arastinldi. Bunun igin once -
800 ile -400 mV potansiyel degerlerinde iki ayn kaplama yapildi ve glukoz enjeksiyonlartyla

denendi. Glukoz enjeksiyonlarina kars: elde edilen akim degerleri grafige gegirilerek SEKIL 13

elde edildt :
300
"—‘Jv-—-"‘v\
250 - Y,/ \\
/ N, o G
200 - /
- -
- / \-\-\
) / - B
e 150 — ’ / - — W
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E / /
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SEKIL 13 : Rodyum elekiriksel kaplama potansiyelinin degistirilmesinin elektrot cevabina

etkisi.

Grafikte dikdortgen ile gosterilen egri -400 mV da yapilan Rh kaplamasim, Gggen ile
gosterilen egri ise -800 mV da yapilan Rh kaplamasint gostermektedir. -400 mV da alinan
olgimlerde alinan akim degerlerinde diigiiy gozlenmistir. Kaplama potansiyelindeki azalma
sebebiyle kaplanan Rh miktanida azalmistir. Dolayssiyla akim degerlerinde gozlenen dists;

kaplanan Rh miktarindaki azalmadan kaynaklanmaktadir.

4.1.7 ELEKTROT STABILITESININ INCELENMES]I

Rh kaplanmig enzimli elektrodun stabilitesini incelemek igin Rh kaplanmis ii¢ ayn

elektrotla dlgiim alinmis ve okunan akim degerlerinin aritmatik ortalamalart alinarak elektroda
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ait stabilite egrisi ¢ikarlmigtir. Caligma potansiyeli olarak +0.30 V potansiyel segilmigtir.

Ortamdaki glukoz konsantrasyonu her seferinde tek enjeksiyon sonucu 5 mM “dir. Elde edilen

stabilite grafigi SEKIL 14 ‘de verilmistir:
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SEKIL 14 : Enzimli elektrode ait stabilite egrisi.

Stabiliteye baslandig giin alinan 6,8 nA ‘lik akim degeri 4. giin 7,3 nA ‘e yiikselmigtir.
Daha sonra 31. giinde 7,2 nA degerindeyken, 58. giin 5,75 nA degerine gerilemistir. ik okunan
akim'degeri olan 6,8 nA % 100 kabiil edilince 4. giinde okunan ikinci akim degeri % 107 ‘ye
yitkselmistir.31. gindeki tiglincti akim degeri % 110 ‘na tekabul etmektedir. 58. giindeki
dérdiinci akim degerinde azalma egilimi gozlenmis ve % 84 olarak gergeklesmistir. Boylece iki

ay boyunca stabilitesi izlenen elektrotlarin cevabinin 60. giniin sonunda % 100 ‘den % 85 ‘e

geriledigi gozlenmigtir.
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5. BOLUM IV
5.1 TARTISMA VE SONUG

5.1.1 TARTISMA

;meerometrik miktar tayinlerinde analizlenecek maddenin ya da iiriiniin elektroaktif
olmast gerekmektedir. Bu c¢alismada miktar tayini yapilan glukozun enzimatik ytkim iiriinii
olan H,0, elektroaktifdir. H,0, amperometrik olarak +0.7 V civarindaki potansiyellerde
oksitlenebilir. Gelistirilen Rodyum kaplanmig glukoz oksidaz elektroduyla oksidaSyon +03 V
potansiyel degerinde gergeklestirildi. Olugan oksidasyon sonucu gézlenen akim (oksidatif akim)
degerlerinden yola ¢ikilarak glukoz konsantrasyonu bulundu ¢iinkii olusan akim degerleri H,0,
konsantrasyonuyla orantilidir. H,O, konsantrasyonu da ¢alisma ortaminda bulunan glukoz
konsantrasyonuyla dogru orantilidir.

Glukoz miktar tayininin hangi potansiyel aralifinda yapilabilecegini tayin etmek igin
hazirlanan Rodyum kapli enzim elektroduyla siklik voltamogram alindi. Alinan voltamogramda
glukozdan enzimatik olarak olugturulan H,O, ‘nin +0.2 ile +1.0 V potansiyel deZerleri
araliinda oksidasyona ugradigi gézlendi. Bununla birlikte +0.2 'V ‘da gozlemlenen oksidatif
akimuin oldukga kiigiik olmast sebebiyle aslinda ¢ahgilabilir aralifin +0.3 ile +1.0 V potansiyel
degierleri arasinda oldugu anlagildi. Caligma potansiyeli olarak miimkiin olan en kigik
potansiyel degeri segilmesi gerektiginden +0.3 V segildi. Bunun sebebi kompleks ortamlarda
(kan, idrar vb.) ¢ahisildiginda ortamda bulu‘nan' girigim yapabilecek ¢esitli maddelerin (askorbik
asit, trik asit, iire, parasetamol vb.) yitksek potansiyellerde ( > + 0.65 V) aynen glukoz gibi
oksitleﬁebilmesi sebebiyle glukoz miktar tayinlerinde pozitif hatalarin gozlenmesidir. Bu sebeple

gahsma potansiyeli digiirilmistir. Boylece girigim yapan maddelerin etkileri biiyikk olgide
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ortadan kaldinilmigtir. Hazirlanan enzimli elektrodun glukoz enjeksiyonuna verdigi cevap 100
birim kabul edildiinde girisim yapan tiim maddelerin toplam cevabi 12.74 birim olarak
gergeklesmistir. Potansiyel diigiirmek igin elektrokatalitik dzellife sahip oldugu bilinen VIII B
grubu metallerden Rodyum, elektriksel kaplama yéntemiyle enzim'li elektrodun dis ylizeyine
kaplanmigtir, Rodyum kaplanmamug ve sadece glukoz oksidaz enzimi ile o-fenilen diamin(OFD)
polimeri kaplanmis elektrot +0.3 V potansiyelde glukoz enjeksiyonlarina cevap vermemistir.
Rodyum kapl elektrot ise glukoz enjeksiyonlanna tatminkar cevaplar vermistir. Boylece
Rodyum metalinin elektroaktif etkist kanitlanmustir.

Elektrokatalitik Rodyum6 metalinin elektriksel kaplama potansiyeli olan -0.8 V degeri
-0.4 V degerine indirilerek kaplama potansiyelinin enzimli elektrot cevabina etkisi incelenmistir.
-0.4 V potansiyelde yapilan elektriksel kaplama sonucunda hazirlanan enzimli elektrodun
cevaplarinda o6nemli olglide azalma gozlemlenmistir. Bunun sebebi ise azalan kaplama
potansiyeli sebebiyle daha az Rodyum metalinin elektrot yuzeyine kaplanmast ve dolaystyla da
elektrokatalitik etkide azalma gozlenmigtir. Bunun sonucunda da glukoz enjeksiyonun cevabi
azalmugtir.

Hazirlanan enzimli elektrotlarin stabiliteleri 60 giin sireyle takip edilmistir. 4. glinden
itibaren hafif artig gosteren elektrot aktivitesi 58. glin sonunda ilk aktivite degerinin % 85 ‘1 olan
5,75 nA akim degerine diigmistiir. 2 ay sonunda yakalanan % 85 ‘lik cevap yiizdesi, hazirlanan
enzimli elektrodun stabilitesinin yitksek oldugunu gostermektedir.

Hazirlanan enzimli elektrodun tekrarlanabilirlik parametresi aymi elektrot iizerinde
denenmistir. Bu islem igin segilen elektrot ¢aligma hpicresine yerlestirilmig ve sabit akim
degerleri yakalandiktan sonra bir adet glukoz enjeksiyonu yapilmigtir, Olusan akim degeri
kaydedilmistir. Daha sonra elektrot galisma hiicresinden ¢ikarilmig ve ¢aligma hiicresiyle beraber
yikanmugtir. Ikinci enjeksiyondan énce elektrot tampon ilave edilen galiyma hiicresine tekrar

oturtulmug ve g¢alisma potansiyeli tekrar tatbik edilmistir. Elektrodun sabit akim degerine
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ulagmast beklendikten sonra ikinci enjeksiyon yapilmistr. Bu sekilde 6 adet enjeksiyon
yapilmigtir. Calisma potansiyeli olarak segilen potansiyel degeri +0.65 V olup her bir glukoz
enjcksiyonu sonucunda ortamin glukoz konsantrasyonu‘ 5 mM olmustur. 6 adet enjeksiyon
sonucunda elde edilen 6 adet akim degerinin toplamt (Xx ) 107 nA “dir. Aritmatik ortalamasi
17.8 nA “‘dir. Standart sapma (s) degeri 2.99 nA olup, varyasyon yiizdesi (% CV) ise 16.7
olarak gerceklesmistir. Tekrarlanabilirlik paramatresinin incelenmesi sonucu % CV degeri
olumsuz olucak sekilde oldukga yitksek bulunmugtur. Dolayisiyla tasarlanan elektrot

prototipinin dahada gelistirilmesi gerekmektedir.

5.1.2 SONU(C

Calismamda amperometrik olarak glukoz miktar tayini yapabilen ve degiisik ortamlarda
calistldifinda  girisim  yapabilecek maddelerden miimkiin oldugunca az etkilenecek bir
biyosensor tasartmi yapildi. Denenen parametreler arasindan ; galigmayr girisim yapabilecek
maddelerden etkilenmeyi onlemek igin potansiyelinin diigtiriilmesi, elektrot stabilitesinin iyi
olmas;, Rodyum metalinin elektrokatalitik etkisinin kamtlanmasi islemlerinde basars
saglanmigtir. Ama tekrarlanabilirlik parametresinde ygterli bagart saglanamamugtir ( % CV =
16.7).

Aniperometrik glukoz caligmalarinda en biyiik sorunlardan birisi olan girisim yapan
maddelerin etkisi tasarlanan enzim elektrodunda oldukga azaltllmlstxr. Ozellikle kanda fizyolojik
olarak bulunan askorbik asitin +0.65 ve +0.30 V potansiyel degerleri arasinda olusturdugu
akimlar arasinda bityiik fark vardir. +0.65 V ‘da fizyolojik konsantrasyon kullanilarak
hazirlanan kalibrasyon grafiinde askorbik asit glukozdan daha yiiksek akim degerleri
olustururken; +0.30 V ‘da askorbik asitin akim degerleri glukozun akim degerlerinin % 2 ‘sine
denk gelen akim degerlerine geri gekilebilmistir. Boylece in vivo galigmalar uygun boyutlarda

olmast igin mikroelektrot olarak tasarlanan ve imal edilen enzim elektrodu kan, idrar gibi
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girisim yapabilecek ozellikte birgok maddeyi igeren kompleks ortamlarda kullamlabilecek
diizeye prototipin modifiye edilmesiyle kolaylikia getirililebilecektir.

Rodyum metalinin elektrokatalitik etkisi, ikiside enzimli olup bir tanesine metalik
kaplama yapiimamis elektrotlara ait akim degerlerinin kiyaslanmastyla ispat edilmigtir. Kaplama
yapilmamug enzimli elektrot galisma potansiyeli olan +0.30 V potansiyelde glukoz
enjeksiyonlarina cevap vermezken Rodyum metalinin elektriksel kaplamasi yapilan enzimli
elektrét oldukga tatminkar sonuglar vermistir. Boylece Rodyum metalinin elektrokatalitik etkisi

kanitlamustir,

% 5 ‘lik HCI ¢6zeltisi igerisinde hazirlanmig Rodyum ¢ozeltisi kullanilarak yapilan
elektriksel Rodyum kaplama iglemi enzim kaplama igleminden sonra gergeklestirilince elektrot
ceva{)mda ¢ok biyiitk boyutlarda azalma gorilmiigtir. Bunun sebebi glukoz oksidaz enzimi
molekillerinin % § ‘lik HCl ¢ozeltisiyle temas etmeleri sonucunda koagiile olmalan  ve
dolaysiylada  glukoz molekiilleriyle etkilesememeleridir. Boylece elektrot hazirlamasinda
Rodyum kaplama islemi enzimin asitten etkilenmemesi igin enzim kaplama igleminden once
gergeklestirilmigtir.

Elektriksel kaplamasi yapilan Rodyum metalinin elektrokatalitik etkisinin elektrot
yiizeyine kaplanan metal miktartyla dogru orantili olduguda ayrica kanitlanmigtir. Bunun igin -
0.4 V ve -0.8 V potansiyel c;égerlerinde iki ayn elektroda Rodyum elektriksel kaplamast
yapilmigtir. Hazirlanan enzimli elektrotlar glukoz enjeksiyonlariyla denendiklerinde -0.4 V ile
kaplamast yapilmig olan enzimli elektrodun cevabinin -0.8 V ile kaplamasi yapilana gore distk
oldugu gosterilmigtir. Béylece Rodyum ‘ un elektrokatalitik etkisinin elektrot yiizeyine
elektriksel kaplamayla kaplanan miktanyla dogru orantils oldugu kanitlanmistir.

Sonug olarak ¢aligmalarda genellikle belirtilenin aksine diisiik galigma potansiyelinde
(+0.3 V), amperometrik olarak glukoz miktar tayini yapabilen ve diisiik potansiyelde calisildigs

igin ortamda bulunabilecek girisim yapabilecek maddelerden minimum dizeyde etkilenen

i



52

biyosensoriin tasarinn ve imali gergeklestirilmistir. Deneyler sonucunda gozlemlenen toplam %
12.74 ‘lik toplam girigim etkisi, prototipin modifikasyonu gergevesinde ikinci bir koruyucu
membran(CA = seliiloz asetat) ilavesiyle hemen hemen tamamiyle ortadan kaldirilabilir *> >,
Yapilan tasanimin safladift bir difer avantaj ise enzimli elektrodun gapmin 50 pum olmast
sebebiyle in vivo glukoz tayinleri iginde uygun boyutlarda dizayn edilmis olmasidir. Bununla

birlikte in vivo kullanim igin aksayan kisimlarin modifiye edilerek biyosensor prototipinin

gelistirilmestne ihtiyag vardir.
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5.2 OZET

Daha dnce literatiire gegmis cahigmalardan farkl olarak disiik potansiyellerde (+0.3 V)
amperometrik olarak glukoz miktar tayini yapabilen bir biyosensor dizayni ve imali yapildi.
Biyosensoriin tasariminda 6nce galigma elektrodu haznrlandl. Caligma elektrodu olarak teflon
kapli, 50um g¢apinda platin mikroelektrot kullamidi. Calisma elektroduna O-fenilen diamin
polimeri vasitastyla glukoz oksidaz enzimi kaplamasi uygulandi. Son olarakta enzimli
elektrodun dis yiizeyine elektriksel kaplama yontemiyle Rodyum kaplamasi uygulandi. Tasarum
yapilan biyosensér glukozun enzimatik oksidasyonu sonucunda agiga ¢tkan H,O, ‘yi + 0.3 V
‘da oksitlemekte ve bunun karsilifinda oksidatif akim olusturmaktadir. Olugan bu akim H,O,
ile; dolayistyla da glukoz konsantrasyonuyla dogru orantilidir. Biyosensoriin glukozu diisiik
potansiyellerde tayin edbilmesini sagliyan Rodyum ‘un elektriksel kaplamasidir. Biyosensor
disiik ¢alisma potansiyelinde glukoz tayini yaparak, gesitli girigim yapabilecek maddelerin (iirik
asit, askorbik asit, fruktoz, iire, vs vs) istenmiyen girisim etkilerinden korunmustur.

Sonug olarak hem girisim yapan maddelerin varhigindan minimum diizeyde etkilenen hem
de in vivo uygulamalar i¢in boyut olarak uygun amperometrik glukoz biyosensorii, mediyator

olarak elektriksel Rodyum kaplamasi kullanilarak tasarlanmig ve imal edilmistir.
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5.3 SUMMARY

An amperometric biosensor capable of determining the glucose concentration at low
(+0.30 V) applied potential is designed and manufactured. To build the biosensor a teflon
coated platinum wire (50 pm i.d) is used as the working electrode to be coated with the enzyme
(glucose oxidase) and the polimer (O-phenylene diamine). And finally Rhodium is electroplated
to the surface of the working electrode. The enzyme electrode determines the glucose
concentration by oxidizing H,0,. H,0; is the product of enzymatic oxidation of glucose.
Electroplating of Rhodium is responsible from the capability of the biosensor to work at low
applied potentials. By functioning at low potential the inteferring effects of some potential
inteferences (liric acid, ascorbik acid, fructose, iirea and so on) are minimized.

Therefore finally an amperometric biosensor owning a microelectrode (suitable for in
vivo applications)capable of determining glucose concetrations at low working potentials is

designed and manufactured.
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