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OZET

GLUKOZ OKSIDAZ ENZIiMININ iLETKEN POLiIMERLERE
IMMOBILIiZASYONU VE KARAKTERIZASYONU

Bu calismada ylizey alan1 0,18 cm?® olan platin levha iizerine doniistimlii
voltametri teknigi ile para toluen siilfonik asit (pTSA) ve sodyum para toluen siilfonat
ortaminda (NapTS) polipirol (PPy) sentezlenmis ve sentez ortaminda bulunan glukoz
oksidaz (GOD) enziminin es zamanli olarak immobilize edilmesi ile glukoz biyosensorii
tasarlanmistir. Pt/PPy-GODyrsa Ve Pt/PPy-GODpgrs  enzim  elektrotlarn - SEM
goriintiileri ve dijital fotograflar1 elde edilmis ve GOD ig¢ermeyen elektrotlar icin elde
edilen goriintliler ile karsilastirilarak enzimin immobilizasyonu teyit edilmistir.
Elektrotlar farkli glukoz derisimlerinde doniisiimlii voltametri ve dogrusal taramali
voltametri teknikleri ile karakterize edilmistir. Elde edilen Pt/PPy-GODytsa Ve Pt/PPy-
GODnapts enzim elektrotlar: i¢in optimum potansiyel degerleri sirasiyla 0,7 ve 0,6 V;
optimum pH degerleri ise sirasiyla 4,5 ve 7,0 olarak bulunmustur. Glukoz derisimine
bagli olarak (0,05-30 mM) g6zlenen akim degerlerinde her iki elektrot igin 1mM glukoz
derigimine kadar dogrusal bir artis gézlenmis, ancak daha yiiksek glukoz derisimlerinde
akim degerlerindeki artis azalmistir. Lineweaver-Burk egrisinden Pt/PPy-GODprsa Ve
Pt/PPy-GODngpts i¢in Ky degerleri sirasiyla 5,2 ve 1,7 mM, fnax degerleri ise 14,2 ve
25,4 pA olarak hesaplanmistir. Glukoz biyosensoriiniin depolama kararliligi sulu
tampon ortaminda bekletilerek ayri ayri dlciilmiistiir. Genel olarak Pt/PPy-GODnapts
elektrodunun depolama kararliliginin daha yiiksek oldugu, ancak 30 giin sonunda her iki
elektrodun aktivitelerinin neredeyse tamamini kaybettikleri gozlenmistir. Pt/PPy-
GODprsa Ve Pt/PPy-GODygpts elektrotlarin tekrar kullanim kararliliklart 5, 10 ve 20
mM glukoz ¢ozeltilerinde belirlenmis ve 50 ardisik dl¢iim sonrasinda Pt/PPY-GODngprs
elektrodun daha yiiksek kararlilik gosterdigi saptanmustir. Ayrica Pt/PPy-GODprsa
elektrodunun tekrar kullanim kararliligi glukoz derisimi arttikga azalirken Pt/PPy-
GODngpts elektrodunun tekrar kullanim kararliligi glukoz derisiminden etkilenmemistir.
Ayrica tasarlanan biyosensorler ile malt icecegi, gazoz, sarap, bal ve iiziim suyu olmak
tizere 5 sivida glukoz tayini yapilmigs ve Pt/PPy-GODyaprs elektrodunun Pt/PPy-
GODytsa elektroda gore daha dogru sonuglar verdigi gozlenmistir.

2010, 105 sayfa

Anahtar Kelimeler: Glukoz oksidaz, immobilizasyon, glukoz biyosensorii, polipirol,
sodyum p-toluen siilfonat, p-toluen siilfonik asit, doniisiimlii voltametri, platin elektrot
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ABSTRACT

IMMOBILIZATION OF GLUCOSE OXIDASE ON CONDUCTIVE
POLYMERS AND CHARACTERIZATION

In this study, polypyrrole (PPy) was synthesized on Pt electrode which has 0.18
cm? surface area, using p-toluene sulphonic acid (pTSA) and sodium p-toluene
sulphonate (NapTS) medium by cyclic voltammetry technique and glucose biosensor
was designed by simultaneously immobilization of glucose oxidase (GOD) which
already in the electrolyte solution. SEM images and digital photos of Pt/PPy-GODprsa
ve Pt/PPy-GODnapts €nzyme electrodes were get and compared with those of GOD free
electrodes and it was confirmed that GOD was successfully immobilized. Electrodes
were characterized in glucose solutions at varied concentrations using Cyclic
Voltammetry and Lineer Sweep Voltammetry Techniques. Optimal potentials were
determined as 0.7 and 0.6 V; optimal pH values were determined as 4.5 and 7.0 for
Pt/PPy-GODy1sa and Pt/PPy-GODngprs electrodes, respectively. Current values were
determined depending on glucose concentration (0.05-30 mM) and it was observed that
current values proportionally increased by increase in glucose concentration upto 1 mM
and then increment decreased at higher glucose concentration for both electrodes. Ky
values were calculated as 5,2 ve 1,7 mM and /nax values were determined as 14,2 ve
25,4 pA for Pt/PPy-GODyrsa Ve Pt/PPy-GODnaprs, respectively using Lineweaver-Burk
plots. Storage stabilities of glucose biosensors were measured by storing in buffer
solutions. In general, Pt/PPy-GODnapts electrode showed beter stability, but at the end
of the 30 days, it was observed that both electrodes nearly lost all of their activities.
Operational stabilities of Pt/PPy-GODyrsa and Pt/PPy-GODnaprs electrodes were
determined in 5, 10 ve 20 mM glucose solutions and after 50 repeatedly uses it was
observed that Pt/PPy-GODnaprs €lectrode was more stable. Moreover, operational
stability of Pt/PPy-GODyrsa electrode decreased by increase in glucose concentration
while Pt/PPy-GODngprs electrode did not influenced by substrate concentration.
Biosensors were also used to determine the glucose levels of commercial beverages
such as malt dirink, fizzy drink, wine, honey and grape juice and it was observed that
results of Pt/PPy-GODngprs Were more satisfied than those of Pt/PPy-GODyrsa
electrode.

2010, 105 pages

Key Words: Glucose oxidase, immobilization, glucose biosensor, Polypyrol, sodium p-
toluene sulfonate, p-toluene sulfonic acid, cyclic voltammetry, platinum electrode



Vil

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

CAT: Katalaz

DNA: Deoksiriboniikleikasit

DTV: Dogrusal Taramali Voltametri
DV: Doéniistimlii Voltametri

FAD: Flavin Adenin Diniikleotid
GOD: Glukoz Oksidaz

I: Akim

Imax: Maksimum Akim

Kwm: Michaelis-Menten Hiz Sabiti
NAD: Nikotinamid adenin diniikleotid
NapTS: Sodyum para Tolun Siilfonat
PPy: Polipirol

PTSA: Para Toluen siilfonik asit

[S]: Substrat Derisimi

SEM: Taramali Elektron Mikroskobu
UV: Ultraviolet-visible



VIII

CIZELGELER DiZiNi
Sayfa
Cizelge 1.1. Biyosensor Gruplar1 ve Kapsadiklar1 Analiz Alanlar1........................ 18
Cizelge 1.2. Yaygin olarak kullanilan bazi iletken polimerler.............................. 23

Cizelge 4.1. Baz1 igeceklerin glukoz derisimlerinin glukoz kiti ve Pt/PPy-GOD

elektrotlari ile belirlenmesi ve karsilagtirilmasi............................... 84



IX

SEKILLER DiZIiNi

Sayfa
Sekil 1.1. Bir biyosensoriin genel gosterimi.........c.oouvvuiiiiiiniiiiiniiiiiiienieieaneannen, 1
Sekil 1.2. Bir biyosensoriin sematik gOSterimi.........o.oovvviiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiaiiananan, 2
Sekil 1.3. Bir biyosensdr olarak burun...............ooooiiiiiiiiiiiiii e 2
Sekil 1.4. Amperometrik esasli bir biyosensoriin sematik gosterimi........................ 5
Sekil 1.5. Enzim sensoriiniin ¢alisma ilkesi...............cooiiiii i, 5
Sekil 1.6. Potansiyometrik esasli bir biyosensoriin sematik gosterimi....................... 6
Sekil 1.7. Enzim alan etki transistoriiniin sematik gosterimi..............c.ceovvvvnieian... 7
Sekil 1.8. Optik esasli enzim sensoriiniin sematik gosterimi..............ooevivvninnnn.n 8
Sekil 1.9. Termal enzim sensoriinlin sematik gOSterimMi.........ocevvviiniiiineiiiiennennn. 8
Sekil 1.10. Piezoelektrik esasli enzim sensoriiniin sematik gosterimi....................... 9
Sekil 1.11. Biyoaffinite esasli biyosensorlerin sematik gosterimi.......................... 10
Sekil 1.12. Biyokatalitik esaslt biyosensorler.............coooooiiiiiiiiiiiiiiiiinn. 11
Sekil 1.13. Immobilize hiicre esasli biyosensdrler................ooovviiiiiiiiiiiiiiin, 11
Sekil 1.14. Transmembran esasli biyosensorler..............coooooiiiiiiiiiiiii 12
Sekil 1.15. Bir biyosensor igin kalibrasyon egrisi. (Egride dogrusal bir cevap araligi (o),

Sekil 1.16.
Sekil 1.17.
Sekil 1.18.

Sekil 1.19.

tayin sinirinin altindaki derisimlerde ve daha yiiksek derisimlerde dogrusal

olmayan davranis (®) goriilmektedir. Hassasiyet dogrusal cevap araliginin

egimi olarak tanimlanir)...............cooveiiiiiitii e 15
Konjugasyon hatalarinin poliasetilen iizerinde gosterimi...................... 24
Polipiroliin elektrokimyasal sentez yoluyla olusumu............................ 26
Pirol ve rezonans formlarinin yapisi.............ooeiiiiiiiiiiiiiiiiiienn 28
Piroliin elektrokimyasal polimerizasyonu i¢in onerilen reaksiyon

mekanizmasi. A) Elektrofilik aromatik siibstitiisyon ve B)



Radikal birlesmesi........co.oviuiiiii i 30
Sekil 1.20. Notral (katkilanmamis) polipirol yapist...........ooevviiiiiiiiiiiiiiiiineann... 31
Sekil 1.21. Polipiroliin yiikseltgenmis yapisi (bipolaron)...............ccovviiiiininnnne. 31
Sekil 1.22. Polipiroliin yiikseltgenme-indirgenme mekanizmasi........................... 32
Sekil 1.23. GOD nin etki meKanizmasi..............ooieiiiiiiiiiii i, 35
Sekil 1.24. GOD enziminin yapisindaki FAD grubu...................ooooiiiiiiiiiinn, 35
Sekil 1.25. izoalloksazin halkasmin indirgenmesi.................c.ccoeiiviiiiineieein.. 36

Sekil 1.26. indirgenmis izoalloksazin halkasmin O, ile tekrar yiikseltgenme
MEKANIZIMAST. ...ttt ettt et et e e et e e e eaanes 37

Sekil 1.27. GOD immobilize POAF’iin PPy-Pt nanokompozit filmi iizerine
kaplanmasiyla olusturulmus glukoz sensorii ve isleyis mekanizmasit........ 39

Sekil 1.28. Dogrusal taramali1 voltametride (a) gerilim taramasinin zamanla degisimi ve
(b) elde edilen voltogram.............oouiiiiiiiiiiii e 41

Sekil 1.29. Doniistimlii voltametride (a) gerilim taramasinin zamanla degisimi ve (b)

elde edilen voltammogram.............coviiiiiiii 42
Sekil 3.1. Tek hiicreli ii¢ elektrot sisteminin sematik gésterimi............................. 53
Sekil 3.2. Sentezde kullanilan CHI 660b cihazi.................cooooviiiiiiiiiiiiien, 54

Sekil 4.1. Platin elektrotun 0,20 M pTSA (---); 0,20 M pTSA + 0,10 M
pirol (A) ve 0,20 M pTSA + 0,10 M pirol + 2,0 mg\ml GOD (m) ¢6zeltisi
icerisinde elde edilen birinci doniigiimlii voltammogram egrileri (tarama hizi:
50 M8 e e 59
Sekil 4.2. Platin elektrotun monomersiz 0,20 M pTSA sulu ¢ozeltisi igerisinde elde

edilen dontisiimlii voltammogram egrileri (tarama hizi: 50



XI

Sekil 4.3. Platin elektrotun 0,20 M pTSA + 0,10 M pirol ¢ozeltisi igerisinde elde edilen
doniistimlii voltammogram egrileri (tarama hizi: 50 mV\s).................. ,...601
Sekil 4.4. Platin elektrotun 0,20 M pTSA + 0,10 M pirol + 2,0 mg\ml GOD ¢ozeltisi
icerisinde elde edilen doniisiimlii voltammogram egrileri
(tarama h1z1: 5O MVAS). ... 62

Sekil 4.5. Platin elektrotun 0,20 M NapTS (---); 0,20 M NapTS+ 0,10 M
pirol (A) ve 0,2 M NapTS + 0,10 M pirol + 2,0 mg\ml GOD (m) ¢6zeltisi
igerisinde elde edilen birinci doniisiimlii voltammogram egrileri (tarama hizt:
B0 MV S e, 63
Sekil 4.6. Platin elektrotun 0,20 M NapTS sulu ¢6zeltisi igerisinde elde

edilen doniisiimlii voltammogram egrileri (tarama hizi: 50

Sekil 4.7. Platin elektrotun 0,20 M NapTS + 0,10 M pirol ¢ozeltisi igerisinde elde edilen

dontigiimlii voltammogram egrileri (tarama hizi: 50

Sekil 4.8. Platin elektrotun 0,20 M NapTS + 0,10 M pirol + 2,0 mg\ml GOD ¢ozeltisi
icerisinde elde edilen doniigiimlii voltammogram egrileri
(tarama h1z1: 5O MVAS). ... 66

Sekil 4.9. Ciplak platin elektrotun fotografi..............ooooiiiiiiii 68
Sekil 4.10. Pt/PPyyrsa (&) ve P/PPYy-GODprsa elektrotlarinin (b) SEM goériintiileri. ....68

Sekil 4.11. Pt/PPyyrsa () ve P/PPY-GODprsa elektrotlarnin (b) dijital fotograflari...69
Sekil 4.12. Pt/PPynapts (&) ve Pt/PPYy-GODngprs elektrotlarinin (b) SEM gériintiileri. ..69

Sekil 4.13. Pt/PPynapts (8) Ve Pt/PPY-GODpgpts elektrotlarinin (b) dijital fotograflari..70

Sekil 4.14. Pt/PPy-GODprsa elektrotuyla elde edilen dogrusal taramali voltammogram
egrileri (tarama hizi: ImV\s. 0 mM (====), 5 mM (®),10mM (A), 20 mM (D)

ElUKOZ COZEIHIETT). . ...t e e 71



XII

Sekil 4.15. Pt/PPy-GODngpts €elektrotuyla elde edilen dogrusal taramali voltammogram
egrileri (tarama hizi: ImV\s. 0 mM (====), 5 mM (°®),10mM (A), 20 mM (o)

glukoz ¢OZEItIIEI). ... 71

Sekil 4.16. Pt/PPy-GOD,rsa elektrotuyla elde edilen birinci doniisiimlii voltammogram
egrileri (tarama hizi: SmV\s. 0 mM (==--), 10mM (A), 20 mM (m)

glukoz OZEItIETT). ...ttt 72

Sekil 4.17. Pt/PPy-GODyrsa elektrotuyla elde edilen onuncu doniisiimlii voltammogram
egrileri (tarama hizi: 5SmV\s. 0 mM (==--), 10 mM (A ), 20 mM (o) glukoz

COZEILILTT. ... e 73

Sekil 4.18. Pt/PPy-GODngpts elektrotuyla elde edilen birinci doniisiimlii voltammogram
egrileri (tarama hizi: 5SmV\s. 0 mM (====), 10 mM (A ), 20 mM (o) glukoz

GOZEILILOTT) . .ottt 74

Sekil 4.19. Pt/PPy-GODyaprs elektrotuyla elde edilen onuncu doniisiimlii

voltammogram egrileri (tarama hizi: SmV\s. 0 mM (====), 10 mM (A),

20 mM (O) glukoz ¢OZeItileri)......ovvriiiei i 74
Sekil 4.20. Potansiyelin biyosensor cevap akimina etkisi pTSA (A), NapTS (A)....... 75

Sekil 4.21. pH’1n biyosensor aktivetisine etkisi (o) Pt/PPy-GODyapts Ve Pt/PPy-

Sekil 4.22 Pt/PPy-GODprsa elektrotu ile 6lgiilen akim degerlerinin glukoz derisimine
bagli olarak de@iSimi.........o.oinuiieiii 77
Sekil 4.23. Pt/PPy-GODygprs elektrotu ile 6lgiilen akim degerlerinin glukoz derisimine
bagli olarak degigimi .........ooeiiiiiiiii i 78
Sekil 4.24. Farkli glukoz derisimlerinde Pt/PPy-GODnspts elektrotunun tekrar

kullanim kararliligt (0 : 5 mM, e : 10 MM, A 20 M)...oieiiiiiiieiniinannn. 80

Sekil 4.25. Farkli glukoz derisimlerinde Pt/PPy-GODyprsa elektrotunun tekrar
kullanim kararliligi(0 : 5 mM, e : 10 mM, A : 20mM).........oooeiienn.n. 80
Sekil 4.26. Biyosensoriin depolama kararlilig1 (A ) Pt/PPy-GODnaprs; (0) Pt/PPy-



XIII



1. GIRIS
1.1. Biyosensorler
1.1.1. Biyosensorlerin Yapis1 ve Fonksiyonu

Biyosensorlerin tarihi 1950 yilimin ikinci yarisinda L.C. Clark’in Cincinnati
Hastanesi’nde (Ohio, ABD) ameliyat sirasinda kanin O; miktarin1 bir elektrot ile
izlemesiyle baslar.

Biyosensorler (biyoalgilayicilar), biinyesinde biyolojik bir algilayict bulunan ve
bir  fizikokimyasal  donistiirticiiyle  birlestirilmis  analitik  cihazlar  olarak
tanimlanmaktadir. Bir biyosensoriin amaci, bir veya bir grup analitin (analiz edilecek
madde) miktariyla orantili olarak siirekli sayisal elektrik sinyali iiretmektir. Sekil 1.1.

bir biyosensoriin genel yapisini gostermektedir.

Biyolojik Sinyal -
Tayin Doniistiiriicii - Sinyal Iglemcisi
Birimi

Sekil 1.1. Bir biyosensoriin genel gosterimi (Ozcan, 2008)

Biyosensor sistemleri ii¢ temel bilesenden olusmaktadir. Bunlar; segici tanima
mekanizmasina sahip "biyomolekiil/biyoajan”, bu biyoajanin incelenen maddeyle
etkilesmesi sonucu olusan fizikokimyasal sinyalleri elektronik sinyallere doniistiirebilen
"donistiiriicii" ve "elektronik" boliimlerdir. Bu bilesenlerden en 6nemlisi, tayin edilecek
maddeye karsi son derece se¢imli fakat tersinir bir sekilde etkilesime giren, duyarl
biyolojik ajandir (Telefoncu, 1999). Ornegin burnumuzla tayin ettigimiz koku aslinda
cok diisiik miktarlardaki kimyasallardir. Kimyasallar koku zarlarindan gecerek analite
duyarli biyolojik bir bilesen olan koku keselerine ulasirlar ve tayin edilirler. Sekil 1.3.
genellestirilmis bir biyosensor sistemiyle koku alma sistemimizi karsilastirmali olarak
gostermektedir. Burun delikleri yardimiyla toplanan koku Ornekleri, koku zarlari
(biyolojik bilesen) tarafindan algilanir. Koku zarinin cevabi koku sinir hiicreleri

(doniistiirticli) tarafindan elektriksel sinyale doniistiiriilir ve degerlendirilmek iizere



sinirler yardimiyla beyne iletili. Beyin bu sinyali koku dedigimiz hisse
doniistiirdiigiinden bir mikroislemci olarak davranir (Ozcan, 2008). Sekil 1.2.°de bir

biyosensoriin sematik gosterimi verilmistir.

51 ‘“H:H o a)Biyokatalizor b)lletici
[:_,-'M'_' ‘i’.'-*;xf"m e T =1 ¢)Yiikseltici d)Mikroislemci
= e 1L )
L e)Gosterge
{@ (b ic) () ()

Sekil 1.2. Bir biyosensoriin sematik gosterimi

. L]
e
L] / T
Biyolojik . L
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Sekil 1.3. Bir biyosensor olarak burun

Boylece, bir doniistiiriicliyle baglantili biyolojik bir algilama biriminin beraberce
olusturdugu cihaz biyosensor olarak tanimlanmaktadir. Doniistiiriicii, genellikle 6zel bir
kimyasalin veya kimyasal tiirlinlin derisimiyle orantili biiyiikliige sahip Olciilebilir
elektronik bir sinyali gozlenebilen fiziksel veya kimyasal bir birime doniistiiriir. Sonugta
biyolojik sistemlerin hassasiyeti ve spesifikligi ile mikroislemcilerin sahip oldugu

bilgisayarli hesaplama iistiinliigii bir araya gelmektedir (Eggins, 1996).



1.1.2. Biyosensorlerin Temel Bilesenleri

Biyosensorler, genel olarak analizlenecek madde ile se¢imli bir sekilde
etkilesime giren biyoaktif bir bilesenin, bu etkilesim sonucu ortaya ¢ikan sinyali ileten
bir iletici sistemle birlestirilmesi ve bunlarm bir 6l¢iim sistemiyle kombinasyonu sonucu

olusturulurlar. Biyosensorlerin temel bilesenlerini sdyle siralayabiliriz:

Analitler; analizlenecek madde ve yapilar genel olarak analit olarak
adlandirtlirlar. Bunlara anorganik ve organik maddeler, metal iyonlari, substratlar,
aktivatorler, inhibitorler, makromolekiller, enzimler, koenzimler, hormonlar, antikorlar,
antijenler, niikleik asitler, viriisler, mikroorganizmalar gibi 6rnekler verilebilir.

Biyoaktif ~ Yapular (Biyokomponentler); biyosensorlerde kullanilan  ve
analizlenecek madde ile spesifik bir sekilde etkilesime giren biyoaktif bilesenler,
komplekslik hiyerarsisine gore basitten karmasiga dogru bir siralama yapildiginda;
iyonoforlar, antikorlar, enzimler, niikleik asitler, lipozomlar, biyomembranlar (6rnegin
membran algilayicilari), hiicre organelleri (6rnegin mitokondri), tiim hiicreler, doku
kesitleri ve homojenatlari ve organlar (6rnegin koku alma organi) olarak
siiflandirilabilirler.

Biyosensorlerin yapisinda gorev alan biyoaktif yapilar ¢ogu kez biyoalgilayici
olarak adlandirilirlar. Bunlarin iginde en yaygin kullanilanlar enzimler ve antikorlardir.
Enzim — substrat ve antikor — antijen arasindaki etkilesimin ilk adimi analitlerin
protein molekiillerine baglanmasidir. Hidrolazlar disindaki enzimler kosubstrat
yoklugunda yalniz enzimi substrata baglarlar. Ayni durum inhibitér ve diger effektorler
icin de gegerlidir. Kosubstrat varliginda ise substratin kimyasal doniisiimii gergeklesir.
Son yillarda gelistirilmis olan Kkatalitik antikorlar yalniz antijenlere baglanmakla kalmaz
bunlar kimyasal bir doniisiimii de katalizlerler.

Biyolojik membranlar igine yerlesmis kimyasal algilayici ise hiicre
metabolizmasi tarafindan yonlendirilir ve biyolojik aktif maddeler tarafindan kontrol
edilirler. Bu durum toksinler, ilaglar ve hormonlarin se¢imli tayini i¢in miikemmel bir
olanak saglar.

Protein yapili makromolekiillere ilaveten niikleik asitler ve karbonhidratlar da
genom zincir analizleri ve hiicre yiizeyi karakterizasyonu gibi 6zel alanlarda kullanilan

biyosensorlerin yapisina girmektedir.



Déniigtiiriiciiler (Ceviriciler - Transduserler); doniistiiriiciiler, algilayicilarin
biyolojik reaksiyonunu o6lgiilebilir fiziksel bir sinyale dontstiiriirler. Biyokimyasal
reaksiyona gore donistiiricii segilir. Elektrotlar amperometrik ve potansiyometrik
Ol¢timlerde kullanilir ve burada hedef maddedir (O, elektrotunda ¢6ziinmiis O, pH
elektrotunda H* iyonu gibi). Optik sensérlerde hedef 151k, pieozoelektrik sensorlerde ise
kristalin salinim rezonansinin kiitle yiiklenimi sebebiyle degismesidir. Bunlarin disinda
transistorler ve termistorler de dontstiiriicii olarak kullanilmaktadir (Anonymous,

2010). Genel olarak dondistiiriictiler baslica dort alt gruba ayrilirlar:

1.Elektrokimyasal doniistiiriiciiler
2.0ptik dontstiirticiiler
3.Piezo-elektrik doniistiirticiiler

4 Kalorimetrik esasli doniistiiriiciiler
1.1.3. Elektrokimyasal Esash Doniistiiriiciiler
1.1.3.1. Amperometri Esash Doniistiiriiciiler

Amperometri genel anlamda belli bir potansiyeldeki akim siddetinin Slglimiinii
esas alir. S6z konusu akim yogunlugu calisma elektrotunda yiikseltgenen ya da
indirgenen elektroaktif tiirlerin derisiminin bir fonksiyonu olarak tanimlamir. Ikinci
elektrot referans elektrot olarak is goriir. Kalibrasyondan sonra, akim yogunluklarindan
ilgili tiirlerin derisimlerinin belirlenmesinde yararlanilir.

Tayin edilecek madde yiikseltgeninceye (veya indirgeninceye) kadar hiicreye
uygulanan gerilime bagl: olarak elde edilen akimda ani bir degisim ile bir pik olustugu
gozlenir. Pik akiminin yiiksekligi dogrudan elektroaktif tiiriin derisimiyle orantilidir.
Uygun yiikseltgenme (veya indirgenme) gerilimi biliniyorsa o gerilim degeri
uygulanarak akim degerinin degisimi de izlenebilir. Bu sekilde yapilan analizler

amperometrik analiz olarak bilinir.



A: Calisma elektrotu (Pt)

N B: Referans elektrot (Ag\AgCl)

B C: Elektrolit ¢ozelti (KCI)

D:l¢ gaz gecirgen membrani (Teflon)
E: Immobilize enzimi igeren biyoaktif

— C
. c Iﬂ_ . tabaka
E y F: Dis koruyucu membran (Seliiloz)

Sekil 1.4. Amperometrik esasli bir biyosensoriin sematik gosterimi

Iletici sistem olarak bir amperometrik sensdriin kullanilmasinin potansiyometrik
sensorden en biiyiik farki, {riinlerde sinyal olusturan tiiriin elektrot yiizeyinde
tiiketilmesidir.

Bir biyosensoriin biyoaktif tabakasindaki reaksiyonlar olduk¢a kompleks bir

kinetige sahiptirler.

A: Substrat
B: Kosubstrat veya koenzim
C ve F: Uriinler

A By Cr Fy ¢: Olciim ¢ozeltisindeki derisim
H I I H t: Biyoaktif tabakadaki derisim
DT{|ar + B Cr + B y: Ele{drot yiizeyindeki derisim
0O.C: Ol¢iim ¢ozeltisi
'll fl — D.T: Difiizyon tabakasi
} B.T: Biyoaktif tabaka
Ag B¢ C¢ Fg i: {letici

Sekil 1.5. Enzim sensoriiniin ¢alisma ilkesi

Amperometri esaslt ve biyoaktif bilesen olarak enzimlerin kullanildigi bazi

biyosensorlere iliskin 6rnekler asagida verilmistir.



Glukoz + O, + H,0 —SlukezOstiaz . likonik asit + H,0,

4

L-Laktat + O, LAKTATOKS/IDAZ s Piruvat + H,0O,

Kolesterol Esteri —_Kolesterobsteraz - K g|esterol

Kolesterol + NAD KolesteroDksidaz_y K plesterol + NADH

1.1.3.2. Potansiyometri Esash Doniistiiriiciiler

(1.1)

(1.2)

(1.3)

(1.4)

Potansiyometri bilindigi gibi en genel anlamda bir ¢alisma ve referans elektrot

arasindaki potansiyel farkinin 6l¢iimiinii esas alir. Elektrot potansiyelinin belirlenmesi

dogrudan analit derisimini tanimlar. Potansiyometrik biyosensorlerde kullanilan temel

sensorler pH ya da tek degerlikli iyonlara duyarli cam elektrotlar, anyon ya da

katyonlara duyarl iyon segimli elektrotlar ve karbondioksit ya da amonyaga yonelik gaz

duyarh elektrotlardir.

A: Elektrot dis ceketi
B: i¢ doldurma ¢ozeltisi

+— A
C: Cam pH elektrot
]:: D: O-ring

e i o tabaka
G—\mf F F: Gaz gecirgen membran

E: Immobilize enzimi iceren biyoaktif

Sekil 1.6. Potansiyometrik esasli bir biyosensoriin sematik gésterimi

Potansiyometri esasli ve biyoaktif bilesen olarak enzimlerin kullanildigi bazi

biyosensorlere iligskin olarak amonyum duyar sensor 6rnegi verilmistir:

Glutamin az

Glutamin ————*— Glutamat + NHs

(NHs + H0 <—> NH; + OH)

(1.5.)

(1.6.)



1.1.3.3. Yar1 Iletkenleri Esas Alan Déniistiiriiciiler

Temel sensor olarak metal oksit yari iletken alan etki transistorlerini (MOSFET)
ya da iyon duyar alan etki transistorlerini (ISFET) esas alan bu tiir enzim sensérleri,
enzim ile alan etki transistorlerinin birlestirilmesini ifade edecek sekilde enzim alan etki
transistorleri (ENFET) olarak adlandirilirlar.

MOSFET lerin, gazlarin 6l¢iimiine uygun hale getirilmesiyle olusan gaz duyar
sensorlerde (GASFET) adsorblanan gaz molekiillerinin disosiyasyonu ve olusan yiikiin
oksit tabakasina transferi temel ilkeyi olusturur. Bu durum tabanin dielektrik sabitini

degistirerek ve drain akimda bir modifikasyona yol agarak 6l¢ctime imkan verir.

B A A:Referans elektrot

" B:Enkapsulant
C:Immobilize enzim
tabakasi

D:lyon se¢imli membran

Sekil 1.7. Enzim alan etki transistoriiniin sematik gosterimi

1.1.3.4. Kondiiktometrik Doniistiiriicii

Pek ¢ok reaksiyon sonucu ¢6zeltinin iletkenliginde bir degisim olmaktadir. Bu

degisim tespit edilerek analiz yapilir.

1.1.4. Optik Esash Doéniistiiriiciiler

Optik biyosensdrler iletici sistem olarak optik lifler izerine uygun bir yontemle
uygun bir biyomolekiiliin immobilize edilerek hazirlanan 6lgiim aygitlaridir.

Etkilesim sonucu meydana gelen kimyasal ya da fizikokimyasal bir degisimin
Olclimiinii esas alirlar. Sinyal, 151k yansimasi, sagilimi ya da yayimi sonucu meydana

gelir. Ornegin optik lifin iizerine enzim immobilizasyonuyla hazirlanan optik esasl



enzim sensorleri temelde absorbsiyon, fluoresans, biyoliiminesans gibi temel ilkeler

cergevesinde islev goriirler.

] A: Optik lif
" g B: Immobilize enzim- indikatdr
b tabakast
T C: Yar1 gecirgen membran
c

Sekil 1.8. Optik esasli enzim sensoriiniin sematik gosterimi

1.1.5. Kalorimetri Esash Doniistiiriiciiler

Kalorimetri esasli enzim sensoérleri, termal enzim sensorleri, enzim termistorleri
ya da entalpimetrik enzim sensorleri gibi degisik isimlerle tanimlanirlar. Temel ilkeleri
bir enzimatik reaksiyondaki entalpi degisiminden yararlanarak substrat derigsimini
belirlemekten olusur. Genel olarak enzimatik reaksiyonlarin ekzotermik dogasindan
yararlanilir. Enzimatik reaksiyon sonucu meydana gelen sicaklik degisimi ile substrat
derisimi arasindaki dogrusal iliskiden sonuca ulasilir. Olduk¢a kiiglik sicaklik
degisimleri termal olarak yalitilmis ortamlarda termistdr veya termofiller yardimiyla

izlenir.

A: Termistor

p A B: Immobilize enzimi iceren
biyoaktif tabaka

+ EB C: Kapak
D: Kilif

SN

Sekil 1.9. Termal enzim sensoriiniin sematik gosterimi

1.1.6. Piezoelektrik Esash Doniistiiriiciiler
Piezoelektrik sensorler en genel anlamda karakteristik rezonans frekansindaki
farklanmay1 belirleyerek bir piezoelektrik kristal ylizeyinde toplanan 6rnegin kiitlesinin

Olciilmesi esasmma gore calisan gravimetrik aygitlardir. Sensor se¢imliligi, kristal



yiizeyindeki madde ile spesifik bir etkilesime sahip analitin birikimiyle iligkilidir.
Sensor yiizeyinde bir madde adsorblandigi veya biriktigi zaman piezoelektrik kristalin
rezonans frekansindaki farklanmanin 6l¢iilmesiyle sonuca ulasilir.

Bir piezoelektrik sensdriin iizerinde enzim immobilizasyonuyla gergeklestirilen
piezoelektrik enzim sensodrlerinde, enzim molekiillerine substratlarin baglanmasindan
dolayr meydana gelen kiitle degisimlerinin, piezoelektrik kuartz diskin vibrasyonunda

sebep olduklar1 farklanmadan yararlanilarak madde miktarina ulasilir.

| | A: Izole edici destek

A B: iletici
— C: immobilize enzim
4 A D: Elektrot
“ E.— o E: Kuartz kristal
'
H f—-
h—on

Sekil 1.10. Piezoelektrik esasli enzim sensoriiniin sematik gosterimi

1.1.7. Analizlenecek Madde - Biyoaktif Bilesen iliskisine Gore Biyosensor

Siiflamasi

Biyosensorleri ¢alisma prensiplerine gére biyoaffinite sensorleri ve biyokatalitik
sensorler olmak tizere iki grupta incelemek miimkiindiir.

Biyoaffinite sensorlerde; Enzim, glikoprotein, antijen ve hormon gibi
biyomolekiillerin molekiiler diizeyde tanimlanmasinda matrikse bagli boya, lektin,
antikor veya hormon algilayicilart kullanilir. Matrikse bagli molekiil ile hedef
molekiiliin birlesmesiyle kompleks olusumu sonucu tabaka kalinligi, refraktif indeks,
151k absorpsiyonu ve elektriksel yiik gibi fizikokimyasal parametrelerin biiyiikligiini
degistirir ve bu degisimler optik sensorler, potansiyometrik elektrotlar veya transistorler
tarafindan saptanir.

Enzimler, mikroorganizmalar, organeller, doku kesitleri, antikorlar ve niikleik

asitler ve biyolojik membranlar igine yerlesmis kimyasal algilayicilar sensorlerde
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biyokomponent (biyoalgilayici) olarak kullanilirlar. Biyoalgilayicilar analizlenecek
maddeyi doniisiime ugratirlar ve bu donilisime eslik eden degisimler doniistiiriicti
tarafindan algilanir. Yiiksek spesifikliklerinden dolayr enzimler en yaygin kullanilan
biyoalgilayicilardir. Uygun bir enzimin bulunamamasi veya enzimin kararsiz olmasi ve
birden ¢ok sayida maddenin tayini durumlarinda hiicre sistemleri ve tercihen
mikroorganizmalar kullanilir. Mikroorganizmalar degisik algilayici  davraniglar
gosterirler ve biyolojik oksijen gereksinimi (BOD), toksisite ve mutajenite testlerinde
basar ile kullanilirlar.

Enzimler ve hiicreler metabolitlerin (kiigiik molekiillii maddeler), antikorlar ve
niikleik asitler ise makromolekiillerin ve patojen mikroorganizmalarin tayininde
kullanilan biyosensoérlerin bilesenidirler.

Teorik olarak algilayici ve dontistiiriiciilerin birgok kombinasyonunun miimkiin
olmasma ragmen bu kombinasyonlar bir elektrik sinyali olusturamazlarsa biyosensor
fonksiyon gostermez. Ornegin; doniistiiriicii  olarak bir termistoriin  kullanilmasi
durumunda substratin doniistim reaksiyonu sonucu entalpide bir degisim olmaz ise

biyosensor ¢alismaz (Telefoncu, 1999).

10 nm
P

; L 4
YYYXY.
T b

Sekil 1.11. Biyoaffinite esasli biyosensorlerin sematik gosterimi

Biyokatalitik Esash Biyosensorler; enzimler (saf enzimler, organeller, doku
kesitleri veya mikroorganizmalar) tarafindan gergeklestirilen molekiiler degisimlere
analitlerin kimyasal doniisimii eslik eder. Bu sebeple bu tiir sensorler katalitik veya
metabolizma sensorleri olarak tanimlanirlar (Sekil 1.12.).

Iletici sistem iizerinde enzim immobilizasyonuyla enzimin substrati, inhibitdri,
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aktivatorii veya koenzimi olan ¢esitli kimyasal maddelerin tayini yapilir. Bunlar da

kendi aralarinda:

m Immobilize Hiicre Esasl Biyosensorler; iletici sistem iizerinde hiicrelerin
immobilizasyonuyla o hiicreler tarafindan metabolize edilen ¢esitli maddelerin tayini

yapilir (Sekil 1.13.).

0 = O
A c O

L V2

Sekil 1.12. Biyokatalitik esasli biyosensorler

10 nm

Sekil 1.13. Immobilize hiicre esasli biyosensorler

m Transmembran Esash Biyosensorler; gesitli molekiillere spesifik algilayici
veya farkli membran proteinlerini igeren hiicre membranlarinin iletici sistem iizerine
immobilizasyonuyla s6z konusu molekiillerin se¢imli bir sekilde tayinleri yapilabilir

(Sekil 1.14.).
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Sekil 1.14. Transmembran esasli biyosensorler

1.1.8. Biyosensorlerde Biyoaktif Bilesen immobilizasyon Yontemleri

Biyosensorler farkli 6zellikteki iki elemanin (gevirici ve biyoalgilayici)
kombinasyonu ile olusurlar. Uygun biyoalgilayici ve doniistiiriicii segildikten sonra
bunlarin birbirine baglanmasi agilmasi gereken en 6nemli sorundur. Bu baglama islemi
biyoalgilayicinin immobilizasyonu olarak tanimlanir. Baglama isleminde ¢ok degisik
yontemler kullanilabilir. Hangi yontemin kullanilacagi secilen doniistliriicii ve
biyoalgilayiciya gére belirlenir. Immobilizasyon biyoalgilayicin stabilizasyonu ve tekrar
kullanimi agisindan biiyilik avantaj saglar.

Algilayicilarin dondstiiriiciiler izerinde immobilizasyonu fiziksel (adsorpsiyon,
jel i¢inde polimer matrikste tutuklama, elektrot yiizeyinde biriktirme vb.) veya kimyasal
(kovalent baglama, yikici veya c¢oklu fonksiyonel reaktifler ile ¢apraz baglama)
yontemler ile gergeklestirilir (Telefoncu, 1999).

1.1.8.1. Adsorpsiyon

Immobilizasyonda kullanilan en eski yontemlerden biridir. Genel olarak, enzim
veya biyoalgilayict ¢ozeltisine yiizeyi membran veya film ile kaplanmis doniistiiriicti
daldirilir ve bir siire beklenir. Membran veya film immobilize edilecek algilayiciya gore
hidrofilik veya hidrofobik karakterde secilebilir. Enzimler durumunda, daha ¢ok
hidrofilik membranlar kullanilir. En ¢ok kullanilan adsorbanlar; seliiloz asetat

membranlari, polistiren, polivinilkloriir ve silikadir.
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Sorpsiyon tersinir bir olay oldugundan adsorpsiyon ile immobilizasyon giivenilir

bir yontem degildir ama yine de biyosensdrlerde bagarili uygulamalari vardir.

1.1.8.2. Tutuklama

Enzimler makromolekiiler yapili proteinler olup polimer jel matrikslerde ve daha
basit olarak diyaliz membranlarinda tutuklanabilirler. Bu yontem enzimler yaninda
organeller, hiicreler ve antikorlar i¢in de uygulanabilir. Tutuklama igin en yaygin
kullanilan film veya matriksler nisasta, poliakrilamit, silikon lastigi, polivinil kloriir ve
polivinil alkoldiir. Elektrokimyasal polimerizasyon diger bir tutuklama yontemidir.
Doku kiiltiirleri, organeller ve mikroorganizmalarin immobilizasyonunda daha ¢ok
polimer jellerde tutuklama yontemi kullanilir. Polimer matriksi biyokatalizatoriin
kagigint engellerken kiiglik substratlar ve iiriin molekiillerinin gegisine engel olmaz.
Anilin, pirol, o-dianisidin gibi monomer ¢ozeltileri igerisine enzim eklendiginde
elektropolimerizasyon  sirasinda  polimer  gdzeneklerine enzim  molekiilleri

tutuklanacaktir.

1.1.8.3. Kovalent Baglama

Enzimler dogrudan doéniistiiriicliye veya dnceden uygun bir film veya tabaka ile
kaplanmis donistiiriiciiye kovalent olarak baglanabilirler. Enzimler aktive edilmis
doniistiiriicii ylizeylerine baglanabilecegi gibi 6nceden uygun bir materyale kovalent
baglanarak immobilize edilen enzim preparati doniistiiriicii yiizeyinde bir film veya
tabaka olusturularak da biyosensor hazirlanabilir. Enzimlerin kovalent baglanmasinda
dikkat edilecek Onemli nokta, baglanmanin enzim aktivitesi i¢in esansiyel olan
aminoasitler lizerinden gerceklesmemesi ve bu gruplarin baglanma sirasinda sterik
olarak rahatsiz edilmemesidir. Kovalent baglama enzim molekiilii iizerindeki
fonksiyonel gruplar {izerinden gergeklesir.

Biyoalgilayicilarin kovalent baglama ile immobilizasyonu biyosensore pH, iyon
siddeti ve sicaklik degisimlerine kars1 yliksek bir diren¢ ve defalarca kullanima uygun
stabilite kazandirir. Ama biyolojik aktif molekiilde kismi bir aktivite kaybina sebep

olurlar.
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1.1.8.4. Capraz baglama

Bu yontem biyosensor hazirlanmasinda daha ¢ok tutuklama ve kovalent baglama
yontemlerinin kombinasyonu seklinde uygulanir. Capraz baglayici reaktif olarak en
yaygin kullanilan maddeler glutaraldehit, hexametilen diizosiyanat,
diflorodinitrobenzen, bismaleimidohexan, disiiksinil suberattir. Bifonksiyonel reaktifler

enzimler yaninda organeller, hiicreler ve antijenlerin immobilizasyonunda da uygulanir.

1.1.9. Ideal Bir Biyosensoriin Ozellikleri

Elektrokimyasal, optik veya diger biyosensor tiirlerini en uygun bir sekilde
tasarlayabilmek icin Ol¢iim sisteminin bazi1 temel fiziksel Ozelliklere sahip olmasi

olmasi gerekmektedir. Bu 6zellikler soyle siralanabilir (Buerk, 1993):

e Hassasiyet

Hassasiyet, genellikle 6zel bir kimyasalin derisimindeki degisime (AD) bagh
olarak biyosensor cevabinda meydana gelen degisimin (AC) 6l¢iisii olarak (AC/AD)
tanimlanir (Sekil 1.15.). Analit ¢ogunlukla bir biyosensor tarafindan dogrudan tayin
edilmez. Pek ¢ok durumda biyosensor 6lgiim yaparken, bir kimyasal reaksiyondaki ilgili
reaktifin veya iiriiniin derisimindeki degisimi tespit eder. Bu yiizden biyosensoriin analit
ile ilgili hassasiyeti (kimyasal reaksiyon stokiyometrisine uygun olarak) dogrudan tayin
edilen tiir ile ilgili olmaktadir.

Baz1 biyosensor tiirlerinde, dlgiimler biyosensoriin dinamik cevabi {lizerinden
elde edilmektedir. Bu durumda hassasiyet derisim degistik¢e zamanla sinyalde meydana

gelen degisim olarak (AC/AD.At) tanimlanabilir.



15

AD / .
Hassasivet

Bivosensér
Cevabt () 54

Sekil 1.15. Bir biyosensor i¢in kalibrasyon egrisi (Egride dogrusal bir cevap araligi (o),
tayin sinirinin altindaki derisimlerde ve daha yiiksek derisimlerde dogrusal olmayan
davranig (e) goriilmektedir. Hassasiyet dogrusal cevap araligmin egimi olarak
tanimlanir.).

Belli bir analite yonelik olarak hazirlanan bir biyosensoriin etkin hassasiyetini
belirlemek i¢in pek ¢ok etken vardir. Bunlar arasinda sensoriin fiziksel boyutu, zarlarin
kalinlig1, ornekten algilayic1 bolgeye kimyasal tiirlerin kiitle transferi ve biyosensoriin
aktivitesini diisiiren farkli islemler yer almaktadir. Ideal olarak, bir biyosensoriin
hassasiyeti kullannom Omrii boyunca degismemeli ve elektronik bir cihazla

dontistiiriiciiniin ¢ikis sinyalinin belirlenebilmesine yetecek kadar yliksek olmalidir.

e Kalibrasyon Gereksinimi

Ideal bir biyosensdr, bilinen derisimlerdeki analiti igeren standart ¢ozeltiler
yardimiyla kolayca kalibre edilebilmelidir. Kalibrasyon egrileri hassasiyeti belirlemek
i¢in ¢ok sayida veriye ihtiyag duymamalidir. Istenilen araligin disinda kalan giivenilir
olmayan ekstrapolasyonlardan kaginmak i¢in kalibrasyonda elde edilecek veri araligi,
ol¢iim yapilacak degerleri icermelidir. Ideal olarak, ard arda yapilacak Slgiimler igin
biyosensor hassasiyetinin belirlenmesinde bir kez kalibrasyon yapilmasi yeterli

olmalidir. Bununla bereber, uygulamada zamanla hassasiyette meydana gelebilecek
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degisimleri  belirlemek amaciyla diizenli araliklarla  kalibrasyon  yapmak

gerekebilmektedir.

e Dogrusalhk

Tamamen dogrusal olarak davranan bir biyosensor, Ol¢iim ortaminda sifir
derisim degerinden analitin fiziksel olarak ¢dzilinebildigi en yiiksek derisim degerini
asan bir aralikta degismeyen bir hassasiyete sahip olmalidir. Uygulamada Sekil 1.15.’de
(o) ile gosterilen dogrusal bolge daha dar bir analit derisimi aralifiyla sinirlanmaktadir.
Dogrusal bolgenin herhangi bir yerindeki iki noktadan kalibrasyon yapilabilmelidir.

Kalibrasyon grafigi biyosensdr cevabini degerlendirebilecek kadar yeterli
dogrulukta elde edilebiliyorsa, pratik kullanim agisindan bir biyosensoriin dogrusal
olmasina gerek yoktur. Bir diizeltme yapilarak dogrusal olmayan cevaplar dogrusal bir
sekle doniistlirtilebilir. Bazi biyosensorler yari logaritmik hassasiyete (AC/AlnD)
sahiptirler. Bunlar dogrusal olmayan sensorler olarak siniflandirilmalarina ragmen yari

logaritmik bir Ol¢ek {izerinde yeniden diizenlenerek cevaplari dogrusal olarak ifade

edilebilir.

e Tayin Simri

Ideal olarak, bir biyosensér tarafindan tayin edilebilen en diisiik analit derigimi
(Sekil 1.15.) sadece 6l¢iim igin kullanilan elektronik cihazin ¢oziiniirligii tarafindan
sinirlandirilmalidir. Uygulamada ise, diger etkenler tayin smirmi etkiler. Ornegin,
potansiyometrik dl¢iimlerde kullanilan elektrokimyasal doniistiiriiciilere diger iyonlar ve

Ol¢limii sinirlayan yiizey reaksiyonlar girisim yapabilir.

e Taban Sinyali

Genellikle, bir biyosensoriin sinyali goz Oniinde bulundurulmasi gereken bazi
taban giiriiltiilerine sahiptir. Akim kagaklari, elektronik cihazdaki veya biyosensdrde
farklt metallerin temasindan kaynaklanan kiigiik gerilim farkliliklart gibi pek ¢ok
elektrokimyasal etken taban giiriiltiisiine neden olabilir. Taban sinyali elektriksel bir
giirtilti degildir. Bu nedenle dogrusal bir sistem i¢in dogru sinyal (S) basitge soyle ifade

edilir.
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S = Ssigiilen — Staban sinyali (2.7.)

e Segicilik

Ideal bir biyosensdr sadece analit derisimindeki degisime cevap verir ve diger
kimyasal tiirlerin varligindan etkilenmez. Aksi takdirde analit derisiminin tayininde hata
meydana gelir. Gergekte ise girisim yapan tiirlerin varlig1 analit i¢in belirlenen cevabi
etkilemektedir. Girisim yapan tiirlerin derisimini kontrol etmek miimkiin olmadiginda
biyosensordeki karisik sinyallerden kaginmak amaciyla baska bir tir kimyasal

dondistiiriicii ile dl¢glim yapilmalidir.

e Kullanim Omrii

Bir biyosensdrde kullanilan biyolojik elementler ¢ogu zaman sistemin en az
kararli olan bileseni olmaktadir. Bir biyosensoriin dnemli bir 6zelligi normal islem
kosullar1 altinda hassasiyetini koruyabildigi kadar uzun bir kullanim Omriine sahip
olmasidir. Bu kullanim 6mrii yapilan toplam o6l¢lim sayisina veya Olgiilen analitin
derigiminin biiylikliigiine bagli olabilir. Daha yiiksek derigimler hassasiyetin daha hizl
bir sekilde diismesine neden olabilir. Ayrica analit derisimine bagli olmaksizin analiz
ortaminda aktivasyonu engelleyecek diger kimyasal tiirler bulunabilir. Bir diger 6nemli
Ozellik ise biyosensoriin saklanmasi ve kullanilmasi arasinda gegen zamanin
uzunlugudur. Biyosensoriin bir buzdolab: ortaminda muhafaza edilmesi gerektigi gibi
biyolojik bilesenin biyoaktivitesini koruyabilmesi i¢in 6zel bir kimyasal ortamda

saklanmasi da gerekebilmektedir.

1.1.10. Biyosensorlerin Uygulama Alanlar:

Biyosensorler tip, gida, eczacilik, cevre kirliligi, savunma ve bir¢ok endiistriyel
aktivitede ozellikle otomasyon, kalite kontrolii, durum tespit ve enerji saklanmasinda
¢ok onemli rol oynarlar. Bugiine kadar 180°’den fazla farkli madde i¢in biyosensor
hazirlanmis olup bunlardan ancak 25 kadar ticari olarak iiretilmektedir. Biyosensorler

icin olas1 uygulama alanlar1 sunlardir:
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e Biyomedikal sektor
e Proses kontrolii:
v' Biyoreaktor kontrol ve analitigi
v Gida liretim ve analizi
e Tarim ve veterinerlik
e Bakteriyal ve viral tani
e ilag analizi
e Endiistriyel atik su kontroli
e (Cevre koruma ve kirlilik kontrolii
e Maden isletmelerinde toksik gaz analizleri

e Askeri uygulamalar

Biyosensorler; gida maddeleri, metabolitler, vitaminler, antibiyotikler ve ilaglar gibi
organik maddeler ile enzim, viriis ve mikroorganizmalarin tayininde kullanilirlar.
Bunlarin disinda BOD, toksisite ve mutajenite testlerinde de basar1 ile
uygulanmaktadirlar .

Biyosensor gruplar1 ve kapsadiklari analiz alanlar1 asagidaki tabloda gosterilmektedir.

Cizelge 1.1. Biyosensor Gruplar1 ve Kapsadiklar1 Analiz Alanlari

BiYOSENSOR GRUBU KAPSADIGI ANALIZ ALANI

Kiigiik organik molekiiller ve anorganik
Enzim Sensorleri maddeler (metabolitler, ilaglar, gida
maddeleri, vitaminler, antibiyotikler,

pestisitler vb. )

Mikrobiyal Sensorler Kii¢iik organik molekiiller ve anorganik

maddeler + BOD, Toksisite, Mutajenite

DNA-Sensorleri Viriisler, patojen mikroorganizmalar

Immuno Sensérler Viriisler, patojen mikroorganizmalar +

Ksenobiyotikler
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Hig¢ kuskusuz biyomedikal sektor biyosensorler i¢in en iyi pazardir. Bu alanda
uygulama olanagi bulan ilk biyosensorler enzim sensorleridir. Ticari olarak iiretilen ilk
biyosensor ise seker hastaligi teshisi i¢in kan ve idrarda glukoz tayinini miimkiin kilan
glukoz oksidaz elektrotudur. Bunu renal fonksiyon testleri i¢in gelistirilen {ire ve
kreatinin elektrotlar: ile kas giiciinii 6lgmeye yonelik laktat elektrotu izlemistir. Insan
viiciiduna implante edilebilen biyosensorler de gelistirilmis olup bunlar biyolojik sivilar
viicut digina alinmadan ve tiiketilmeden analiz imkani verirler ki, 6zellikle ameliyat
sirasinda bu bilgilerin kesintisiz saglanmasi ¢ok onemlidir. Biyosensdrlerin, ilaglarin
viicuttaki diizeylerinin ayarlanmasi ve kontroliinde kullanilmasi yakin bir gelecekte
gerceklesirilebilecektir. Yapay pankreas ¢alismalar1 buna giizel bir 6rnektir.

Son yillarda analizatorlere enzim elektrotlart monte edilmis ve yogun bakim
tinitelerinde kullanilmaya baslanmistir. Elektrolitlerin bilesimi, kan gazlar1 ve anahtar
metabolitler diyagnostik a¢idan ¢ok degerli bilgiler verir. Biyosensorlerin gelecekte
onemli uygulamalarindan biri superoksit ve nitrik oksit gibi kisa 6miirlii ve hormonlar
ve norotransmitterler gibi diisiik derisimli maddelerin in vivo tayinidir.

Biyoteknoloji ve gida endiistrisinde basta glukoz olmak iizere birgok
monosakkarit, amino asit, organik asit (laktik asit), iire ve alkol tayinlerinde enzim
sensorleri kullanilmaktadir. Ayrica gidalardaki yabanci maddeler (pestisitler, toksinler
ve yabanci hormonlar vb.) yaninda aroma ve tazelik gibi kompleks parametreler icin de
biyosensorler hazirlanabilir. Giiniimiizde gida zehirlenmelerinin gittikge artmasi toksik
ve mikrobiyal kontaminantlarin daha hizli tayinini zorunlu kilmaktadir. Biyosensorler

yardimi ile bu tayin iki sekilde bagarilidir.

I. Antijen—antikor reaksiyonu veya DNA hibridizasyonu vasitasi ile
mikroorganizmalarin dogrudan tayini (Immuno sensérler + DNA sensorleri).

I1. Mikrobiyal kontaminasyonun gidanin metabolik degisimi iizerinden indirekt
tayini (Enzim sensorleri).

Ilaglarin kotii amagla kullammi ve uyusturucu ile miicadelede biyosensdrler
kullanilabilecektir. Uyusturucu arayan kopeklerin yerini biyosensdrler alabilir. Boylece
Ozellikle giimriiklerde, karakollarda zaman kazanilacaktir.

Toprak, hava ve su kirliliginin kontroliinde mikrobiyal sensérler ve enzim

sensorleri kullanilmaktadir.
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Savas durumunda kimyasal ve bakteriyolojik silahlara karsi korunma olasiligi
¢ok zordur. Ciinkii bunlarin algilanmasi kolay degildir. Ancak biyosensorler sayesinde
bu algilama miimkiin olabilmektedir. Birgok kimyasal savas maddesinde organofosfor
bilesikleri bulunur ve bunlar da kolinesteraz enzim sensorleri ile belirlenir.
Bakteriyolojik silahlardaki viriis, bakteri ve toksik ajanlar diger bazi biyosensorler ile
saptanabilmektedir.

Biyosensor piyasasi giinden giine gelismektedir. Biyosensorlerin yakin gelecekte
1,4 milyar dolarlik bir piyasaya ulasacagi bunun % 45’1 tip, % 22’si gida, % 17’si gevre
koruma ve biyoteknoloji, kalan % 16’smin ise diger sektorlere yonelik olacagi
beklenmektedir (Telefoncu, 1999).

1.2. iletken Polimerler

Polimerler, uzun zincirli molekiillerdir. Bunlara makromolekiil de denmektedir.
Monomer denen cok sayida daha basit birimlerin birbirine eklenmesiyle yapilirlar.
Polimerlerin hem organik hem de inorganik diinyada son derece genis bir yayilim alani
vardir. Seliiloz, nigasta, proteinler veya niikleik asitler organik polimerlerin tipik
orneklerindendir. Elmas, kuartz, feldispat gibi baz1 maddeler de inorganik polimerlere
birer 6rnek teskil ederler. Bu maddelere ilave edilmesi gereken polietilen, poliiiretan,
polikarbonat vb. gibi 6nemli sayida bir¢ok sentetik polimerler de vardir.

Otuz yi1l dncesine kadar biitiin karbon tabanli polimerlere ¢ok iy1 bir yalitkan
olarak bakiliyordu. Plastiklerin elektrigi iletme fikri o yillarda pek ragbet goérmedi.
Gergekten plastik malzemeler bu yalitkan 6zelligi ile elektronik endiistrisinde yaygin bir
sekilde kullanilmistir. Bununla birlikte, bu dar bakis agis1 yeni kesfedilen ve kendine
Ozgii iletkenligi olan elektroaktif polimerlerle birlikte ¢ok siiratli bir sekilde degismistir.
Polimerlerin bu simifi heniiz baslangi¢ sathasinda olmasina ragmen, 1930 — 1950 yillar1
arasinda, plastiklerin endiistrideki oneminden ¢ok daha fazla 6nem kazanmaktadir.

Elektron Paramanyetik Rezonans (EPR) iletken polimerlerin yapisini aragtirmak
i¢in sik¢a kullanilan metotlardan biridir. Sadece paramanyetik merkezleri ag¢iga vurma
ozelliginden dolayi, EPR teknigi bu tarz incelemeler icin gayet uygun bir yontemdir.
Makromolekiillerin iki elektronlu kimyasal baglarmin kirilmasiyla olusturulan
bozukluklar paramanyetik serbest radikallerdir. Bunlar, mekanik o6gilitme, g¢esitli

kimyasal ajanlarin etkisi, iyonize edici 1sinlama, gama ve ultraviyole i1sinlamasi gibi
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birgok yontemlerle olusturulabilirler. Bu teknikle, polimerlerde serbest radikallerin
arastirilmasi, molekiil zincirlerinin kirilmasiyla irtibatli olan yaslanma, kimyasal
ajanlarin etkisi veya 1simnlamaya maruz kalma gibi farkl siireglerin anlasilmasinda ¢ok
kullanighdirlar. Genellikle, serbest radikaller, zayif bir spin - yoriinge etkilesmesine
sahip olmalarindan dolayi, serbest elektronunkine yakin g-faktorii ile karakterize
edilirler. Ayn1 zamanda, serbest radikallerin EPR spektrumlar1 genellikle iyi ¢0ziilmiis
asirl ince veya siiper asir1 ince yapi yarilmalari gosterir. Bu yarilmalar, arastirilan
radikallerin kimyasal yapilarin1 yansitarak onlarin daha iyi taninmasina imkan verirler.
Diger yandan, polimerler, hatta yliksek mertebede diizenli olanlar1 bile, tipik kristal
katilar degillerdir, fakat camsi (amorf) duruma benzer bazi 6zellikler gosterirler. Cok
uzun bir ge¢misi olmayan naylon, lastik, plastik ve polivinilkloriir (PVC) bugiin ¢ok
yaygin olarak kullanilan maddeler arasina girmistir. Cevremizde gordiigiimiiz, giinliik
hayatta kullandigimiz pek ¢ok sey, plastikten, yani polimerlerden yapilmistir.
Polimerler (poly = c¢ok, meros = parga, inite), birbirine benzer kiicikk molekiil
birimlerinin zincir seklinde birbirine eklenerek meydana getirdigi dev molekiillerdir.
Cok sik kullandigimiz naylon posetlerden, araba lastiklerine; cocuk oyuncaklarindan,
kisin giydigimiz botlarin tabanlarinin yapimina kadar, pek cok sahada polimerler
kullanilmaktadir.

Polimerler, yani plastikler, metallerin aksine yalitkan ve elektrigi iletmeyen
maddeler olarak bilinmekteydi ve bu 6zelligi ile de elektrik tellerinin kaplanmasinda
kullanilmaktaydi. Ciinkii boylece elektrik tellerinin canlilarla ve birbirleriyle kisa devre
temas1 Onlenir. Ancak, biitiin bunlarla birlikte Alan J. Heeger, Alan G. MacDiarmid ve
Hideki Shirakawa isimli bilim adamlari yaptiklar1 buluslariyla bir polimer olan
poliasetilenin (poliasetilen) hemen hemen bir metal gibi iletken olabilecegini
gosterdiler. Bu bulusla polimerlerin hep yalitkan olma imaji da degismistir.

Poliasetilen, Shirakawa ve arkadaslar1 tarafindan 1974°te, Ziegler Natta (K.
Ziegler ve G. Nata; Nobel 1966 kimya 6diilii) katalizini kullanarak, asetilenden giimiis
renkli, parlak goriinlimlii bir film hazirlayana kadar siyah bir toz olarak bilinirdi. Fakat
o metalik goriiniimiine ragmen heniiz bir iletken degildi. Bununla birlikte, 1977°de,
Shirakawa, MacDiarmid ve Heeger klor, brom veya iyot buhari ile yiikseltgenmeye
giren polimer filmlerinin, orijinal hallerinden, 10° kez daha iletken olduklarini buldular.

Polimerlerin halojenlerle muamelesi yari iletkenlerdekine benzer bigimde ‘katkilama”
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(doping) olarak isimlendirilmistir. Poliasetilenin “katkili” hali metre basina 10°
siemens’lik bir iletkenlige sahiptir. Bu da daha once bilinen polimerlerinkinden epeyce
yiiksek bir degerdir. Bir kiyaslama yapacak olursak, iyi bir yalitkan olan teflonun
iletkenligi 10™*® S/m iken ve giimiis ile bakirnki 10® S/ m'dir.

Iletkenlik konusunda en 6nemli adim 1979°da Diaz’in pirolii elektrokimyasal
yontemle yiikseltgeyerek polipirolii liretmesiyle atilmig oldu. Polipirol anot iizerinde
uiretilebiliyordu ve giiglii bir film olarak yiizeyden cikarildiginda iletkenligi 100
S/cm’ye ulasabiliyordu. Benzer sekilde elektroylikseltgenme yontemiyle iletken
politiyofen anot {izerinden {iiretildi. Karbazol ve indol gibi aromatik bilesiklerden de
elektrokimyasal yontemlerle polimerler iiretildi. Anilinin elektroyiikseltgenmesi ile anot
yiizeyinde toz halinde iletken polianilin iiretilebiliyordu.

Bazi iletken polimerler kimyasal yontemlerle de iiretilebilmektedir. Pirol, Br,
veya AsFsile yiikseltgendiginde iletken polipirol elde edilmistir.

fletken bir polimerin temel 6zelligi polimerin omurgasi (ana zincir) boyunca
konjuge (ardisik siralanmis) cift baglarin olmasidir. Konjugasyonda, karbon atomlari
arasindaki baglar birbiri ard1 sira degisen tek ve ¢ift baglar seklinde dizilmislerdir. Her
bir bag kuvvetli bir kimyasal bag olan “sigma” (o) bag icerir. ilaveten, her ¢ift bagda
daha zayif (% 30) ve daha az lokalize olmus bir “pi” m bag:1 vardir. Bunlara ragmen,
konjugasyon, polimer maddeyi iletken yapmak i¢in yeterli degildir. Fakat bunlara
dopant maddeleri girdirilerek iletkenligi arttirilabilir. Dopantlarin yaptig1 sey malzeme
igerisinde elektron ve “hole” lerin sayisini arttirmaktir. Bir elektron eksikliginin oldugu
konuma bir hole denir. Boyle bir “hole” komsu bir konumdan atlayan bir elektronla
dolduruldugunda yeni bir hole olusturulur ve bu durumun bdyle devam etmesiyle yiikiin

uzun bir mesafeye go¢ etmesi saglanir.
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Cizelge 1.2. Yaygin olarak kullanilan bazi iletken polimerler

Iletken Polimer  Yap fletken Polimer Yapi
(Iletkenlik S/cm) (iletkenlik S/cm)

H
. ]
Poliasetilen N Polianilin
(1000) K (100 /©/ m
M n
H
Polipirol m Polikarbazol O O
(40-100) T (10-100) .
M
H

H

Politivofs Poli(parafenilen)vini
(1%-1&%)&‘1 @\ (33 (paratenien)s m_(’< >ﬂ\]
Poli(parafenilen) Poli(parafenilen)siilfir
asn K aw o KO

1.2.1. iletken Polimerlerde iletkenlik Teorisi

Poliasetilen, polianilin ve polipirol gibi konjuge polimerlerin optik absorpsiyon
calismalar1 sonucunda, bu polimerlerin degerlik bandini iletkenlik bandindan ayiran
yasak enerji araligimin yari iletkenlerde oldugu gibi 1,4-3 eV arasinda oldugu
anlasilmistir. Bir yari iletkende elektronun, degerlik bandindan iletkenlik bandina
¢ikmasi ile sistemin yapist degismez. Konjuge ¢ift bag yapisina sahip polimerlerde ise
elektronik uyarma, oOrgiiniin relaksasyonuna neden olmaktadir. Polimerlerde iki tiir
yapisal relaksasyon oldugu kabul edilmektedir. Birincisi polimer zinciri boyunca olusan
tek diize relaksasyon, ikincisi ise lokal olarak yapisal deformasyona neden olan
relaksasyondur. Bunlarin sonucunda polimer zinciri iizerinde serbest radikal (soliton)
olarak isimlendirilen farkli spin 15 yiik konfigrasyonuna sahip hata merkezleri
olusturulabilmektedir. Sekil 1.16.’da olusabilecek hata tiirleri, poliasetilenin yapisi
tizerinde iletkenlik teorilerinde kullanilan kati hal fizigi terimleri (solda) ile kimyasal

isimlendirmeler (sagda) birlikte verilerek gosterilmistir (Roth ve Bleier, 1987).
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Sekil 1.16. Konjugasyon hatalarinin poliasetilen iizerinde gosterimi

Katkilama sonucu olusan solitonun enerji diizeyi, poliasetilenin yasak enerji
araliginin ortasinda yer alir. Poliasetilen ve diger konjuge polimerlerde katkilama ile
polaronik hatalar da olusur ve polaronun elektronik enerji diizeyleri yasak enerji
araliginda simetrik olarak, iletkenlik ve degerlik bandmna yakin konumlarda bulunur.
Katki maddesinin fazla eklenmesi durumunda veya elektrokimyasal olarak katkilama
miktarmin dolayisiyla polaronlarin derisimi daha da artirilirsa, polaronlar kendi
aralarinda etkileserek bipolaronlart olustururlar. Soliton tiirii hatalarin sadece zincir
boyunca aktariminin miimkiin olmasina karsilik bipolaronik hatalarin bir zincir
tizerinden digerine atlayabilecekleri belirtilmistir.

Sonug olarak katkilama ile yasak enerji araligindaki enerji diizeylerine yerlesen soliton,
polaron ve bipolaron gibi yapilar polimerlere iletkenlik kazandirmaktadir (Aydin,
2002).
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1.2.2. iletken Polimerlerin Elektrokimyasal Sentezi ve Biyosensor Uygulamalari

Elektrokimyasal polimerlesme, ii¢ elektrotlu bir hiicrede monomer ve destek
elektrolitini iceren uygun bir ¢oziiclide gergeklestirilir. Elektropolimerlesme, ince
filmler elde etmek icin potansiyostatik (gerilim kontrollii), kalin filmler elde etmek i¢in
galvanostatik (akim kontrollii) yiiriitiilebilecegi gibi (Deshpande ve Amalnerkar, 1993)
dontistimlii voltametrik (gerilim taramali) olarak da gergeklestirilebilir. Elektrokimyasal
sentezler calisma, referans ve karsit elektrottan olusan bir hiicrede gergeklestirilir.
Calisma elektrotu olarak altin, platin, titanyum, nikel, indiyum katkili-kalay oksit kapli
cam (ITO), cams: karbon, karbon vb. malzemeler kullanilmakta ve bu elektrotlarin
yiizeyinde elektropolimerlesme gerceklestirilmektedir.

Elektrokimyasal polimerlesme ile iletken polimer olusturabilecek monomerler
nispeten diisiik yilikseltgenme gerilimine sahiptirler ve elektrofilik siibstitiisyon
reaksiyonu gosterme egilimindedirler. Elektropolimerlesme ile iletken polimer
olusumunu polipirol 6rnegi tizerinden Sekil 1.17.’de incelemek miimkiindiir.

Ilk olarak elektrot yiizeyinde pirol katyon radikali olusur. Bunu proton cikisiyla
dimerizasyon takip eder. Dimer monomerden biraz daha kolay yiikseltgenir ve bu
yiizden sonraki eslesme reaksiyolarina izin vermek icin yeniden yiikseltgenir. Polimerin
yiikseltgenme  gerilimi daima monomerinkinden daha  dugsiiktiir.  Polimer
elektrokimyasal olarak iletken bir hale iyonlasir ve neticede destek elektrolitin karsi
iyonuyla esleserek elektriksel notrallik saglanir. Elektrokimyasal polimerlesme islemi
sirasinda elektrolitik ¢ozeltide anyonlar gibi negatif yiiklii molekiiller de bulunabilir.
Pozitif yiiklii polimer iskeletine pek ¢ok biyolojik tiir katkilanabilir veya polimer i¢inde
tutuklanabilir. Elektrokimyasal polimerlesme sirasinda katkilanma isleminin eszamanl

olarak gerceklesmesi de miimkiindiir (Ozcan, 2008).
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Sekil 1.17. Polipiroliin elektrokimyasal sentez yoluyla olusumu

Iletken polimerler biyolojik tiirler icin uygun bir immobilizasyon ortami olarak
kullanilir. Bu malzemelerin redoks 6zelliklerinden dolay1 son yillarda kullanimi olduk¢a
yaygmlasmstir. Ozellikle polipirol nispeten daha kararli olmasi, kolay hazirlanmasi ve
iyi iletkenliginden dolay1 sensor calismalarinda en umut verici iletken polimerdir
(Ahuja ve ark., 2007).

Iletken polimerler elektron transferini kolaylastiran ferrosen gibi medyatorlerle
birlikte de kullanilabilir. Medyatorler iletken polimerlerin yapisinda yer aldiginda
amperometrik sensorlerin cevabi ve hassasiyeti lizerinde onemli islevler istlenir (Xue
ve ark., 2005). Medyatorlerin etkisiyle hizli elektron transferi sayesinde biyosensor
tretiminde kullanilan ince polimerik filmlerin duyarliliginda ©nemli iyilesmeler

olmaktadir (Mao ve ark., 2003).
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1.2.3. Polipirol

Onemli iletken polimerlerden biri olan polipirol, kimyasal ya da elektrokimyasal
yolla sentezlenebilir.

Kimyasal yontemde, 6rnegin Fe* gibi bir yiikseltgen kullanilirsa, toz halinde
polimer elde edilir. Erimez ve ¢6ziinmez oldugu i¢in kimyasal yontemlerle elde edilen
toz halindeki polipiroliin islenmesi s6z konusu degildir, presleme gibi yontemlerle
ancak belli sekillere sokulabilir.

Polipirol filmler, piroliin elektrokimyasal polimerizasyonuyla hazirlanir. Levha
ya da tambur seklindeki elektrotlar kullanilarak farkli boyutlarda ya da siirekli polipirol
filmler elde edilir. Polipirol filmlerin mekanik o6zellikleri diger iletken polimerlerden
iyidir, atmosfer kosullarinda kararlidirlar.

Laboratuar kosullarinda polipirol filmler basit bir elektroliz hiicresi ve platin
levha elektrotlarla kiiciik boyutta elde edilebilir. Asetonitril gibi bir organik ¢oziiciiye
1,0 M pirol ve 0,10 M destek elektrolit (6rnegin, tetrabiitii amonyum tetraflorborat
anyonu dopant olarak goérev yapar) konur ve 1,0 V potansiyelde platin levha elektrot
kullanilarak elektroliz edilir. iletken karakterinden dolay1 elektrot yiizeyinde olusan
polipirol film, piroliin ileri polimerizasyonunu engellemez. Elektroliz zamani
degistirilerek film kalinligin1 kontrol etmek olasidir.

Pirol, yukarida verilen sentez kosullarinda ytikseltgenerek anotta radikal katyon
verir. Radikal katyonlar birleserek pirol kalintisina karst bir dopant anyonunun
bulundugu iletken polipirole doniisiirler. Dopant anyon tiirli, kullanilan destek
elektrolite baghdir. Siilfirik asit gibi asitlerin sulu ¢ozeltilerinden de elektrokimyasal
yontemle polipirol sentezlenebilir. Polipiroliin iletkenligi 100 S\cm diizeyindedir ve
degisik formlarda ticari polipirol liretimi yapilmaktadir.

Azot tizerindeki ¢iftlesmemis elektronlar (2 adet), halkada bulunan r elektronlar
(4 adet) ile birlestiginde benzen gibi diizlemsel ve aromatik (6 elektronlu) bir sistemi
olusturur. Pirol ve tiirevleri halkada yiiksek elektron yogunluguna sahip olan
bilesiklerdir. Dolayisiyla bu bilesikler elektrofilik katilma ve yer degistirme
reaksiyonlarma karsi son derece aktif iken niikleofilik reaksiyonlara karsi daha az
aktiftirler. Azot lizerindeki elektronlar halkaya verilir ve halkanin elektrofile kars

aktifligi artar. Pirol genellikle elektrofilik siibstitiisyon reaksiyonunu, 2 veya 5
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pozisyonundan gergeklestirir. Pirol monomerinin yapisi ve rezonans formlart Sekil

1.18.’de verilmistir.

Sekil 1.18. Pirol ve rezonans formlarinin yapisi

1.2.3.1. Polipiroliin Kimyasal ve Elektrokimyasal Sentezi

Polipirol (PPy) c¢evresel kararliligi, kolay sentezlenmesi ve yliksek
iletkenliginden dolay1 ticari uygulamalarda diger iletken polimerler igerisinde en fazla
tercih edilendir. PPy ilk kez 1916 yilinda kimyasal polimerizasyonla sentezlenmis ve
pirol siyahi olarak adlandirilmistir. PPy, pirol ya da siibstitiie pirol monomerlerinin
yiikseltgenmesi ile elde edilmektedir. Yiikseltgenme genellikle ya kimyasal bir
yiikseltgen varliginda ¢ozelti igerisinde kimyasal polimerizasyon ile ya da disaridan
gerilim uygulanarak iletken elektrot yiizeyinde elektropolimerizasyon yontemi ile
gerceklestirilmektedir. Bunun yani sira fotokimyasal baslatict ve enzim - Kataliz
polimerizasyon yontemleri de yiikseltgenme islemi icin kullanilmasina ragmen,

kimyasal ve elektrokimyasal polimerizasyon yoOntemlerine gore daha az tercih
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edilmektedir. Kullanilan cesitli sentez yontemlerine bagli olarak farkli formlarda
polipirol materyalleri elde edilmektedir. PPy elektrokimyasal sentez ile g¢alisma
elektrotu tizerinde film olarak, kimyasal polimerizasyon yontemi ile genellikle toz
halinde ve enzimatik polimerizasyon sonucunda ise sulu dispersiyonlar formunda
olugsmaktadir. Ayrica farkli sentez yontemleri ile elde edilen polimerler farkli kimyasal
ve elektriksel 6zelliklere sahip olmaktadir (Wallace ve ark., 2003).

Kimyasal polimerizasyonda yiikseltgen olarak genellikle (NH;).S,0s, H20,
bilesikleri ve Fe™, Cu™ Cr*®, Ce™ Ru*™ ve Mn"" gecis metalleri kullanilmaktadir
(Wang ve ark., 2001). Yikseltgen olarak (NH4),S;0s kullanildiginda anyonik katk1
maddelerinin ilavesi ile olusan polimer miktarinda ¢ok az bir artis gézlenirken buna
karsilik iletkenligi biiyiik Olctide azalmaktadir. Fe2(SO4)s, sodyum
dodesilbenzensiilfonat ve sodyum alkilsiilfonat gibi anyonik katki maddelerini iceren
sulu ¢ozeltinin kullanildig1 kimyasal polimerizasyon yontemi ile elde edilen polipiroliin,
hem miktarmin hem de iletkenliginin arttigt gozlenmistir (Kudoh, 1996). Ayrica
polimerizasyon isleminde kullanilan ¢o6ziiciiniin de polimerin iletkenligine etkisi
biiyiiktiir. Ayn1 polimerizasyon kosullarinda ¢oziicli olarak dimetilformamit ve aseton
kullanildiginda ¢ok diistiik iletkenlige sahip polipirol elde edilirken; benzen,
tetrahidrofuran, kloroform ve asetonitrilde iletkenligin 20 S/cm den kiigiik, su, metanol,
etanol, pentanolde ise 90 S/cm den biiyiik oldugu goriilmiistiir (Chandrasekhar, 1999).

Kimyasal polimerizasyon yontemi nano yapida polipirol sentezi i¢in oldukca
uygundur. Kimyasal olarak sentezlenen polipirol nano-kompozitleri, afinite
kromatografisi  c¢alismalarinda  kullanilmaktadir.  Bunun  yaninda  kimyasal
polimerizasyon, polipiroliin herhangi bir yiizey tizerinde olusturulmasi igin kullanigh bir
yontem degildir. Ayrica polipirol yaygin olarak kullanilan ¢oziiciilerde neredeyse hig
¢oziinmez. Bu nedenle polipirol ¢oziiniirliiiinii artiran uygun reaktifler ile katkilanir.
Coziinmiis polipiroliin ¢ozeltiden alinmasi polimerin kolloidal partikiil formunda olmasi
durumunda miimkiindiir. Fakat elektrokimyasal polimerizasyonla elektrot yiizeyinde
olusan filmlerin aksine kimyasal polimerizasyon ile elde edilen polipiroliin ylizeydeki
tutunmasimin zayif olmasi, polipirol esasli sensorlerin tasarimi ig¢in bu yontemin
kullaninmim1 ~ kisitlamaktadir.  Kimyasal  polimerizasyonun bu  dezavantajlari
elektrokimyasal polimerizasyon yontemi kullanilarak giderilebilir (Ramanavicius ve
ark., 2006).
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Sonug olarak polipirol hazirlanmasinda kullanilan sentez yontemi uygulama alanlarina
bagli olarak secilmelidir.

Piroliin elektrokimyasal polimerizasyonu, ilk kez Diaz ve arkadaslar1 tarafindan
gerceklestirilmistir. Bu alandaki arastirmalarda genellikle asetonitril, propilen karbonat
vb. gibi aprotik organik c¢oziicliler kullanilmigtir. Bunun yaninda piroliin protik
ortamlardaki elektrokimyasal polimerizasyonu da bilinmektedir (Takakubo, 1987).

Genies ve arkadaslarinin (Genies ve ark., 1983; Imanishi ve ark., 1988) 6nerdigi
polimerizasyon mekanizmasina gore, pirol monomeri (I) bir elektron vererek katyon
radikaline (II) ytikseltgenmektedir. Daha sonra, elektrofilik aromatik substitiisyon
reaksiyonu (A) veya radikal birlesme (coupling) reaksiyonu ile (B) meydana gelen
yapidan iki protonun eliminasyonu sonucu bir dimer (III) olusmaktadir. Aromatik dimer
ve daha biiylik molekiil agirligina sahip oligomerler, aym1 reaksiyon mekanizmasi
geregince polimeri olusturmaktadir. Her iki polimerizasyon mekanizmasi da radikal
katyon ara iiriinii iizerinden gerceklesmektedir. Genies ve arkadaglari tarafindan piroliin
elektrokimyasal polimerizasyonu ile PPy olusumu i¢in 6nerilen bu mekanizma Sekil

1.19.’da verilmistir.
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Sekil 1.19. Piroliin elektrokimyasal polimerizasyonu igin 6nerilen reaksiyon
mekanizmasi. A) Elektrofilik aromatik siibstitiisyon ve B) Radikal birlesmesi
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Piroliin elektrokimyasal polimerizasyonu sonucu meydana gelen notral

polimerin yapis1 Sekil 1.20.’de gosterilmistir (Mizoguchi ve ark., 1997).

Sekil 1.20. Notral (katkilanmamig) polipirol yapisi

PPy filmi notral halde yalitkandir. Ancak filmin yiikseltgendikten sonra ortaya
cikan yapis1 yiiksek iletkenlik gosterir (Czerwinski ve ark., 1987). Polipiroliin
elektronik olarak iletken hali Sekil 1.21.’de verilmistir (Samuelson ve Druy, 1986).

Sekil 1.21. Polipiroliin yiikseltgenmis yapis1 (bipolaron)

Pirol monomerinin elektrokimyasal polimerizasyonu sonucu elektrot yilizeyini
kaplayan polipirol, uygulanan gerilime bagli olarak bir elektron kaybederek katyon
radikali yapisina (polaron) doniisiir. Polaron yapisindaki polimer filminin bir elektron
daha kaybetmesi sonucunda di-katyonik yapi (bipolaron) meydana gelir (Johnson ve
Kriz, 1997). Polipiroliin redoks mekanizmasi Sekil 1.22.’de gosterilmistir.

Polipiroliin redoks reaksiyonu esnasinda filmde renk degisimi (elektrokromik
ozellik) gozlenmektedir. Polimer indirgenmis durumda acik kahverengi/sar1 renkte iken

yiikseltgenmis konumda siyah kadifemsi bir goriiniise sahip olmaktadir (Aydin, 2002).
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Bipolaron Polaron

Sekil 1.22. Polipiroliin yiikseltgenme-indirgenme mekanizmast

1.3. Glukoz ve Onemi

Glukoz derigsiminin belirlenmesi gida islemleri ve fermantasyonda oldugu kadar
klinik, biyolojik ve kimyasal 6rneklerde de ¢ok onemlidir (Yoshimura ve Hozumi,
1996; Mizutani ve Yabuki, 1997; Xu ve Chen, 2000). Seker hastaliginin izlenmesi ve
tibbi teshis amaciyla glukoz tayinleri yaygin olarak kullanilmaktadir. 21. yiizyilin en
biiyiik saglik sorunlarindan biri olan seker hastalifina yakalanan hasta sayisinin 2025
yilina kadar 300 milyonu bulacagi tahmin edilmekte (King ve ark., 1998) ve kan sekeri
seviyelerinin diizenli olarak ol¢iilmesi gerekmektedir (Garg ve ark., 2004). Bu nedenle,
deri alt1 dokularinda glukoz derisimini siirekli bir degerlendirmeye tabi tutabilmek ve
kandaki glukoz seviyesini belirleyebilmek amaciyla duyarli, segici, giivenilir ve diisiik
maliyetli glukoz sensorii iiretimi igin giderek artan bir ¢aba sarfedilmektedir (Yasuzawa
ve ark., 2000; Sljukic ve ark., 2006).

Elektrokimyasal analizler agisindan diisiiniildiigiinde, glukozun da iginde yer
aldig1 ¢ogu karbonhidratin, yaygin olarak kullanilan elektrotlar {izerinde yiikseltgenmesi
biiyiikk bir asir1 gerilim uygulanmasint gerektirdigi i¢in kolay degildir. Bu yiizden
yiiksek katalitik aktiviteye sahip ve daha basit islemler gerektiren alternatif elektrot
malzemeleri bulmak i¢in calisilmaktadir. Bu amaca yonelik en imit verici yaklagim
modifiye elektrotlarin kullanimi1 olarak goriilmektedir (Barrera ve ark., 2006). Bir
elektrot yiizeyini modifiye etmek, modifiye edilmemis yilizeyde gerceklesmeyen bazi

kimyasal 6zelliklerin gerceklesmesini saglar ve bdylece elektrot yiizeyinin segiciliginde
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artma meydana gelir (Oni ve ark., 2005). Kimyasal olarak modifiye bir elektrot elde
etmek icin elektrotlar cogu zaman iletken veya yari iletken bir malzemeyle kaplanir
veya kimyasal bir modifikasyon ajani yiik transfer reaksiyonlar1 ya da ara ylizey

baglantilar1 vasitasiyla yapiya sokulur (Leznoff ve Lever, 1989).

1.4. Glukoz Oksidaz

Glukoz oksidaz (GOD) (EC 1.1.3.4, B-D-glukoz: oksijen oksiderediiktaz)
glukozun molekiiler oksijen ile yiikseltgenip glukono-1,5-lakton ve hidrojen peroksidin
(H20,) olustugu reaksyonu katalizler. Lakton sulu ortamda herhangi bir enzime ihtiyag

duymaksizin hidroliz olarak glukonik aside dontisiir. Reaksiyon asagidaki gibidir:

1 Glukoz + O; _GOb | Glukono-1,5-lakton + H,0,
H,O
Glukonik Asit

GOD aktivitesi ilk defa 1904’de Maksimow tarafindan Aspergillus niger
(A.Niger)’de saptanmistir. Enzimin oksidatif etkisi oldugunu belirleyen Miiller (1928),
saflastirilan enzimin sahip oldugu sar1 rengin, bilinyesindeki prostetik gruptan (flavin
adenin diniikleodit, FAD) kaynaklandigin1 6ne stirmiistiir. Keilin ve Hartree (1948),
oksidasyonun FAD tarafindan gerceklestirildigini; enzimin agiga ¢ikardigit H,O, ile
antimikrobiyel aktivite gosterip antibiyotik olarak davrandigini belirlemislerdir. Enzim
ticari olarak ilk kez 1952 yilinda iiretilmeye baslanmistir. Onceleri enzim kaynagi
olarak Penicullum notatum ve Pencillum glaucum kullanilmig olup, gliniimiizde

Aspergillus niger veya Pencullum amagasakienese kullaniimaktadir (Ozyilmaz, 2005).
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1.4.1. GOD’nin Genel Ozellikleri

Katalizledikleri reaksiyonlar ayni olsa da, degisik kaynaklardan saflastirilan
GOD molekiilleri farkli kimyasal dzellikler gosterir. Ornegin A. Niger, kaynakli GOD
molekiil agirliklar1 80 kD olan, birbirine disiilfit kopriileri ile baghh 2 esdeger alt
tiniteden meydana gelmistir. A. Niger GOD’sinin her alt tinitede 1 mol FAD
icermektedir. GOD molekiiliinde yaklasik olarak % 74 protein, % 16 noétral seker ve %
2 amino sekeri bulunmaktadir. Enzim yapisinda bulunan karbonhidratin % 80’ini
mannoz olusturmaktadir. Mannoz, enzimin protein kismina Ans amino asit artiginin R
grubundaki amino azotu, Thr ve Ser amino asit artiklarinin R gruplarindaki hidroksil
oksijeni tizerinden glukozidik bag ile baglanmistir. Ayrica enzimdeki FAD molekiili
flavin-hipoksantin diniikleotid ile yer degistirdiginde GOD aktivitesinde bir degisim
gozlenmemektedir. FAD molekiilii ile apoprotein arasinda kovalent bag
bulunmadigindan enzim tamamen denatiire edilerek FAD molekiilii enzimden
uzaklastirilabilir. Enzimin yapisinda bulunan karbonhidrat tamamen uzaklastirilsa bile
aktivite gdstermeye devam eder; ancak termal stabilitesi azalir.

GOD B-D-glukoz i¢in oldukga spesifik olup B-D-glukoz’u a-D-glukoza goére 157
kez daha hizli okside eder. Ayrica enzim 2-deoksi-D-glukoz, D-mannoz ve D-galaktoz
i¢in ¢ok diisiik de olsa aktivite gdstermektedir.

GOD’nin baglica inhibitérleri Ag*, Hg* ve Cu*? olarak belirlenmistir
(Ozyi1lmaz, 2005).

1.4.2. GOD’nin Reaksiyon Mekanizmasi

GOD enzimi glukozu glukonik aside oksitler. Reaksiyon flavoenzimin &nce
indirgendigi ve sonra da ylikseltgenmesinin meydana geldigi iki basamak {izerinden
yiiriir. Indirgenme yar1 basamaginda glukoz iki proton ve elektronu enzime aktarip
glukonolaktona doniisiir. Yiikseltgenme yar1 basamaginda ise enzim molekiiler oksijen
ile yiikseltgenir ve hidrojen peroksit olusur. Reaksiyon mekanizmasi tam olarak
anlasilamamis olmakla beraber, aktif bolgede bulunan His 516, His 559 ve Glu 412
aminoasit artiklarinin redoks reaksiyonda rol aldiklari bilinmektedir. Yar1 empirik
hesaplamalar sonunda, glukozdan FAD’a 1 hidriir iyonunun verildigi, bunun yaninda 1

protonun da aktif bolgedeki His aminoasit atiklarindan birine transfer edildigi
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bildirilmigtir. Yapilan kinetik c¢aligmalar deprotonasyon isleminin diisiik pH’da

gerceklesebilecegini gostermektedir (Weibel, 1971).

Glukoz Oksidaz
__._CH ;-"{:H
Y 5 — TP R
Hio ", ~ - HO™ e,
, FADH ~
Mo T T e
- — oH o
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HpD:} '-—-IE
H:0

D- ghikonolakton

Sekil 1.23. GOD nin etki mekanizmasi
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Sekil 1.24. GOD enziminin yapisindaki FAD grubu
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Sekil 1.25. izoalloksazin halkasinin indirgenmesi
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FAD’nin indirgenme 0&zelligi riboflavin molekiiliiniin indirgenmesi esasina
dayanir. FAD elektron akseptorii olarak davranip glukozu yiikseltger; ardindan
molekiiler oksijeni indirgeyerek hidrojen perokside doniistiiriir ve kendisi tekrar

oksitlenmis formuna doniisiir.

1.4.3. Glukoz Oksidaz Elektrotu ile Glukoz Tayini

Hidrojen peroksit iiretimine neden olan oksidaz enzimi temelli biyosensorler
yaygin olarak kullanilmaktadir (Cosnier ve ark., 1999). Son zamanlarda iletken
polimerlere biyokatalizérlerin immobilizasyonu ile ilgili ¢alismalar dikkate deger bir
sekilde artmaktadir. Polipirol, polianilin, politiyofen ve tiirevlerini iceren iletken
polimerler ise elektrokimyasal olarak {iretilen enzimatik elektrotlarin baglicalaridir
(Retama ve ark., 2004). Bunlardan polipirol ile diisiikk yiikseltgenme gerilimine sahip
olmasi nedeniyle ¢ok ilgilenilmistir. Elektrokimya agisindan 6nemli olan bu &zellik
sayesinde pek c¢ok biyolojik sistemle uyumlu olan sulu g¢ozeltilerden film olusumu
miimkiin olmaktadir. Pek ¢ok iletken polimer biyosensorii ile glukoz derisiminin
belirlenmesi enzimatik reaksiyon sirasinda tiiketilen oksijenin indirgenme akiminin
veya ac¢iga ¢ikan hidrojen peroksitin yiikseltgenme akiminin izlenmesiyle
gerceklestirilmektedir (Adeloju ve ark., 2001).

Li ve Lin’in (2007), yaptiklar1 polipirol ve poli-o-aminofenol (POAF) modifiye
elektrot caligmalarinda bir sensoriin calisma prensibini ve isleyis mekanizmasini

sematik olarak gostermislerdir (Sekil 1.27.).
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GlikOZ\ / H202
PPy-Pt - Cams: karbon
‘@’ nanokompozit 28 elelktrot
Glikonik4 [
asit
Cozelti POAF-GOD PPy-Pt filmi Elektrot
filmi

Sekil 1.27. GOD immobilize edilmis POAF’iin PPy-Pt nanokompozit filmi {izerine
kaplanmasiyla olusturulmus glukoz sensorii ve isleyis mekanizmasi

Burada oncelikle H,O; yiikseltgenmesini katalizlemek amaciyla polipirol-Pt
(PPy-Pt) nanokompozit bir i¢ tabaka olusturulmus ve bu tabaka tizerine biriktirilen poli-
o-aminofenol filmine glukoz oksidaz enzimi (GOD) immobilize edilmistir. Glukoz
oksidazin tutturuldugu poli-o-aminofenol filmi (POAF-GOD) c¢ozeltideki glukoz ile
temas ettiginde oksijen varliginda GOD enziminin etkisiyle glikonik asit ve H202

olusmaktadir.

Glukoz + O, —Sukezdstaz o Glikonik asit + H,0 (1.8.)

Ardindan olusan H202 PPy-Pt iizerinde elektrokatalitik olarak yiikseltgenmekte

ve pik akimlart H2Oz2 ile orantili akim degerlerinin elde edilmesini saglamaktadir.

H,0, —P™ 5 02+ 2H + 2¢ (1.9.)

Elde edilen bu degerler dolayli olarak glukoz miktariyla iliskilidir. Boylece

glukoza duyarli modifiye bir elektrot elde edilmis olmaktadir. Kullanilan enzim glukoza
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spesifik cevap verdiginden tasarlanan elektrot girisim yapan tiirlerin varligindan en az

etkilenecek sekilde hazirlanmistir.

1.5. Voltametrik Yontemler

Dengede bulunan elektrot/¢ozelti sistemi akim veya gerilim uygulanarak
bozuldugunda sistemin yeniden dengeye ulasabilmesi i¢in gosterdigi davranislarin
incelendigi yontemlere ‘voltametrik yontemler’ denir. Bu yontemlerde elektrotlardan
birine elektriksel etki yapilarak sistemin verdigi cevap Olgiiliir. Bu cevap sistemin
ozellikleri hakkinda bilgi verir. Genel olarak elektrokimyasal yontemlerde akim, gerilim
ve zaman parametreleri bulunur ve bu parametreler yontemin adim belirler. Ornegin
voltametri, kronoamperometri ve kronokulometri gibi yontemlerde sirasi ile gerilim—
akim, zaman-akim ve zaman-ylik parametreleri arasindaki iliski anlatilmaktadir.

Elektroanalitik yontemler genel olarak statik ve dinamik yontemler olmak tizere
ikiye ayrilir. Statik yontem net akimin sifir oldugu denge durumunu, dinamik yontem
ise denge durumundan uzakta net akimin goézlendigini ifade eder. Elektroanalitik
yontemlerin ¢ok biiyiik bir kism1 net akimin sifir olmadigi dinamik yontemlerdir.
Gerilim kontrollii dinamik metotlar arasinda yer alan voltametrik yontemde deneyler
destek elektrolit ve {iglii elektrot sisteminin bulundugu elektrokimyasal hiicrelerde
gergeklestirilmektedir. Destek elektrolit ¢ozelti iginde elektriksel iletkenligi saglamak
amactyla kullanilir. Bu yontemde, c¢alisma (indikatoér) elektrotu ile referans
(karsilagtirma) elektrotu arasina uygulanan ve degeri zamanla degisen gerilime karsi,
calisma elektrotu ile karsit (yardimci) elektrot arasindaki gegen akim Olgiilmektedir.
Voltametrik yontemde caligma elektrotu olarak civa, platin, altin, paladyum, karbon
(grafit, karbon pasta, camsi karbon) gibi elektrotlar yaygin olarak kullanilmaktadir.
Referans elektrotun gerilimi deney siiresince sabittir ve genellikle referans elektrot
olarak Ag/AgCl veya doymus kalomel (SCE) kullanilmaktadir. Elektrot sistemindeki
tigtincii elektrot ise karsit elektrottur ve yaygin olarak platin kullanilir. Voltametrik
yontemde caligma elektrotu iizerinde maddelerin indirgenmesi veya yiikseltgenmesi
sonucunda akim olusur. Indirgenmeden dolayr olusan akima katodik akim,
yiikseltgenmeden dolay1 olusan akima ise anodik akim denir. Bu yontemle herhangi bir

maddenin elektrokimyasal davranisinin incelemesi elektrota uygulanabilecek gerilim
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araliginin smirlarina, kullanilan c¢aligma elektrotuna, kullanilan ¢6ziicii ve destek

elektrolitin tiiriine baglhdir (Ozcan, 2008).

1.5.1. Dogrusal Taramah ve Doniisiimlii Voltametri

Dogrusal taramali voltametride (DTV) elektroaktif bir madde i¢eren durgun bir
¢ozeltide bir calisma elektrotu ile karsilastirma elektrotu arasina zamanla dogrusal
olarak degisen bir gerilim programi uygulanir ve ¢alisma elektrotu ile karsit elektrot
arasinda olusan akim Olgiliir. Elde edilen gerilim-akim cevap egrisine ‘dogrusal
voltammogram’ denir. Dogrusal taramali voltametri yonteminde onemli bir deneysel
degisken olan gerilim tarama hizi, 0,01-1,00 V/s arasinda degistirilebilmektedir.
Calisma elektrotuna uygulanan gerilim elektroaktif maddenin indirgenme veya
yiikseltgenme gerilimine ulasinca elektrot yiizeyindeki maddenin ¢ok hizli tiikketilmesi
akimda artigsa neden olur. Bu islem elektrot yiizeyi ile ¢dzelti arasinda bir derisim farki
dogurur. Bunun sonucu olarak c¢ozeltiden elektrot ylizeyine difizyonla kiitle aktarimi
baslar. Diflizyonla kiitle aktarimi, elektron aktarim isleminin hizi ile yarisamadigindan

akimda tstel bir diigiis gozlenir ve bir pik elde edilir (Sekil 1.28.).

a) b)

Gerilim (E)
Akim

Zaman (t) Gerilim (E)

Sekil 1.28. Dogrusal taramal1 voltametride (a) gerilim taramasinin zamanla degisimi ve
(b) elde edilen voltogram

Dontisiimlii voltametri (DV) yontemi dogrusal taramali voltametri yonteminin
tamamlayicist gibi diisiiniilmektedir. ileri ydnde uygulanan gerilim taramasi istenen bir

degerden sonra ters cevrilerek (Sekil 1.29a) analitin hem yiikseltgenme hem de
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indirgenme 6zelliklerinin ayn1 anda incelenmesi avantajini1 saglamaktadir. Bu yontemde
elde edilen cevap egrisine de ‘doniistimlii voltammogram’ denir (Sekil 1.29b). Bu
yontemde ileri ve geri yondeki gerilim tarama hizlar1 ayni tutulabildigi gibi istendiginde
farkli tarama hizlar1 da kullanilabilir. Ayrica ileri ve geri yondeki gerilim taramasi bir
kez yapilabildigi gibi birgok kez de yapilabilir. Bu durumda ¢ok dongiilii doniistimlii
voltammogramlar elde edilir.

Dontisiimlii voltammogramlarin  ayrintili  incelenmesiyle bir sistemin hangi
gerilimlerde ve ka¢ adimda indirgenip yiikseltgenebilecegini  (reaksiyon
mekanizmasini), elektrokimyasal agidan tersinir-yar1 tersinir-tersinmez ozelligini,
elektrot tepkimesini izleyen bir ¢ozelti tepkimesinin olup olmadigini, olusan tirlinlerin
kararliligini, elektrot tepkimesine giren maddelerin veya iiriinlerin elektrot yiizeyine

tutunup tutunmadiklarin1 anlamak miimkiindiir (Ozcan, 2008).

i A
a) ~| b

m < Epind

~ o

£ S

= X

(b}

o -3
* Gerilim (E)
X

'8 Epyiik
Zaman (t) b

Sekil 1.29. Doniistimlii voltametride (a) gerilim taramasinin zamanla degisimi ve (b)
elde edilen voltammogram
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2. ONCEKI CALISMALAR

Vrbova ve Marek, (1990), HCI ile kismi olarak hidrolizlenmis naylon ag
tizerine Ugi reaksiyonu ile GOD ve CAT’1 ko-immobilize etmislerdir. Enzimlerin
immobilize edildigi naylon ag1 oksijen sensorii ile birlestirerek D-glukoz i¢in spesifik
bir biyosensor tasarlamiglardir. Karsilastirma yapmak amaciyla GOD ve CAT™1
siklohekzil izosiyaniir yokken ve sadece GOD’1 siklohekzil izosiyaniir varligi ve
yoklugunda immobilize ederek sicaklik ve pH’nmin aktivite {izerine etkisini
incelemiglerdir. Siklohekzil izosiyaniir varliginda immobilize edilmis GOD ve CAT
sisteminin 6 ay sonrasinda aktivitesini % 90 korudugunu belirlemislerdir.

Horborn ve ark., (1997), gbzenek biiyiikligii kontrollii cami Once silanlayip
gluteraldehit ile etkilestirmisler; sonra da GOD ve CAT’1 immobilize etmislerdir.
Immobilize enzimleri akiskan-enjeksiyon esasli minyatiir bir termal biyosensdr
tasariminda kullanmiglardir. Higbir 6n islem uygulanmaksizin tam kanda glukoz
derisimini belirlemek amaciyla kullanilan biyosensorde analizi yapilan kana ait
hemotokrit degerinin sonuca etkisini incelemislerdir. 5 dakikalik 6l¢im periyodunda en
az 100 kan Orneginin analizinin yapilabildigini ve 0,5-16 mmol\L glukoz derigimi
aralig1 i¢in lineer cevap alindigini bildirmislerdir.

Yasuzawa ve ark., (1999), enzim varliginda 3-(1-pirol) propiyonik asitin (PPA)
elektropolimerizasyonuyla amperometrik glukoz sensorii hazirlamislardir. Suda
¢ozlinen (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid (EDC) ile glukoz oksidaz (GOD)
ve polipirol tiirevlerini kovalent baglamislardir. Poli (o-fenildiamin) (PPD) ve nafyon
filmler aymi elektrot i¢cinde i¢ filmler gibi elde etmislerdir. EDC’nin davranisinin
elektrot ilizerindeki nafyon i¢ film disginda glukoz cevaplama kararliliginin
gelistirilmesinde etkili oldugunu bulmuslardir. Ortama D-fruktoz veya iire eklenmesi
elektrota etki etmemesine karsin; askorbik asit, asetaminofen ve trik asitin elektrot
tizerindeki i¢ filme etkisinin goz ardi1 edilmeyecegini 6ne stirmiislerdir.

Garjonyte ve Malinauskas, (2000), GOD’yi Prusya Mavisi (PB) ile polipirol
(PPy) veya poli o-fenildiaminin (POPD) her iki monomerinin uygun olan birer tabakasi
modifiye platin elektrot tizerine immobilize etmislerdir. Glukozun amperometrik
tepkilerini enzimatik reaksiyonlar sirasinda olusan hidrojen peroksitin olugsmasina baglh

olarak olgmiisler ve Ag\AgCIl’ye kars1 anodik davranisi 0,60 V, katodik davranisi 0,00
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veya 0,20 V’de calismislardir. POPD’nin modifiye elektrot olmasi durumunda,
asetoaminofen veya askorbat gibi girisim etkileriyle zorlayici bir sekilde indirgenmenin
olmasina neden oldugunu bildirmislerdir.

Xue ve ark., (2000), iletken polianilin-poliizopren (PANI-PIP) kompozit filmine
GOD’yi immobilize ederek H,0, segici gegirgen bir biyosensor tasarlamiglardir. Pt
elektrot dnce poliizopren ile kaplandiktan sonra 1 M HCI i¢indeki 0,02 M anilin i¢eren
cOzeltiye daldirilarak 0,65 V sabit potansiyel altinda elektrokimyasal olarak polianilin
sentezlemislerdir. PANI-PIP filmi ile kapli olan Pt elektrotu pH 4,50 olan 0,1 M fosfat
tamponuna daldirilip -0,50 V potansiyel altinda film biinyesinde bulunan CI" iyonlarini
miimkiin oldugunca uzaklastirdiktan sonra 20 uM GOD igeren pH 6,52 olan fosfat
tamponuna daldirmis ve bu ortamda 0,65 V potansiyel fark uygulanarak (-) ytikli olan
GOD’yi (pI degeri 4,2) PANI-PIP filminin igine immobilize etmislerdir. Enzim
sistemini glukoz ¢ozeltisine daldirilarak olusan H,O,’nin elektrokimyasal oksidasyonu
sirasinda agiga ¢ikan akimi Olgmiislerdir. Film bilesimi ile biyosensoriin hassasligini,
H,O, gegirgenligini ve interferens 6zellik gosteren askorbik asitin etkisini inceleyerek
biyosensorii karakterize etmislerdir.

Ramanathan ve ark., (2001), GOD ve CAT’in ko-immobilize ediligi sol jel
esasli termal glukoz biyosensorii tasarlayarak karakterize etmislerdir. Gozenekli camsi
karbon elektrot su ile iyice islatildiktan sonra yiizeyi tetractoksisilandan hazirlanmig
olan sol-jel ile muamele edip kurutmuslar sonrasinda iizerine GOD-CAT karisimi
dokiilerek enzim karigimini jel i¢ine immobilize etmislerdir. Camsi karbon elektrotu
mekanik destek; sol-jeli ise enzimin destege tutunmasini saglayan yapistirici olarak
kullanmiglardir. Elde ettikleri elektrotu enzim termistorii iceren bir kolona yerlestirip,
farkli derisimlerdeki glukoz enjeksiyonu ile kolondan gegen tampon ¢ozeltinin
sicakligindaki degisimini 6lgmiislerdir.

Tinkili¢ ve ark., (2002), bakir tel lizerinde grafit-epoksi tabakasi ve sonrasinda
bu tabakanin yiizeyinde olusturulan PVC ve PVC-NH; membrana iireaz ve glukoz
oksidazi gluteraldehit araciligiyla capraz baglama yontemiyle immobilize etmisler,
boylece glukoz ve iire biyosensodrii olusturmuslardir. Immobilizasyon asamasinda
gluteraldehit enzimden 6nce ve enzimle birlikte olmak tizere iki farkl sekilde kullanmig
ve ilk sekilde olusturulan biyosensoriin daha hizli cevap verdigini belirlemislerdir.

Glukoz derisimine bagli olarak amperometrik ol¢lim yaptiklarinda 0,1-50 mM
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araliginda lineer cevap almiglardir. Tasarlanan biyosensoriin yiiksek hassaslik ve uzun
Omiir gostermesi, kolay ve diisiik maliyette hazirlanabilmesi, kii¢clik olmasi ve kisa
stirede cevap vermesi gibi 6nemli 6zellikleri oldugunu rapor etmislerdir.

Borole ve ark., (2003), polianilin (PA), poli-o-toluidin (POT) ve onlarin
kopolimerleri polianilin-co-o-toluidin (PA-co-POT) asetat ve fosfat tamponu iginde
platin levhaya elektrokimyasal olarak depolanmis ve olusturulan ince filmler igine basit
bir teknik olan tutuklama yontemiyle glukoz oksidazi (GOD) hapsetmisler ve bir glukoz
biyosensorii tasarlamiglardir. Maksimum akim PA, POT ve PA-co-POT GOD
elektrotlar1 i¢in 0,60 V potansiyelde ve pH 5,5 te gozlemislerdir. Fosfat tamponunda
hazirlanan elektrotlar asetat tamponunda hazirlananlara kiyasla daha hizli yanit
vermistir. PA GOD elektrotun POT ve PA-co-POT GOD gore; PA-co-POT GOD
elektrotunun da POT GOD elektrota gore da hizli cevap verdigini bulmuslardir.

Borole ve ark., (2004), poli-o-anisidin (POA), poli-o-toluidin (POA) ve onlarin
kopolimerleri olan poli-o-anisidin-co-o-toluidin (POA-co-POT)’i 1 M H,SO, elektrolit
ortaminda 0,1 M’lik monomer c¢ozeltileri 50 mV\s tarama hiziyla -0,2 ve 1,0 V
potansiyel araliginda Ag\AgCI elektrota karsi platin elektrot {izerine elektropolimerize
etmiglerdir. POA, POT ve onlarin kopolimerleri (POA-co-POT) asetat ve fosfat
tamponu i¢inde platin levhaya elektrokimyasal olarak depolanmis ve olusturulan ince
filmler igine tutuklama yontemiyle glukoz oksidazi (GOD) hapsetmisler ve bir glukoz
biyosensorii tasarlamiglardir. Her iki tamponda da POA, POT, POA-co-POT GOD
elektrotlar1 i¢in maksimum akimi pH 5,5'te ve 0,60 V potansiyel araliginda
gbzlemislerdir. Amperometrik Olgiimlerde fosfat tamponunun asetat tamponuna gore
daha hizli yanit verdigini gérmiigler ve fosfat tamponunu tercih etmislerdir. POT GOD
elektrot her iki tampon i¢inde amperometrik Slgiimlerde kullanim i¢cin POA-co-POT ve
POA GOD elektrotlara gore tercih edilmistir. Cilinkii; POT GOD orantili olarak iyi
sonuglar vermistir. Kopolimer GOD elektrot, POA GOD elektrotun sonuglarina gore
daha iyi sonuglar gostermistir.

Eftekhari, (2004), substrat demir elektrot {izerine polianilin filmin
elektrodepolanmasiyla olusturulan modifiye enzim elektrot Ornekleri iizerinde
calismigtir. Demir substratin1  pasiflestirerek anilinin  elektropolimerizasyonunu
gerceklestirmistir. Substrat yiizeyindeki pasif tabaka varliginin meydana gelen

elektroaktif film tizerinde Onemli etkilere sahip oldugunu belirtmistir. Anilinin
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elektropolimerizasyonunu GOD varliginda gergeklestirerek enzim elektrotlarini elde
etmigtir. Pasiflestirilmis demir elektrot tizerindeki polianilin film formunun daha kararl
oldugunu rapor etmistir.

Chen ve ark., (2006), askorbik asit gibi safsizliklarin girisimlerini elimiine
etmek amaciyla; polipirol film elektrot, polipirol-glukoz oksidaz elektrot, karsi elektrot,
referans elektrot gibi dortlii elektrot hiicresi ile meydana gelen, girisimsiz bir glukoz
biyosensorii tasarlamiglardir. Glukoz oksidazin net katalitik akimini, glukoz oksidazsiz
iki c¢alisma elektrotun cevap akimlar1 farkindan elde etmislerdir. Glukoz
biyosensoriiniin analitik performansi {izerine pH’nin, sicakligin ve potansiyelin etkisini
aragtirmiglardir. Enzim ile katalizlenen reaksiyonun optimum pH’mi ve aktivasyon
enerjisini sirasiyla 5,5 ve 25 kJ\mol olarak bulmuslardir. Iyax ve Ky degerlerini
sirastyla 5,88 pA ve 233 mmol\dm® bulmuslardir. Biyosensor cevap akimlarinin
0,005’ten 20 mmol\dm®e artan glukoz derisimlariyla lineer bir sekilde arttigini
bildirmislerdir. Ayrica glukoz biyosensoriinii UV ve FTIR ile karakterize etmislerdir.
Elde edilen girisimsiz polipirol glukoz biyosensoriinde glukoz tayininin hassas bir
sekilde yapilip insan plazma orneklerine uygulamada ilerlenebilecegi sonucuna
varmislardir.

Yu ve Sundmacher, (2007), biyoyakit hiicresi veya biyosensor olarak uygulama
potansiyeli olabilecek bir enzim elektrotu hazirlamiglar; bu amagla GOD ve ferrosen-
GOD’nin dopant olarak kullanildig1 ortamda elektrokimyasal yontemle iletken polimer
matriksi sentezlemislerdir. FElde edilen polimer-enzim tabakasmi fiziksel ve
elektrokimyasal yontemlerle karakterize ederek glukozun oksidasyon aktivitesini
aragtirmiglardir.  GOD-ferrosen ortaminda elde edilen enzim elektrotunun glukoz
oksidasyon akiminin daha yiiksek oldugunu rapor etmisler ve maksimum duyarlilig1 20
mM glukoz derisimi i¢in gozlemislerdir.

Ekanayake ve ark., (2008), platin {izerine kapli nano gozenekli aliimina
elektrot kullanarak iletken bir polimer olan polipirol (PPy) ile amperometrik GOD
biyosensorii tasarlamiglardir. Caligma igerisinde polipirol film igine yapay porlar
(gozenekler) yerlestirilmis ve modelde gozenek boyutlar1 secilirken GOD molekiiliiniin
gozenek boyutlar1 baz alinmistir. Gézenek boyutlar1 dikkatli bir bicimde incelenerek,
eslestirilmistir. PFg ile dop edilen polipirol filmini 0,05 M pirol ve 0,1 M NaPFg ile 0,3

mA/cm? akim yogunlugunda 90 s. siireyle sentezlemislerdir. Immobilizasyonu
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nanogozenekli polipirol film {izerine Sul. GOD’nin fiziksel adsorpsiyonuyla
gerceklestirmiglerdir. Capraz baglayici olarak 5 pl % 1 (v\v) gluteraldehit ¢ozeltisi
kullanmiglardir. Sentezlenen filmleri elektrokimyasal teknikler ve taramali elektron
mikroskobu (SEM) kullanarak karakterize etmislerdir. 0,4 V’de glukozun farkli
derisimlerine kars1 amperometrik cevaplamalari 6l¢miislerdir. Nanogozenekli elektrotlar
molekiil agirligi yiiksek olan enzimin taginmasiyla olusturulmustur ve sonug¢ olarak
kullanilan ¢apraz baglayicinin sensoriin - duyarliligini, tekrar kullanilabilirligini,
kararliligini ve raf 6mriinii arttirdigini bildirmislerdir.

Yavuz ve ark., (2008), 0,10 M H,SO, asitli ortamda yeni poli (N-metilanilin)/
Kitosan (PNMANI)/Ch kompozitinin elektrokimyasal senteziyle amperometrik glukoz
sensOrii hazirlamiglardir. GOD enzimi bu kompozit ylizeyine fiziksel adsorpsiyon
yontemiyle immobilize edilmistir. Sentezlenen kompozit FTIR ve UV goriiniir bolge
spektrofotometrik yontemlerle karakterize edilmis ve ayrintili yamit ¢aligmalar
glukoz derisimi ve pH’ya gore yapilmistir. PNMANI/Ch/GOD elektrot amperometrik
yontemle glukoz algilamasi 0,06-1,831 mM aralig1 igindeki glukoz derisimleri i¢in
kullanilmistir. Elektrotun cevap verme siiresi 70 s. olarak bulunmus ve Michaelis-
Menten sabiti 1,71 mM olarak hesaplanmistir.

JingJding ve JunJie, (2009), SBA-15 mezogézenekli silika kompozitinin
(AuNPs-SBA-15) kapsiillendigi altin nanopartikiiller izerine horseradish peroksidaz ve
glukoz oksidazin baglandigi yeni bir bienzim biyosensorii tasarlamiglardir. Bienzim
biyokonjugasyon biyosensoriin elektrokimyasal davranisi doniisiimlii voltametri ve
elektrokimyasal impedans spektroskopisiyle incelenmistir. Sonuglarin; dogrudan
elektrokimyasal olarak gergeklestirilmesi sonucunda; elektron transfer arayiizeyinde ve
elektro iletken yiizeyinde hizlanan HRP’nin, mezog6zenekli AUNPS-SBA-15 varliginda
iyice artan protein yiiklemesi gosterdigini bildirmislerdir. AUNPs-SBA-15 kompozitinin
elektrokatalitik etkisinden dolay1 biyosensor, enzimatik reaksiyonlardan olugan H,O;’ye
duyarli cevap verdigini rapor etmislerdir. Boylece, bienzim biyosensoriin glukoz tespiti
icin herhangibir mediyator eklenmeksizin kullanilabilecegini soylemislerdir. Maksimum
glukoz tespiti 1’den 48 uM lineer aralik ile 0,5 uM oldugu sonucuna varmislardir.

Ghica ve Brett, (2009), fenoksazin boya, parlak krezil mavisi (BCB) camsi
karbon elektrot {izerine doniisiimlii potansiyel teknigi ile polimerize edilmis ve poli

(parlak krezil mavisi) (PBCB) ile sonuglanan film i¢in doniisiimlii voltametri,
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diferansiyel puls voltametrisi ve elektrokimyasal impedans spektroskopisiyle
calismislardir. Elde ettikleri polimer filmlerin elektrokimyasal 6zelliklerini incelemisler
ve biribirleriyle karsilastirmiglardir. Farkli yardimci elektolitler iginde farkli pH
degerleri ile ¢alisan diferansiyel puls voltametrisinde en yiiksek akim pH 4,1’de en
yiiksek akim goriilmiis ve sonra azalmaya baglamistir. Oksidasyon pikinin yogun akimi
sonucunda polimerin kalinlasabilecegi sonucunu bildirmislerdir. Ayni davranisi
doniistimlii voltametride de gormiislerdir. Oksidasyon ve rediiksiyon piklerinin akim
yogunlugu her ikisinde de lineer bir sekilde tarama hizinin kare kokiine bagli oldugunu
bildirmislerdir. Bu davranis difiizyon kontrol islemiyle uyumlu olmustur. Ayrica 51
mV\pH egimi i¢inde artan pH ile potansiyel pikin negatif degerlere hareket ettigini
gormiisler, redoks islemi siiresince proton ve elektron sayilarinin esit oldugunu
belirtmislerdir. Modifiye elektrotu PBCB ile 0,00 V amperometrik modunda hidrojen
peroksiti tayin etmede basarili bir sekilde uygulamiglardir. Lineer dogrusal yanit 1,3
mM ve 31 uM arasindadir. Glukoz oksidaz enzimini ¢apraz baglayici gluteraldehit ile
immobilize etmislerdir ve sigir serum albumin (BSA): polimer fonksiyonu glukoz
biyosensorii icinde redoks mediyatorii olarak diisiik karisimlarda kiiciik negatif
potansiyeller glukozun tayinine olanak saglamaktadir.

Ahmadalinezhad ve ark., (2009), Prusya mavisiyle modifiye edilmis
nanogozenekli altin yiizeye GOD immobilize ederek orijinal bir glukoz biyosensorii
tasarlamiglardir. Bu c¢alismada hizli cevap veren ve 2,5 uM gibi diisiikk glukoz
derisimine duyarli amperometrik glukoz biyosensorii hazirlamislardir. Hassasiyetinin
¢ok yiiksek oldugunu bulmuslar, 177 pA/mM, Michaelis Menten sabitini 2,1 mM olarak
hesaplamislardir. Bununla beraber biyosensoriin tekrar kullanim kararliliginin 1yi
oldugunu ve 60 giin siireyle bu kararlilig1 siirdiirdiigiinii bildirmislerdir. Biyosensoriin
anti girisim yetenegi incelenmis; askorbik asit, {irik asit, asetaminofen gibi girisim etkisi
yapan bilesiklerden ¢ok az miktarda etkilendigi sonucuna ulasmislardir.

Rahman ve ark., (2009), glukoza son derece duyarli olan GOD adsorbe edilmis
multiwall karbon nanotiipe modifiye edilmis film elektrot gelistirmislerdir.
Elektrokimyasal ¢aligmalar i¢in diisiik potansiyel degerler gosterdigini bildirmislerdir.
Glukoza kars1i olan algi ozelliklerini doniistimlii voltametri ve kronoamperometri
tekniklerini kullanarak calismislardir. Cizilen kalibrasyon grafiginde derisim araligini

1,0 ile 500 uM arasinda oldugunu agiklamiglardir. Girigim etkisi yapan diger biyolojik
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bilesiklerin neler olabilecegini arastirmiglardir. Glukoz biyosensdriiniin tekrar kullanim
kararliligini, depolama kararliligini ve hassasiyetini 6l¢miislerdir. Tasarlanan glukoz
biyosensoriiniin insan serum Orneklerine bagariyla uygulanabilecegi sonucuna
ulagmuslardir.

Luo ve ark., (2010), camsi karbon elektrot (GCE) iizerine kitosan/NiFe;04
nanopartikiiller (CHIT/NiFe,O4NPs) ile glukoz oksidaz entegre ederek orijinal bir
glukoz biyosensorii tasarlamiglardir. CHIT/NiFe,O4NPs/GOD’nin  6zelliklerini  X-
kirmim 1s1n1 (XRD), taramali elektron mikroskobu (SEM), UV spektroskopisi, FTIR ve
elektrokimyasal impedans spektroskopisiyle karakterize etmislerdir. Doniistimli
voltametri ile calisilarak bir redoks mediyatorii olan ferrosen Kkarboksilik asit
kullanildiginda GCE’ye modifiye edilmis CHIT/NiFe,O4NPs/GOD  glukozun
oksidasyonunda miikemmel bir elektrokatalitik cevap verdigini gormiislerdir.
Biyosensoriin glukoza duyarli oldugu lineer araligi 1x10™ — 2x102 mol/L olarak tespit
etmiglerdir. Tasarlanan biyosensoriin glukoz tayini i¢in milkemmel bir performans
sergiledigi, 0,6 V’da ve 4 s’den daha kisa siirede cevap verdigini bulmuglardir.

Nenkova ve ark., (2010), poliakrilonitril (PAN) filmine silika jel ve karbon
nanotiiplere (MWNTs) tutuklanacak nanokompozit materyal hazirlamislar ve glukoz
oksidaz1 ¢apraz baglayarak yeni bir amperometrik biyosensor tasarlamiglardir.
Nanokompozit matriksini hazirlayabilmek icin en uygun kosullar1 aragtirmislardir.
Silika jel, MWNTs ve enzim konsantrasyon miktarmin biyosensor performansina
etkisini incelemislerdir. Silika jel/ MWNTs/ PAN/ GOD glukoz derisiminin 5 uM’dan 2
mM’a kadar olan aralikta lineer bir araliga sahip oldugunu bulmuslar ve biyosensor
cevap siiresini 16 s olarak tespit etmislerdir. Biyosensoriin duyarhiligini 16 pA/mM
olarak Michaelis Menten sabitini 13,9 mM olarak hesaplamislardir. Askorbik asitin
girisim etkisi ve biyosensoriin kararli oldugu siireleri tespit etmislerdir. Tiim sonuglar
Silika jel/ MWNTSs/ PAN’nin glukoz tespitinde biyosensor tasarlamak i¢in umut verici
bir malzeme saglayabilecegi sonucuna ulagsmislardir.

Gu ve ark., (2010), glukoz oksidaz ve horseradish peroksidinin (HRP) yalniz
basimna ve indiyum tinoksit (ITO) elektrota modifiye edilmis altin nanopartikiiller
(GNPs) tizerine silika sol-jel (SG) igine ayni anda tutuklamiglardir. Mono enzim GOD
ve bienzim GOD-HRP olarak kullanilmasini tasarlamiglardir. Biyosensoriin analitik

performansi i¢in en uygun kosullar1 incelemisler ve birbiriyle karsilagtirmislardir. Mono
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enzim GOD biyosensorii i¢in optimal GOD derisimini 250 U/ml, bienzim biyosensorii
olan GOD/HRP i¢in 2 U/ml almiglardir. Glukoz tespit lineer araligini sirsiyla 0,05 - 4,0
mmol/L ile 0,02 - 3,20 mmol/L olarak bulmuslardir. Glukoz i¢in amperometrik tepkiyi
0,10 V dolaylarinda goérmiislerdir. Bienzim glukoz biyosensoriiniin mono enzim
biyosensore gore 2,4 kat daha duyarli oldugu; her iki biyosensoriin hizli yanit, yiiksek
duyarlilik ve uzun siire kararli oldugu sonucuna ulagsmislardir.

Liu ve ark., (2010), oda sicakliginda iyonik bir sivi olan n-oktil-pridinyum
hekzaflorofosfat (OPPFg) ile grafit tozunu karistirarak koloidal modifiye karbon altin
iyonik siv1 elektrot hazirlamislardir. Bu kompozit matrikse biyoaktivitesini koruyan ve
mitkemmel kararlilik gosteren GOD’yi tutuklamislardir. pH kosullarinin, calisma
potansiyelinin ve GOD’nin baglanma etkilerini incelemislerdir. Ozellikle GOD
tutuklanmig bu iyonik karbon sivi elektrotun bir saatten fazla asidik ortamda (pH 2,0)
aktivitesini korudugunu belirtmislerdir. Onerilen biyosensoriin 5,0 X 10°-1,2x 10%ile
2,6 x 10° - 1,3 x 10 M glukoz derisim araliginda cevap verdigi ve algilama simirmnin
35 x 10° M oldugunu bildirmislerdir. Biyosensoriin cevap siiresinin hizli (10 s), raf
Omriiniin 2 aydan fazla oldugu, nafyon bir film ile biyosensdr cevap yiizeyinin
kaplanmas1 sonucunda askorbik asit, iirik asit gibi elektroaktif girisim etkilerinin 6nemli

Olciide indirgenebilecegi sonucuna ulagsmislardir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Bu ¢alismada kullanilan p-toluen siilfonik asit (C;HgO3S) Fluka’dan, sodyum p-
toluen siilfonat (C;H;O3SNa) ve glukoz Aldrich, Aspergilliis niger kaynakli glukoz
oksidaz enzimi (G-0543,429 U.mg™, 24 mg\ml) Sigma’dan, sodyum hidroksit Carlo
Erba’dan; pirol, fosforik asit, hidroklorik asit Merck, glukoz tayin kiti Glucose-GOD-
PAP Single Reagent Dia Lab firmalarindan tedarik edilmistir. Kullanilan diger

kimyasallarin tiimii analitik safliktadir.

3.1.2. Elektrokimyasal Olciimler i¢in Kullamlan Elektrotlar

Karsit Elektrot: 1 cm? yiizey alanina sahip platin levha kullanilmistir.
Referans Elektrot: Potansiyel kontrolii saglamak amaciyla Ag/AgCl (3 M KCI)
elektrot kullanilmustir.

Calisma Elektrotu: 0,18 cm? yiizey alanina sahip platin levha kullanilmustir.



3.1.3. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler
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Cihazlar

Marka

Electrochemical Workstation

CHI 660b

UV- Goriiniir Bolge Spektrofotometresi

Shimadzu UV-1208

SEM

Jeol JSM-5500 LV

Dijital Fotograf Makinesi

Canon Ultrasonic EF 100 mm

Analitik Terazi

Sartorius BL 210 S

pH metre

Gnolab wtw Series

Magnetik Karistiricili Isitict

Heidolph MR 3001

Saf Su Cihazi New Human Power | Scholar-UV
Vortex NM-110 Niive

Su Banyosu Memmert

Etiiv Niive FN 400

Ayrica otomatik pipet, cam pipet, biiret, meziir, piset, damlalik, baget, balik, balon,

balon joje, beher, puar, destilasyon diizenegi de kullanilmstir.

3.2. Yontem

3.2.1. Elektrotlarin Hazirlanmasi ve Temizlenmesi

30 cm uzunlugundaki bakir tel, platin tel ile kaynak yapilmistir. 0,18 cm? yiizey
alanina sahip platin levha ile platin tel birbirine 1s1l islem altinda tutturulmustur. Bakir
telin bir ucu ve platin levha disarida kalacak sekilde bakir telin etrafi bir poliester blogu

ile kaplanmistir. Hazirlanan platin levha elektrotlar 6nce bek alevinde akkor haline
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gelene kadar 1sitilmis, ardindan sicak kromik asite daldirilmistir. Platin yiizey alani

cesme suyu ve ardindan saf su ile yikanarak kaplamaya hazir hale getirilmistir.

3.2.2. Sentez Ortaminin Hazirlanmasi ve Glukoz Oksidazin Immobilizasyonu

0,20 M pTSA ve 0,20 M NapTS cozeltileri taze olarak oda sicakliginda
hazirlanmistir. Monomer olarak kullanilan pirol sentezden dnce damitilmis ve karanlik
ortamda saklanmistir. Glukoz oksidaz (GOD) enzimi ise kullanilmadigi zamanlarda
buzdolabinda muhafaza edilmistir. Sentez ortamimni hazirlamak i¢in oda sicakliginda
uygun elektrolit ¢ozelti igine derisimi 0,10 M olacak sekilde pirol eklenmis ve homojen
bir ¢ozelti elde etmek i¢in karistirilmistir. Ardindan derisimi 2,50 mg/ml olacak sekilde
GOD ilave edilmis ve yine homojen karisim elde edilene kadar karistiritlmistir. Polipirol
film sentezi ve es zamanli gergeklesen GOD immobilizasyonu oda sicakliginda
dontigimlii  voltametri teknigi kullanilarak tek hiicreli {i¢ elektrot sisteminde
gerceklestirilmistir. Sentezin gerceklestigi tek hiicreli ii¢ elektrot sistemi sematik olarak

Sekil 3.1.’de goriilmektedir.

v

Pt- Karsit Elektrot
Pt- Calisma Elektrotu €———
—»  Referans Elektrot

Sentez Ortam1 (0,20 M
pTSA (veya NapTS) + 0,10

. . Ll > M pirol + 2,50 mg/ml GOD

iceren elektrolit ¢ozelti)

Sekil 3.1. Tek hiicreli {i¢ elektrot sisteminin sematik gosterimi

Sentezler, pTSA sulu ¢ozelti ortaminda 0,10 - 0,75 V, NapTS ¢ozeltisinde ise
0,10 - 1,00 V potansiyel araliginda 50 mV\s tarama hiz1 ile 50 segment uygulanarak
gerceklestirilmistir. Sentezin gerceklestigi tek hiicreli iic elektrot sistemi ve cihaz

fotografi Sekil 3.2.°de verilmistir.
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Sekil 3.2. Sentezde kullanilan CHI 660b cihaz1

Sentez siireleri pPTSA ortami igin 12, NapTS ortamui igin ise 15 dakika stirmiistiir.

Sentez tamamlandiktan sonra elektrotlar saf su ile yitkanmustir.

3.2.3. Kaplanmis Elektrotlarin SEM Goriintiilerinin ve Dijital Fotograflarinin

Cekilmesi

GOD yoklugunda pTSA ve NapTS ortaminda sentezlenen polipirol filmlerin
(Pt/PPyprsa Ve Pt/PPynapts) ve GOD varliginda sentezlenen GOD immobilize edilmis
PPy film kapli elektrotlarin (Pt/PPy-GODyrsa Ve Pt/PPy-GODngprs) dijital fotograf
makinesi ile fotograflari ¢ekilmis ve taramali elektron mikroskobu (SEM) ile

gorlintiilenmistir.
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3.2.4. Glukoz Biyosensoriiniin Elektrokimyasal Karakterizasyonu

Her iki ortam i¢in, GOD igermeyen (Pt/PPy) ve GOD igeren (Pt/PPy-GOD)
elektrotlarin ylizeyleri dogrusal taramali voltametri (DTV) ve doniistimlii voltametri
teknikleri (DV) ile karakterize edilmistir. Bu amagla DTV igin 50 mM fosfat
tamponunda hazirlanan 0, 5, 10 ve 20 mM glukoz ¢6zeltileri kullanilmis ve 1 mV/s
tarama hizi uygulanmistir. DV teknigi i¢in ise 0, 10, 20 mM glukoz ¢o6zeltileri

kullanilmis ve 5 mV/s tarama hiz1 uygulanarak elektrotlar karakterize edilmistir.

3.2.5. Glukoz Biyosensériiniin Biyokimyasal Karakterizasyonu

3.2.5.1. Potansiyelin Etkisi

Pt/PPy-GODytsa Ve Pt/PPy-GODnaprs elektrotlar farkli potansiyellerde (0,4; 0,5;
0,6; 0,7; 0,8) derisimi 10 mM olan glukoz ¢ozeltisiyle, optimum pH’larda 6l¢iim

alinmustir.

3.2.5.2. pH EtKisi

Pt/PPy-GODyrsa Ve Pt/PPy-GODpgprs elektrotlar farkli pH degerlerinde (4,0;
4,5;5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0) ve derisimi 10 mM olan glukoz ¢6zeltisine daldirilip
sabit potansiyelde akim degeri Ol¢iilmiistiir. Bu 6l¢iim sonuglarina gére polimerin
deforme olabilecegi pH ve potansiyel degerleri géz oniinde tutularak en yiliksek akimin

elde edildigi pH degeri secilmistir.

3.2.5.3. Glukoz Derisiminin EtKkisi

Calisilan glukoz ¢ozelti derisim araligi 0 ile 30 mM arasinda segilmis, bu
cozeltiler her bir ortam i¢in belirlenen optimum pH degerinde hazirlanmistir. Her iki
elektrot igin optimum potansiyeller uygulanarak 6lgtim alinmis ve Lineweaver — Burk

egrilerinden Iyax ve Ky degerleri hesaplanmistir.
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3.2.5.4. Glukoz Biyosensoriiniin Tekrar Kullanim Kararhihiginin Belirlenmesi

Biyosensorlerin tekrar kullanim kararliliklart optimum ¢alisma kosullarinda 5,
10, 20 mM glukoz ¢ozeltileri i¢in belirlenmistir. Her c¢alismada elektrotlar yeniden

sentezlenerek 50 defa ardisik akim degerleri 6l¢lilmiistiir.

3.2.5.5. Glukoz Biyosensoriiniin Raf Omriiniin Belirlenmesi

Pt/PPy-GODyrsa Ve Pt/PPy-GODnaprs elektrotlart bir ay boyunca 15 °C
sicaklikta tampon ¢ozeltilerde bekletilmis, her giin 10 mM glukoz ¢6zeltisi kullanilarak

akim degerleri dl¢tilmiistiir.

3.2.6. Glukoz Biyosensériiniin Ticari Sivi ve iceceklerde Glukoz Tayini

Pt/PPy-GODyrsa Ve Pt/PPy-GODnapts elektrotlart piyasada bulunan bal, malt
icecegi, sarap, gazoz, Uziim suyu gibi sivilarda bulunan glukoz derisimlerinin
belirlenmesinde kullanilmistir.

Ayni 6rneklerin glukoz derisimleri glukoz oksidaz — peroksidaz enzim sistemi
iceren ticari glukoz kiti ile de belirlenmis, elde edilen sonuglar karsilastirilmistir.

Biyosensor elektrotlarla piyasada bulunan ticari sivi ve igeceklerdeki glukoz
tayinini belirlemeden 6nce 0 - 1 mM glukoz ¢ozeltileri kullanilarak standart glukoz
egrisi olusturulmustur.

Benzer sekilde 0,0 — 7,5 mM glukoz ¢ozeltileri ve glukoz kiti kullanilarak yine
bir standart glukoz egrisi olusturulmustur. Bu egrinin olusturulmasi i¢in 13 deney tiipi
alimmis ve pH 7 fosfat tamponunda hazirlanan 0,05; 0,10; 0,20; 0,30; 0,40; 0,50; 0,60;
0,80; 1,00; 1,50; 2,50; 5,00; 7,50 mM olan standart glukoz ¢ozeltilerinden 0,05 ml 37 °C
sicakligindaki su banyosunda sicakliklar1 dengelenene kadar bekletilmistir. Ardindan
her tiipe 0,40 ml fosfat tamponu ve glukoz tayin Kiti ¢6zeltisinden 0,50 ml eklenmis, son
hacim 3 ml olacak sekilde saf suyla tamamlanmistir. Tiipler vortex cihazi ile
karistirilmis ve 37 o°c sicakligindaki su banyosunda 20 dakika bekletilmistir. Reaksiyon
sonunda tiip igeriklerinin absorbans degerleri kore karst 505 nm’de UV
spektrofotometresinde okunarak absorbans degerleri derisime kars1 grafige gecirilmistir.

Okumalarda tek kullanimlik kiivetler kullanilmis ve her derisim liger parelel olacak
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sekilde calisilmistir. Ornekler belli oranlarda seyreltilmis ve glukoz icerikleri ayni

yontemle ¢izilmis olan standart glukoz egrisi kullanilarak hesaplanmustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Bu caligmada Pt elektrot yiizeyinde elektrokimyasal olarak polipirol (PPy)
sentezlenerek, sentez ortaminda bulunan glukoz oksidaz (GOD) enziminin polimer
matriksi i¢inde tutuklanmastyla glukoz biyosensorii tasarlanmistir.

PPy senteziyle es zamanli gerceklesen GOD immobilizasyonu p-toluen siilfonik
asit (pTSA) ve sodyum p-toluen siilfonat (NapTS) elektrolit ortamlarinda
gerceklestirilerek sirasiyla Pt/PPy-GODyprsa Ve Pt/PPYy-GODngprs enzim elektrotlar
elde edilmistir. Enzim elektrotlar1 glukoz ¢ozeltisine daldirildiginda, oncelikle GOD

katalizorliigiinde biyokimyasal olarak asagidaki tepkimeler gerceklesir.
GOD-FAD + Glukoz — GOD-FADH; + Glukonik Asit (4.1,
GOD-FADH; + O, — GOD-FAD + H,0; 4.2))

Iki basamak iizerinden yiiriiyen tepkimede gériildii gibi, birinci asamada GOD glukozu
yiikseltgeyerek kendisi indirgenmis, ikinci agsamada ise GOD, O’i H,0,’e indirgeyerek
kendisi tekrar yiikseltgenmistir. Olusan H,O, Pt elektrot yiizeyinde sabit bir
potansiyelde asagidaki tepkimeye gore yiikseltgenir.

H,O; — O, + 2 H* + 2¢ (43)

Yiikseltgenmenin meydana gelecegi bir potansiyelde ¢alisildiginda devreden gegen

anodik akim olusan H,O, dolayisiyla glukoz derisimi ile orantili olacaktur.

4.1. Enzim Elektrotlarinin Olusturulmasi

4.1.1. pTSA Ortaminda

GOD immobilize edilmis polipirol filmler, pirol ve GOD’nin bulundugu 0,20 M
pTSA ¢6zelti ortaminda 0,10 — 0,75 V potansiyel araliginda, 50 mV\s tarama hiz1 ile 50
segment uygulanarak elde edilmistir. Platin elektrot yiizeyine polipirol ve GOD
immobilize edilmis polipirol filmlerin sentezlerinin tespiti i¢in pTSA, pTSA + pirol ve
pTSA + pirol + GOD c¢ozeltileri igin elde edilen birinci doniisiimlii voltammogram

egrileri Sekil 4.1.”de verilmistir.
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Sekil 4.1. Platin elektrotun 0,20 M pTSA (==-), 0,20 M pTSA + 0,10 M pirol (A) ve
0,20 M pTSA + 0,10 M pirol + 2,0 mg/ml GOD (m) ¢0zeltisi igerisinde elde edilen
birinci dontisiimlii voltammogram egrileri (tarama hizi: 50 mV\s)

Monomersiz ve GOD’siz pTSA ¢ozeltisinde elde edilen akim degerlerinin
yaklagik sifir dolaylarinda oldugu gozlenmistir. Elektrolit pTSA ortamina pirol
ilavesiyle akim degerlerinin 0,65 V potansiyelden sonra arttifi gozlenmistir. Bu
potansiyelden sonra hizli akim artig1 pirol oksidasyonundan kaynaklanmaktadir. GOD
enzimi ve piroliin pTSA elektrolit ortamina ilave edilmesiyle elde edilen oksidasyona
karsilik gelen akim degerlerinin artisi, pTSA + piroliin bulundugu ortama gore daha
onceki potansiyellerde baslamistir. Bu durum ortamin daha iletken olmasi ile iligkilidir.
Enzimin bulundugu elektrolit ortaminda elde edilen egrinin yaklasik 0,55 V’den sonra
en yiiksek akim degerine sahip olmasi piroliin oksidasyonuna ek olarak GOD enziminin

oksidasyonuna da karsilik gelmektedir (Yu ve ark., 2007).
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Sekil 4.2. Platin elektrotun 0,20 M pTSA ¢ozeltisi igerisinde elde edilen doniisiimlii
voltammogram egrileri (tarama hizi: 50 mV\s)

Monomersiz ve GOD’siz pTSA c¢ozeltisi icin 50 mV/s tarama hiz1 ile 50
segment uygulanarak elde edilen doniisiimlii voltammogram egrileri Sekil 4.2.°de
verilmistir. Anodik yondeki taramalarin akim degerleri sifirin altinda bir degerden
baslamaktadir. 0,50 V potansiyelden sonra goriilen ¢ok diisiik akim artis1 platin
oksitlerinin bozunmasindan kaynaklanmaktadir. Katodik yondeki g¢ok diisiik akim
degisimlerinin goézlenmesi ise elektrot yiizeyinde elektrokimyasal bir degisimin

olmadigini géstermektedir.
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Sekil 4.3. Platin elektrotun 0,20 M pTSA + 0,10 M pirol ¢ozeltisi igerisinde elde edilen
dontigiimlii voltammogram egrileri (tarama hizi: 50 mV\s)

Elektrolit ¢ozeltiye pirol eklendigi zaman (Sekil 4.3.) akim degerlerinin
monomersiz ortama gore arttigi gozlenmistir. Pirol monomerinin elektrokimyasal
yiikseltgenmesi anot iizerinde ger¢eklesmis ve elde edilen polimer platin {izerinde film
seklinde birikmistir. Doniisiimlii voltammogramda pirole ait yiikseltgenme piki pTSA
cozeltisinde 0,60 V dolaylarindadir. Yiikseltgenme piki pirol radikal katyonunun
olusumuyla ilgilidir. Olusan radikal katyon bir bagka pirol radikal katyonuyla birleserek
dimerik yapiyr olusturur. Olusan dimerler diger dimerler ve oligomerler ile birleserek
polimerlesirler ve bdylece elektrot yiizeyinde bir film seklinde polipirol olusur.
Dontistimlii voltammogram egrilerinden de goriildiigii geri doniisiim esnasinda katodik
yonde akim artis1 elektrot yiizeyinde olusan PPy filmin indirgenmesine karsilik
gelmektedir. Bu katodik akim artiglar1 ayn1 zamanda elektrot yiizeyinde polimer film

varhiginmi gostermektedir.
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Sekil 4.4. Platin elektrotun 0,20 M pTSA + 0,10 M pirol + 2,0 mg\ml GOD ¢dzeltisi
igerisinde elde edilen doniisiimlii voltammogram egrileri (tarama hizi: 50 mV\s)

Elektrolit ¢ozeltiye pirol + GOD ilave edildiginde (Sekil 4.4.) akim degerlerinin
monomerli ortama gore daha da arttigi goriilmektedir. Pirol oksidasyonunun yaninda
glukoz oksidazin oksidasyonunun da meydana gelmesi akim degerindeki bu yliksek
artisa neden olmaktadir. GOD eklenen pTSA sulu ¢ozeltisinde piroliin yiikseltgenme
pik geriliminin + 0,60 V’tan daha anodik bolgeye + 0,65 V civara kaymis oldugu
goriilmektedir. Bu durum elektrot yiizeyinde GOD ile birlikte tutunan PPy filmin,
GOD’siz PPy filme gore daha az iletken olmast ile iligkilidir.

4.1.2. NapTS Ortaminda

GOD immobilize edilmis polipirol filmler, pirol ve GOD’nin bulundugu 0,20 M
NapTS ¢ozelti ortaminda 0,10 — 1,00 V potansiyel araliginda, 50 mV\s tarama hizi ile
50 segment uygulanarak elde edilmistir. Platin elektrot yilizeyine polipirol ve GOD
immobilize edilmis, polipirol filmlerin sentezlerinin tespiti icin NapTS, NapTS + pirol
ve NapTS + pirol + GOD ¢ozeltileri i¢in elde edilen birinci doniisiimlii voltammogram

egrileri Sekil 4.5.’te verilmistir.
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Sekil 4.5. Platin elektrotun 0,20 M NapTS (==-); 0,20 M NapTS+ 0,10 M pirol (A) ve

0,20 M NapTS + 0,10 M pirol + 2 mg\ml GOD (m) ¢ozeltisi igerisinde elde edilen
birinci doniigiimlii voltammogram egrileri (tarama hizi: 50 mV\s)

Birinci doniisiimlii  voltammogram egrilerine bakildiginda monomersiz ve
GOD’siz NapTS ¢ozeltisinde elde edilen akim degerlerinin yaklagik sifir dolaylarinda
oldugu gozlenmistir. Bu durum monomersiz ve GOD’siz pTSA elektrolit ¢ozeltisinde
gozlenen akim degerleri ile uyumlu olup, bu sonug her iki ortamda da elektrokimyasal
bir reaksiyonun olmadigini gostermektedir. Elektrolit ¢ozeltiye pirol ilave edildiginde
akim degerleri 0,60 V’a kadar sifir dolaylarinda seyrederken, bu potansiyelden sonra
hizli akim artig1 piroliin oksidasyonuna karsilik gelmektedir. Elektrolit ortamina hem
pirol hem de GOD eklendiginde akim degerlerinin, GOD’siz ortama gore yaklasik iki
kat arttigi gozlenir. Bu durum GOD’nin elektrolit ¢ozeltide iletkenlige katkida
bulundugunun gostergesidir. NapTS + pirol + GOD ¢ozeltisi igin birinci voltammogram
egrilerinden elde edilen akim degerlerinin, pTSA + pirol + GOD c¢dzeltisi i¢in elde
edilene gore oldukea diisiik oldugu gozlenmistir. Bu durum asidik ortamda sentezlenen
GOD immobilize edilmis PPy filmin, NapTS ortaminda sentezlenene gore daha iletken
oldugunu gostermektedir. Geri doniisiim esnasinda katodik yonde akim artiglart ise

sentezlenen filmin indirgenmesine karsilik gelmektedir.
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Sekil 4.6. Platin elektrotun 0,20 M NapTS sulu ¢ozeltisi igerisinde elde edilen
dontisiimlii voltammogram egrileri (tarama hizi: 50 mV\s)

Monomersiz ve GOD’siz NapTS c¢ozeltisi i¢cin 50 mV/s tarama hiz1 ile 50
segment uygulanarak elde edilen doniisiimli voltammogram egrileri Sekil 4.6.’da
verilmistir. Anodik yondeki pikin akim degeri sifirn altinda bir degerden
baglamaktadir. 0,90 V potansiyelden sonra goriilen hizli akim artis1 platin oksitlerin
bozunmasindan kaynaklanmaktadir. Katodik yonde ayni akim degisimlerinin sifir
dolaylarinda oldugu, 0,15 V potansiyelde katodik yondeki pikin ise platin elektrot

yiizeyinde p-toluen siilfonat iyonunun indirgenmesinden kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.7. Platin elektrotun 0,20 M NapTS + 0,10 M pirol ¢ozeltisi i¢erisinde elde edilen
dontigiimlii voltammogram egrileri (tarama hizi: 50 mV\s)

Elektrolit ¢ozeltiye pirol eklendigi zaman (Sekil 4.7.) akim degerlerinin
monomersiz ortama goére arttigi gozlenmistir. Doniistimlii voltammogramda pirole ait
yiikseltgenme piki NapTS ¢ozeltisinde 0,70 V dolaylarindadir. Asidik ortama gore (0,60
V) bu deger daha anodik yonde olup, sentezlenen filmin nétiir ortamda daha az iletken
oldugunun gostergesidir. Her iki ortamin akim degerleri karsilastirildiginda (Sekil 4.3.
ve Sekil 4.7.), asidik ortamda elde edilen akim degerlerinin daha yiliksek oldugu
gozlenmektedir. Bu durum asidik ortamda sentezlenen PPy filmin, ndotir ortamda
sentezlenene gore daha iletken oldugunun bir baska gostergesidir. Doniistimli
voltammogram egrilerinden elde edilen yiliksek akim degerleri sentezlenen PPy film

kalinliginin daha fazla oldugunu da isaret etmektedir.
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Sekil 4.8. Platin elektrotun 0,20 M NapTS + 0,10 M pirol + 2,0 mg\ml GOD ¢ozeltisi
igerisinde elde edilen doniisiimlii voltammogram egrileri (tarama hizi: 50 mV\s)

Elektrolit ¢ozeltiye pirol + GOD ilave edildiginde (Sekil 4.8.) akim degerlerinin
monomerli ortama gore daha da arttigi goriilmiistiir. Pirol oksidasyonunun yaninda
glukoz oksidazin oksidasyonunun da meydana gelmesi akim degerindeki bu artisa
neden olmaktadir. Glukoz oksidaz eklenen NapTS sulu ¢ozeltisinde piroliin
yiikseltgenme pik gerilimi +0,70 V’tan daha anodik bolgeye +0,80 V civarina kaymis
oldugu goriilmiistiir. Bu  potansiyel deger, asidik ortam (Sekil 4.4.) ile
karsilastirildiginda oldukga pozitif oldugu gorilmektedir. NapTS gibi nétir bir
elektrolit ¢ozeltide GOD immobilize edilmis PPy filmin yiiksek potansiyellerde elde
edilmesi polimer film yapisinda tutuklanan GOD miktarinin daha fazla olmasi ile
iligkilidir. Ciinkii piroliin oksidasyonunun daha iist potansiyellerde olmasi, platin
yiizeyine sentezlenen ¢ok ince PPy ve beraberinde tutuklanan GOD’nin etkisi ile
iletkenligin platin yiizeyine goére daha diisik oldugunu gostermektedir. Bu durumda
oksidasyon potansiyelinin daha iist potansiyellere kaymasi beklenecektir. Bu davranis
Sekil 4.7. ile 4.8.°de gorilmekte olup, GOD’li ortamda pirolin oksidasyonunun
GOD’siz ortama (0,70 V) gore 0,80 V potansiyele kaymasi, GOD’nin iletkenlige
negatif etkisinden kaynaklanmaktadir. Elektropolimerizasyon islemi elektrolit bir
cozeltide gerceklestigi i¢in, kiitle aktarimi diflizyon kontrollii olarak elektrot

yiizeyindeki diflizyon tabakasinda ger¢eklesmektedir. Glukoz oksidaz molekiilleri
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elektropolimerlesme esnasinda platin ylizeyine dogru difiizlenerek polimer yapisi i¢inde
tutuklanmaktadirlar. Cozelti ortami olarak asidik ve ndtiir ortamlarin alinmasi polipirol
filmin ve GOD enziminin hangi ortamda daha fazla ve iletken bir yapida bulundugunu
elektrokimyasal olarak arastirmaktir. Bu amaglar 1s1ginda Sekil 4.3. ve 4.7. incelendigi
zaman pTSA ortaminda elde edilen egrinin akim degerlerinin NapTS ortamindakine
gore yliksek olmasi sentezlenen PPy’nin asidik ortamda daha kalin olduguna isaret
etmektedir. Bu egrilerden polipiroliin oksidasyon potansiyelinin NapTS ortaminda daha
pozitif degerde olmasi sentezlenen polimer filmin daha yalitkan oldugunu gosterir.

Sekil 4.4. ve 4.8. incelendigi zaman ise, enzim ilavesi sonucu pTSA ortaminda
elde edilen egrideki akim degerlerinin NapTS ortamindakine gore daha diisiik oldugu
goriilmiistiir. Polipirol filme tutuklanan GOD enziminin asidik ortamda kismen denatiire
oldugu ve buna bagli olarak polipirol filme tutunan GOD miktarinin ndtiir ortama gore
daha diisiik oldugu, pirol ve GOD’nin oksidasyonuna karsilik gelen akim degerlerinin
de daha diisiik olmasi sonucunu ortaya ¢ikarmaktadir. Bu diislinceyi her iki ortamda
piroliin oksidasyonuna karsilik gelen potansiyel degerlerin, nétiir ortam i¢in daha pozitif

degerlerde gozlenmesi de desteklemektedir.

4.2. Pt, Pt / PPy ve Pt / PPy — GOD Elektrotlarimin Dijital Fotograflar1 ve SEM

Goriintiileri

4.2.1. pTSA Ortaminda

pTSA ortaminda sentez yapilmadan once dijital fotograf makinesi ile g¢iplak
platin elektrotun fotografi ¢ekilmistir (Sekil 4.9.). pTSA ortaminda sentezlenen PPy ve
GOD immobilize edilmis PPy film elektrotlarinin SEM goriintiileri ise Sekil 4.10.’da
verilmistir. Elektrotlar SEM ile goriintiilenmeden dnce ¢oziiniirligii yiiksek bir fotograf

makinesi ile de fotograflar ¢ekilmistir (Sekil 4.11.).
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Sekil 4.9. Ciplak platin elektrotun fotografi
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Sekil 4.10. Pt/PPyyrsa () ve P/PPY-GODprsa elektrotlarinin (b) SEM gériintiileri

Pt/PPy elektrot siyah renkli olup, SEM goriintiilerinden de homojen bir yapiya
sahip oldugu anlagilmaktadir. GOD immobilizasyonu sonucu elde edilen SEM
goriintiilerinden homojen bir kaplama olan polipiroliin farkli bolgelerinde GOD’nin

varligin1 andiran farkli yapilar gozlenmistir (Sekil 4.10.).
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Sekil 4.11. Pt/PPyyrsa (a) ve PUPPY-GODprsa elektrotlarinin (b) dijital fotograflar

Sekil 4.11(b)’de goriildiigii gibi PPy film kaplamanin rengindeki sariya kayma
PPy film yapisina tutunan GOD’nin varligini teyit etmektedir. Dijital fotograf ve SEM
goriintiileri dikkate alindiginda PPy film elektrota GOD enziminin basarili bir sekilde
immobilize edildigi ortaya ¢ikmaktadir.

4.2.2. NapTS Ortaminda
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Sekil 4.12. Pt/PPynapts (8) ve P/PPY-GODngprs elektrotlarinin (b) SEM goriintiileri

NapTS ortaminda sentezlenen PPy ve GOD immobilize edilmis PPy film
elektrotlarinin SEM goriintiileri ve dijital fotograflar1 Sekil 4.12. ve 4.13.’de verilmistir.

Notiir ortamdaki sentez araligi 0,10 ile 1,00 V arasinda olup elde edilen filmin homojen
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bir yapiya sahip olmadigi ve koyu siyah renkli piiriizlii oldugu goriilmiistir. GOD
immobilizasyonu sonucu elde edilen SEM goriintiilerinde piiriizlii yiizeyin graniilli bir

yapiya doniistiigli goriilmiistiir.

Sekil 4.13. Pt/PPynapts (a) ve P/PPY-GODnapts elektrotlarinin (b) dijital fotograflar

Dijital fotografta da PPy film kaplamanin rengindeki sartya kayma GOD

varligini belirgin hale getirmektedir.

4.3. Glukoz Biyosensoriiniin Elektrokimyasal Karakterizasyonu

4.3.1. Pt/PPy-GODytsa Ve Pt/PPy-GODpapts Elektrotlarin DTV Egrileri

Pt/PPy-GODyrsa Ve Pt/PPy-GODnapts elektrotlarin DTV egrileri sirastyla 0,10-
0,75 V ve 0,10-1,00 V potansiyel araliginda 0; 5; 10; 20 mM glukoz derisimindeki
¢ozeltiler kullanilarak elde edilmistir. Calismada 1 mV\s tarama hizi uygulanmistir
(Sekil 4.14. ve 4.15.). Her iki ¢ozelti ortaminda GOD immobilize edilmis film
elektrotlarinda alinan DTV akim degerlerinin derisimi 20 mM olan glukoz ¢ozeltisinde
distiigi gortilmistiir. 20 mM derisimde okunan akim degerindeki diisiis, ¢ozelti ve
elektrot ara yiizeyinde artan glukoz derisimine bagli olarak elektrolit ¢ozeltinin

iletkenliginin azalmasindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.14. Pt/PPy-GODyrsa elektrotuyla elde edilen dogrusal taramali voltammogram

egrileri (tarama hizi: ImV\s. 0 mM (====), 5 mM (*®),10 mM (A), 20 mM (o) glukoz
cozeltileri)
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Sekil 4.15. Pt/PPy-GODnapts elektrotuyla elde edilen dogrusal taramali voltammogram

egrileri (tarama hizi: 1 mV\s. 0 mM (==--), 5 mM (®),10 mM (A), 20 mM (o) glukoz
cozeltileri)
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4.3.2. Pt/PPy-GODyrsa Ve Pt/PPy-GODnapts Elektrotlarin DV Egrileri

Pt/PPy-GODyrsa Ve Pt/PPy-GODpygprs elektrotlarin 0; 10; 20 mM glukoz
derisimlerinde DV teknigiyle elektrokimyasal davranislar1 karakterize edilmistir.
Doniisiimlii voltametride calisilan potansiyel araligi pTSA ortami i¢in 0,10 — 0,75 V,
NapTS igin ise 0,10 — 1,00 V olup, 5 mV\s tarama hiz1 uygulanmistir. Tarama sayisi
olarak 10 segment uygulanmistir. pTSA ve NapTS elektrolitleri i¢in birinci ve onuncu
voltammogram egrileri sirasiyla Sekil 4.16.; 4.17.; 4.18.; 4.19.’da verilmistir. Sekil
4.16.°da goriildiigii gibi Pt/PPy-GODytsa elektrotun akim degerlerinin glukozsuz
ortama gore daha yiiksek olmasi elektrot yiizeyinde glukoza cevap veren GOD’nin
varligina isaret etmektedir. 20 mM glukoz ¢ozeltisi icin elde edilen akim degerlerinin,
10 mM glukoz ¢ozeltisindekine gore daha diisiik olmasi DTV 6dl¢iimlerinden elde edilen
sonuclarla uyumluluk gdstermektedir.

Pt/PPy-GODyrsa elekrotun onuncu tarama esnasinda elde edilen akim
degerlerinin glukozsuz ortam i¢in en diisiik olmasi elektrot yiizeyinde hala GOD

enziminin varligina isaret etmektedir.
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Sekil 4.16. Pt/PPy-GODyrsa elektrotuyla elde edilen birinci doniisiimli voltammogram
egrileri (tarama hizi: 5 mV\s. 0 mM (==--), 10 mM (A), 20 mM (m) glukoz ¢ozeltileri)
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Sekil 4.17. Pt/PPy-GODyrsa elektrotuyla elde edilen onuncu doniisiimlii voltammogram
egrileri (tarama hizi: 5 mV\s. 0 mM (====), 10 mM (A ), 20 mM (o) glukoz ¢ozeltileri)

Ayrica Sekil 4.16. ve 4.17.’de bulunan doniigiimlii voltammogram egrilerinin
birinci ve onuncu egrileri incelendiginde; asidik ortamda anodik yonde 0,70 V
dolaylarinda akim degerlerinde artis gézlenmistir ve bu artig optimum potansiyel degeri
vermektedir. Katodik yonde de yine 0,70 V dolaylardaki artis anodik yonde goriilen

artis1 destekler durumdadir.
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Sekil 4.18. Pt/PPy-GODygprs elektrotuyla elde edilen birinci doniisiimlii voltammogram
egrileri (tarama hizi: 5 mV\s. 0 mM (====), 10 mM (A), 20 mM (o) glukoz ¢ozeltileri)
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Sekil 4.19. Pt/PPy-GODngprs elektrotuyla elde edilen onuncu doniisiimlii
voltammogram egrileri (tarama hizi: 5 mV\s. 0 mM (-=--), 10 mM (A), 20 mM (D)
glukoz c¢ozeltileri)

Notiir ortamda ise  (Sekil 4.18. ve 4.19.) birinci ve onuncu voltammogram
egrileri incelendiginde 0,60 V dolaylarinda akim pikinde artis gézlenmistir ve bu artis
optimum potansiyel degeri vermektedir. Katodik yonde de yine 0,60 V dolaylarindaki

artis anodik yonde goriilen artis1 destekler durumdadr.
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Her iki ¢ozelti ortaminda GOD immobilize edilmis film elektrotlarin akim
degerleri derisimi 20 mM olan glukoz ¢ozeltisinde diismiistiir. Uygulanan DV ve DTV
tekniklerinde ayni diisiis goriildiiglinden birbirini destekler durumdadir. 20 mM
derisiminde meydana gelen azalma ¢ozelti ve elektrot ara yiizeyinde artan glukoz

molekiillerinin PPy iletkenligini azaltmasina baglanabilir.

4.4. Glukoz Biyosensériiniin Biyokimyasal Karakterizasyonu

4.4.1. Potansiyelin Etkisi

pH ve glukoz derisimi sabit tutularak okunan akim degerleri potansiyele karsi

grafige gecirildiginde Sekil 4.20. elde edilmistir.
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Sekil 4.20. Potansiyelin biyosensor cevap akimina etkisi pTSA (A), NapTS (A)

Sekil 4.20.’de goriildiigi gibi potansiyel artisina baglh olarak akim degerleri de
artmaktadir. Hazirlanan biyosensor elektrotlari ile yapilan karaterizasyon deneyleri
sonucunda NapTS i¢in 0,60 V; pTSA i¢in 0,70 V olarak optimum potansiyel degerler
belirlenmistir. Uygulanan potansiyeldeki artisa bagli olarak akim degerleri artsa bile
PPy filmin deformasyonunu engellemek i¢in yliksek potansiyellerde ¢alismak uygun
olmayacaktir. Nitekim her iki elektrot i¢in 0,8 V’de gézlenen akimdaki hizli artis PPy

filmde deformasyonun bagladigin1 gostermektedir.
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4.4.2. pH’1n Etkisi

Pt/PPy-GODyrsa Ve Pt/PPy-GODnaprs elektrotlart kullanilarak pH 4,0 — 8,0
araliginda farkli pH’larda 10 mM glukoz c¢ozeltisi i¢in sirasiyla 0,70 ve 0,60 V
potansiyel fark kosullarinda akim degerleri 6l¢iilmiis ve elde edilen sonuglar % bagil
aktivite olarak Sekil 4.21.’de verilmistir. Sekil 4.21. incelendiginde akim degerlerinin
pH degerlerindeki degisime bagli olarak degistigi goriilmektedir. En yiiksek akim
degerleri Pt/PPy-GODngpts i¢in pH 7,0’da Pt/PPy-GODyprsa icin ise 4,5’de gozlenmis,
daha yiiksek pH degerlerinde cevap akimi tekrar azalmaya baslamistir. Enzim ve
substrat molekiillerinde asidik ve bazik gruplar oldugundan (E-S) aktiflesmis
kompleksinin en etkin bir sekilde olusmasi, yani hizin maksimum olmasi i¢in bu
gruplarin belirli bir iyonlagma durumunda olmas1 gereklidir. Bunun disindaki

iyonlagmalarda (E-S) kompleksinin olusumu zorlasacak ve tepkime hizi diiseceginden

akim degerlerinde azalma gozlenecektir (Tiizlin, 1992).
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Sekil 4.21. pH’m biyosensor aktivetisine etkisi (o) Pt/PPy-GODyagrs Ve PU/PPy-
GODpTSA (O)

4.4.3. Substrat Derisiminin Etkisi

Substrat derisimi arttik¢a agiga ¢ikan H,O,, dolayisiyla akim miktarinin artmasi

beklenmekle birlikte, enzimatik tepkimelerde aktivite baslangigta substrat derisimi ile
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artarken enzim substrati ile doygun hale geldiginde substrat derisimi artsa bile
aktivitede artis gozlenmez. Pt/PPy-GODyrsa Ve Pt/PPy-GODpyaprs elektrotlar ile
optimal kosullarda 0,0 — 30 mM glukoz ¢6zeltileri i¢in akim degerleri dlgiilmiis ve elde

edilen sonugclar sirasiyla Sekil 4.22. ve 4.23.”de verilmistir.

th

I(nA)

0 T T T T T
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Glukoz Derisimi (mM)

Sekil 4.22. Pt/PPy-GODyrsa elektrotu ile dlgiilen akim degerlerinin glukoz derisimine
bagl olarak degisimi
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Sekil 4.23. Pt/PPy-GODngpts elektrotu ile dlgiilen akim degerlerinin glukoz derisimine
bagli olarak degisimi

Sekil 4.22. ve 4.23. incelendiginde, her iki elektrot icin 1 mM glukoz derisimine
kadar glukoz derisimi arttikgca akim degerlerinin dogrusal olarak arttigi, ancak daha
yiiksek glukoz derisimlerinde cevap akiminin derisimle orantili bir sekilde artmadigi
gbzlenmektedir.

Elde edilen akim degerlerinden her bir elektrot i¢in glukoz igermeyen tampon
cozeltilerinin akim degerlerinin ¢ikarilmasiyla net akim degerleri hesaplanmistir. Bu
degerler kullanilarak ¢izilen grafiklerden de goriildiigii gibi Pt/PPy-GODnaprs elektrotu
ile daha yiiksek cevaplar alinmistir. Enzimlerin substratlari ile etkilesime girebilmeleri
icin belirli bir {i¢ boyutlu yapiya sahip olmalar1 gerekir. Ortam pH’1 enzimin {i¢ boyutlu
yapisin1 onemli derecede etkileyeceginden substratina olan ilgisini de etkileyecektir. Bu
nedenle NapTS ortammma gore daha asidik olan pTSA ortami biyosensoriin
olusturulmasi sirasinda enzimin {i¢ boyutlu yapisin1 substratina olan ilgisini azaltacak
sekilde degistirmis olabilir. Dolayisiyla Pt/PPy-GODnaprs elektrotuyla elde edilen akim
degerlerinin Pt/PPy-GODytsa elektrotuyla olgiilen akim degerlerinden daha yiiksek
cikmasi beklenen bir durum olmakla beraber notr ortamin GOD enziminin aktivitesini
asidik ortam kadar etkilemedigi ve kismi denatiirasyona yol agmadig: diisiiniilebilir.

Enzimatik reaksiyonlarda, tepkime hizi baslangicta substrat derisimi ile orantili

olarak artarken, sonrasinda substrat derisimi artsa bile tepkime hizi sabit kalir. Bu
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durumda enzim maksimum hiza ulasmistir ve bu hizin yarisina ulasmak i¢in gerekli
substrat derisimi Ky olarak adlandirilir. Bu ¢aligmada tepkime hizinin belirlenmesi akim
Olclimii ile dolayl1 olarak yapilmaktadir.

Her iki elektrot sistemi i¢in lineer bolgede elde edilen veriler kullanilarak
Lineweaver - Burk grafikleri ¢izildiginde, Pt/PPy-GODyrsa Ve Pt/PPy-GODygpts igin
Kwm degerleri sirastyla 5,2 ve 1,7 mM; lyax degerleri ise sirasiyla 14,2 ve 25,4 uA olarak
hesaplanmistir. Pt/PPy-GODpaprs icin elde edilen Iyax degerinin Pt/PPy-GODyrsa i¢in
elde edilen Iyax degerinden biiyiik olmasi enzim etkinliginin daha yiiksek oldugunu
gosterir. Yine ayni sekilde Ky degerlerinin farkli ¢gikmasi enzimin mikrogevresindeki
etkilenmelerin farkli oldugunu gostermektedir. Ky degeri diistiik¢e substrata olan ilgi
artmakta ve Pt/PPy-GODygprs elektrotun biyokatalitik etkinliginin, dolayisiyla akim
degerlerinin daha yiiksek oldugu sonucunu dogurmaktadir. Hesaplanan Iyax degerleri
de bu sonucu desteklemektedir. Ma ve ark. (2005), PPy kapli Pt elektrot iizerinde GOD
enzimini adsorbe ederek GOD\PPy elektrotu tasarlamislar ve 0,4 V potansiyel farkta 0-
17 mM glukoz derisim araliginda Ol¢lim aldiklarinda akim degerlerinde lineer artis
gozlemlemislerdir. Ekanayake ve Preethichandra (2008), Pt kapli alumina elektrot
yiizeyine GOD immobilize etmisler, Ky ve Iyax degerlerini sirastyla 7,01 mM ve 120

LA olarak hesaplamislardir.

4.4.4. Biyosensoriin Tekrar Kullamilabilirligi

Pt/PPy-GODyrsa Ve Pt/PPy-GODnaprs elektrotlar ile 5, 10, 20 mM glukoz
cozeltilerinde 50 ardisik 6l¢iim alinmis ve cevap akimlart % bagil aktivite olarak 6lgme

sayisina kars1 grafige ge¢irildiginde Sekil 4.24. ve 4.25. elde edilmigtir.
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Sekil 4.24. Farkli glukoz derisimlerinde Pt/PPy-GODpapts elektrotunun tekrar kullanim
kararliligi (0 : 5 mM, e : 10 mM, A : 20 mM)

Sekil 4.24. ve 4.25. incelendiginde, Olgme sayisi arttikga oOzellikle ilk 5
kullanimda akimlarda azalma oldugu ve bagil aktivitenin distigi goriilmektedir.
Akimlardaki bu diismelerin zamanla enzim aktivitesindeki degismeden kaynaklandigi
soylenebilir. Pt/PPy-GODygpts elektrotu i¢in 5,10,20 mM glukoz derisiminde 50 dlgme
sonunda baglangi¢ aktivitesinin sirasiyla yaklagik % 43,0; 39,5 ve 44,0’m1 korudugu

gorilmektedir.
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Sekil 4.25. Farkli glukoz derisimlerinde Pt/PPy-GODprsa elektrotunun tekrar kullanim
kararliligr (0 : 5 mM, e : 10 mM, A : 20 mM)
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Pt/PPy-GODytsa i¢in ise bu degerler sirasiyla yaklasik % 35,2; 8,5 ve 13,4
olarak bulunmustur.

Immobilize enzimlerin tekrar kullamm kararhgmin kullanim sayisia baglh
olarak diismesi genel olarak gozlenen bir durumdur. Ancak GOD sisteminde agi8a ¢ikan
H,0, molekiilii enzimi deaktive etmesine ragmen iiretilir iiretilmez oksidasyona
ugradigindan c¢ok fazla etkilemez. Buna karsin meydana gelen glukonik asit enzimin
mikro ¢evresinde pH’y1 diisiireceginden GOD’1, dolayisiyla biyosensor etkinligini
olumsuz yonde etkileyecektir. Glukoz derisimine baglh olarak enzimin iiretecegi
glukonik asit miktarinda meydana gelecek degisim de enzimin tekrar kullanim
kararliligini farkli oranda etkileyecektir.

Pt/PPy-GODngpts elektrotun tekrar kullanim kararliliginin  Pt/PPy-GODyrsa
elektrota gore daha yiiksek olmasit NapTS ortaminda olusturulan elektrotun
biinyesindeki GOD’nin daha kararli olmas: ile agiklanabilir. Ancak Pt/PPy-GODnaprs
elektrotun kararliliginin glukoz derisimine bagl olarak degismezken Pt/PPy-GODprsa
elektrotun glukoz derisimi arttik¢a daha diisiik kullanim kararligi gostermesi her iki
elektrotun Ky parametreleriyle agiklanabilir. Pt/PPy-GODnapts elektrotu i¢in Ky degeri
1,7 mM olarak bulunmus olup bu deger glukoz ¢6zeltisi derisimlerinden (5,10,20 mM)
kiigliktiir. Akim degerlerinin 6l¢iildigi glukoz ¢ozeltilerinin derisimleri Ky’den yiiksek
oldugundan, calisilan kosullarda GOD substrati ile doyurulmus olabilir. Her ii¢
derisimde de GOD aktivitesi birbirine yakin olacagindan meydana gelecek H,O, ve
glukonik asit miktarlar1 da benzer olacaktir. Boylece Sekil 4.25. incelendiginde akim
degerlerin her ii¢ derisim i¢in de birbirine yakin degerler c¢ikmasi beklenecek bir
durumdur. Ancak Pt/PPy-GODprsa elektrotunda kullanilan glukoz derisimleri Ky
degerlerinin altinda veya lizerinde oldugundan GOD aktivitesi glukoz derisimine bagl
olarak artacak ve her biri i¢in olusan H,O; ve glukonik asit miktarlar1 farkli olacaktir.
Bu durumda Pt/PPy-GODyrsa elektrotunun tekrar kullanim kararlilign 5, 10, 20 mM
glukoz derisimlerinden farkli oranda etkilenecektir.

Ancak Pt/PPy-GODprsa icin hesaplanan Ky degeri (5,2 mM) kullanilan glukoz
derisimlerinden diisiik olmadigindan her derigim i¢in GOD aktivitesi farkli olacagindan
enzimin tekrar kullanima bagli aktivite degerleri glukoz derisimine bagli olarak

degismistir. Sekil 4.24. incelendiginde akim degerlerinin her ii¢ derisim i¢in de farkl
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oldugu ve glukoz derisimi arttikga tekrar kullanim kararlili@inin  distigi

gozlenmektedir.
Tekrarlanabilirlik biyosensor i¢in ¢ok 6nemli olup hazirlanan biyosensorle arka

arkaya fazla sayida analiz agisindan pahali oldugu i¢in bu sekilde hazirlanan bir

biyosensor daha avantajlidir.

4.4.5. Biyosensoriin Raf Omrii

Pt/PPy-GODyrsa Ve Pt/PPy-GODygprs elektrotlart 30 giin boyunca 15 °C’de
sirasiyla pH 4,5 ve pH 7,0 fosfat tamponlarinda bekletilmistir. Elektrotlar giin asirt
kullanilarak 10 mM glukoz igeren ¢ozeltide akim degerleri Olgiilmiis ve sonuglar
baslangi¢c aktivite ylizdesi olarak hesaplanmis, % bagil aktiviteler Sekil 4.26.’da

verilmistir.
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Sekil 4.26. Biyosensoriin depolama kararliligi (A) Pt/PPy-GODngprs; (0) Pt/PPy-
GODyptsa

Sekil 4.26. incelendiginde Pt/PPy-GODprsa icin gozlenen aktivite degisimi
Pt/PPy-GODngprs’a gore bariz bir sekilde degismistir. Ilk ii¢ giin boyunca alinan 3
Ol¢iim sonunda her iki ortam i¢in ayni aktivite degisimi gozlenirken 8. giinden sonra
farkin agildigy; baslangig aktivitesinin  Pt/PPYy-GODpnaprs igin % 54’ iken Pt/PPy-

GODyptsa i¢in % 35°e kadar diistiigli goriilmiistiir. Biyosensoriin 30 giin sonunda
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baslangi¢ aktivitesinin pTSA ic¢in % 3,75 NaPTS icin %1,82’ye diistiigii goriilmiistiir.
30 gilin sonunda elektrotlarin biyokatalitik etkinliklerini neredeyse tamamen
kaybetmeleri depolama sirasinda bagli GOD’nin olasi desorpsiyonuna, depolama
¢Ozeltisinin pH’ina baglanabilir. Ancak 30 giin boyunca ayni elektrotun kullanilmasi
nedeniyle sadece depolama siiresi degil, ayn1 zamanda tekrar kullanima bagl olarak da

aktivitelerde diisiis gozlenmistir.

4.4.6. Ticari Sv1 ve I¢eceklerde Glukoz Tayini

Biyosensoriin  dogrulugunu ve giivenilirligini belirlemek amaciyla Pt/PPy-
GODprsa ve Pt/PPy-GODnaps elektrotlart malt icecegi, gazoz, liziim suyu, bal ve sarap
gibi glukoz igeceklerin derisimlerinin belirlenmesinde kullanilmigtir. Ayni 6rneklerin
glukoz derisimleri ticari olarak satilan glukoz Kitiyle de belirlenmistir. Ancak bunun
icin Oncelikle glukoz kiti kullanilarak 0,0 - 7,5 mM glukoz ¢o6zeltileri ile standart

kalibrasyon egrisi olusturulmustur (Sekil 4.27.).
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Sekil 4.27. Kit ile hazirlanan standart glukoz egrisi
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Uygun oranlarda seyreltilen sivi orneklerinin glukoz derisimleri glukoz kiti,
Pt/PPy-GODytsa Ve Pt/PPy-GODpngprs elektrotlart olmak iizere t¢ farkli sekilde
Olclilmiis ve elde edilen sonuclar ¢izelge 4.1’de verilmistir. Glukoz kiti ile bulunan

degerler iceceklerin gercek glukoz derisimi olarak kabul edilmistir.

Cizelge 4.1. Bazi iceceklerin glukoz derisimlerinin glukoz kiti ve Pt/PPy-GOD
elektrotlari ile belirlenmesi ve karsilastirilmast

Pt/PPy-GOD Elektrotlar ile Tayin
Edilen Glukoz Yiizdesi (w/v)

Ornekler Kit ile Tayin Edilen
Glukoz Yiizdesi (w/v) Pt/PPY- Pt/PPY-
GODytsa GODnapTs

Malt icecegi 3.47 3.61 3.37
Gazh Icecek 4.29 4.27 4.34
Uziim Suyu 5.68 2.35 5.36
Bal 28.48 28.70 27.2
Sarap 0.05 0.09 0.04

Goriildugii gibi Pt/PPy-GODngprs ile elde edilen sonuglar iceceklerin glukoz
derisimleriyle olduk¢a uyumlu ¢ikmistir. Pt/PPy-GODgyrsa i¢in elde edilen sonuglar ise
malt icecegi, gazoz ve bal icin ger¢ek degerlere yakinken iiziim suyu ve sarapta elde

edilen sonuclar glukoz kiti ile elde edilen sonuglarla uyumlu bulunmamastir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

e Bu calismada Pt elektrot yilizeyinde elektrokimyasal olarak polipirol (PPy)
sentezlenerek, sentez ortaminda bulunan glukoz oksidaz (GOD) enziminin polimer
matriksi i¢inde tutuklanmasiyla glukoz biyosensorii tasarlanmistir. Sentez ortaminda p-
toluen siilfonik asit (pTSA) ve sodyum p-toluen siilfonat (NapTS) olmak tizere iki farkl
elektrolit kullanilmis ve sirastyla Pt/PPy-GODyrsa Ve P/PPY-GODngpts elektrotlar: elde
edilmistir. Biyosensor elektrotlarin  elektrokimyasal ve biyokimyasal acgidan
karakterizasyonlar1 gergeklestirilmis olup biyosensor ile ticari sivilarda glukoz tayini
yapilmustir.

e Pt elektrot tizerine pTSA ve NapTS elektrolitleri ortaminda PPy filmin homojen
bir sekilde sentezlendigi ve GOD enziminin bu filmlere baglandig1 hem elektrokimyasal
tekniklerle hem de SEM goriintiileri ve dijital fotograflar ile ispatlanmistir.

e GOD bagh -elektrotlarin elektrokimyasal davranmiglar1 GOD bagli olmayan
elektrotlara gore belirgin derecede farklilik gostermistir.

e pTSA elektroliti ile Pt ylizeyinde olusturulan PPy filmin iletkenliginin daha
yiiksek oldugu, ancak bu ortamin GOD enzimini kismi olarak denatiire etmesi nedeniyle
elde edilen enzim elektrotun biyokimyasal etkinliginin diisiikk oldugu gézlenmistir.

e NapTS elektroliti ortaminda elde edilen PPy filmin iletkenligi daha diisiik
olmakla beraber GOD aktivitesi i¢in daha uygun bir elektrolit oldugu ortaya ¢ikmustir.

o Pt/PPy-GODpaprs elektrotu, biyokatalitik etkinligi, tekrar kullanim kararlilig,
depolama siiresi ve ticari sivilarin glukoz derigimlerinin belirlenmesi agisindan Pt/PPy-
GODytsa elektrota gore daha yiiksek bir performans gostermistir.

e Bu calisma sentez kosullarinin degistirilmesi ile daha da zenginlestirilebilir.
Ornegin elektrolit tiirii, sentez sicakligi, GOD enziminin derisimi, polimer tiirii gibi
parametrelerin etkisi incelenebilir. Ayrica film kalinliginin etkisi incelenebilir. Pt yerine
C ve Al gibi farkli elektrot tiirleri kullanilabilir.

e Elektrot yiizeyinde olusturulan film SEM goriintiileri ve dijital fotograflar
yaninda IR, X-RD gibi tekniklerle karakterize edilebilir.

e Elektrotun bir defa kullanimi saglanarak elektrotun depolama kararliligi daha
dogru bir sekilde tayin edilebilir. Ayrica depolama kararliligi kuru ortam, farkli tampon

gibi farkli saklama kosullarinda da arastirilabilir.
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e Elektrota immobilize edilen GOD’nin glutaraldehit gibi bir molekiille ¢apraz
baglanarak elektrotun daha kararli hale gelmesi saglanabilir.
e Askorbik asit, lirik asit, {ire, asetaminofen gibi organik molekiillerin elektrotun

akim cevabi iizerine olan girisim etkisi arastirilabilir.
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