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OZET

FENOLLERE DUYARLI POTANSIYOMETRIK MIKRO BIYOSENSORLER
VE UYGULAMALAR

CIL, Bahar
Giresun Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Yrd. Do¢. Dr. Murat YOLCU
OCAK 2014, 77 sayfa

Calisma kapsaminda biitiintiyle kati-hal kompozit pH sensorlerin yiizeyine
polifenol oksidaz enziminin immobilizasyonuyla fenollere duyarlt mikro biyosensorler
hazirlandi. Hazirlanan biyosensorlerin  potansiyometrik performanslart tasarim ve
yazilimi laboratuvarimizda gergeklestirilen bilgisayarli 6l¢iim sisteminde arastirildi.
Hazirlanan fenol duyar mikro biyosensorler yaygin fenolik tiirlere (katesol, fenol, m-
krezol, p-krezol, o-krezol) kars1 genis bir dogrusal aralikta (yaklagik 1.102 — 1.107
mol/L) olduk¢a duyarli iken, cevap zamanlar1 kisa (<15 s) ve kullanim Omiirleri
uzundur (3-4 hafta). Hazirlanan fenol duyar mikro biyosensorler siyah ¢ay numunesinde
katesol analizi i¢in basari ile uygulandi. Ayni numune i¢in UV spektroskopik analiz
gerceklestirildi. Potansiyometrik ve spektroskopik yontemler igin istatistiksel (f- testi)
testi uygulandi.

Anahtar Kelimeler : Fenol Duyarli Mikro Biyosensor, Potansiyometri, pH Sensor,

Polifenol Oksidaz, Iyon Segici Elektrot



ABSTRACT

PHENOLS SENSITIVE POTENTIOMETRIC MICRO BIOSENSORS
AND APPLICATIONS

CIL, Bahar
University of Giresun
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Deparment of Chemistry, Master Thesis
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Murat YOLCU
JANUARY 2014, 77 pages

In this work all solid-state phenols sensitive micro biosensors were prepared by
polyphenol oxidase immobilization onto surface of all solid-state composite pH sensor.
The potentiometric performance characteristics were examined with a computerized
measuring system which hardware and software were manifactured in our research
laboratuary. All electrodes almost exhibited sensitive responce in linear range (~1.102 —
1.10° mol/L), short responce times (<15 s), long life times (3-4 week). Prepared phenol
sensitive biosensors were succesfully applied both potentiometric and UV spectroscopic
determination for catechol in black tea sample. Statistical f- test was applied for method

sensitivity between potentiometric and spectroscopic datas.

Keywords : Phenols Sensitive Micro Biosensor, Potentiometry, pH Sensor, Polyphenol

Oxidase, lon Selective Electrode.
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M veya mol/L

mg/L
mV
mM
\%

. 1 litre ¢6zeltideki maddenin mol miktarini ifade eder.

. 1 litre ¢ozeltideki maddenin miligram miktarini ifade eder.
. Milivolt

: Milimolar

. Volt

KISALTMALAR

CZE
DOS
ENFET
EMK

ISE
ISFET
IUPAC
KTpCIPB
MOSFET
NPOE
PVC
PVC-NH;,
PFO
SHE
TNT
THF

. Kapiler Bolge Elektroforezi

. Dioktil sebetat (Bis 2-etilhegzilsebetat)
: Enzim alan etki transistorleri

: Elektrostatik motor kuvveti

. Iyon secici elektrot

. Iyon-segici alan etki transistorleri
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. Metal oksit yari iletken alan etki transistorleri
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1. GIRIS

Biyosensorler; biyoloji, kimya, biyokimya, miihendislik gibi pek cok bilim
alanmin bilgi birikiminden yararlanilarak biyolojik molekiillerin veya sistemlerin
secicilik 6zellikleri ile modern elektronik tekniklerin islem yeteneginin birlestirilmesi
sonucu gelistirilen biyoanalitik cihazlar olarak bilinmektedir. Son yillarda bilim ve
teknolojideki hizli gelismeler biyosensorler kavram ve tanimlarinda da Onemli

geniglemelere yol agmustir (1, 2).

1.1. Biyosensorler ve Calisma Prensibi

Biyosensorler biyolojik tepkimelerde hedef analitleri denetlemek igin
kullanilan kiigiik algilayici cihazlardir. Birbiri i¢ine ge¢mis biri biyokimyasal digeri
elektrokimyasal 6zellikteki iki ¢eviriciden olusmaktadir. Biyokimyasal kismin gorevi
analizlenecek maddeyle etkileserek onu tanimaktir. Bu tanima olaymnin sonucunda
bir biyokimyasal iiriin de olusabilmektedir. Biyosensoriin ikinci kismi olan
elektrokimyasal kisim ise bu tanima olayini dlgiilebilir (okunabilir) bir sayisal degere

cevirmekle gorevlidir (1, 2).

Biyoreseptorler analizi yapilacak olan hedef maddeye 6zeldir. Bu reseptorler
biitiin biyolojik sistemlerde analiz edilecek olan maddeyi ayirt edebilmektedirler.

Ornek olarak; antijen, antikor, enzim veya hiicrenin tamamu verilebilir.

Analizi yapilacak olan hedef molekiil biyoreseptor tarafindan algilandiginda
biyoreseptdrde bir degisiklik meydana gelir ve bu sinyal iletimi yapan bolge

(transduser) tarafindan 6l¢iilebilen bir sinyale doniistiiriiliir (Sekil 1.1) (3).



Ornek [ ) ® Sinyal Ornek sinyal
® [ | almmaz
® |
[
Bivo Sinyal .
Bivo Sinyal

algilayict  cevirici
algilayicer  gevirici

Sekil 1.1 Biyosensorlerin ¢alisma prensibi

Analizlenecek madde ve yapilar genel olarak analit olarak adlandirilirlar.
Biyosensor teknolojisinde kullanilan analitlere 6rnek olarak; metaller, substratlar,
aktivatorler, inhibitorler, enzimler, koenzimler, hormonlar, antikorlar, antijenler,
niikleik asitler, mikroorganizmalar, viriisler, makromolekiiller, anorganik ve organik
maddeler verilebilir. Biyosensorlerde kullanilan ve analizlenecek madde ile spesifik
bir sekilde etkilesime giren biyoaktif bilesenler, basitten karmasiga dogru bir
siralama yapildiginda; iyonoforlar, antikorlar, enzimler, niikleik asitler, lipozomlar,
biyomembranlar, hiicre organelleri, tim hiicreler, doku kesitleri ve organlar olarak

smiflandirilabilirler. Sekil 1.2°de biyosensor sematik olarak gosterilmistir (4).

| . 4 Blciim Cihazi

iletici

4—Biyoaktif Tabaka

lAnalizi Yapilacak
Ornek

Sekil 1.2 Biyosensoriin sematik gdsterimi

1.2. Biyosensorlerin Tarihi

Biyosensor teknolojisi alanindaki ilk ¢aligmalar, biyokimyasal bilesen olarak
enzimlerin kullanilmasiyla hazirlanan enzim sensorleriyle baglamistir. 1950'1 yillarin
ortalarinda L. C. Clark ameliyat sirasinda kanin O, miktarin1 bir elektrot ile

izlemistir.



1962 yilinda Clark ve Lyons, 1967°de Updike ve Hick tarafindan hazirlanan
glukoz tayinine yonelik glukoz oksidaz enzim elektrotlari bu alandaki ilk 6rnekleri
olusturmustur. Daha sonraki yillarda da enzimlerin yaninda doku Kkiiltiirleri,
organeller, mikroorganizmalar, antikorlar ve niikleik asitler gibi biyokimyasal
bilesenlerin kullanilmasiyla degisik tipte bir¢ok biyosensdr hazirlanmistir. Clark’in

enzim elektorudu Sekil 1.3’de verilmistir (5).

I Ag anod

_ Ptkatod

Oz gecirgen membran
Elektrolit o
(5likoz oksidaz enzimi

0. 4 Glikoz igeren bolge
0,

Sekil 1.3 Clark’in enzim elektrodu

1.3. Biyosensorlerin Bilesenleri

1.3.1. Biyoajanlar (Biyoaktif Tabaka)

Biyoajan bir analitin taninmasinda biyosensoriin biyolojik hassasiyete sahip
kismidir. Biyosensoriin hassasiyeti ve seciciliginde etkilidir. Bu reseptorler tek bir
substrat1 baglayacak ve diger substratlara baglanmayacak 6zellikte olmalidir; temel
olarak biyoajanlar; biyokatalitik ve biyoafinite olmak {izere 2 grup altinda

incelenirler (6).

Biyoafinite ajanlar1 olan antikorlar, hormon almaglari, DNA, lektin gibi
molekiiller antijenlerin, hormonlarin, DNA parcaciklarinin ve glikoproteinlerin
molekiiler tanimlanmasinda kullanilir. Kompleks olusumu sonucunda, tabaka
kalinligi, kirimim indisi, 151k emilmesi ve elektriksel yiik gibi fizikokimyasal

parametrelerin degisimine neden olurlar.



Biyokatalitik ajanlar, analit tizerinde molekiiler degisime neden olmakta ve
bu doniisiim sonucu ortamda azalan ya da artan madde miktar takip edilerek sonuca
gidilmektedir. Bu amagla saf enzim ya da koenzim sistemleri, mikroorganizmalar ve
bitkisel ya da hayvansal doku pargalar1 kullanilmaktadir. Bu nedenle aslinda
biyosensorleri de c¢alisma prensiplerine gore Tablo 1.1°deki gibi biyoafinite

sensorleri ve biyokatalitik sensorler olmak tizere iki grupta incelemek miimkiindiir.

Tablo 1.1 Biyoafinite ve biyokatalitik ajanlar ve bunlarla tayin edilebilen analitler

Biyoafinite Sensorler Biyokatalitik Sensorler

Reseptor Analit Reseptor Analit
Enzim Substrat, Inhibitdr Enzim Substrat
Apoenzim Prostetik grup Mikroorganizma Kofaktor
Antikor Antijen Organel Aktivator
Reseptor Hormon Doku Kesiti Inhibitor

Lektin Glikoprotein,
Sakkarit, Enzim
Protein

Giliniimiizde bir biyosensor gelistirilmesi i¢in biyoajan olarak kullanilabilecek

enzim kaynaklar1 Sekil 1.4’te gosterilmektedir.

Sekil 1.4 Biyoajan olarak kullanilan enzim kaynaklari

(@) Enzim  (b) Doku kesitleri  (c) Mikroorganizmalar (d) Organeller
(e) Immuno ajanlar (f) Niikleik asitler ~ (g) Reseptor molekiilleri




1.3.2. Sinyal Cevirici (Transduser)

Biyolojik ve biyokimyasal sinyalleri veya cevabi belirlenebilir sinyale
doniistiirebilen sistemlere transduser denir. Bir substrat i¢in komponentin aktivitesi
O, tiikketimiyle, H,O, olusumuyla, NADH konsantrasyonundaki degisimle, floresans,
absorbsiyon, pH degisimiyle, kondiiktivite, sicaklik ya da kiitledeki degisimle
izlenebilmektedir (7). Sinyal ileticilerde gergeklesen degisimler ve bu degisimleri

Olgebilecek Ol¢iim cihazlar1 Sekil 1.5te gosterilmektedir (8).
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Sekil 1.5 Sinyal ileticilerde ger¢eklesen degisimler ve 6lglim cihazlar

1.4. ideal Bir Biyosensorde Olmas1 Gereken Ozellikler

Biyosensoriin pratikte kullanilabilmesi veya nitelikli bir biyosensor olarak

kabul edilebilmesi i¢in bazi parametrelere sahip olmasi gerekmektedir (8-10);

Kararhhk: Kararlilik, biyosensoriin kullanim 6mrii hakkinda bilgi verir.
Ayni bir sensor ile ¢ok sayida 6l¢iim yapilabilmesi, is giicli ve maliyet agisindan ¢ok
onemli avantajlar saglar. Biyosensorlerin Omrii, onlarin saklanma ve c¢aligsma
kosullarina baglidir. Hibrit bir yapiya sahip olmalari nedeniyle enzim sensorlerini,
hem sensér hem de enzim kararliligi agisindan degerlendirmek gerekir.
Amperometrik sensorlerde ozellikle yiiksek potansiyelde calisildiginda, reaksiyon
tirtinleri tarafindan yiizeyin bozulmasi problemi ile karsilasilabilir. Enzimin saflik
diizeyi, kaynagi ve immobilizasyon yontemi enzim sensoriiniin kararliligin1 6nemli
oOlglide etkilemektedir. Saflik diizeyi ile kararlilik arasinda dogrusal bir iliski yoktur.
Safsizligin artmas1 durumunda ise ilgilenilen enzimatik reaksiyonla girisim yapacak

tiirler aras1 olumsuz reaksiyonlarin olabilecegi diisiiniilmelidir.



Duyarhhk: Kalibrasyon grafiginde substrat derisimi ile sensor yaniti
arasindaki iligskinin dogrusal oldugu bolgeye “dogrusal aralik” denir. Bu dogrusal
araligin en alt simr1 da tayin siirit olarak tamimlanir. Potansiyometrik enzim
sensorlerinde kalibrasyon grafigi, {irlin derisiminin logaritmasi ile potansiyel arasinda
cizilir. Amperometrik esasli enzim sensorlerinde ise iiriin derisimiyle akim arasinda
dogrusal grafikler elde edilir (4). Biyosensor yanitini etkileyen parametrelerin sensor
kalibrasyonunu etkileyecegi unutulmamalidir. pH, sicaklik ve girisim yapici tiirler,
sensoriin yanitin1 bunun da tayin smirmi degistirecegi kesindir. Ornegin sicaklik,
optimum kosuldan uzaklasildiginda enzim sensoriin yanitini olumsuz yonde
etkilerken, baz1 kimyasal tiirlerin difiizyon hizlarmin sicaklikla artmasi enzim
sensoriin yanitinda artiga sebep olur. Ayni analit derisime karsilik ne kadar biiyiik

yanit elde edilirse duyarliligin o kadar iyi oldugu soylenir.

Secicilik: Diger analiz sistemleri ile kiyaslandiginda biyosensorler i¢in en
onemli Ozelliktir. Enzimler, spesifik enzimler hari¢ se¢imlilik sirasinda antikor ve
niikleik asitlerden sonra gelmektedir. Se¢imliligi etkileyen bazi parametreler vardir.
Bunlar; sensorle girisimler, biyokatalizatorle girisimler ve pH’dir. Sensorde meydana
gelebilecek girisimleri Onlemenin en iyt yolu ornekteki diger maddelere yanit

vermeyen, sadece ilgili reaksiyonu izleyebilecek bir sensor kullanmaktir (9).

Cevap Zamani: Bir biyosensor ile pratik bir islem sonucunda kisa siirede
sonu¢ alinabilmesi biyosensorlerin yayginlasmasini saglamistir. Bir biyosensoriin

cevap zamanini asagida belirtilen iic agsama etkilemektedir.

» Substratin analiz ortamindan membran yiizeyine difiizlenme hizi,
» Substratin membran i¢ine difiizlenme hiz1 ve biyokatalizoriin aktif merkezi
ile ne kadar hizli reaksiyon verdigi,

» Elde edilen iiriiniin sensor ylizeyine ne kadar hizli difiizlendigidir.

Cozeltinin karistirilma hizi, substrat derigimi, enzim derisimi, pH, sicaklik ve
sensoOr yiizeyinde herhangi bir membranin kullanilip kullanilmadig1 ve kullaniliyorsa
membranin niteligi ile kalinligt ve morfolojisi cevap zamanini etkileyen baslica

unsurlardir.



Tekrarlanabilirlik:  Enzimin aktivitesi, kararliligt ve saflik diizeyi
hazirlanacak olan enzim sensorii ile tekrarlanabilir sonuglar alinmasinda oldukcga
onemlidir. En basit anlamiyla tekrarlanabilirlik, ayni ornekte ard arda Ol¢lim
yapilmast ile elde edilen degerlerden sapma ve korelasyon Kkatsayisinin

hesaplanmasiyla ifade edilir (10).

1.5. Biyolojik Materyallerin immobilizasyonu

Enzimler yasayan hiicrelerdeki kimyasal reaksiyonlari hizlandiran protein
molekiilleridir. Enzimler reaksiyonlar sonucunda modifiye olmazlar. Bu nedenle ayni
enzim bir kereden fazla kullanilabilir, ancak enzimin reaktanlar ve/veya iriinler ile
birlikte bir c¢ozelti icerisinde bulunmasi, enzimin ¢ozeltiden ayrilmasini
zorlagtirmaktadir. Boyle durumlarda enzimin bir katiya tutundurulmasi saglanarak,
iriinler ortamdan alinmakta ve enzim tekrar kullanilabilir bir hale gelmektedir.
Enzim immobilizasyonu, enzimin hareketini engelleyen bir yontemdir. Bir katiya
tutundurularak, iizerinden gegen substratlarin {riinlere donlismesini saglayan

enzimlere immobilize enzimler denir (11).

Giiniimiizde immobilizasyon teknolojisindeki gelismelerle immobilizasyon
islemi sirasinda olusabilecek sorunlara ¢abuk ve etkili ¢oziimler getirilebilmektedir,
ancak her enzim i¢in ayri ayri kabul edilen genel bir metot bulunmamaktadir (12).
Immobilizasyon ydntemi segilirken kullanilan enzimin kimyasal yapis1 ve bilesimi,
substrat ve Triinlerin 0Ozellikleri, olusan {iriiniin kullanilacagi alanlar dikkate
alinmalidir (13). Ayrica, immobilizasyon igleminde, enzimin baglanma bolgesindeki
aktif gruplarin1 ve kimyasal yapisini degistirmeyecek, enzimde aktivite kaybina
neden olmayacak bir yontem segilmesi ¢ok onemlidir. Bu nedenle enzimin baglanma
bolgesindeki gruplarla reaksiyon vermekten kacinilmalidir. Immobilizasyon
isleminde baglanma sirasinda enzimin aktif bolgesi koruyucu gruplarla korunur.
Baglanma sonrasinda koruyucu gruplar, enzimde aktivite kaybina neden olmadan
uzaklastirilir. Baz1 durumlarda bu koruyucu etki substrat ya da yarisan tip inhibitor

ile saglanabilir. Iimmobilizasyon yéntemleri Tablo 1.2°deki gibi siniflandirilmaktadir.



Tablo 1.2 immobilizasyon ydntemlerinin siniflandiriimasi

Tasiyiciya Baglama Capraz Baglama Hapsetme
Fiziksel Adsorpsiyon Kafes Tipi
Iyonik Baglama Mikrokapsiil Tipi
Kovalent Baglama

Enzimin immobilize edilecegi yiizey, hidrojen bag:i olusumu gibi enzimin
yapisint korumaktadir. Bu baglanmalar enzimdeki titresimi engellemekte ve bu da
sicaklik kararliliginin artmasini saglamaktadir. Yiizey ve enzimin yakin cevresi
elektrik yiikliidiir ve bu da enzimin optimum pH’smnin 2 pH birimi kadar artmasina
neden olmaktadir. Bdylece enzimin etkin bir sekilde calisabilecegi pH araligi
artmakta ve ayn1 pH’ta calisamayan enzimlerin bir arada calismasi saglanmaktadir

(14).

1.5.1. Tasiyiciya Baglama Yontemi

Tasiyic1 baglama metodu en eski immobilizasyon yontemidir, enzimlerin
suda ¢oOziinmeyen tasiyicilara baglanmasi seklinde gergeklesir. Bu yoOntemde
baglanan enzimin miktar1 ve immobilizasyon sonrasi enzimin aktivitesi tasiyicinin

yapisina baghdir (14).

Tastyicinin sec¢ilmesi immobilize enzimin performansi agisindan biiyiik 6nem
tasimaktadir. Tasiyic1 se¢iminde en 6nemli kriter enzimin cinsidir (14, 15). Bunun

disinda tasiyici seciminde dikkat edilmesi gereken kriterler asagidaki gibidir:

Genis yiizey alani

Tanecik boyutu ve sekli

Kimyasal bilesimi

Hidrofilik gruplarin hidrofobik gruplara molar orani
Gegirgenligi

Hidrofilik karakteri

Kimyasal, mekanik ve 1s1l kararlilig1

vV V V V V V V V

Yiiksek sertligi




» Mikrobiyal saldirilara kars1 dayaniklilig
> Rejenerasyon kabiliyeti (14, 15)

Sekil 1.6’da enzimin tasiyicitya baglanmasi goriilmektedir. Genel olarak;
hidrofilik gruplardaki ve baglanan enzim konsantrasyonundaki artig immobilize enzimin
aktivitesinin yiikselmesini saglamaktadir. Enzim immobilizasyonunda en ¢ok kullanilan
tasiyicilardan bazilar seliiloz, dekstran, agaroz polisakkarit tiirevleri veya poliakrilamid

jel gibi yapilardir (14).

Sekil 1.6 Tasiyiciya baglama yonteminin sematik gosterimi

1.5.1.1. Fiziksel Adsorpsiyon

Enzim immobilizasyonunda kullanilmakta olan bu yontem enzimin suda
¢Ozlinmeyen bir tagiyicinin yiizeyine fiziksel adsorpsiyonuna dayanmaktadir. Enzim
ile tastyici arasinda tersinir bir yiizey etkilesimi gergeklesmektedir. Adsorpsiyon, en
basit ve uygun tasiyici kullanildigi durumlarda ucuz bir immobilizasyon metodudur.
Bu yontemde hidrofobik baglanma gergeklesebilmekte, ayrica van der Waals
kuvvetleri, iyonik ve hidrojen bag etkilesimleri gibi elektrostatik kuvvetler de etkili
olmaktadir. Bu yontem ilk olarak beta-D-frukto-furanosidaz enziminin aliiminyum

hidroksit tizerine immobilizasyonunda kullanilmigtir.

Fiziksel adsorpsiyon ile immobilizasyon isleminde enzimin aktif merkezinin
yapisinda ve de enzimde konformasyonel degisiklik ¢cok az olmakta ya da hig
olmamaktadir. Islem sirasinda enzimin aktivitesini kaybetmemesi ve optimum
adsorpsiyon kosullarmin saglanabilmesi i¢in uygun ¢oziicii kullanilmali, sicaklik,
enzim konsantrasyonu, adsorbant konsantrasyonu, pH ve iyon konsantrasyonlari
kontrol edilmelidir. Fiziksel adsorpsiyonun sematik gosterimi Sekil 1.7’de

gosterilmistir (14-16).



Sekil 1.7 Fiziksel adsorpsiyonun sematik gosterimi

1.5.1.2. iyonik Baglanma

Bu metot, ylizeyinde iyon degistirme yetenegine sahip gruplar bulunduran,
suda ¢Oziinmeyen tasiyicilara proteinlerin iyonik baglanmasi esasina dayanir.
Sartlarinin kovalent baglanmaya gore daha kolay olmasi bu yontemi avantajli kilar.
Ayrica enzimin aktif sitesinde ve formasyonunda kiiciik capta degisiklikler olur ve
bu yontem yiiksek aktiviteye sahiptir. Iyonik baglama yonteminin dezavantaji, pH
degisimleri olan veya yiiksek iyonik siddetli ¢oOzeltilerde enzimin tasiyicidan

kopmasi durumuyla karsilasiimasidir (17).

1.5.1.3. Kovalent Baglanma

Suda coziinmeyen tasiyicilara proteinlerin kovalent baglanma yoluyla
baglanmas1 esasina dayanir. Enzimin tasiyiciya kovalent baglanmasinda dikkat
edilecek 6nemli nokta, baglanmanin enzim aktivitesi i¢in zorunlu gruplar tizerinden
olmamasi1 ve baglanma sirasindaki sterik engellemeler nedeni ile bu gruplarin
rahatsiz edilmemesidir. Bunun bir sonucu olarak aktif molekiilde aktivite kaybi
meydana gelebilir. Kovalent baglanma diger yontemlere gore karmasik islemler
icerir ve pahalidir. Kovalent baglanma kullanilarak hazirlanan bir biyosensor,
sicaklik, pH, iyonik siddet degisikliklerine kars1 direnglidir. Ayrica baglanma metodu
ve tastyicl materyallerin seciciliginden dolayr kovalent baglanma yontemi genis bir
secim araligina imkan saglar. Kovalent baglamanin sematik gosterimi Sekil 1.8°de

verilmistir (17, 18).
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Sekil 1.8 Kovalent baglamanin sematik gosterimi

Kovalent baglanmada enzimin aktif merkezi engellenmis olmamalidir. Bazi
durumlarda immobilize enzimin verimini arttirmak i¢in enzimin reaktif kalintilarinin
miktarin1 arttirmak mimkiindiir. Boylece enzimatik aktivite igin gerekli olan

alternatif reaksiyon bolgeleri saglanmaktadir.

Capraz baglanma ile uygulandiginda kovalent baglanma sonucunda kararli,
cevredeki ¢ozeltiye sizinti yapmayan immobilize enzim tiirevleri elde edilmektedir.
Baglanma reaksiyonlarinin ve kovalent bag yapabilen tasiyicilarin gesitliligi bu
yontemin genellikle kullanilan bir immobilizasyon yontemi olmasini saglamaktadir
(14). Enzimlerin kovalent baglanmasinda dikkat edilmesi gereken onemli nokta,
baglanmanin enzim aktivitesi icin eSansiyel olan amino asitler {izerinden
gerceklesmemesi ve bu gruplarin baglanma sirasinda sterik olarak rahatsiz
edilmemesidir. Kovalent baglanma enzim molekiilii lizerindeki Cizelge 1.1°de

verilen amino asitlerin reaktif fonksiyonel gruplari iizerinden gergeklestirilir.
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Cizelge 1.1 Enzimlerin kovalent baglama ile immobilizasyonunda bag olusumuna
katilan amino asitlerin reaktif gruplari

0
I
—NH, —C-OH —SH —S$-CH; N NH
(A ©) ©) ©) E)
1 0
—N-C-NH, o N
H
(F) (G) (H)

(A) : N-Terminal amino asitlerin (C) : Sisteinin siifhidril grubu,
amino grubu ve lizinin o (D) : Metiyoninin tiyoeter grubu,
amino grubu, (E) : Histidinin imidazol grubu,

(B) : C-Terminal amino asitlerin (F) : Argininin guanidinil grubu,
ve aspartikasit, glutamik asidin ~ (G) : Tirozinin hidroksil grubu,
serbest karboksil gruplan, (H) : Triptofamin indolil grubu.

1.5.2. Capraz Baglama

Bu metot, bi- veya multi- fonsiyonel gruplar kullanilarak, enzim molekiilleri

arasinda kovalent baglanma esasina dayanir. En ¢ok kullanilan ¢apraz baglama

reaktifleri glutaraldehit, karbonildiimidazol, heterosiklik halojeniirler vb. maddelerdir

(17, 18). Sekil 1.9°da ¢apraz baglama sematik olarak gosterilmistir.

Sekil 1.9 Capraz baglamanin sematik gosterimi
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Bu yontemde enzim kuvvetli bir sekilde baglandigindan desorpsiyon ¢ok
diistiktiir. Capraz baglama diger metotlardan birisiyle konjugasyonda kullanilir. Bu
yontem ile enzim immobilizasyonu farkl sekillerde yapilir:

* Enzimin yalniz bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu

* Enzimin ikinci bir protein varliginda bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu

* Enzimin suda ¢6ziinen bir tasiyicida adsorbsiyonundan sonra bifonksiyonel
reaktif ile reaksiyonu

* Enzimin bifonksiyonel reaktif tarafindan aktive edilmis polimer tasiyici ile

reaksiyonu

Capraz baglama reaksiyonu nisbeten sert kosullarda gerceklestiginden bazi
durumlarda, enzimin aktif sitesinde 6nemli bir sekilde degisikliklere sebep olur.

Cizelge 1.2°de baz1 bifonksiyonel reaktiflerin kimyasal formiilleri verilmistir (18).

Cizelge 1.2 Bazi bifonksiyonel reaktiflerin kimyasal formiilleri

oty N=C=0 NCO
“H
CH
CHy . (CHyls son o5,
_ AT
CHh CHH N=C=0
{lutaraldehit Hekzamethilen- 2-izosiyanato-4-
diizosiyanat izotiyosiyanato-Toluen
N0y
S09H S05H 805
o Oq F
v {4 Y O
2 2
- F
Bisdiazohenzidin-2,2'- N-Etil-5-fenilizdsazolyum-3'- 1,5-difloro-2 ,4-
disiilfonikasit siilfonat dinitrobenzen

Kovalent baglama ile enzim veya protein yapisindaki diger biyoaktif
bilesenlerin 6nemli immobilizasyon reaksiyonlarindan birisi olan glutaraldehit ile

capraz baglama reaksiyonu asagida goriilmektedir;
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1.5.3. Hapsetme Yontemi

Bu yoOntemin esast protein molekiiliinii belirli bir ortamda durmaya
zorlamaktir. Enzim bulundugu ¢evreden disariya g¢ikamaz. Hapsetme yOntemi,
mikrokapsiilleme ve polimer matriks i¢ine kafesleme olmak {iizere iki sekilde
gerceklestirilir. Bu yontemi kovalent baglama ve capraz baglama ile
immobilizasyondan ayiran en Onemli 6zellik, enzim molekiiliiniin fiziksel ya da

kimyasal olarak herhangi bir tagiyiciya baglanmamis olmasidir (18).

1.5.3.1. Kafes Tipi (Polimer Matriks I¢ine Tutuklama)

Bu yontem yiiksek derecede ¢apraz bagli bir polimerde protein (6rn,enzim)
molekiillerinin ¢apraz bag arasinda tutuklanmasi esasina dayanir (Sekil 1.10).
Polimer matriks igerisine tutuklama ydntemi, ¢cok kolay uygulanmasi, gercek bir
fiziksel yontem olusu ve cok az miktarda enzim ile gergeklestirilmesi yoniinden
avantajli bir yontemdir. Ayrica kimyasal bir baglanma olmadigindan yiiklii tasiyiciya

gerek duyulmamaktadir. Immobilizasyon islemi sirasinda inaktivasyonun deney
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kosullaria ¢ok siki bagimli olusu ve immobilize enzimin ancak kii¢iik molekiillii

substratlara kars1 iyi aktivite gostermesi bu yontemin dezavantajidir (18).

Sekil 1.10 Kafes tipi tutuklama yonteminin sematik gosterimi.

1.5.3.2. Mikrokapsiil Tipi

Bu yontem enzim molekiillerinin yari gecirgen bir membran icinde
tutuklanmasi esasina dayanir. Mikrokapsiillerin ¢ap1 1-100 p arasinda degismektedir.

Sekil 1.11°de enzimin bir kapsiil i¢inde tutuklanmasi goriilmektedir.

E

Sekil 1.11 Enzimin bir kapsiil igerisinde tutuklanmasi

Bu yontemle immobilize edilmis enzimler ¢ift secimlilik gosterebilirler.
Secimliligin biri dogal olarak enzimin kendisinden gelirken digeri ¢evreyi olusturan
yart  gecirgen membrandan gelebilir. Bununla beraber, bu yontemde
mikrokapsiilleme islemi esnasinda enzim inaktive olabilir ve ayrica kullanilan enzim

konsantrasyonunun oldukga yiiksek olmasi gerekmektedir (18).

1.6. immobilize Enzimlerin Dogal (Serbest) Enzimlere Gore Ustiinliikleri

» Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilir (siizme, santrifiijleme

vb.) ve lirlinlerin enzim tarafindan kirletilmesi gibi bir problem olusturmaz.
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Cevre kosullarina (pH, sicaklik vb.) kars1 daha dayaniklidir.
Bir¢ok kez ve uzun siire kullanilabilir.

Stirekli islemlere uygulanabilir.

Dogal enzime kiyasla daha kararlidir.

Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir.

Birbirini izleyen ¢ok adimli reaksiyonlar i¢in uygundur.

Bazi1 durumlarda serbest enzimden daha yiiksek bir aktivite gosterebilir.

YV V. V V V V V V

Enzimin kendi kendini par¢alamasi olasilig1 azalir.
» Uygun biyoaktif materyal ve sensor secildikten sonra bunlarin birbirine
baglanmasi asilmasi gereken en 6nemli sorundur. Bu baglama islemi biyosensorlerin

immobilizasyonu olarak tanimlanmaktadir (19).

1.7. iletim ve Ol¢iim Sistemlerine Gére Biyosensorlerin Simiflandirilmasi

Tablo 1.3’de iletim ve Ol¢iim sistemlerine gore biyosensorlerin

siiflandirilmas: goriilmektedir.

Tablo 1.3 Iletim ve dlgiim sistemlerine gore biyosensérlerin siniflandiriimasi

Elektrokimyasal Kalorimetrik Optik Piezoelektrik
Amperometri Termistorler Fotometri Piezoelektrik kristaller
Potansiyometri Fluorometri

Yari iletken Biyoliiminesans

1.7.1. Elektrokimyasal Esash Biyosensorler

1.7.1.1. Amperometri Esash Biyosensorler

Amperometri genel anlamda belli bir potansiyeldeki akim siddetinin
Olclimiinii esas alir. S6z konusu akim yogunlugu ¢alisma elektrodunda yiikseltgenen
ya da indirgenen elektroaktif tiirlerin konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak
tammlanir. ikinci elektrot referans elektrot olarak is goriir. Kalibrasyondan sonra,

akim yogunluklarindan ilgili tiirlerin konsantrasyonlarinin  belirlenmesinde
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yararlanilir. Amperometrik esasli bir biyosensoriin sematik gosterimi Sekil 1.12°de

verilmistir (20).

N T

3,
E Sy

\

J/

A: Galigma Elektrodu [Pt]

B: Referans Elektrot [Ag/AgCl)

C: Elektrolit Gozelti [KCI]

D: Ig gaz gegirgen membran [Teflon]

E: Immobilize enzimi igeren biyoaktif tabaka
F: Dig koruyucu membran [Seliloz asetat v.b.
G: O-ring

[Hzoz +Hgozﬂ>q+m;,0]

Sekil 1.12 Amperometrik esasli bir biyosensoriin sematik gosterimi

Iletici sistem olarak bir amperometrik sensériin kullanilmas: durumunda

potansiyometrik sensorlerden en biiyiik fark, driinlerden sinyal olusturan tiriin

elektrot ylizeyinde tiiketilmesidir.

Oksijen tiiketimine iligkin reaksiyonlar asagida verilmistir;

Katodik reaksiyon;

O +2H O0+2¢ — HO +20H
2 2 2 2

H O + 2 — 20H
Anodik reaksiyon;

Ag+Cl — AgCl+e

Toplam reaksiyon;

4Ag+O,_+2H O +4Cl — 4AgCl + 40H
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1.7.1.2. Potansiyometri Temelli Biyosensorler

Potansiyometri bilindigi gibi en genel anlamda bir calisma ve referans
elektrot arasindaki potansiyel farkinin Olglimiinii temel almaktadir. Elektrot

potansiyelinin belirlenmesi dogrudan analit konsantrasyonunu belirler.

Potansiyometrik biyosensorler temel tabakasini iyon segici elektrotlar veya
gaz duyarh elektrotlarin iizerine bir veya daha fazla enzimin immobilizasyonu ile
yapilmaktadir. Potansiyometrik enzim sensorler, iyon secici elektrotlar ve gaz segici
elektrot temellidirler. Bunlar pH, amonyum, iyot, siyaniir, amonyak ve karbondioksit
duyarli enzim sensorlerdir. Potansiyometrik biyosensorlerin sematik gosterimi Sekil

1.13’de verilmistir (20).

Potansiyometrik esasli bir
biyosenstriin sematik
gosterimi

A: Elektrod dus ceketi,

B: Ig doldurma ¢dzeltisi,

C: CampH elektrot,

F—sy) D: O-ring,
f : E: immobilize enzimi
iceren biyoaktif tahaka,

F: Gaz-gecirgen membran,
G: Koruyucu membran.

Sekil 1.13 Potansiyometrik biyosensorlerin sematik gosterimi

% pH Temelli Biyosensorler

H30" iyonu konsantrasyonundaki degismeyi belirlemek amaciyla tasarlanan
bu tiir enzim elektrotlarinda temel sensor olarak en yaygin bir sekilde klasik cam
elektrotlar1 kullanilir. Ayrica H3O" iyonlarina duyarli maddelerin (DOS, PVC-NH,)
kullanilmasiyla hazirlanan pH duyarli iyon segici elektrotlar ve antimon elektrotunda
oldugu gibi H3O" iyonlarma duyarli bazi metalik elektrotlarmnda kullanilmasi

miimkiindiir. Temel ilke proton konsantrasyonundaki kiiciik farklarin belirlenmesidir.
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pH duyar potansiyometrik biyosensorlere verilebilecek en klasik ornekler; iire,

glukoz ve penisilin tayinine yonelik biyosensorlerdir (3).

> Ure
Potansiyometrik sensorler ile 1987°de Guilbault ve Kuan tarafindan ilk
oOl¢iilen biyolojik madde {iiredir. pH elektrot yiizeyine iireazin immobilizasyonu ile

iire biyosensor hazirlanir.

iire + H O _dreaz, CO SH2NH

> Glukoz

Glukoz oksidaz enziminin glikozu katalizlemesi sonucu glukonik asitin agiga
cikmasiyla pH’ta degisiklige neden olur ve bu degisiklik pH sensorle
Olciilebilmektedir.

Glukoz + O, likozoksidaz 51ykonik asit + H,0,

» Penisilin

pH elektrot ylizeyine penisilinaz enziminin immobilizasyonu ile biyosensor
elde edilir. Penisilinaz enzimin katalizlemesi ile olusan H;0" pH elektrot tarafindan

Olciilerek penisilin miktar: tayin edilir.

L Penisilinaz . .
Penisilin — penisilioat + H30

% NH,;" Secici Sensér Temelli Biyosensorler

NH,4" secici potansiyometrik bir biyosensor, amonyum iyonlarina secici temel
sensor ile enzimin immobilize edildi§i membranin  birlestirilmesiyle
hazirlanmaktadir. Bu tiir biyosensérler genelde NH," iyonu yaninda HzO", K* ve Na*
gibi tek degerlikli katyonlara da duyarlik gosterirler. Bu ylizden, 6l¢iim ortamlarinda

benzer iyonlarin bulunmasi durumunda girisim problemleri ortaya ¢ikmaktadir. Bu
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nedenlerden dolay elektrot kalibrasyonunda fosfat tamponlar1 kullanilmazken Tris-

HCI benzeri tamponlardan yararlanilabilir.

Analiz yapilacak 6rnegin bazi iyon degisim regineleriyle isleme tabi tutulmasi
yoluyla girisim yapabilecek iyonlarin uzaklastirilabilmesi miimkiinse de ozellikle
biyolojik 6rneklerde bu sorunla basa ¢ikilabilmesi kolay degildir. Bu sorunun dniine
gecebilmek igin ¢ift membran teknolojisinden yararlanilarak daha segici

biyosensorler hazirlanabilir (3).

¢ NHs; Secici Sensor Temelli Biyosensorler

Amonyak segici bir gaz sensoriin temel sensor olarak kullanildigi bu tiir
enzim sensorlerinde amonyagin genel Ozelliklerinden yararlanilir. Temel sensor

elektrolit olarak NaHCO3 igerir.

Amonyak secici sensorlerde enzim (lireaz), temel sensorii ¢evreleyen gaz
gecirgen bir hidrofobik membran iizerine uygun immobilizasyon yoOntemleriyle
monte edilir. Hidrofobik membranin yalnizca gaz gecirgen olmasi kan gibi
karmasik biyolojik orneklerde bile 6n isleme gerek olmaksizin spesifik analizler

yapilabilmesini imkan verir.

s CO; Secici Sensor Temelli Biyosensorler

Karbondioksit duyar bir enzim elektrotunda 6l¢lim ilkesinin temeli, enzimatik
reaksiyon uyarinca olusan karbondioksitin suyla etkilesmesi sonucu agia ¢ikan
HsO" iyonlarmin neden oldugu asidik ortamdir. Kullanilan temel sensér NaHCO3 ve
NaCl igeren bir cam elektrottur. NaHCO3; dogrusal elektrot cevabi alinmasini

desteklerken, NaCl, Ag/AgCl referans elektrotunu stabilize eder.
Enzim, temel sensorii ¢evreleyen hidrofobik membran iizerine immobilize

edilir. Bu sayede ¢ozeltideki iyonik etkilerden korunabilir. Ancak ucucu asidik ve

bazik tiirlerin girisim etkilerinin gézden uzak tutulmamasi gerekir (3).
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1.7.1.3. Yan Iletkenleri Esas Alan Biyosensorler

Temel sensOr olarak metal oksit yar1 iletken alan etki transistorlerini
(MOSFET) ya da iyon duyar alan etki transistorlerini (ISFET) esas alan bu tiir enzim
sensorleri, enzim ile alan etki transistorlerinin birlestirilmesini ifade edecek sekilde

enzim alan etki transistorleridirler (ENFET).

MOSFET’lerin, gazlarin Ol¢limiine uygun hale getirilmesiyle olusan gaz
duyar sensorlerde (GASFET) adsorblanan gaz molekiillerinin disosiyasyonu ve
olusan ytiikiin oksit tabakasina transferi temel ilkedir. Bu durum tabakanin dielektrik
sabitini degistirerek ve gecen akimda bir modifikasyona yol agarak Slgiime olanak

saglar. Enzim alan etki transistorii Sekil 1.14°te verilmistir (18, 20).

Enzim alan etki
B A transistoriiniin
sematik gisterimi

A: Referans elekirot,

B: Enkapsulant,

C: immohilize enzim
o tahakasi,
D: lvon secimli
memhran
- ﬁrtu
tire + H,0 2NH,+ CO,

Sekil 1.14 Enzim alan etki transistori

1.7.2. Optik Esash Biyosensorler

Optik biyosensorler iletici sistem olarak optik lifler iizerine uygun bir
yontemle uygun bir biyomolekiilin immobilize edilerek hazirlanan 6l¢iim
cihazlaridir. Etkilesim sonucu meydana gelen kimyasal ya da fizikokimyasal bir
degisimin Ol¢limiinii temel almaktadirlar. Sinyal, 151k yansimasi, sa¢ilimi ya da
yayimi sonucu olusur. Ornegin optik lifin iizerine enzim immobilizasyonuyla

hazirlanan optik esasli enzim sensdrleri temelde absorbsiyon, fluoresans,
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biyoliiminesans gibi temel ilkeler ¢ergevesinde ¢alisirlar. Optik esasli biyosensdorlerin

sematik gosterimi Sekil 1.15°te verilmistir (18).

4 gosierimi
A B A: Op ik B,
A B: mmwhilize enzim- indilator
e tah alaa,
I C: Yam gecirgen nembran
c 3
Penisihin Penisilinaz I Penznibai + HY
Indilaior: Bromdorezol yesih
{Ahsorpsiyon Ezash)
Laktat + NAD+ Laldat Dehidrogenaz " Pirwrat + NADH +H*
Indilmir: NADH
{F luworomweiri E zash)
ADP + Kreatin fosfat Kreatin Kinaz ATP+ Kreatin
ATP+ Lausiferin+ O, _Lusiferan{Mz "} I AMP+PP+  Olwilusiferin
+CO+hwE6Inm)
(Biyoliim E sash)

Sekil 1.15 Optik esasli biyosensorlerin sematik gosterimi

1.7.3. Kalorimetri Esash Biyosensorler

Kalorimetri esasli enzim sensorleri, termal enzim sensorleri, enzim
termistorleri ya da entalpimetrik enzim sensorleri gibi degisik isimlerle
adlandirilirlar. Temel ilkeleri bir enzimatik reaksiyondaki entalpi degisiminden
yararlanarak substrat konsantrasyonunu belirlemekten olusur. Genel olarak enzimatik
reaksiyonlarin ekzotermik dogasindan faydalanilir. Enzimatik reaksiyon sonucu
meydana gelen sicaklik degisimi ile substrat konsantrasyonu arasindaki dogrusal
iliskiden sonuca varilir. 0 "C’ye yakin kiigiik sicakhik degisimleri termal olarak

yalitilmis ortamlarda termistor veya termofiller yardimiyla takip edilir.

Kalorimetri esasli termal biyoanalizor ile termal enzim sensdrleri arasinda

biyosensor kavrami agisindan Onemli farklar vardir. Termal biyoanalizorler,

22



yalitilmis bir sistemde genelde biri referans olmak iizere iki immobilize enzim
kolonu igerirler. Pompalar yardimiyla bir siirekli akis olayr goriilir. Enzimatik
reaksiyon uyarinca substrat konsantrasyonuna bagli sicaklik degisimi termofiller
yardimiyla gozlenir. Kalorimetri esasli biyosensorlerin sematik gosterimi Sekil

1.16’da verilmistir.

Termal biyoanalizdr

sisteminin sematilk
gisterimi

: Enzim kolonu,
Referans kolon,

: Isa degistirici,

: Polifiretan izolatir,

Aliiminyum ¢ceper,

Ornek girisi,
DAk alas,
: Yiikseltici,

: Kaydedirci,

: Termistir.

i N -

Sekil 1.16 Kalorimetri esasl biyosensorlerin sematik gosterimi

1.7.4. Piezoelektrik Esash Biyosensorler

Piezoelektrik sensorler en genel anlamda karakteristik rezonans frekansindaki
farklanmay1 belirleyerek bir piezoelektrik kristal yiizeyinde toplanan Ornegin
kiitlesinin dl¢lilmesi esasina gore ¢alisan gravimetrik cihazlardir. Sensor se¢imliligi,
kristal ylizeyindeki madde ile spesifik bir etkilesime sahip analitin birikimiyle
alakalidir. Sensor yiizeyinde bir madde adsorblandigi veya biriktigi zaman
piezoelektrik kristalin rezonans frekansindaki farklanmanin OGlgiilmesiyle sonuca
varilir.

Bir  piezoelektrik  sensOriin  ilizerinde enzim  immobilizasyonuyla
gerceklestirilen piezoelektrik enzim sensdrlerinde, enzim molekiillerine substratlarin
baglanmasindan dolayr meydana gelen kiitle degisimlerinin, piezoelektrik kuartz
diskin vibrasyonunda sebep olduklar1 farklanmadan yararlanilarak madde miktar
tespit edilir. Piezoelektrik esasli biyosensorlerin sematik gosterimi Sekil 1.17°de

verilmistir (18, 21).
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| | Piezoelekirik esash
e enzim sensorinin
sematik gosterimi
" A: izole edici destels,
J E B: iletici,
E :.I""_ ¢ C: Immobilize enzim;
v . D: Elekirot,
s 1::’ | E: K uartz Jistal |

Sekil 1.17 Piezoelektrik esasli biyosensorlerin sematik gdsterimi

1.8. Biyosensorlerin Uygulama Alanlari

Biyosensorlerin, klinik teshis, tibbi uygulamalar, siire¢ denetleme,
biyoreaktorler, gidalarda kalite kontrol, tarim ve veterinerlikte tan1 ve kalite kontrolii,
bakteriyel ve viral teshis kitlerinin hazirlanmasi, ilag liretimi, endiistriyel atik su
denetimi, madencilik, askeri savunma sanayi gibi alanlarda yaygin olarak kullanimi
s6z konusudur. Biyosensorlerin en yogun olarak kullanildiklar1 alan bugiin i¢in
medikal tan1 ve teshis alanidir. Hi¢ kuskusuz biyomedikal sektor biyosensorler icin
en 1yl pazardir. Bu alanda uygulama olanag bulan ilk biyosensorler enzim
sensorleridir. Ticari olarak {iretilen ilk biyosensor ise diyabet hastaliginin teshisi i¢in
kan ve idrarda glukoz tayinini miimkiin kilan glikoz oksidaz elektrodudur. Bu alanda
gerek viicuttaki glukoz, lire, seker gibi biyolojik {irlinlerin takibi yan1 sira kanserlerin

izlenmesi ve mikrobiyal ajanlarin tespiti amaciyla siklikla kullanilmaktadir (22-24).

Cevre takibinde biyosensorler gerek sularin gerekse havanin ¢evresel atiklar,
mikroorganizmalar ve toksinler yoniinden takibi amaciyla kullanilmaktadir (25).
Gida sektoriinde biyosensorlerin  kullanimi gerek gidalarin  {iretimi  gerekse
paketlenmesi ile markete sunulmasi asamalarinda gidalarin kalite ve kontaminasyon
kontrolleri i¢in tercih edilmektedir. Biyoteknoloji ve gida endiistrisinde basta glikoz
olmak tizere bir gok monosakkarit, amino asitler, organik asitler (laktik asit) iire ve

alkol tayinlerinde enzim sensorleri kullanilmaktadir.
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Ayrica gidalardaki yabanci maddeler (peptisitler, toksitler ve yabanci
hormonlar vb.) yaninda aroma ve tazelik gibi kompleks parametreler iginde
biyosensorler hazirlanabilir (8, 26). Savunma alaninda biyosensorlerin kullanimi ve
gelistirilmesi calismalarina 6zellikle “11 Eylil” saldirisindan sonra hiz verilmistir.
Bu alanda biyosensorler gerek biyolojik savas ajanlarinin gerek belirlenmesinde
gerekse takibinde kullanilmaya baslanmistir. Ornegin, bu yaklasimla sarbonlu bir

mektubun kisa siirede belirlenmesi miimkiindiir (27).

Kara maymlarinin yapiminda yogun olarak kullanilan trinitrotoluen (TNT)
nitrorediiktaz ihtiva eden bakterilerin enzimlerini tasiyan biyosensorler de yine
savunma alaninda kullanim bulmus olan f{irlinlerdir. Bugiline kadar yliizlerce

biyosensor hazirlanmis olup bunlarin bir¢ogu da ticari olarak iiretilmektedir.

Biyosensorlerin, ilaglarin viicuttaki diizeylerinin ayarlanmasi ve kontroliinde
kullanilmast yakin bir gelecekte gerceklestirilebilecektir. Yapay pankreas calismalar
biyosensorlerle ilgili devam ettirilmekte olan ve yakin gelecekte sonug alinacagi
diisiiniilen biyosensorlerin  gelecegine dair giizel bir Ornektir. Son yillarda
analizatorlere enzim elektrotlart monte edilmis ve yogun bakim {initelerinde
kullanilmaya baglanmistir. Biyosensorlerin gelecekte onemli uygulamalarindan biri
stiperoksit ve nitrik oksit gibi kisa dmiirlii ve hormonlar ve noérotransmitterler gibi
diisiik konsantrasyonlu maddelerin in vivo tayinidir. Ayrica biyoproseslerin niikleik
asit diizeyinde izlenmesi, ilaglarin reseptorlere etkisi ve 6zellikle transmitter-reseptor

etkilesimi de biyosensorlerin gelecekteki 6nemli tibbi uygulamalar: olacaktir.

Ayn1 zamanda biyolojik mekanizmalarin, proteinler arast iliskilerin
anlasilmasinda ve insan genom projesinin devami olan proteomik ¢aligmalarinda da
biyosensorlerin daha da gelistirilmesinde ve c¢esitlendirilmesinde biiylik katki
saglayacaktir. Insan genom projesi, patojenik bakteri ve mikroorganizmalarin genetik
kodlarin ilag¢ gelistirme cabalar1 i¢in belirlenmesi yan1 sira bazi kétii niyetli ilaglarin

ilag yerine zehir yapmasina da sebep olabilecektir (28).

Modern zaman biyosensorleri olarak da adlandirilan nanoteknolojik veya chip

teknolojisi kullanilarak gelistirilmeye baglanilan yeni nesil biyosensdrler sonuglarin
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daha kolay izlenmesi ve degerlendirilmesini saglamaktadir. Ornegin, bu teknik
kullanilarak biyocip yerlestirilen bir bireyde degisimler bireyin hastaneye gitmeden
de takibini saglayacak bir Ozellige sahiptir. Ayrica, niikleotit ¢ogaltma ve
gorintiileme metotlariin  hizla gelismesi, bunlarin nanoteknolojiyle birlikte
degerlendirilmesi, niikleotit temelli biyosensorlerin kullanim alanlarinin daha da

yayginlagsmasini saglayacaktir (29,30).

Yukarida da belirtildigi gibi, giinlimiizde bir¢ok biyosensor gelistirilmis ve
bunlarin bazilarinin ise kullanim izinleri alinmistir ve ticari olarak yaygin olarak
birgok farkli alanlarda kullanilmaktadir. Ancak halen daha farkli biyosensdrlerin
gelistirilme ¢aligmalar1 6zel laboratuvarlarda devam ettirilmekte ve bunlarin

gelistirilmesi i¢in Ozellikle gelismis iilkeler 6nemli kaynaklar aktarmaktadirlar

(31,32).

1.9. Polifenol Oksidazlar

Meyve ve sebzelerin endiistriyel hazirlanmalar1 sirasinda gozlenen en 6nemli
sorun esmerlesmedir. Bu reaksiyona yol agan enzimler substratlarina bagli olarak
krezolaz, katesol oksidaz, katesolaz, polifenol oksidaz ve fenolaz olarak adlandirilir.
1981 yilindan itibaren bunlarin tiimii fenolazlar veya polifenol oksidazlar adi altinda
toplanmistir. Bu enzimler canlilarda bakterilerden memelilere kadar uzanan genis bir
skalada dagilim gosterirler. Polifenol oksidazlar dogada hemen hemen tim
bitkilerde, bazi hayvansal dokularda ve bircok mikroorganizmada bulunur.
Bitkilerdeki PFO miktari; bitkinin tiirline, yasina, olgunluk durumuna ve
yetistirilmesine baglidir. Ayn1 zamanda bu enzimin bitki hiicrelerinde bulundugu yer

her bitki tiirii i¢in farklilik gésterir (33).

Biyosensor ile tayin yontemlerinde prensip, tayin edilecek madde yani
substratin  etkilesebilecegi bir enzimle doniisiime ugratilmasi sonucu olusan
degisimlerin Ol¢iilmesidir. Biyosensor ile fenolik bilesiklerin tayin edilmelerinde
enzim olarak, substrat olan fenolik bilesigi molekiiler oksijeni kullanarak déniistime

ugratan polifenol oksidazlar kullanilmaktadir.
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Bu enzimler, oksidorediiktazlar grubuna girer ve enzim terminolojisinde (E.C.
1.14.18.1, PPO) olarak belirtilir (34). Kofaktor olarak Sekil 1.18’de goriildiigi gibi
iki adet komplekslesmis Cu*? icerirler. Aktif merkezde substratin baglanabilecegi bir

bosluk vardir ve bu merkezdeki histidin kalintilar1 bakir baglamada gorev yaparlar
(35).

HO : Alfa
A —~ Heliks
B | : 5 /
» A B y \ | e [T1-1. Y —— H244
r\ s ‘ L e 4 f o Cu‘s CuB. - H274
X 7 p B & e N ‘.‘ B .

HlOQ(’-\.'

Beta ~ .‘ = - _:} ; C( :
Taboka /5~~~ ? o I - / gLHHB ved
N { o &N Cu veya Cu H230

Sekil 1.18 Polifenol oksidaz enziminin 3 boyutlu yapis1 ve aktif merkezi

Polifenol oksidaz enzimi katesoliin ortokinon’a yiikseltgenme reaksiyonunu
katalizler. Biyosensor temelli tayin yontemlerinde de bu reaksiyon esas alinarak
reaksiyon ortamindaki ¢6ziinmiis oksijen tiiketiminin neden oldugu fiziksel
degisimler ol¢iilmektedir (34).

HCr o,

PPO N
HO + V2 O2 < + H20

Katesol o-kinon

Polifenol oksidazlar (PFO) reaksiyonlari iki adimda katalizlerler (36).

1. Adim; monofenollerin o-difenollere o-hidroksilasyonu (krezolaz aktivitesi)

2. Adim; o-difenollerin o-kinonlara tamamen oksidasyonudur. (katesolaz aktivitesi)

1- Fenol + %/, O, Krezo'“; o- difenol

2- o- difenol + Y/, O, Katew‘a; o-kinon + H,0
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Meyvelerin, sebzelerin ve kabuklu deniz hayvanlarinin endiistriyel
hazirlanmalar1 sirasinda, PFO’nun Katalitik etkisi sonucunda enzimatik kararmalara
sebep olur. Polifenol aktivitesi sonucu olusan o-kinonlar diger bilesiklerle reaksiyon
vererek renk koyulagmasina ve istenmeyen lezzetlere sebep olurlar. Polifenol
oksidazlar plastidlerde lokalize olmustur, bunlarin fenolik substratlari yogun olarak
vakuollerde bulunur. Bu nedenle hiicre i¢i boliinmeler bozuldugu zaman enzimatik
kararma ortaya c¢ikar. Bu ylizden bitkisel iirlinlerin toplanmasi ve depolanmasi
sirasinda bitkilerin mekanik bir etki (basing, yaralanma, donma, preslenme v.b.) ile

zarar gormemesi istenir (37).

Polifenol oksidazlar, her birim i¢in bir bakir atomu igeren tetramer yapili
proteinlerdir ve fenolik substratlari olan aromatik bilesikler i¢in baglanma bdlgesi
vardir. Enzim 128.000 Dalton molekiiler agirliga sahiptir (36). Polifenol oksidazlarin
aktivite i¢in kofaktorlere ihtiyact yoktur, ancak spektroskopik ¢alismalar bakir igeren
aktif bolgelerinin varligimi gostermistir. Bunun disinda grup spesifikligi gosteren
enzimlerdir ve bilinen tiim fenolik bilesikleri substrat olarak kullanirlar (37). Aktivite
gosterdikleri optimum pH boélgesi 6,0-7,0 civarindadir (1). Ancak pH:4,5’un altinda
da aktivite gosterebilirler. pH:3,5’un altinda polifenol oksidazlarin geri doniigiimsiiz
inaktivasyonu gerceklesir. Optimum pH, genetik ozellikler, fenolik substratlarin

dogas1 ve enzimin ekstraksiyon metoduna bagli olarak degisebilmektedir (38).

1.9.1. Polifenol Oksidaz Enzimlerinin Kesfi

Schoenbein 1856 yilinda, oksijenin oksitleyici ajan olarak kullanilarak bazi
bitkilerde aerobik oksidasyonun gerceklestigine dikkati ¢ekmesiyle; kimyada ilk
olarak oksidazlarla ilgilenilmistir. Oksidazlar hakkindaki bilgilerimizi gelistirmedeki
bir sonraki asama ise; Yoshida’nin yaptig1 ¢alismada lak agacinin lateksinde lakkazin
varligint gozlemlemesidir. Bir ka¢ yil sonra Bertrand, Yoshida’nin lakkaz iizerine
yaptig1 c¢alismayr gelistirmis ve bazi mantar tiirlerinde lakkaz enziminin var
oldugunu bulmustur. Bourquelot ve Bertrand birlikte yaptiklar1 arastirmada Russula
fortens ve R. nigricans gibi bazi mantar tiirlerinin ekstraktlarinin renginin bekleme

sirasinda once kirmizi daha sonra da koyu kahverengi veya siyah oldugunu
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gozlemlemislerdir. Bourguelot ve Bertrand R. nigricans mantarinin ekstraktindan
kristal halinde bir madde ayirmislardir. Bu kristal maddenin ¢6zeltisinin mantar
ekstrakt1 ile temas ettirilmesi sonucunda, aerobik oksidasyonun basladig1 ve ilk
olarak kirmizi renkli ¢6zeltinin ve daha sonra da melanine benzer siyah bir {iriin
olustugu bildirilmistir. Kristal madde daha sonra Bertrand tarafindan tirozin amino

asidi olarak tanimlanmaistir.

Lakkazin tirozinin iizerinde aktif olmadiginin bulunmasi Bertrand’1 adi
“tirozinaz” olan yeni bir oksidazi kesfettigini anlamasma yol a¢gmistir. Bertrand
tirozinazin p-hidroksifenil etil amin, p-hidroksifenil metil amin, p-hidroksifenil amin,
p-hidroksifenil propiyonik asit, p-hidroksifenil asetik asit, p-krezol ve fenol gibi
(tirozinden bagka) diger bazi aromatik monohidroksi fenollerin oksidasyonunu
katalizledigini de bulmustur. Diger taraftan bu bahsedilen bilesiklerde hidroksi grubu
olmadiginda, bu enzim ile herhangi bir oksidasyonun olmadig: bildirilmistir. Bu ilk
enzim c¢aligmalarini takip eden sonraki ¢alismalarda tirozin lizerine enzimin etkisi ve
bitki ve hayvan pigmentasyonu ile ilgili olarak melanin olusumu incelenmistir.
Ayrica biyolojik iriinlerde tirozinin bulunup bulunmadigmin belirlenmesinde bu
enzimin kullanilabilecegi saptanmistir (39). Bertarnd’in tirozinaz ve lakkaz ile ilgili
yaptig1 arastirmalarin ardindan, polifenol oksidazlar {izerine yapilan caligmalar
oldukg¢a artmistir. Tirozinaz afinite kromotografisi ile saflastirilan ilk enzimdir ve
oksijeni organik bir molekiiliin (fenol) yapisina dogrudan katabilme 6zelligine sahip

enzimler arasinda da ilk tanimlanan enzimdir (40).

1.9.2. Fenolik Bilesiklerin Tayin Yontemleri

Fenolik bilesiklerin tayininde; kromatografik, spektrofotometrik, enzimatik
ve biyosensorik yontemler kullanilmaktadir. Son yillarda da biyosensorlere dayali
analizler, aragtirmalarin yogunlastigi bir alandir. Fenolik bilesiklerin giiniimiizde en

¢ok kullanildig tayin yontemleri asagida kisaca agiklanacaktir:
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1.9.2.1. Kromatografik yontemler

Fenolik bilesiklerin tayininde kullanilan kromatografik yontemlerin
baslicalar1, yiikksek basing sivi  kromatografisi, gaz kromatografisi, kapiler

elektroforez gibi yontemlerdir.

» Yiiksek basing¢ s1v1 kromatografisi (HPLC)

Yiiksek performans sivi kromatografisi bir¢ok fenolik bilesigin tayininde
kullanilan analitik bir yontemdir. Esasi, polar ¢oziiciilerde ¢oziinebilen fenolik

bilesik sinifi tiyeleri HPLC ile tayin edilirler.

Yapilan bir calismada uygulanan metot, fenolik bilesiklerin (25 tane se¢ilmis
fenolik bilesigin) tek tek ayrilmalarina ve elektrokimyasal olarak maksimum duyarli

bir sekilde tayinlerine dayanmaktadir (41).

» Gaz kromatografisi (GC)

Gaz kromatografisi; kimya alaninda gazlarin ve ugucu hale getirilebilen

maddelerin ayrilmasinda uygun bir metot olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

Bir ¢alismada; tosilat tiirevli fenollerin iyon-eslesme destekli ekstraksiyon ve
mikro ekstraksiyon tiirevlendirme teknikleri reaksiyonlariyla igbirligi icindedir. Aym

zamanda gaz kromatografisi yiiksek secicilik ve duyarlilik gostermektedir (42).

» Kapiler elektroforez

Elektroforez, iletken bir c¢ozelti i¢indeki yiikli-yiiksiiz parcaciklarin veya
molekiillerin bir elektriksel alan varliinda go¢ etmesine dayanan bir ayirma ve tayin
yontemidir. Kapiler elektroforezin kisa analiz siiresi, kiigiik numune hacmi, az
miktarda ¢ozelti harcanmasi, ucuz olmasi, tekrarlanabilir olmasi ve kullanim alaninin

genis olmasi gibi avantajlar1 vardir.
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Kapiler elektroforezin uygulandigi bir ¢calismada go¢ zamani, sicaklik, voltaj,
elektrolit cinsi, organik materyalin igerigi gibi kullanilacak materyaller lignin benzeri
fenolik bilesikler i¢cin Kapiler Bolge Elektroforezi’ nde (CZE) optimize edilmistir
(43).

1.9.2.2. Spektrofotometrik yontemler

» Folin-ciocalteu yontemi

Bu yontemde, numune icindeki toplam fenol miktar1 folin reaktifi
kullanilarak kolorimetrik olarak tayin edilir. Degisen renklerin absorbansi 750nm’de

spektrofotometre de okunarak tayin edilmistir (44).

» 1,10-Fenantrolin yontemi

Gida maddelerindeki antioksidanlarin tayini besin maddelerinin kalitesini
ortaya koyarken insan kan plazmasindaki antioksidan kapasitesinin ol¢iilmesi de
cesitli hastaliklarin saptanmasi, kontrolii ve tedavisi i¢in Onemlidir. Toplam
antioksidan tayini, bunlarin katildiklari ¢esitli reaksiyonlarin doniisiim verimine veya
hizlarina ya da her ikisine bagli olarak yapilir. Literatiirde verilen antioksidan
tayinlerinde temel siniflandirma reaksiyon tipidir. Antioksidan tayinleri elektron

transferine (ET) veya hidrojen atomu transferine (HAT) dayanir (45).
1.9.2.3. Enzimatik yontemler

Fenolik bilesiklerin tayininde genelde enzimlerin immobilize formlarin
kullanildig1 enzimatik yontemler denenmistir. Buna yonelik yapilan bir ¢aligmada saf

olarak izole edilmis polifenol oksidaz enzimi kullanilarak kirmizi sarap icerisindeki

toplam fenol miktar1 tayin edilmistir.
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Enzimatik yontemin kullanildig1 baska bir ¢alismada, ayvadan izole edilen
polifenol oksidaz enziminin katesole karsi aktivitesi enzimatik yontemle tayin

edilmistir (46).

1.9.2.4. Biyosensorik yontemler

Fenolik bilesiklerin belirlenmesinde genelde saf enzim, doku ve
mikroorganizma temelli sensorler gelistirilmistir. Biyosensorler, uzun depo
kararlilig1, kisa analiz siiresi, substrat spesifikligi gibi konularda bir¢ok avantajlara
sahiptir ve tim laboratuarlarda kolaylikla uygulanabilecek yontemlerdir. Analizlerin
tekrarlanabilirligi oldukga yiiksektir. Ayrica yontem zaman alict degildir, pahali

cihazlara ve kimyasallara gerek duymaz (47).

1.9.3. Bitkilerde Dogal Olarak Bulunan Fenolik Maddeler

Bugiine kadar en az 5000 tane fenolik madde tanimlanmis olup bunlarin
2000’den fazlas1 dogal flavonoidlerdir. Genelde bitkilerin yaprak, ¢igek, meyve gibi
canli dokularinda glikozitler seklinde, odunsu dokularinda aglikonlar seklinde,
cekirdeklerinde ise her iki formda da bulunabilmektedirler (48). Bitkiler aleminde
fenolik madde igerigi en zengin olan bitkinin Camellia sinensis oldugu
bildirilmektedir (49). Fenolik maddeler agisindan meyvelerin sebzelerden daha
zengin oldugu bilinmektedir. Ancak fenolik maddeler bitkiler aleminde o kadar
yaygindir ki hemen her meyve ve sebzede az ya da ¢ok miktarda bulunmaktadir.
Fenolik maddeler gidalarin besin degeri ve duyusal kalitesi ile de yakindan iliskilidir.
Diisiik konsantrasyonlarda bulunmalarina ragmen gidalar1 oksidatif bozulmalardan

korurken yiiksek konsantrasyonlarda ¢okerek tiriiniin rengini bozmaktadirlar.

Fenolik bilesikler, fenolik asitler ve flavonoidler olmak {izere iki gruba
ayrilirlar. Flavanoidler, bitkisel caylarin, meyve ve sebzelerin dogal yapilarinda
bulunan polifenolik antioksidanlardir. Fenolik bilesiklerin bir kismi meyve ve
sebzelerin lezzetinin olugsmasinda, 6zellikle agizda acilik ve burukluk gibi iki 6nemli
tat unsurunun olugmasinda etkilidirler. Bir kism1 ise meyve ve sebzelerin sar1, sari-

esmer, kirmizi-mavi tonlardaki renklerinin olugmasini saglamaktadirlar. Meyve ve
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sebzelerin islenmelerinde enzimatik esmerlesme gibi degisik sorunlara da neden
olmaktadirlar. Bu 6zellikler meyve ve sebzeler ile bunlardan elde edilen iiriinler i¢in

son derece dnemlidir (48).

1.9.4. Fenolik Bilesiklerin Tayin Edilmelerinin Onemi

Bitkiler aleminde en yaygin ve en ¢ok bulunan bilesik simifidir. Bitkilerde,
cicek, yaprak, meyve renkleri, bazi bitkisel kokulardan sorumlu olmalar1 yaninda;
bitkileri hasere ve mikroorganizma saldirilarina karsi koruma gorevleri de vardir.
Ayrica fenolik bilesikler bitkilerde seliilozla birlikte destek dokusunu olusturan

lignin ve tannin polimerlerinin temel monomeridir (50).

Diinyada ve tilkemizde 1980°1i yillardan sonra hizli bir endiistriyel degisim
meydana gelmistir. Bu degisimle birlikte oncelik iiretime verilmis, ancak gevreye
verilen atiklarin ¢evre ve canli hayati iizerine etkileri pek fazla diislinlilmemistir.
Cevreye atilan endiistriyel atiklarin artmasiyla birlikte birgok atik tiirlinde
doygunluga ulasilmis ve zararlar1i goriilmeye baslanmistir. Bu atiklardan en
onemlilerinden Dbiriside fenol ve fenol tiirevleridir. Fenol bilesikleri ve
homologlarinin ¢ogu zehirli maddelerdir. Fenolik bilesiklerin tayin edilmeleri bu

nedenle 6nem kazanmustir.

Fenolik bilesikler organik Kkirleticilerin biiyiik bir grubudurlar. Bunlar
patlayict madde, farmasoétik, plastik, kagit, boya, ilag, pestisit ve antioksidanlarin

tiretimi gibi bircok endiistriyel proseste kullanilirlar (51).

Dogada 8.000’¢ yakin fenolik bilesik bilinmektedir. Bunlardan bazilar1 fenol,
rezorsinol, pirogallol, orsinol, katesol gibi basit fenoller, gallik asit, siringik asit gibi
hidroksi benzoik asitler, flavonoidler ve diger komplike fenol iiriinleridir. Bu kadar
genis bir sinifa sahip olan fenolik bilesiklerin tayin edilmelerinde bir fenolik bilesik
standart olarak kullanilmaktadir. Biyosensor yontemi basta olmak {iizere fenolik
bilesiklerin tayin edilmelerinde tayinler genelde katesol standard: kullanilarak yapilir
(52).
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Katesol bitkilerde dogal olarak bulunan dogal bir fenolik bilesiktir. Gerek
kimya endiistrisi gerekse medikal agidan genis bir yelpazede kullanim alani
bulmustur. Deri ve kiirk boyamada, kozmetikte parfiimlerde ve sa¢ boyalarinda,
fotografcilikta genis bir kullanim alanina sahiptir. Ayrica pek ¢ok farmosotigin aktif
bileseni olmakla birlikte 6nemli antioksidan maddedir (53).

1.10. Potansiyometri

Akimin ¢ok az gectigi veya hi¢ gecmedigi sistemlerde, indikator elektrodun
referans elektrota karst gosterdigi, derisim degisimine bagli olarak degisen
potansiyelin ol¢iildiigli tayin yontemine “potansiyometri” ve kullanilan cihaza ise
“potansiyometre” adi verilir. Sekil 1.19°da bir potansiyometrenin ¢alisma prensibi
sematik olarak gosterilmistir. Degisken direncin ayarlanmasi ile, standart voltajin
bilinen kismi bilinmeyen voltaja kars1 isaretlenir. Iki voltaj esit oldugu an,
galvanometreden herhangi bir akim gegmez. Boylelikle bilinmeyen voltaj, degisken

direncin pozisyonundan okunabilir (54).

Standart voltaj
| kaymad

|
|
Degigken direng |

Konurn
dedistivicl {gilrgiy)

Cralvano metre

Bilireneyen wvolta] kaynag

Sekil 1.19 Potansiyometrenin ¢aligma prensibinin sematik olarak gosterimi

Potansiyometrik sistem; bir test hiicresi (analit ¢ozeltisi), buna baglantili olan
indikator elektrot (degisken potansiyel) ve referans elektrot (sabit potansiyel) ile
kararl1 bir potansiyometreden olusur. Bunlara “potansiyometrik hiicre elemanlarr”
da denir. Sekil 1.20°de bilgisayar kontrollii bir potansiyometrik O6l¢iim sistemi
goriilmektedir. Analit ¢ozeltisine daldirilan indikator elektrotta, mevcut iyon veya
iyonlarin konsantrasyonuna bagli olan bir potansiyel degisimi meydana gelir.

Dolayistyla potansiyel degisimi Olgiilerek iyonlarin konsantrasyonlari tayin edilebilir.
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Sekil 1.20 Bilgisayar kontrollii potansiyometrik 6l¢iim sistemi

1.11. Potansiyometrik Tayin flkesi

Modern bir iyon segici elektrotta, iyon-se¢ici membran i¢ standart ve test
¢ozeltisindeki iyonlar1 birbirinden ayirir. Elektronlar, basit iyonlar veya test edilen
iyonun yiiklii ya da nétral kompleksleri, membranin i¢ kisimlaria dogru i¢ standart
¢ozeltinin kompozisyonuyla orantili olarak tasinirlar. Boylece olusan elektrostatik
motor kuvveti (EMK), standart referans elektrot yari hiicresiyle membran elektrot

yari hiicresi birlestirilerek dl¢iiliir (55).
Konsantrasyon ile elektrot potansiyeli arasindaki iliski agagidaki gibidir.
aA+bB+..+ne = cC+dD+..

tersinir yar1 reaksiyonu ele alindiginda, bir elektrodun potansiyel farki (E), Nernst
(Nernstian) Esitligiyle verilmistir (56).

B RT_ [C]°[D]9...
E=E - g [AFR[B]P ..

E: Indikator elektrot potansiyeli
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E°: Standart elektrot potansiyeli

R: Gaz sabiti, 8,314 J.mol.K?

T: Sicaklik, kelvin ( 0 °C i¢in 273,15 K)

F: Faraday sabiti = 96486 J.volt™

[Al, [B], [C] ve [D]: Elektrotta hissedilen iyon aktiviteleri

a, b, cve d : Yari reaksiyonda yer alan her bir tiiriin mol sayis1

n: Aliip-verilen elektron sayis1 veya membrandaki aktif iyon yiikiidiir.

a; Iyon aktivitesi olmak {izere, esitlik tek bir iyon icin yazilirsa, asagidaki gibi

olur.
E=E° RT1
= — — na.
nF '
Eger iyon aktivitesi a;’den a,’ye degisirse potansiyel degisimi asagidaki gibi
olur.

Esitlige gore; ¢ozeltide iyon aktivitesinin artmasi sonucu elektrodun cevabi

logaritmik olarak gozlenir.

2,303.RT_  a,

= Eo l =
E oF og

Eger olclimler 25 °C’de alinirsa, sabit sayilar yerine yazildiginda Nernst

Esitligi asagidaki gibi olur.

E=E°

0, 05921 a,
n dq

Buna gore 25 °C’de her Logaritmik birim basma teorik degisim n ytkli
tyonlar i¢in 59,2/n mV’dur. Bu degisim genel olarak katyonlar i¢in pozitif anyonlar
i¢in negatiftir. Dolayisiyla +1 yiikli, £2 yiiklii ve £3 yikli iyonlar igin bu deger
sirastyla 59,2 mV, 29,6 mV ve 19,8 mV olur (55).
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1.12. Referans Elektrotlar

Bir hiicrede kullanimi sirasinda potansiyeli degismeden kalabilen elektrotlara
“referans elektrotlar” denir. Bu elektrotlara “standart elektrotlar” da denir. Diger
bir deyisle elektrot potansiyeli tam olarak bilinen bir yari hiicredir. Referans
elektrotlarin potansiyeli, iizerinde calisma yapilan ¢ozeltiye bagli degildir. incelenen
¢ozeltide bulunan analitin veya diger iyonlarin konsantrasyonundan etkilenmez.
Fakat sicaklik degismelerinde referans elektrotlarin potansiyelleri bir miktar degisir.
En yaygin kullanilan referans elektrotlar, kalomel elektrot ve glimiis/glimiis kloriir

elektrotlardir (55).

1.12.1. Standart Hidrojen Elektrodu

Yaygin bir sekilde kullanilabilecek ve faydali olacak bagil elektrot potansiyeli
verilerini elde edebilmek i¢in, biitiin diger elektrotlarla karsilastirabilecegimiz uygun
bir referans yari-hiicreye sahip olmaliyiz. Boyle bir elektrot kolayca yapilabilmeli,
tersinir olmali ve yiiksek tekrarlanabilirlige sahip olmalidir. Standart hidrojen
elektrot (SHE) bu o6zelliklere sahiptir ve yillardir diilnyanin her yerinde uluslararasi
referans elektrot olarak kabul edilmektedir. Hidrojen elektrot tipik bir gaz elektrottur.

Metal iletken, ince Ogiitlilmiis platin (platin siyahi) ile kaplanmig veya
platinlenmis bir platin parcasidir. Bu elektrot, bilinen ve sabit hidrojen iyonu
aktivitesine sahip sulu bir asit ¢ozeltisine daldirilir. Elektrot yiizeyine sabit basincta
hidrojen gaz1 génderilerek ¢ozelti hidrojen ile doygun tutulur. Platin, elektrokimyasal
reaksiyonlara katilmaz, sadece eleltronlarin aktarilmasma yardimci olur. Bu

elektrotta gelisen potansiyel i¢in yari-reaksiyon soyledir:
2H'ude) + 26 = Hy)
Bir hidrojen elektrodun potansiyeli, sicakliga ve ¢ozeltideki hidrojen
iyonunun ve molekiiler hidrojenin aktivitesine baglidir. Molekiiler hidrojenin

aktivitesi ise, ¢ozeltiyi hidrojenle doygun tutmak i¢in kullanilan gazin basinciyla

orantilidir. SHE icin, hidrojen iyonu aktivitesi tam bir olup gazin kismi basinci bir
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atmosferdir. Geleneksel olarak, standart hidrojen elektrodun potansiyeli biitiin
sicakliklarda sifir kabul edilir. Bu tanimin sonucu olarak, standart hidrojen elektrot
ve bir bagka elektrot igeren bir galvanik hiicrenin potansiyeli, diger elektrodun

potansiyeli olarak kabul edilir (55).

1.12.2. Kalomel Elektrot

Kalomel elektrot referans olarak c¢ok kullanilan bir elektrottur. Elektrotta
gerceklesen reaksiyon su sekildedir;
Hg.Clog + 26 < 2Hg(+ 2CI°

Reaksiyonda potansiyel, klor iyonu derisimine baghdir.

0,0592

E=E° log[Cl~]?

Yukaridaki tepkimeye gore elektrotta olusan kloriir ortamda bulunan Hg(I)
iyonu ile tepkimeye girer ve kloriir derisiminin sabit kalmasini saglar. Bunun sonucu
olarak da Nernst Esitligine gore potansiyelinin (E = 0,2444 V) sabit kalmasi
saglanmig olur. KCl ile doymus kalomel elektroda, “doymus veya doygun kalomel
elektrot (DKE)” denir.

1.12.3. Giimiis/Giimiis Kloriir Elektrot

Glimiig/glimiis kloriir elektrot, genellikle bir giimiis veya platin tel yiizeyine

giimiis kloriir kaplanmasiyla hazirlanir. Elektrot reaksiyonu su sekildedir;

AgCl wt e <= Ag Kt cr

E= Eo/_\gcyAg — 0,059 |Og [C']

Elektrot potansiyeli goriildiigi gibi kloriir derisimine baglhdir. Elektrotta

indirgenme veya yiikseltgenme tepkimeleri sonucu olusabilecek potansiyel
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degisimine karsi, ortamda bulunan potasyum klorlir tampon gorevi yapar. Bu

elektrodun potansiyeli 25 °C’de 0,1990 V’dur.

1.13. Iyon-Secici Elektrotlar

Birgok iyon yaninda sadece tek bir iyona cevap sergileyen elektrotlara “iyon-
secici elektrotlar (ISE)” denir. Iyon-secici elektrotlar, serbest iyonun aktifligine
duyarlidir. Iyonik siddet sabit tutulursa konsantrasyon aktiflikle dogru orantili
oldugundan ISE ile konsantrasyonlar 6l¢iilmiis olur. Higbir elektrot sadece tek bir

iyon gesidine cevap vermez, fakat bir iyona kars1 bilinen bir segicilik gosterir (55).

1.13.1. Iyon-Segici Elektrotlarin Siniflandirilmasi

. Cam iyon-segici elektrotlar

. Metalik (kati-hal) iyon-se¢ici membran elektrotlar (1., II. ve III. Sinif)
. Kaplama tel elektrotlar

. Stvi-hal iyon-segici elektrotlar

. Gaz ve enzim elektrotlar

. Iyon-segici alan etki transistorleri (ISFET)

. Kompozit elektrotlar

o N N O AW N

. Stvi-membran iyon-segici elektrotlar (polimer-membran elektrotlar)

1.13.1.1. Sivi-Membran Iyon-Secici Elektrotlar

Sivi esasli iyon-segici elektrotlarin ¢alisma prensibi kati-hal ve cam
elektrotlarinki ile aynidir. Iyona bagl bir membran potansiyelinin olusabilmesi igin,
membranin her iki ylizeyinde bir iyon degisim dengesi mevcut olmalidir ve
potansiyelin Olcililebilmesi i¢in membrandan ¢ok kiiciik bir elektrik akiminin
herhangi bir sekilde gecebilmesi gerekir. Cam elektrotta bu akim, cam icerisindeki
hareketli H3O" iyonlar ile olur. Sivi membranlarda ise, membran iginde hareketli
anyon veya katyonlar vasitasiyla akim tasinir (56). Sivi-membran elektrotlarda,
membran hidrofobik bir iyon degistirici emdirilmis stvidir. Iyon degistiricilerin genel

ozelligi zit isaretle yiiklii bolgelerinden ve organik noétral boliimlerinden kiigiik
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iyonlar1 baglama yetenegine sahip olmalaridir. Membran yiizeyinde iyon-degisim
islemi daha hizlidir. Elektrodun segiciligi 6zellikle bu iyon degisim islemi sirasinda

olusan kompleksin kararliligina baglhdir.

Genellikle membran igerisinde iyon degisimini saglayan aktif maddeler;
organik iyon-degistiriciler, selat halkali yapilar ve iyonofor 6zellikteki maddelerdir

(55). Bu maddeler yiiklerine gore {i¢ grupta toplanirlar;

Pozitif yiiklii iyon-degistiriciler: Anyon duyarli maddelerdir. Ornegin; CI,
NO3, COg'2 gibi anyonlar i¢in tetraalkilamonyum tuzlari iyon-degistirici olarak
kullanilir. Yine ClO4, NOjs™ gibi anyonlar igin Sekil 1.21°de yapisi gosterilen o-

fenantrolin tuzlar iyon-degistirici olarak kullanilir.

_ _ i+
P
N |
ol R Allil
L A3

Sekil 1.21 o-fenantrolin’in yapisi

Negatif yiiklii iyon-degistiriciler: Katyon duyarli maddelerdir. Ornegin; K*
icin Sekil 1.22°de yapis1 gosterilen potasyum tetrakis (p-klorofenil) borat (KTpCIPB)

tuzu iyon-degistirici olarak kullanilir.

4

Sekil 1.22 Potasyum tetrakis (p-klorofenil) borat’in yapisi

Nétral tagiyic iyon-degistiriciler: Katyon duyarli maddelerdir. Ornegin; K*
ve NH4" igin makrosiklik yapidaki valinomisin ve nonaktin, Na® ve K" igin

polisiklik eterler (tag eterler), Ca®" ve Li" icin sentetik bazi iyonoforlar iyon-
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degistirici olarak kullanilir. Sekil 1.23’de lityum iyonu i¢in kullanilan bazi iyonofor

maddeler goriilmektedir.

0 0 : 0 0
[D oj o 0
12-Tag-4 6,6-dibenzil- 14.Tag-4

Sekil 1.23 Bazi lityum iyonoforlarin yapisi

1.13.2. Iyon-Segici Elektrotlarin Performansina Etki Eden Faktorler
1.13.2.1. Cevap Zamani

Iyon-secici elektrotlarda cevap zamani genel olarak membranin duyarl
kismiyla ¢ozeltideki iyonun dengeye gelmesi i¢in gecen zaman olarak bilinir.
Uluslararast Kuramsal ve Uygulamali Kimya Birligi’ne (IUPAC) gore (56) ise;
dengeye gelme zamaninin % 95’1 olarak alinir ve t95 olarak gosterilir (denge
potansiyelinin de %95’ine tgs karsilik gelir). Ayrica deneysel kosullar veya
gereksinimleri temeline bagli olarak belirlenen AE/At oranina karsilik gelen zaman
degeri olarak da kabul edilebilir. Sekil 1.24°de IUPAC’a gore cevap zamaninin

belirlenmesi grafiksel olarak gosterilmistir.
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Sekil 1.24 JUPAC’a gore cevap zamant

Girisim yapan iyonlar, bir Nernst potansiyel farki olugmasi icin tasinmasi
gereken iyonlarin aktif elektrot ylizeyine ulagmalarini geciktirir ve cevap zamanini

etkiler.
1.13.2.2. Tayin Limiti

Iyon-secici elektrotlarin tayin limiti, membran ara fazinda &lgiilebilir bir
potansiyel farki meydana getiren en diisiik iyon aktivitesi (veya konsantrasyonu)
olarak tanimlanir. [UPAC’a gore (57) ¢ogunlukla tayin limiti, anyon ve katyonlara
duyarli elektrotlarda, elektrodun dogrusal degisim sergiledigi araligin
ekstrapolasyonu ve cevap sergiledigi en diisiik aktivite (veya konsantrasyon)
bolgesinin ekstrapole edilmesi sonucu kesigen noktaya karsilik gelen madde miktari
olarak kabul edilmistir. Bu limit minimum ve maksimum limitler olarak da ifade

edilebilir. Sekil 1.25’de IUPAC’a gore tayin limiti grafiksel olarak gosterilmistir.
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Sekil 1.25 IUPAC’a gore tayin limiti

Cogu iyon-segici elektrot igin tayin limiti 10° mol.L? civarindadir.
Bazilarinda ise 10® mol.L e kadar diisebilir. Bu limitler, ortamda bulunan girigim
yapan iyonlar ve molekiiller ile ters yonde etkilenebilir (derisik sulu ¢ozeltilerde su
molekiilleri iyonlarin hidrofobik membrana girigini Onler ve tayin limiti ters yonde

etkilenir).
1.13.2.3. Secicilik

Secicilik ilk kez Nicolsky tarafindan asagidaki esitlikle verilmistir. Pek ¢ok
ISE ¢ogunlukla asagidaki esitlige uygun davranir (57).

, . 0,0592
E=E"+

pot nx/ny
log a, +X Kk} a,

ay = Olgiilecek iyonun aktivitesi
ay = Girisim yapan iyonun aktivitesi
Ny, Ny = Herbir tiirlin ytikii

kb = Secicilik katsays
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Denklem, bir elektrodun 6l¢iilecek iyonu X’e ve biitiin girisim yapan iyonlara
cevabin1 gosterir. Elektrodun farkli iyonik tiirlere karst (Y) duyarliligi secicilik

katsayist ile belirlenir.

Secicilik katsayisi (kif’yt) biiyiidiikge elektrodun odlgiilecek iyona duyarliligt
azalir ve log ax-potansiyel grafigi yataya dogru gider. Girisim yapan iyonun
yoklugunda Nernst degisimi gozlenir. Se¢icilik katsayist;

1. Ayn ¢bzelti metodu,

2. Ana iyonun girisim yapan iyon ¢ozeltisine ilavesi metodu,

3. Girisim yapan iyonun ana iyon ¢6zeltisine ilavesi metodu ile hesaplanabilir
(55). Segicilik katsayisinin  hesaplanmasinda metotlardan  herhangi  birisi

kullanilabilir.

1.13.3. Iyon-Secici Elektrotlarin Uygulamalar

Iyon-secici elektrotlar genellikle doért farkli analitik uygulamada yaygin

olarak kullanilir. Bunlar;

1. Dogrudan ol¢timlerde,
2. Potansiyometrik titrasyonlarin doniim noktalarinin tayininde,
3. Denge sabiti ve buna bagl fiziksel sabitlerin hesaplanmasinda,

4. Hareketli ortamlarda dedektorler olarak kullanilirlar.

1.13.3.1. Dogrudan Olgiimler

Iyon-secici elektrotlar analit konsantrasyonlarini dogrudan ve se¢imli olarak
6lgmek icin yaygin olarak kullanilmaktadir (56). Dogrudan 6l¢iim yontemlerinden en
stk kullanilani, Ol¢limii yapilan bir iyonun konsantrasyonuna kars1 Olgiilen

potansiyelin grafige gecirilmesiyle alinan kalibrasyon egrisini igerir.

Kalibrasyon egrisi yontemi olduk¢a dogru sonug verir. Fakat yorucudur,
fazlaca 6l¢iim gerektirir. Kalibrasyon almak i¢in kullanilan standart ¢ozeltilerin

konsantrasyonlarinin, test ¢ozeltilerinde Sl¢limii yapilan iyonun konsantrasyonuna
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yakin olmast dogrulugu daha da artirabilir. Sekil 1.26’da basit bir kalibrasyon

grafigi goriilmektedir.

Bu yontemle iyon-secici elektrot ile dogrudan Olgiilen analit potansiyeline
(Ex) karsilik gelen bilinmeyen konsantrasyon (Cx) kalibrasyon grafigi ile tayin
edilebilir.

Potanaiyel (W)
B

-log (C)
Sekil 1.26 Basit bir kalibrasyon grafigi

Dogrudan 6l¢lim yontemlerinden bir digeri de standart ekleme metodudur. Bu
metot, bilinen hacimdeki bir analit ¢Ozeltisine standart ¢ozeltinin bilinen hacimde

ilavesinden Once ve sonra elektrot sisteminin potansiyelinin tayinine dayanir.

Standart ekleme ydnteminin kalibrasyon yontemine goére avantaji; matriks
etkisinden kaynaklanabilecek girisimlerin en aza indirgenmis olmasidir. Numune
ithtivasi kalibrasyonda birbirinden farkli iken, standart eklemede ayni ortam sartlar

saglanir.

1.13.3.2. Potansiyometrik Titrasyonlarin Doniim Noktalarinin Tayini

Potansiyometrik titrasyonlar, titrant hacminin fonksiyonu olarak uygun bir
iyon-secici elektrot ile potansiyel degisiminin Olgiilmesi olayr olarak bilinir.
Kimyasal indikatorlerin kullanildigi titrasyonlardan elde edilen verilerden daha
makul sonuclar verirler ve Ozellikle renkli veya bulanik c¢ozeltilere de

uygulanabilirler. Bu yolla;

1. Potansiyometrik ¢oktiirme titrasyonlari
2. Kompleks olusum titrasyonlari
3. Notrallesme titrasyonlari

4. Redoks titrasyonlarinin doniim noktalari tayin edilebilmektedir (56).

45



1.13.3.3. Iyon-Secici Elektrotlarin Hareketli Ortamlarda Kullanilmasi

Elektrotlarin potansiyometrik bir dedektor olarak hareketli ortamlarda
kullanimi1 yayginlasmaktadir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda, PVC’de temel teskil
eden ve i¢ referans ¢ozeltinin kullanilmadigi kati-hal kontakt tipi stvi-membran iyon
secici elektrotlarn yayginlik kazandign gézlenmektedir. Iyon kromatografi ve akis
yolu-enjeksiyonu yontemleri ile potansiyometrik tayinlerde en fazla iyon-segici
elektrotlar kullanilmaktadir (58). Iyon secici elektrotlarin dedektor olarak kullanildig

bir hareketli ortam 6l¢iim sistemi Sekil 1.27°de goriilmektedir.

Numune Reaksivon
Eliient Iletimi Enjeksivonu Cemberi veva Dedeksivon
Eolon
|——p P » EV » RC.K > D » BVS

‘ E E : Eliient (Hareketli Faz)
P : Pompa A

EV :Enjeksivon Vanasi
RCvevaK : Reaksivon Cemberi veva Kolon

D : Dedektdr (ISE un kullanildify Gl¢fim sistemi)
BVS : Bilgisavar Ver Sistemi

A : Atk

Sekil 1.27 Hareketli ortamda 6lglim sistemi

Genel olarak, ISE akis yolu iizerine ya bir kromatografik kolondan hemen
sonra veya reaksiyon ¢emberinden hemen sonra yerlestirilerek segici olarak tayin

amaglanir (58).

1.14. Calismanin Amaci

Biyosensorler genel olarak, biyolojik yapidaki analitleri hisseden sensorler
veya reseptor birimi biyomolekiiler yapida olan sensorlerdir. Genellikle biyolojik
analitlerin tayinlerinde yaygin olarak kullanilan biyoanalitik cihazlardir. Yiiksek

seciciliklerinden dolay1 biyoloji, kimya, biyokimya, miihendislik gibi pek ¢ok bilim
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alaninda tercih edilmektedirler. Son yillarda bilim ve teknolojideki hizli gelismeler
farkli yap1 ve performanslara sahip yeni biyosensor tasarimlarinin ortaya ¢ikmasina
neden olmustur. Biyosensorler sayesinde normalde uzun siiren islemler gerektiren
analizler daha kisa siirede yapilabilmektedir. Ornegin glikoz biyosensérleri kandaki
glikoz seviyesini kisa siirede Olcebilmektedir. Ayni 6l¢iim normalde geleneksel
yontemlerle daha uzun siirede yapilabilmektedir. Kisa silirede sonuca ulastirmasi ve

uygulama kolayligi biyosensorlerin en 6nemli avantajlarindandir (1-4).

Biyosensor tasariminda genellikle secici materyal olarak analite dogrudan
veya dolayli olarak yiiksek secicilik sergileyen enzimler tercih edilmektedir.
Tasarlanmak istenen biyosensor icin Oncelikle uygun bir substrat segilir. Bu
substratin kendine 6zgili enzim ile verdigi 6zel reaksiyon sirasindaki fiziksel ve/veya
kimyasal degisimlerden yararlanilarak uygun bir sensor tasarimi yapilir. Bu
reaksiyon sirasinda olusan degisimlere (elektron transferi, olusan iriinler v.b.) ait
enstrumental sinyaller 6l¢iilerek analizler gergeklestirilir. Bu tiir analizler genellikle
dolaylidir. Ornegin iiriine secici kimyasal sensor kullanilarak ilgili substratin miktart

tayin edilebilir (L, 6).

Literatiirde ve ticari olarak ¢ogunlukla biyosensorler amperometrik 6l¢iime
dayali tasarlanmaktadir. Amperometrik biyosensorlerin kisa kullanim Omiirleri
(genellikle kullan at tipi), dar ¢alisma ve dogrusal araliklari, yiiksek tayin limitleri
gibi bazi dezavantajlara sahip olmasi alternatif diger yoOntemlerin de siklikla
kullanilmasina ihtiyag¢ olusturmustur (20). Bu yontemlerden birisi olan
potansiyometrik yontem uygulanabilirligi oldukga kolay, hizli, hassas ve ekonomik
bir yontemdir. Potansiyometrik yontemler sulu c¢ozeltilerdeki iyonik tiirlerin
tayinlerinde iyon-segici elektrotlarin kullanimiyla yaygin olarak uygulanmaktadir
(57).

Molekiiler ya da iyonik tiirlerin ¢ok ¢esitli ¢evre, endiistriyel ve biyolojik
numunelerde dogru, hassas ve hizli tayinleri 6nem arz etmektedir. Son yillarda yeni
tiir iyonofor ozellikteki bilesiklerin sentezlenmesi sonucunda potansiyometrik iyon
secici sensorlerin analitik alaninda kullanimi ¢ok hizli bir sekilde gelisim
gostermistir. Sensorler ile ilgili calismalar, hazirlanmalar1 daha kolay olan iyon-

secici polimer membran elektrotlarin ortaya ¢ikmasiyla ¢esitlilik kazanmistir. Bu tiir
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sensorler biyosensorlerin alt yapisini olusturmak tizere yaygin sekilde kullaniimaya

baslanmigtir (1-5).

Iyon segici elektrotlar biyosensdr tasariminda dolayli 6l¢iim igin oldukca
avantaj saglayan konumdadirlar. Iyon-secici elektrotlarla ilgili yapilan arastirmalarin
Oonemli bir bolimi bir ¢ok iyon yaninda sadece bir iyona secicilik gosteren
elektrotlar lizerinedir. Dolayisiyla bugiin ¢ok sayida anyon ve katyona duyarl iyon-
secici membran elektrotlar gelistirilmistir. Son yillarda elektrot teknolojisinin
gelismesiyle birlikte, PVC temelli sivi-membran iyon-segici elektrotlar kullanilarak,

oldukga segici, tekrarlanabilir sonuglar veren metotlar gelistirilmistir (57).

Laboratuvarlarimizda hazirladigimiz PVC-membran elektrotlar  bilinen
yontemlerden farklilik gostermektedir. Elektrotlar, membran kokteylinin bir kati
kontak yiizeyine yerlestirilmesi ile hazirlanmaktadir. Hazirlanan elektrotlar
biitiiniiyle kati-hal olduklarindan (i¢ referans elektrot ve i¢ referans c¢ozelti
bulundurmamakta) istenilen kii¢likliikte ve tipte hazirlanmaya izin vermektedir. Bu
sekilde ¢ok daha basit ve ekonomik iyon-segici elektrotlar hazirlamak miimkiin

olmaktadir (57).

Fenolik bilesiklerin toksik 6zelliklerinden dolay1 ¢ok diisiik konsantrasyon
seviyelerinde tayin edilmesi onem arzetmektedir. Polifenol oksidaz enzimi fenolik
tiirler i¢in genel spesifik bir enzim olarak bilinmektedir. Fenolik bilesiklerin tayin
edilmelerinde enzim olarak, substrat olan fenolik bilesigi molekiiler oksijeni
kullanarak doniisime ugratan polifenol oksidazlar kullanilmaktadir. Fenolik
bilesiklerden biri olan katesoliin polifenol oksidaz katalizorliiginde benzokinona
donlisim reaksiyonu asagida goriilmektedir. Reaksiyon sirasinda acgiga c¢ikan
hidronyum iyonlarindan dolay1 ortamin pH degeri degismektedir. Reaksiyondan 6nce
ve sonra pH degisimi izlenirse katesol miktar1 dolayli olarak tayin edilebilir (33,34,
35).

48



HO  OH 0

- Polifenol Oksidaz ° i
+ Y2 (s 3 + H,O
1.7
Cu-"

Katekol 1.2-Benzokinon
2-Hidroksifenol Siklohekza-3,5-dien-1,2-dion

o
. | .,
H.0 0 o -
-~ — Gu kil Cu B}
) g = Cuhm_ | CuBH
Cuhil) CuBilh 0 O"’ - W
oW R

\_/
&
o

Calismamizda laboratuvarimizda tasarladigimiz potansiyometrik kati-hal
mikro pH sensorlerin (Quinhidron, PVC ve PVC-NH; temelli) ylizeyine
glutaraldehitle ¢apraz baglama metodu ile polifenol oksidaz enzimi immobilize
edilerek fenol duyarli Dbiyosensorlerin  tasarlanmasi  ve potansiyometrik

performanslarinin arastirilmasi amaglanmastir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Kimyasallar

Tetrahidrofuran (THF), yiiksek molekiil agirlikli polivinilklorir (PVC), o-
nitrofeniloktileter (NPOE), potasyumtetrakis(p-kloro)fenilborat (KTpCIPB) ve grafit,
Fluka firmasindan, 1,4 -diaminobiitan, trietilamin, metil alkol, polimetilmetakrilat,
dioktilsebatat (DOS), akrilik asit, quinhidron ve potasyumdihidrojenfosfat,
dipotasyummonohidrojenfosfat Merck firmasindan, glutaraldehit, polifenol oksidaz,

katesol, fenol, o-krezol, p-krezol ve m-krezol Sigma Aldrich firmasindan saglandi.

2.1.2. Cihaz ve Ekipmanlar

Potansiyel dlgiimleri, Ondokuz Mayis Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi
Kimya Béliimii Ogretim Uyesi Prof. Dr. Omer ANDAC’in destegi ve sensdr
arastirma laboratuvarimiz ortak projesi (Giresun Universitesi FEN-BAP-A-160512-
36 nolu) ile tasarlanan ve bilgisayar programi ile desteklenmis ¢ok kanalli
potansiyometre cihaziyla gerceklestirildi. Referans elektrot olarak Basi-MF-2079-
RE-5B marka Ag/AgCI elektrot kullanildi. Tartim islemleri i¢in Shimadzu (model
AUX220) marka analitik terazi kullanildi. Deiyonize su Sartorius Stedim
(Arium*611UV) marka ultra deiyonize su cihazindan temin edildi. Tampon
cozeltilerin pH degerlerinin ayarlanmasinda Hanna pH 211 marka pH-metre ve

Sentex marka cam elektrot kullanildi.

2.2. Metot

2.2.1. Cahisma Yontemi

Ik olarak biyosensorlerin alt yapisini olusturan pH sensorler hazirlandi ve

karakterize edildi. Daha sonra pH sensodrler yiizeyine enzim immobilizasyonu
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gerceklestirilerek mikro biyosensorler hazirlandi. Hazirlanan mikro biyosensorlerin
potansiyometrik davranislart (dogrusal degisim araliklari, cevap zamanlari, kullanim
Omiirleri, tayin limitleri, sicaklik, tampon ve pH ¢alisma araliklar1) arastirildi. Biitiin
biyosensorler kullanilacagi zamana kadar fosfat tampon (1 mM, pH=7,0) icerisinde
ve 4 °C sicaklikta saklandi. Alman dlgiimlerde biyosensorlerde meydana gelen
potansiyel degisimleri, biyosensor ve referans elektrodun bir hiicrede 5 mL’lik
cOzeltiye ayni derinlikte daldirilmasiyla gerceklestirildi. Her Ol¢iimden Once
biyosensérler ve referans elektrot deiyonize su ile yikandi. Olgiimler ¢ogunlukla 102

10™ mol.L™ derisim araligindaki ¢ozeltiler kullanilarak yapildi.

2.2.2. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Standart pH c¢ozeltileri olarak fosfat tamponlart tercih edildi. Fosfat
tamponlar,, 1 mM olacak sekilde fosfatin potasyum tuzlarindan hazirlandi ve
istenilen pH’ya pH-metre yardimiyla ayarlandi. Degisik pH’lardaki 1 mM fosfat
tamponu igerisinde konsantrasyonlar1 0,1’er M olacak sekilde katesol, fenol, p-
krezol, o-krezol, m-krezolun stok ¢ozeltileri hazirlandi. Daha sonra stok ¢ozeltilerden

istenilen konsantrasyonlara ayni tampon ¢ozelti kullanilarak seyreltildi.

2.2.3. PVVC- NH, Sentezi

250 mL’lik bir balona 1,43 gram PVC alind1 ve tizerine 11,5 mL 1,4-diamino
biitan ve 3,5 mL trietilamin ilave edildi. Bu karisim tizerine 35 mL metil alkol ilave
edilerek geri sogutucu altinda 3,5 saat reflaks islemi yapildi. Bu islemden sonra
olusan sar1 renkli madde ilk 6nce metanol ile sonra sirasi ile su, derisik HCI ve su ile

yikandiktan sonra son olarak metanol ile yikanarak kurutuldu. Elde edilen sar1 renkli

polimer madde PVC-NH; olarak kullanildi (59).

2.2.4. Mikro Kati-Hal Kompozit pH Sensorlerin Hazirlanmasi

Tablo 2.1°de kati-hal kompozit pH sensér hazirlamak igin uygulanan oranlar

verilmistir (60).

o1



Tablo 2.1 Mikro kati-hal pH sensorler igin kullanilan kompozit oranlari

Kompozit i¢indeki Oranlar (% a/a)
Bilesenler
pH-1 pH-2 pH-3 pH-4
Polimetilmetakrilat (PMMA) 40 40 - -
Grafit 40 40 40 40
Quinhidron 20 10 - -
PVC-NH, - 10 - -
Membran sivist A
(%30 PVC-NH, + %70 NPOE) ) ) > )
Membran sivis1 B
(%30 PVC-NH, + %70 DOS) ] ] ) >
KTpCIPB - - 1 1

Tablo 2.1°de pH-1 ve pH-2 olarak adlandirilan sensorlerin hazirlanmasinda,
gerekli miktarlarda tartilan bilesenler akrilik asit igerisinde viskoz hale gelene kadar
karistirildi. pH-3 ve pH-4 olarak adlandirilan sensorlerin hazirlanmasinda gerekli
miktarlarda tartilan bilesenler THF igerisinde ¢oziilerek membran sivilar1 hazirlandi.
Gerekli miktardaki grafit iizerine membran sivisi ilave edildi ve homojen karisim
elde edilinceye kadar karigtirildi. Dis kisimlari polimerik izolasyona sahip bakir
kablolarin (0,5-1,0 mm c¢apinda ve 5-10 cm uzunlugundaki) uglarindaki metalik
mikro agikliga yukarida bahsedilen homojen karisimlar kaplandi. Karanlikta ve oda
sicakliginda 2 giin siireyle kurumaya birakildi. Bu sekilde hazirlanan kati-hal
kompozit pH sensorlerin potansiyometrik davraniglari standart fosfat tampon (1 mM,
pH= 2-11) ¢ozeltileriyle test edildi.

2.2.5. Fenollere Duyarh Mikro Biyosensorlerin Hazirlanmasi
Geligtirilen kati-hal kompozit pH sensorlerin yiizeyine polifenol oksidaz

(PFO) enzimi immobilize edildi (tutuklandi). Tablo 2.2’de hazirlanan fenol duyarli

mikro biyosensorlerin icerikleri verilmistir.
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Tablo 2.2 Hazirlanan fenol duyarli mikro biyosensorlerin igerikleri

Caliysmada Verilen Ad Sahip oldugu pH Sensor tiirii
Biyosensor A pH-1 tipi (PMMA+Grafit+Quinhidron)
Biyosensor B pH-2 tipi (PMMA+Grafit+Quinhidron+PVC-NH,)
Biyosensor C pH-3 tipi (Grafit+ PVC-NH, +NPOE)

2,3 mg PFO, 500 pL fosfat tamponunda (1 mM, pH=7,00) ¢oziilerek enzim
¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan enzim ¢ozeltisinin 20 uL’si ile 7 pL glutaraldehit
cozeltisi (%2,5 (a/a)) karistirilarak tutuklama ortami hazirlandi. Mikro kati-hal
kompozit pH sensorler bu ¢ozelti icerisinde beklemeye birakildi (karanlikta ve 4 °C
sicaklikta 24 saat siireyle). Son olarak, kati-hal fenol duyar mikro biyosensorler
fosfat tamponuyla yikanarak O&lglime hazir hale getirildi. Sekil 2.1°de PFO

immobilize edilmis fenol duyarli mikro biyosensoriin genel yapist verilmistir (61).

E: Enzim (PPO)

Bakir Tel

o

izolasyon
KatrKontak
Iyon-Secici Membran (pH)

Immobilize Enzim Tabakas1

-

Sekil 2.1 PFO immobilize edilmis fenol duyarli biyosensoriin genel yapisi
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. pH Sensorlerin Potansiyometrik Davranislari

3.1.1. Quinhidron Temelli pH-1 Sensoriin Potansiyometrik Davramsi

Sekil 3.1’de pH=2-11 araligindaki fosfat tampon c¢ozeltilerine daldirilan
quinhidron temelli pH sensore (pH-1) ait potansiyel zaman degisimi ve Sekil 3.2’de

bu sensoriin kalibrasyon grafigi gériilmektedir.

350 1 pH:2
250 +

150

50 T

E/mY

pH:8
-50 + pH:S

I pH:10
150 IpH:11
-250 —
0 50 100 150 200 250 300
t/s

Sekil 3.1 Quinhidron temelli pH-1 sensoriin potansiyometrik davranisi

350 -
e
250 s
o, y=-58,121x + 442,99
. T —
150 - ~ R®=0,998
= T
£ _ e
- S0 -t“
w .,
+-"'1
-50 ~,
-150 - R
¥
-250 ' f ' f ' f ' f ' f '
0 2 4 6 8 10 12
tSfs

Sekil 3.2 Quinhidron temelli pH-1 sensore ait kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.1 ve 3.2’de incelendiginde hazirlanan pH-1 sensériin pH=2-11
araliginda dogrusal degisim (58,1+2,1 mV/ her pH, 22 °C’de) sergiledigi, kisa cevap

zamanina (<10 s) sahip oldugu ve tekrarlanabilir sonuglar sergiledigi goriilmektedir.

3.1.2. PVC-NH; Temelli pH-2 Sensoriin Potansiyometrik Davranisi

Sekil 3.3’te pH=2-11 araligindaki fosfat tampon ¢o6zeltilerine daldirilan PVC-
NH, temelli pH sensére (pH-2) ait potansiyel zaman degisimi ve Sekil 3.4’te bu

sensoriin kalibrasyon grafigi goriilmektedir.

~ pH:2
pH:3
250 +
pH:4
pH:5
150 +
pH:&
50
E pH:T
",
w =g L pH:3
- pH:S
pH:10
-150
pH:11
_250 1 : 1 : 1 : 1 : 1 : 1 :
0 50 100 150 200 250 300
t/s

Sekil 3.3 PVC-NH; temelli pH-2 sensoriin potansiyometrik davranist

300 T iy
.
200 - T ¥ =-57,479x + 418,61
I 4 R2= 10,9934
100 —+ "
= haN
E
— o ¥ -
w o
-100 —+ E
oY
-200 T s
-300 .
0 2 4 g & 10 12
pH

Sekil 3.4 PVC-NH, temelli pH-2 sensore ait kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.3 ve 3.4’de incelendiginde hazirlanan pH-2 sensériin pH=2-11
araliginda dogrusal degisim (57,3+2,2 mV/ her pH, 22 °C’de) sergiledigi, kisa cevap

zamanina (<10 s) sahip oldugu ve tekrarlanabilir sonuglar sergiledigi goriilmektedir.

3.1.3. PVC-NH; Temelli pH-3 Sensoriin Potansiyometrik Davranisi

Sekil 3.5°de pH = 2-11 araligindaki fosfat tampon ¢ozeltilerinde PVC- NH,
temelli pH-3 sensoriin potansiyel-zaman degisimi ve Sekil 3.6’de bu sensoriin

kalibrasyon grafigi goriilmektedir.

250 | pH:z2
200 +

150

pH:5

100

50
pH:7

EfmVY

07 pH:8

-50 -: pH:3

-100 -+ pH:10

-150 -+ pH:11

-200

0 50 100 150 200 250 300
t/s

Sekil 3.5 PVC-NH; temelli pH-3 sensoriin potansiyometrik davranist
Sekil 3.5 ve 3.6’da incelendiginde hazirlanan pH-3 sensoriin pH= 2-11

araliginda dogrusal degisim (45,1+2,3 mV/ her pH, 22 °C’de) sergiledigi, kisa cevap

zamanina (<10 s) sahip oldugu ve tekrarlanabilir sonuglar sergiledigi goriilmektedir.
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Sekil 3.6 PVVC-NH; temelli pH -3 sensore ait kalibrasyon grafigi

3.1.4. Cam Elektrodun Potansiyometrik Davranisi

Hazirlanan pH sensorlerin ticari bir pH sensorle karsilastirilmasi igin, ticari
bir pH sensor (cam elektrot) kullanilarak pH= 2-11 araligindaki standart fosfat
tampon ¢ozeltilerine karsi elde edilen potansiyometrik sonuglar Sekil 3.7°de ve Sekil

3.8’de cam elektrodun kalibrasyon grafigi goriilmektedir.

290 T ua

pH:3

190
pH:4

.gcl A FIH:E

pH:&

EfmV

-10 pH:7

H:8
-110 + P

pH:9

-210 + pH:10

pH:11

-310 : } : } : } : } : }
0 50 100 150 200 250
t/s

Sekil 3.7 Cam elektrodun potansiyometrik davranisi
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Sekil 3.8 Cam elektrota ait kalibrasyon grafigi

pH sensorler icin elde edilen tiim veriler sonuglar incelendiginde hazirlanan
biitiin kati-hal kompozit pH sensorlerin normal bir ticari pH sensor (cam elektrot) ile
benzer davranislar sergiledikleri goriilmektedir. Kati-hal kompozit fenol duyar mikro
biyosensor hazirlamak igin daha iyi performans sergiledigini diisiindiigiimiiz pH-2
tipi sensor tercih edilmistir.

Tablo 3.1°de pH sensorlerin performans karakteristikleri verilmistir.

Tablo 3.1 pH sensorlerin performans karakteristikleri

pH-1 Sensor pH-2 Sensor pH-3 Sensor Cam Elektrot
Caligma Araligi, pH 2-11 2-11 2-11 2-11
mV degisimi* 58,1£2,1 57,3£2,2 45,1£2,3 61,5+2,0
Cevap Zamani, S 8-10 8-10 8-10 8-10
Dogru Denklemi | y=-58,121x+442,99 | y=-57,479x +418,61 | y=-44,515x+330,65 | y=-61,771x+381,67

*n:3 6l¢lim igin ortalama standart sapmasi ile birlikte verilmistir.

3.2. Fenol Duyarh Mikro Biyosensoriin Cevabina Etki Eden Parametrelerin

Optimizasyonu

3.2.1. pH Etkisi

Enzim aktivesi yiiksek oranda ortamin pH’sma baglidir. Bu nedenle her

enzimin optimum aktivite gosterdigi pH’ nin belirlenmesi gerekmektedir. Ayni durum
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immobilize enzimler i¢in de gegerlidir (62). Hazirlanan fenol duyar mikro
biyosensoriin optimum tampon pH’sinin belirlenmesi amaciyla farkli pH
degerlerinde hazirlanan 1 mM fosfat tamponlarinda biyosensoriin bir fenol tiirevi
olan katesole karsi potansiyometrik davranisi incelendi (Sekil 3.9). Grafik
incelendiginde optimum g¢alisma araligimin pH 7,0’de elde edildigi goriilmektedir.
Hazirlanan mikro biyosensor i¢in belirlenen optimum pH degeri serbest polifenol
oksidaz enzimi i¢in belirtilen pH araligmin (5,0-8,0) icindedir. Bu durum,
immobilizasyon igsleminin polifenol oksidazin optimum pH degerini degistirmedigini
gostermektedir (62,63). Bundan dolay1 ¢alismamizda tampon pH’s1 7,0 olarak seg¢ildi
ve daha sonraki 6l¢timler pH=7,0°de gergeklestirildi.

160 - pH 5,0 —&— pH 6,0 —+—pH:7,0

140 +

o] /.\."\l\k.\.-—.
=
£
™
(TN]

100 +

B0 +

60 } . .

2,5 3 3,5 4 45 5 5,5
-Log [Katesol] , mol/L
|

Sekil 3.9 Fenol duyarli mikro biyosensoriin cevabina pH’nin etkisi

3.2.2. Tampon Derisiminin Etkisi
Fenol duyarli mikro biyosensoriin cevabina tampon derisiminin etkisinin

belirlenmesi amaciyla, farkli fosfat derisimine sahip tamponlarda biyosensoriin

katesole kars1 potansiyometrik davranisi incelendi (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10 Fenol duyarli biyosensoriin cevabina tampon derisiminin etkisi

Sekil 3.10 incelendiginde optimum tampon derisiminin 1 MM oldugu
goriilmektedir. Dolayisiyla ¢alismamizda tampon derisimi olarak 1 mM segildi ve

daha sonraki 6lgiimler 1 mM tampon ortaminda gerceklestirildi.

3.2.3. Sicakhik Etkisi

Fenol duyarli mikro biyosensoriin cevabina sicakligin etkisini belirlemek
amaciyla 10-50 °C sicaklik araligindaki belli sicakliklarda biyosensoriin 1 mM
katesol ¢Ozeltisine karsi potansiyometrik davranisi incelendi (Sekil 3.11). Sekil 3.11
incelendiginde 20 °C’ye kadar potansiyelin arttigi, 20 °C civarinda en vyiiksek
potansiyel degerlerine ulastigi ve bu sicakligin {stiinde potansiyelin diistigii
goriilmektedir. Bundan dolay1 enzimin denatiirasyonunu 6nlemek ve caligmalarin
daha pratik yiiriitiilmesi amaciyla Ol¢iimlerin oda sicaklifinda yapilmasina karar

verildi.
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Sekil 3.11 Fenol duyar biyosensoriin cevabina sicakligin etkisi

3.3. Fenol Duyarh Mikro Biyosensorlerin Potansiyometrik Davramisi

3.3.1. Quinhidron Temelli Fenol Duyarhh Mikro Biyosensoriin (Biyosensor A)

Potansiyometrik Davranisi
Sekil 3.12°de 102-10" M araligindaki katesol ¢ozeltilerinde Biyosensir A tipi

fenol duyar mikro biyosensoriin potansiyel zaman degisimi ve Sekil 3.13’de bu

biyosensore ait kalibrasyon grafigi goriilmektedir.
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Sekil 3.12 Biyosensor A’nin katesol ¢ozeltilerine karsi potansiyometrik davranisi
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Sekil 3.13 Biyosensor A’nin ait katesol ¢ozeltilerinde kalibrasyon grafigi

3.3.2. PVC-NH; Temelli Fenol Duyarh Mikro Biyosensoriin (Biyosensor B)

Potansiyometrik Davranisi

Sekil 3.14°de 10%-10°M araligindaki katesol ¢ozeltilerinde Biyosensor B

fenol duyar mikro biyosensdriin potansiyometrik davranisi ve bu sensore ait Sekil

3.15’te biyosensoriin kalibrasyon grafigi goriilmektedir.
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Sekil 3.14 Biyosensor B’nin katesol ¢ozeltilerine karsi potansiyometrik davranisi
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Sekil 3.15 Biyosensor B’nin katesol ¢ozeltilerinde kalibrasyon grafigi

3.3.3. PVC-NH; Temelli Fenol Duyarlh Mikro Biyosensoriin (Biyosensor C)

Potansiyometrik Davranisi

Sekil 3.16°da 10%-10"°M araligindaki katesol ¢ozeltilerinde Biyosensér C’nin

potansiyometrik davranist ve bu sensoriin Sekil 3.17°de kalibrasyon grafigi

gorilmektedir.
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Sekil 3.16 Biyosensor C’nin katesol ¢ozeltilerine karsi potansiyometrik davranisi
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Sekil 3.17 Biyosensor C’nin katesol ¢ozeltilerinde kalibrasyon grafigi

Hazirlanan farkli yapilardaki fenol duyarli mikro biyosensorlerin katesole
kars1 sergilemis olduklari bazi potansiyometrik performans karakteristikleri Tablo

3.2’de 6zetlenmistir.
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Tablo 3.2 Fenol duyarli mikro biyosensorlerin performans karakteristikleri

Biyosensor A

Biyosensior B

Biyosensor C

Dogrusal Calisma Arahg, mol.L™

1x102- 2x10°

1x10° - 3,2x10°

1x10° - 3,2x10°

mYV Degisimi* 15,12 +£1,73 24,28+ 1,14 8,45+1,04
Cevap Zamani, s 10-15 10-15 10-15
Tayin Limiti, mol.L™ 1x10° 3x10°® 1x10°
Kullanim 6mrii, hafta 3-4 3-4 3-4
Optimum pH 7,0 7,0 7,0
Sicakhik Calisma Arahgi, °C 20-25 20-25 20-25
Tampon tipi Fosfat Fosfat Fosfat
Tampon Derisimi, mol.L™ 1x10° 1x10° 1x10°

(* Her 10 kat derisim ve n=3 i¢in ortalama standart sapmasi ile birlikte verilmistir.)

Tablo 3.2 incelendiginde hazirlanan tiim fenol duyarli mikro biyosensdrlerin

genis bir dogrusal araliga, diisiik tayin limitlerine ve kisa cevap zamanlarina sahip

olduklari, ayrica biyosensorlerin oda kosullarinda yaklagik 1 ay boyunca performans

sergiledikleri gortiilmektedir.

Sekil 3.18’de PVC-NH, temelli fenol duyarli mikro biyosensor ile pH-1

sensoriin katesol ¢ozeltilerindeki potansiyometrik davranislari karsilagtirmali olarak

gorilmektedir. Grafik incelendiginde farkli konsantrasyonlardaki katesole karsi

biyosensoriin cevap sergiledigi ancak pH sensoriin cevabinin olduk¢a az oldugu

goriilmektedir. Bu durum biyosensor yapisi igine immobilize olan PFO enziminin

katesol ile etkileserek sinyalin yiikselmesine neden oldugunun bir gostergesidir.
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Sekil 3.18 Biyosensor B ve pH-1 sensorlerin katesol igin kalibrasyon grafikleri

3.4. Fenol Duyarh Mikro Biyosensoriin Diger Fenolik Bilesiklere Duyarhhg:

Fenol duyarli mikro biyosensoriin diger bazi fenolik bilesiklere (fenol, o-
krezol, m-krezol ve p-krezol) duyarliliklarini belirlemek amaciyla ilgili tirlerin
standart cozeltilerine karst biyosensOriin potansiyometrik cevabi incelendi ve
kalibrasyon grafikleri ¢izildi. Elde edilen grafikler Sekil 3.19°da goriilmektedir. Sekil
3.19°daki grafik incelendiginde, sensoriin fenol tiirlerine karsi duyarli oldugu
sOylenebilir. Bu duyarliligin katesole kars1 daha fazla oldugu goriilmektedir. Yapilan
pek cok calismada katesole duyarlilik diger fenolik bilesiklere karsi elde edilen
duyarhilik degerlerinden daha yiiksek oldugu belirtilmistir (63-66).
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Sekil 3.19 Fenol duyarli biyosensoriin diger fenolik bilesiklere karsi cevabi

3.5. Fenollere Duyarh Mikro Biyosensor ile Ger¢cek Numune Analizi

Gelistirilen fenol duyarli mikro biyosensér ile siyah c¢ay numunesindeki
katesol miktar1 belirlenmeye calisildi. Bu amagla ilk olarak standart katesol
¢ozeltileri i¢in kalibrasyon grafigi olusturuldu. Daha sonra numune ¢o6zeltisinin
Olgtimleri alindi. Numunelerin igerdigi katesol miktar1 ¢izilen Kkalibrasyon
grafiklerinden faydanilarak hesaplandi. Kalibrasyon grafiklerinden olusturulan dogru
denklemleri kullanildi ve numuneler icin Olgiilen potansiyel degerlerine karsilik

gelen katesol miktar1 hesaplandi (Tablo 3.3).

Yontemin duyarliligini test etmek amaciyla UV Spektrofotometresi ile
standart katesol ¢ozeltileri ve ¢ay humunesi i¢in 260-300 nm araliginda 6lgtim alindi.
Katesol i¢in maksimum dalga boyu araligi ~278-282 nm’dir. Gelistirilen sensor ile
elde edilen sonuglar UV Spektrofotometre sonuglari ile karsilastirildi. Iki ydntem

arasindaki duyarliligin belirlenmesi amaciyla istatistiksel f-testi uygulandi.
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Tablo 3.3 Siyah ¢ay numunesinde bulunan katesol miktarlar

Olgiim No Bulunan Katesol Miktarlar1 (mg /1 g cay)*

Potansiyometri uv

1 8,05 9,53

2 7,31 8,81

3 6,90 8,15

4 6,30 7,94

Ortalama 7,14 8,61

Standart sapma 0,73 0,72
Spo)” ... . N 3

deneysel = W esitliginden hesaplanan f degeri %95 giliven araliginda
uv

(P=0,05) serbestlik derecesi (n-1)=3 i¢in tablodan bulunan kritik f degeri ( 9,277 ) ile
kiyaslandi.  firitik > fdeneysel Oldugundan Potansiyometrik metot ve UV
Spektrofotometrik metot arasinda 6nemli derecede duyarlilik farkinin olmadig

sonucuna varildi.

68



4. SONUC VE ONERILER

Calisma kapsaminda biitiiniiyle kati-hal mikro pH sensdrlerin ylizeyine
polifenol oksidaz enzimi ¢apraz baglama yontemiyle immobilize edilerek fenollere
duyarli mikro  biyosensorler  hazirlanmistir.  Hazirlanan  biyosensorlerin
potansiyometrik davraniglart aragtirllmistir. Gelistirilen biyosensorler siyah ¢ay

numunesinde katesol analizi i¢in uygulanmistir.

Geligstirilen fenol duyarli mikro biyosensorler kolay hazirlanabilir, ekonomik,
basit Ol¢iim sistemi gerektiren duyarli sensorlerdir. Elde edilen olumlu sonuglar
biyosensorlerin  hareketli ortamlarda kullanilabilecek akis enjeksiyon analiz
hiicrelerinin de hazirlanarak kromatografi gibi sistemlerde dedektor olarak basari ile

uygulanabilecegini gostermektedir.

Ileriki calismalarimizda ¢ok cesitli ¢evresel ve biyolojik numunelerde
bulunmas1 muhtemel fenolik tiirlerin kromatografik sistemlerde ayrimlarinin
yapilarak, ardindan gelistirdigimiz fenol duyar mikro biyosensorler ile tayinlerinin
gerceklestirilmesini hedeflemekteyiz.

Bu tez calismasi Giresun Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinasyon Biriminin FEN-BAP-C-220413-12 Nolu Arastirma Projesi

kapsaminda desteklenmistir.
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