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Bu tez calismasinda, glukozun amperometrik tayinine yonelik CuO (bakir II oksit)
nanopartikiilleri ile modifiye aljinat filme immobilize edilmis GOD (glukoz oksidaz)
biyosensoril gelistirilmistir. Bu nedenle dncelikle immobilizasyonu etkileyecek aljinat miktari,
GOD konsantrasyonu, NHS/EDC ¢apraz baglayici molar orani, CuO miktar1 ve pH gibi
parametrelerin optimizasyonu saglanmistir. Gelistirilen biyosensoriin ylizey karakterizasyonu
Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) kullanilarak gerceklestirilmistir. immobilizasyonun
basarisi FT-IR (Fourier Transform Infrared Spektroskopisi) analizi ile irdelenmistir. EIS
(Elektrokimyasal Impedans Spektroskopisi) ve CV (Déngiisel voltametri) ile immobilizasyon
basamaklar1 ¢alisilmis ve biyosensoriin elektrokimyasi incelenmistir. Dongiisel voltametri
kullanilarak farkli tarama hizlarinda yapilan g¢aligmalarda CuO nanopartikiillerin ve redoks
probunun etkisi arastinlmistir. ks ve o degerleri hesaplanarak bu etki sayisal olarak
agiklanmustir.  Aljinat-CuO-GOD elektrot ile 0.1 mM [Fe(CN)¢""®*] varhiginda yapilan
kalibrasyon ¢aligmasinda iki lineer aralik belirlenmistir. Kiigiik lineer aralik 0.04 mM — 0.003 M
arahiginda ve duyarlihg (30.443 + 0.250) pA mM™ cm™ seklindedir. Algilama limiti 1.6 uM
olarak belirlenmistir (S/N=3). Biiyiik lineer aralik i¢in glukoz konsantrasyonu 0.004 M-0.035 M
arasinda ve. duyarllign (7.205 + 0.063) pA mM™ cm? olarak hesaplanmistir. Ayrica
biyosensoriin kullanilabilirligi arastirilmistir ve gelistirilen biyosensor ile 15. giin sonunda
alman Ol¢iimde kalan aktivite %78 olarak belirlenmistir. Biyosensor, konsantrasyonlari
hastanece belirlenen 3 farkli konsantrasyondaki insan kan serumlarinda denenmistir ve elde
edilen veriler hastane degerleri ile kiyaslanmigtir.
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In this thesis, the biosensor based on immobilization of Glucose oxidase (GOD) on copper Il
oxide (CuO)-modified alginate film was developed for amperometric detection of glucose. For
this purpose, the first study based on optimization of parameters such as amount of alginate,
concentration of GOD, molar ratio of NHS/EDC crosslinking couple, amount of CuO and pH,
that affected the immobilization procedure were studied. Surface characterization of the
developed biosensor was determined by using Scanning Electron Microscope (SEM). The
success of the immobilization process was investigated by using Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FT-IR). Each immobilization step was studied by using Electrochemical
Impedance Spectroscopy (EIS) and Cyclic Voltammetry (CV) techniques, and the
electrochemistry of the biosensor were examined. The effect of CuO nanoparticles and redox
probe were investigated by using CV at different scan rates. This affect was explained by
calculating ks and o values. The calibration curve of alginate-CuO-GOD electrode in the
presence of 0.1 mM [Fe(CN)s*"*] consisted of two linear range. The smaller linear range was
between 0.04 mM - 0.003 M and the sensitivity of (30.443 + 0.250) pA mM™ cm™. Detection
limit of the biosensor was 1.6 uM (S/N=3). The higher linear range was between 0.004 M —
0.035 M and the sensitivity of (7.205 + 0.063) pA mM™ cm™. The stability of the biosensor also
studied and after 15 days the retained activity was 78%, compared with the first day. The
biosensor was examined with three real serum samples with different concentrations which were
determined by hospital and the results were compared by calculating recovery%.
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Ag/AgCI Gilimiis/Gtimiis kloriir

Au Altin

C Konsantrasyon

C Karbon

C Kapasitans

Ca Cift tabaka kapasitansi

om? Santimetre kare

CuO Bakar (II) oksit
Difiizyon katsayisi
Potansiyel
Faraday
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Fe(CN)s*" Potasyum ferrosiyaniir ve potasyum ferrisiyaniir
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KCI Potasyum kloriir

Km Michaelis-Menten Sabiti

Ks Elektron-Transfer Sabiti
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mmol Milimol
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NaCl Sodyum kloriir

NHS N-hidrokissiiksinimit
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Kisaltmalar
BDM
BSA
CcVv
DNA
E.C
EDC
EEC
EIS
FAD
FT-IR
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GOD
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IHP
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RSD
SEM
SH
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Cinko
Mikroamper
Mikromolar
Mikromol
Elektron-Transfer Katsayisi
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Enzim Komisyonu
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I¢ Helmholtz Tabakas1
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Relatif Standart Sapma
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1. GIRIS

Viicutta bulunan patojenik ve fizyolojik molekiillerin yliksek hassasiyet ve segicilik ile
saptanabilmesi hastaliklarin erken tan1 ve tedavisine olanak saglar. Erken tan1 ve teshis
hastalikla miicadelede basar1 sansini arttirabilir, hastaligin ileri sathalarinda ortaya
cikabilecek hasta bakimi maliyetlerini diisiirmek i¢in kullanilabilir. Bununla birlikte,
yaygin klinik uygulamalarina ragmen bu tekniklerin bir¢cok potansiyel sinirlamalari
vardir. Ornegin, birgok erken tani cihazi ge¢ cevap siiresine sahiptir. Ayrica bazi
Olctimler pahalidir ve her yil saglik hizmetleri endiistrisine milyonlarca dolara mal
olmaktadir. Bu nedenle, daha etkili ve giivenilir algilama ve belirleme teknolojileri

gelistirmeye her zaman ihtiya¢ vardir ve olacaktir.

Biyosensorler genellikle hedef molekiilleri ya da makro molekiilleri biyolojik olarak
tanimlamak i¢in kullanilan analitik cihazlar olarak tanimlanirlar. Biyosensorler, bu
tanilar1 algilanabilir bir ¢ikis sinyaline ¢eviren fizikokimyasal bir doniistiiriiciiye
(transdiiser) baghidirlar. Biyosensorler tipik olarak 3 bilesenden olusur. (1) enzimler,
antikorlar, DNA gibi biyobilesenleri kapsayan biyoreseptor kismi ; (2) biyolojik veya
biyokimyasal reaksiyon sonucu elde edilen sinyal veya cevabi belirlenebilir elektriksel
sinyale doniistiiren transdiiser kismi; ve (3) ciktinin uygun bir formatta goriintiisiinii
iceren sinyal isleme sistemi. Bu kombinasyonun amaci ¢esitli arastirma ve teknoloji
alanlarindaki analitik amaglar i¢in biyolojik algilamanin hassasiyetini ve segiciligini

kullanabilmektir.

Biyoreseptor ya da biyolojik tanimlama elementi bir biyosensoriin 6nemli bir ayirt edici
ozelligidir. Biyoreseptdr sensoriin tanimlama sistemi ile hedef analiti uzlastirir.
Ozellikle bir biyoreseptdriin, farkli bir molekiiliin girisimini dnlemek igin sepisifik
hedef analite karsi hassas ve secici olmast ¢ok onemlidir. Genellikle biyosensorler
kullandiklart  biyolojik sinyalleme mekanizmalarina gore smiflandirilabilirler.
Biyosensorler tarafindan kullanilan biyolojik sinyalleme mekanizmalarina gore
enzimatik biyosensorler, immiinosensorler, genosensorler, hiicre temelli biyosensdrler
ve biyomimetik sensOrler olmak iizere bes ana simifa ayrilabilirler. Kullanilan

transdiisere gore ise elektrokimyasal (amperometrik, impedimetrik, potansiyometrik,



kondiiktometrik vb.), piezzoelektrik, kalorimetrik ve optik biyosensorler olarak

ayrilirlar.

Diabetes mellitus, diinya capinda yaygin bir saglik problemidir. Insiilin eksikliginin
(hiperglisemi) bir sonucu olan bu metabolik bozukluk kan glukoz konsantrasyonunun
normal araliginin (4.4 mM - 6.6 mM) {lstlinde olmasi seklinde gozlenir. Diyabet kalp
hastaligi, bobrek yetmezligi, sinir hasari, korlilk ve yaralarin ge¢ iyilesmesi hatta
iyilesmemesi gibi yiiksek risk igeren birgok komplikasyonu da beraberinde
getirmektedir. Diinyada 6liim ve sakatlik ile sonuglanan en yaygin hastaliklardan biri

olarak bilinmektedir.

Diyabetin teshis ve takibi kan glukoz diizeyinin giinliik olarak diizenli 6l¢iilmesini esas
kilmistir. Bu amaca hizmet etmek icin ¢ok ¢esitli glukoz biyosensorleri gelistirilmistir
ve bunlarin %85°1 biyosensor piyasasinda ki yerlerini almistir. Bu kadar biiyiik bir
markete sahip olmasi glukozu yeni gelistirilen goriintiileme tasarimlari igin model
yapmuistir. Elektrokimyasal glukoz oksidaz (GOD) temelli biyosensor ¢alismalari glukoz
Olclimii icin kolay kullanimli, daha ucuz, daha duyarl ve algilama limiti daha diisiik

biyosensor gelistirilmesinde en ¢ok calisilan konulardan biridir.

1962 yilinda Clark ve Lyons’un Cincinati Cocuk Hastanesinde glukoz biyosensoriin ilk
tasariminm1  gelistirmelerinden bu yana ¢ok c¢esitli yontem ve yenilikler glukoz
biyosensoOrii alaninda uygulanmistir. Birinci nesil glukoz biyosensorleri  glukoz
oksidazin glukozu glukonolaktona yiikseltgerken molekiiler oksijeni kullanmasina ve
olusan hidrojen peroksitin algilanmasi esasina dayanmaktadir. Hidrojen peroksitin
belirli bir polarizasyon voltajinda oksijene yiikseltgenmesi seklinde uygulanmaktadir.
Ikinci nesil biyosensorlerde enzimin aktif bolgesi ve elektrot arasinda gergeklesen
elektron aktarimina ivme kazandirmak icin fizyolojik olmayan ferrosen, ve tiirevleri,
ferri siyanit, prussian-mavisi gibi medyatorler kullanilmistir. Ancak eksiklikler devam
etmistir ve bu nedenle glukoz oksidazin aktif bolgesi ile elektrot arasinda direkt bir
elektron transferi saglanmasi konusuna yonelim artmistir. Bu amac icin iletken
polimerler ve ¢ok ¢esitli nanopartikiiller ve TTF-TCNQ (tetratiafulvalen-

tetrasiyanoquinobimetan) gibi iletken organik tuzlar kullanilmistir. Ancak hala elektron
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aktarimmin 1iyilestirilmesine yonelik yapilan caligmalarda biiyiik eksiklikler

bulunmaktadir.

Nanoteknolojinin  dahil oldugu biyosensor sistemleri yeni bir akim olan
nanobiyosensorleri olusturmustur. Nanomateryallerin ylizey alanini arttirmalari,
elektron aktarimini desteklemeleri, girisim etkisini azaltmalari1 enzim immobilizasyonu
icin uygun ¢evre yaratmalari, enzim aktivitesini iyilestirici yonde olumlu katkilar1 gibi
essiz Ozellikleri onlar1 ilgi gekici yapmaktadir. Metal/metal-oksit nanopartikiillerin
elektrokimyasal sensor yapiminda kullannmina yonelik ¢alismalar olduk¢a umut verici
sonuglar sergilemistir. Manyetik nanomateryaller giliglii manyetik ozellikleri, yiiksek
ayirma etkinligi, genis yiizey alani, doga dostu olmalar1 ve zehirli olmamalart gibi
ozellikleriyle ilgi ¢ekmektedir. Disaridan uygulanan bir manyetik alana
yonlendirilmeleriyle ayrilmalari saglanabilmektedir. Biyosensor sistemlerine entegre
edildiklerinde bu 6zelliklerinden faydalanilarak manyetik-kontrollii biyoelektrokimyasal
sistemlerin olusturulabilmesi miimkiindiir. Karbon nanotiipler (CNT) nanoteknolojinin
en yaygin calisilan yapilarindandir. Celikten 100 kat daha giiclii olmalari, saf elmastan
daha iyi termal 6zellikler gdstermeleri, bakira benzer iletkenlik gostermeleri ve yiiksek
akimlar1 tasityabilmeleri onlari olduk¢a onemli bir siif haline getirmektedir. Grafitin
elektriksel oOzellikleri ile nanotiipiin fiziksel Ozelliklerinin kombinasyonu karbon

nanotiiplere ¢ok etkili elektriksel 6zellikler kazandirmistir.

Bu tez caligmasinda glukozun tayinine yonelik CuO nanopartikiilleri ile modifiye
edilmis aljinat filme immobilize-GOD biyosensorii gelistirilmis ve elektrokimyasal
ozellikleri arastirilmistir. Oncelikle gelistirilecek olan sensériin immobilizasyon igin
onemli olan aljinat, CuO miktarlari, NHS/EDC c¢apraz baglayici molar oranlari, GOD
konsantrasyonu ve c¢alisma ortamimin pH’st gibi parametreleri optimize edilmistir.
Gelistirilen  biyosensoriin  ylizey karakterizasyonu SEM (Taramali Elektron
Mikroskobu) goriintiileri ile ¢alisilmistir ve immobilizasyonun basaris1 FT-IR (Fourier
Transform Infrared (Kizilotesi) Spektroskopisi) spektrumlari ile aciklanmastir.
Gelistirilen biyosensoriin kalibrasyon grafikleri ¢izilerek algilama limiti ve duyarlilig
belirlenmigtir. Ayrica biyosensoriin omrii ve tekrarlanabilirligi calisilmistir. En son

insan kan serumu ile ¢alisilarak elde edilen veriler hastane verileri ile kiyaslanmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Elektrokimya

2.1.1 Elektrokimyasal Tepkimeler

Metal ile ¢ozelti arasinda elektron aktarimina dayanan reaksiyonlara elektrokimyasal
reaksiyonlar adi verilmektedir. Elektron aktarimi metal ylizeyine sifir mesafede
gerceklesmemekte, arayiizey adi verilen bolgede aktarim saglanmaktadir. Cozeltide
bulunan iyon/molekiillerin tepkimeye girebilmesi icin arayiizeyde adsorplanmasi
gerekir ve bu iyon/molekiiller elektrot potansiyeli ve elektrodun katalitik 6zelligine

bagli olarak anodik ya da katodik olaylar1 gergeklestirir.

2.1.1.1 Elektriksel ¢ift tabaka

Elektriksel ¢ift tabaka icin ilk modeli Helmholtz 1879 yilinda gelistirmistir. Helmholtz
bu modeli, metal elektrot yiizeyinde iyonlarin tek tabaka halinde adsorplanabilmesi

seklinde basit bir kondansator olarak tanimladi.

Bu modele gore, elektrot ve ¢ozeltideki iyonlar arasinda sadece solvasyon tabakasi
vardir ve dolayisiyla iyonlar elektrota solvasyon kabuklari tarafindan sinirlanan bir
mesafeye kadar yaklasabilirler. Boylece iyonlarin yeniden diizenlenmesiyle olusan
potansiyel diisiisii lineerdir. Bu durum sadece elektrot ylizeyi ile tek tabaka arasindaki

bolgede (D1s Helmholtz Tabakasi-OHP) gozlenir.



Sekil 2.1 Helmholtz modelinin sematik gdsterimi ve elektrot ile ¢dzelti arayiizeyinde potansiyel
diististi

1910 yilinda Gouy-Chapman; Helmholtz modelini gelistirerek agiklamiglardir. Bu
modele gore, ¢cozeltideki iyonlarin Brown hareketlerinden dolay1 serbestge dolagmalari
OHP i¢in uygun degildir. Boylece elektrot ile iyon arasinda olusan elektrostatik
etkilesim c¢ozeltiden tanecik yiizeyine dogru zit yiiklii dengeleyici iyonlarin
adsorpsiyonundan dolay1 etkisiz hale gelir ve yiik difiizyon tabakasina dagilir. Bu
nedenle potansiyel iistel olarak azalir ve OHP degil elektrot yilizeyine yakin bolgelerde

gerceklesir.

diffuse layer

Sekil 2.2 Gouy-Chapman modelinin sematik gosterimi ve elektrot ile ¢ozelti arayiizeyinde
potansiyel diisiisii

1924 yilinda Stern ¢ozelti i¢inde iyonlarin su molekiilleri ile ¢evrili olmasi nedeniyle

elektrot ylizeyine aslinda o kadarda yaklasamadiklarini dolayisiyla Gouy-Chapman
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modelindeki gibi yiiksek bir potansiyel diislisiin OHP-elektrot ylizeyi arasinda meydana

gelemeyecegini agiklamistir (Gouy-Chapman-Stern modeli).

Stern k: katmam difuzyon katmam

1 ¢ozacd molekala
. katyon
@ i © anyon

858
@O@w. i

| |

I

|

Sekil 2.3 Gouy-Chapman-Stern modelinin sematik gosterimi ve elektrot ile ¢6zelti arayiizeyinde
potansiyel diisiisii

T———
-

1947 yilinda Grahame Stern’in modelindeki ¢oziinen iyonlara karsi ¢dziinemeyen
iyonlarin elektrot yiizeyine daha fazla yaklasabildigini gdstermistir. Boylece elektrota
dogruca ulasan iyonlar spesifik olarak adsorplamirlar. Bu adsorpsiyon tabakasina Ig

Helmholtz Tabakas1 (IHP) denir.

1963 yilinda Bochris, Devanathan ve Muller BDM modelini gelistirmislerdir. Elektrot
ylizeyine yakin su molekiillerinin dipolleri bu yakinlik nedeniyle sabitlenmistir ve
oldukga sirali dizilmislerdir. Bu model elektriksel ¢ift tabakay: tanimlayan giiniimiiziin

modelidir.



Stern katmani

Difuzyon katmani

Potansiyel

Uzaklik,x

Sekil 2.4 BDM modelinin sematik gosterimi ve elektrot ile ¢ozelti arayiizeyinde potansiyel
diististi

2.1.2 Dongiisel Voltametri (CV)

Voltametrik deneyler 3-elektrot sisteminde - calisma, karsit ve referans elektrot -
gerceklestirilir. Calisma elektrodu zamanla potansiyeli degistirilen elektrottur. Platin
elektrot, grafit, karbon pasta elektrot, altin elektrot ve camsi karbon elektrot en yaygin
kullanilan ¢alisma elektrotlaridir. Referans elektrot potansiyeli siirekli sabit kalan
elektrottur. Genelde gilimiis/glimiis kloriir (Ag/AgCl) veya doymus kalomel elektrot
(SCE) kullanilir. Karsit elektrot olarak genellikle platin tel veya levha elektrot

kullanilmaktadir.

Dontistimlii voltametride potansiyel zamanla dogrusal olarak degistirilir (Sekil 2.5).
Potansiyel taramasi baslangi¢ ve bitis potansiyeli arasinda yapilirsa metoda dogrusal
taramali voltametri (LSV) denir. Ancak aymi tarama hiziyla baglangi¢ potansiyeli
yoniine gore ters yonde tarama yapilirsa metoda doniisiimlii voltametri (CV) denir. ileri
taramada indirgenme reaksiyonu gerceklesmis ise ters tarama da ylikseltgenme

reaksiyonu ger¢eklesmektedir.
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Sekil 2.5 Dontisiimlii voltametride potansiyel taramasinin zamanla degisimi

CV calisgmasinda elde edilen pik; akim biytlikligl, elektronegatif maddenin
konsantrasyonu, transfer edilen elektron sayisi, elektrodun yiizey alani ve diflizyon
katsayist ile degisir. Bu yontemde c¢aligma elektroduna uygulanan potansiyel
elektroaktif maddenin yiikseltgenme potansiyeline ulastiginda yiikseltgenme baslar (ve
maddenin indirgenme potansiyeline ulastiginda indirgenme bagslar). Potansiyel arttik¢a
maddenin yiikseltgenme hizi artar ve dolayisiyla akimda hizli bir artis gozlenir. Bu
esnada calisma elektrodu ¢evresinde difiizyon ile madde aktarimi baglar. Yiikseltgenme
hiz1 yeterince arttiginda akim elektrot yiizeyine difiizyon ile gelen madde miktarindan
etkilenir. Stirekli olarak diflizyon katmani kalinlagtigi i¢in zamanla diflizyon hizi ve

akim azalmaya baglar.

CV voltamogramlarinin detayli olarak incelenmesi sistemin hangi potansiyelde
yiikseltgendigi, reaksiyonun tersinir olup olmadig1 ve tepkimede yer alan tiirlerin
yiizeye tutunup tutunmadigi konularinda agiklamalar sunmaktadir. Degisik tarama
hizlarinda yapilan c¢aligmalarda indirgenme ve yiikseltgenme {irlinlerinin kararliliklar:

belirlenebilmektedir. Ayrica ileri yonde tarama ile kinetik veriler hesaplanabilmektedir.

Ayrica doniisiimlii voltametri ile modifiye edilmis elektrotlarla yapilan caligmalarda

cozelti ortamida bulunan elektroaktif tilirlerin modifiye yilizeydeki davranislart



incelenmektedir. Bu teknik modifikasyonun gergeklesip gergeklesmedigi, ylizeyin
iletken olup olmadigi, yiizeye bagli gruplarin calisma potansiyelinde yiikseltgenip

indirgenmesi, duyarlili1 ve seciciligi agiklayabilmektedir.

Bu yontemde ¢esitli redoks problarinin elektrokimyasal 6zellikleri kullanilir. Redoks
problari tersinir olarak indirgenme ve yiikseltgenme reaksiyonunu c¢ok hizli elektron
transferi ile gergeklestirmektedirler. En ¢ok kullanilan redoks problari; ferri/ferro
sistemi, metilen mavisi, ferrosen’dir. Calisma Oncelikle konsantrasyonu belli olan
redoks probunun bulundugu c¢ozelti igerisinde modifiye edilmemis temiz calisma
elektrodu ile belirlenen potansiyel araliginda gerceklestirilir. Sonrasinda ayni
parametreler modifiye edilmis elektrota da uygulanarak CV alinir. Elde edilen
voltamogramlar gerceklestirilen modifikasyon hakkinda elektrokimyasal agidan detayli
bilgi vermektedir. Patel ve arkadaslari (2010); menenjite neden olan gram negatif
bakteri Neisseria meningitidis’in DNA probu temelli elektrokimyasal bir genosensor
gelistirmislerdir. Yapilan c¢alismada 23 bazdan olusan 5’-tiyol ug etiketli tek zincirli
DNA probu (ssSDNA-SH) altin elektrot yiizeyine ve cam kaplanmig altin (Au) elektrot
yiizeyine immobilize edilmistir ve CV calismalarinda redoks probu olarak metilen
mavisi kullanilmistir. Ciplak altin elektrotun yiikseltgenme piki (14.76 pA); ssDNA-
SH/Au modifiye elektrodun yiikseltgenme pikinden daha yiiksektir. Elde edilen bu
sonu¢ DNA probunun elektrot yiizeyine basarili bir sekilde immobilize edildigini
kanitlamistir. Ciplak altin elektrodun yiiksek piki elektrot ile metilen mavisi arasinda
gerceklesen hizli ve etkili elektron aktarimi ile iligkilendirilmistir. G-dSDNA-SH/Au
modifiye elektrodun ssDNA-SH/Au modifiye elektroda gore daha yiiksek pik vermesi
ise SSDNA-SH/Au modifiye yiizeyde eslesmemis azotlu bazlarin (Guanin gibi) metilen
mavisi ile olan giiclii iliskisinden kaynaklandig1 seklinde aciklanmistir. Clinkii ssDNA
smnirli sayida azotlu baz igerirken, genomik DNA olduk¢a uzun hibridlesmemis
ssDNA’dan olusmaktadir ki bu sayisin azotlu baz demektir. Dolayisiyla metilen mavisi

ile olan etkilesim daha fazladir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6 Ciplak Au elektrot, G-dSDNA-SH/Au biyoelektrodun ve ssDNA-SH/Au elektrodun
CV voltamogramlar1. Tarama hizi: 20Vs™. Cézelti ortami: PBS i¢inde 40uM MB

2.1.3 Elektrokimyasal impedans Spektroskopisi (EIS)

EIS yonteminde metal yiizeye kii¢lik genlikli alternatif akim uygulanarak metal direnci
ve yiizey yapist incelenmektedir. Elektrokimyasal hiicrelerde ¢ift tabakanin kalinligi
uygulanan potansiyel ile orantilidir ve bu kapasitans degeri alternatif akim
spektroskopisi (AC-Impedance Spectroscopy) ile Olgiilebilmektedir. Bu teknikle
elektrokimyasal hiicreye siniisoidal sinyal pertubrasyonlari uygulanmakta ve bu siirecte
elde edilen farkli elektrokimyasal degisimlere karsi elde edilen akim degeri
belirlenmektedir (Sekil 2.7). EIS frekans diizleminde -elektriksel bilgiler veren

karakterizasyon teknigidir.
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Sekil 2.7 impedimetrik sisteme uygulanan siniisoidal uyar1

Elektrokimyasal bir reaksiyondan dolayi, elektriklendirilmis arayiizeyden gegen akim

her zaman faradik olmayan bilesenler igerir.

O+ne —»R (2.1)

Esitlikte; n transfer edilen elektron sayisi, O yiikseltgen ve R lriindiir (indirgen). Sekil
2.8 a’da elektriklendirilmis arayiize dogru olusan elektron transferi gosterilmistir. Yiik
transferi faradik ve faradik olmayan bilesenlere neden olmaktadir. Faradik bilesen bir
reaksiyon yoluyla arayiize dogru polarizasyon direnci denilen (Rp) aktivasyon bariyerini
ve bununla beraber dengesiz ¢oOzelti direncini (Rs) asarak gergeklesen elektron
transferinden kaynaklanmaktadir (Mcdonald, 2006). Faradik olmayan akim ¢ift tabaka
kapasitoriin  (Cq) yukli hale gelmesinin bir sonucudur. Araylizde yiik aktarimi
basladiginda, reaktant ve {riiniin kiitle aktarimi elektron transfer oraninin
belirlenmesinde rol oynar. Frekans bagimli kiitle aktarimi1 baska bir impedans sinifi olan
Warburg impedansini (Zy) olusturur. Sekil 2.8 a‘da her bir devre bileseni her bir arayiiz
bilesenine denk gelmektedir. Ilk kez Randles (Randles, 1947) tarafindan agiklanan
elekriksel esdeger devre (EEC) sekil 2.8 b‘de gosterilmistir. Bu model hem yiiksek-
frekans bilesenlerini (R gibi) hem de diisiik-frekans bilesenlerini (Z,, gibi) gozler oniine
sermektedir. EEC’lerin soldan saga diizenlemesi olduk¢a Onemlidir, ¢ilinkii impedans
verisi normal olarak bu sekilde goriintiilenir. Ayrica polarizasyon direnci denilen (Rp)
herhangi bir potansiyeldeki aktivasyon bariyeri, standart (veya formal) elektrot

potansiyelinde yiik-transfer direnci (R¢t)’ne donisiir.
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Sekil 2.8.a. Negatif yiikli elektriklendirilmis elektrodun arayiizii ve karsit katyonlarin yiizey
boyunca dizilimi ve her arayiiz bilesenine karsilik gelen elektriksel devre elemanlari.
b. Arayliz i¢in ideal Randles elektriksel esdeger devresi

Kapasitif akimlar1 ortadan kaldirmak ya da minimal diizeyde tutmak igin
elektrokimyacilar normal ve diferansiyel puls voltametrisi gibi teknikleri
gelistirmektedirler (Bard ve Faulkner, 2001). Bu teknikler gereklidir ¢linkii lineer dalga
veya dongilisel voltametri, kronoamperometri ve kronopotansiyometri ¢aligmalarindan
elde edilen kisa siireli sinyaller deney kosullarina bagli olarak ¢ift tabaka yiikliiliigiinden
etkilenmektedir. Sekil 2.8’de goriildiigli gibi yiik-transfer reaksiyonunun yer aldigi
cevre, reaksiyon boyunca alinan tek bir empedans datasi ile iligkili tiim parametreleri
etkilemektedir. Bu nedenle diger yontemlerin tamamlayicisi olarak EIS c¢alismasi

mutlaka yapilmali ve arayiizey bu sekilde detaylandirilmalidir.

Impedimetrik verilerin gosterilmesinde en ¢ok sanal impedansin gercek impedansa kars:
grafige gecirilmesi ile elde edilen Nyquist grafigi kullanilmaktadir (Sekil 2.9). Yapilan
impedimetrik ol¢iimde oncelikle yiiksek frekans (diisiik enerji) pertiibrasyonlari
uygulanir ve ¢ozelti direnci (Rs) Ol¢iiliir. Daha sonra frekans azalir ( enerji artar) ve

tarama elektrot ylizeyine dogru kayar. En fazla diren¢ bu kisimda oldugundan kapasitif
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diren¢ sanal impedans kisminda en iist degerde gozlenir. Frekans en diisiik (enerji en
yiiksek) halini aldiginda elektromanyetik dalgalar elektrot icerisine girerek diflizyon

olarak bilinen grafikteki dogrusal kismi1 olustururlar.

Cd
" Rs —
-7 B
i I
o Ry
P i
|Z|
¢ z
>
(a) (b)
> >
Rs Rp

Sekil 2.9.Nyquist grafigi

Arayiizeyde frekans-bagimli impedans Z(W), olduk¢a kompleks bir anlatima sahiptir;

2 _1
Rp+ow™1/2 [wCq Rptow /2 40w 2 Cqow™ 1241 ]

Z(w) = R+ (2.2)

ow™Y2(Cd+1)2+w?CE(Rp+ow™1/2)2 Caow™1241 *+w2CE(Ry+ow™1/2)?

Esitlikte; w = 27f, f frekansdir, j (-1)2 “dir, ve

RT 1 1
1/2 1/2
2n2F24A Da/ Co x,t DR/ Cgr x,t

(2.3)
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Esitlikte; A elektrot alani, Cs elektrot yiizeyine t zamanda x uzaklikta bulunan tiirlerin

konsantrasyonudur.

Esitlik 2.2 basitlestirilirse;

2
Zw =Ry +—b OB _ gy 7 (w) (2.4)

2p2 2 2p2 2
1+w RpCd 1+w RpCd

Yiiksek frekanslarda (w — o0). Diisiik frekanslarda (w — 0). Boylece;

Zw =R;+R,+ow 2 —jlow 2 +20%C,) (2.5)

formiili elde edilir.

Warburg impedansi ¢ ile asagidaki esitlikle iligkilendirilmis olunur;

Iw= - o (2.6)

Boylece, esitlik 2.4 yarigap1 R, /2 olan, R¢’nin yiiksek-frekansta ve (Rs+Rp) nin diisiik

frekansta Z’(w) aksisinden kestigi bir yarim daireyi agiklamaktadir (Park ve Yoo, 2003;
Chang ve Park, 2010).

2.1.4 Amperometri

Amperometrik caligmalar sabit potansiyel altinda gergeklestirilmektedir. Cozelti igine
daldirilan calisma elektroduna sabit bir potansiyel uygulandiginda sistemin

termodinamik dengesi bozulur ve ¢6zeltide bulunan tayini yapilacak bilesik elektrot
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yiizeyinde buna tepki olarak yiikseltgenir veya indirgenir. Olusan akim amperometrinin

6l¢iim esasin1 meydana getirmektedir.

Durgun bir ¢ozeltide calisma elektrodu ve karsit elektrot arasinda sabit bir potansiyel
uygulandiginda elektrokimyasal reaksiyon i¢in zamanin karekokii ile azalan bir akim
elde edilir. Bu teknik kronoamperometri adin1 alir. Herhangi bir t zamaninda elektroda
uygulanan potansiyel birdenbire baslangi¢ potansiyeline disiiriiliirse, t siiresi i¢inde
elektrot tepkimesi ile olusan tiriiniin geri yiikseltgenmesi nedeniyle anodik akim olusur.

Bu teknik geri ¢cevirmeli kronoamperometri adini alir.

Bu teknikte akim-zaman iliskisi Cottrell esitligi ile verilir,

ik = o, 2.7
lek—nFA ym ( ' )

Esitlikte; i faradik akimi, n elektron sayisini, F Faraday sabitini, D diflizyon katsayisini,

C konsantrasyonu, t zamani temsil etmektedir (Bard ve Faulkner 2001).
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Sekil 2.10 Kronoamperometrik uyari ve cevap
2.2 Biyosensorler

Son yillarda, biyosensor cihazlarmi olusturabilmek ig¢in ihtiya¢ duyulan yontem ve
materyallerde bir¢ok 6nemli teknolojik gelisme saglanmistir. Clark’in ilk oksijen
elektrot sensoriinii kesfinden bu yana modern biyosensoriin hassasiyetinde, se¢iciliginde
ve sinyal amplifikasyonunda birgok gelisme olmustur. 1999 yilinda IUPAC biyosensorii
“biyolojik bir tani elementi kullanarak kantitatif ya da yari-kantitatif analitik bilgi
saglayabilen, reseptér ve doniistiiriicliniin baghi basina entegre oldugu bir cihazdir”
seklinde tanimlamistir (Thevenot vd. 1999). Yani temelde bir biyosensor spesifik bir
biyo-analiti saptamaya yarayan biyolojik ya da biyolojik olarak tiiremis tan1 elementi

iceren, ve sonucta olusan biyolojik bir sinyali elektriksel bir sinyale doniistiirmeye
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yarayan doniistliriicii ile entegre analitik bir cihazdir (Perumal ve Hashim 2014).
Biyosensoriin amact analit hakkinda hizli, ger¢ek zamanli, kesin ve giivenilir bilgi
saglamaktir. Biyosensorlerin tip, tarim, gida, gilivenlik, biyoislem, c¢evresel ve

endiistriyel bir ¢cok alanda oldukca 6nemli analitik bir rol oynayacagi ongoriilmiistiir
(Luong vd. 2008).

Bir biyosensor, biyoreseptdr, doniistiiriici ve sinyal isleme sistemi olmak iizere 3 ana
bilesenden olusur (Sekil 2.11). Biyolojik tanimlama elementi ya da biyoreseptor
genellikle spesifik hedef analiti saptayabilen immobilize biyokomponenttir .Bu
biyokomponentler c¢ogunlukla antikorlar, niikleik asitler, enzimler ve hiicrelerden
olugmaktadir. Analit ile biyoreseptor arasindaki reaksiyon liriin olusumu, 1s1 agiga
c¢ikmasi, elektronlarin akis1 ve pH ya da kiitle degisimi gibi kimyasal degisimlere yol
acar. Bu biyokimyasal sinyal elektriksel sinyale transdiiser tarafindan doniistiiriiliir. En
sonunda elektrik sinyali gii¢lendirilip mikroelektroniklere ve bilgi isleyiciye gonderilir.
Sonug olarak dijital bir goriintii, yazili bir ¢ikt1 ya da optik bir degisim gibi ol¢tilebilir

bir sinyal iiretilmistir (Perumal ve Hashim 2014).

Hedef analit

> 5
( o
'

Biyoreseptor

— Transdiiser 2

e A/D dénustiirticti

H Sinyal yok
—— Sinyal var S yal y!

Sekil 2.11 Biyosensoriin sematik gosterimi

17



Biyosensorler kullandiklar1 biyolojik sinyalleme mekanizmalarma ve kullandiklar
sinyal doniistiirme tiplerine gore siniflandirilabilirler. Sekil 2.12 biyosensorlerin farkli

kategorilerini gostermektedir.

Biyosensor

Biyoreseptor

i

Enzim Antikor DNA Hiicre  Biyomimetik
Transdiiser
Elektrokimyasal Piezoelektrik Kalorimetrik Optik

Sekil 2.12 Biyosensor katagorileri

2.2.1 Biyolojik sinyale gore biyosensorlerin siniflandirilmasi

Biyoreseptdr biyosensoriin en onemli aywrt edici 6zelligidir. Biyoreseptdr sensoriin
tanimlama sistemi ile hedef analiti uzlastirir. Bu nedenle biyoreseptoriin hedef analite
kars1 hassas ve segici olmasi ¢ok onemlidir (Perumal ve Hashim 2014). Biyosensorler
kullandiklar1  biyolojik  sinyalleme mekanizmalarina goére 5 ana kisimda

siniflandirilabilirler (Sekil 2.13).
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Sekil 2.13 Cesitli biyolojik sinyal mekanizmalari ile biyo-algilamanin sematik gésterimi

2.2.1.1 Enzim temelli biyosensorler

fIk biyosensdr 1962’de Clark ve Lyons tarafindan agiklanan enzim temelli glukoz
tayinine yonelik gelistirilen amperometrik biyosensordiir. Enzimler substratlarini
spesifik olarak taniyan ve doniisiimlerini katalizleyen ¢ok verimli biyokatalizorlerdir.
Bu essiz o6zellikler enzimleri analitik cihazlarin gelismesinde ¢ok 6nemli araglar haline
getirmistir. Enzim temelli biyosensorler transdiisere bir biyokatdlizér iceren algilama
katmaniyla derinlemesine baghdir. Calisma prensibi sepisifik tanimlamaya yani
katalitik olay ve baglama kapasitesine dayalidir. Enzimlerin spesifik katalitik
reaksiyonlart ¢ok diisiik algilama limitleri saglamaktadir. Bu yiiksek 6zellikli enzim —
substrat etkilesimleri enzim temelli biyosensorlerin temelini olusturmaktadir. Enzimler
substrat konsantrasyonu, sicaklik, inhibitor ve pH gibi faktorden etkilenebilir. Enzim
bazli biyosensorlerin algilama limitinin detaylandirilmasinda Michaelis—Menten
denklemi kullanilmaktadir. Glucose oxidase (GOD) temelli biyosensorler literatiirlerde
en ¢ok yer alan enzim bazli biyosensdrlerdir. Bununla birlikte, son ¢alismalar enzim
bazl1 biyosensorlerin kolesteroliin tayininde, gida ve ¢evre denetiminde, agir metallerin

ve zirai ilaglarin tayininde de kullanilabildigini gostermistir (Perumal ve Hashim 2014)

19



2.2.1.2 immiinosensorler

Immuno-teshis ihtimalinin kapilarmi acan ilk antikor temelli biyosensér 1950’lerde
aciklanmistir. Bundan sonra tibbi teshis i¢in antijen-antikor’dan olusan biyosensorlerin
gelistirilmesi i¢in ciddi gayretler gosterilmistir (Orazio 2011). Bir antikor iki agir zincir
(H) ve iki hafif zincirden (L) olusan ‘‘Y”’ seklinde bir immiinoglobiilindir (Ig). Her
zincirinin sabit ve degisken bir pargasi vardir. Degisken kisim antijene 6zgiidiir ve
uyumlu bir antijene baglanarak hayli spesifik ve se¢ici olmaktadir. Dolayisiyla
immiinosensor antikorun uyumlu antijen ile baglanma kabiliyeti sonucu oldukca
spesifik, duragan ve ¢ok yonlii olur. Immiinosensorlerde kullanilan iki tip tanimlama
metodu vardir; optik ve elektrokimyasal. Elektrokimyasal yontemler hizli, basit ve
ekonomik algilama olanagi saglar. Ramirez ve calisma arkadaslart 1999 yilinda hizli
algilama, yiiksek hassasiyet ve spesifikligin 6nemli oldugu klinik kimya, besin kalitesi
ve cevre izleme gibi konularda immiinosensorlerin 6nemli bir rol oynadiginm
sOylemistir. Bakteri ve patojenlerin algilamasi i¢in gelistirilen immiinosensdrler nokta
analizleri (point-of-care) olarak adlandirilan Glgiim testlerinde uygulanabilir olmasi
nedeniyle biiyiik ilgi kazanmistir (Perumal ve Hashim 2014). Yapilan calismalar
immiinosensorlerin - kanser/timdr teshisine yonelik genis ¢apli arastirildigini
gostermektedir. Geleneksel tanilama metodlar1 hassasiyet, secicilik ve zaman harcama
konularinda zayif oldugundan tiimor spesifik immiinosensorler kanserin erken

safhalarinda tanilama araci olarak timit verici hale gelmektedir (Ushaa vd. 2011).

2.2.1.3 Genosensorler

Biyosensor uygulamalarinda niikleik asit dizisi kullanimi ilk olarak 1953’iin baslarinda
ortaya atilmistir ve yapilan c¢aligmalarla hala gelismeye devam etmektedir (Liu vd.
2012). Cift sarmal DNA (dsDNA) zincirini olusturan iki tek sarmal DNA (ssDNA)
zinciri arasindaki spesifik affinite reaksiyonu niikleik asitlerin biyolojik tanimlama
elementi olarak kullanildiZt DNA biyosensorlerinin - (genosensorler) temelini
olusturmaktadir. DNA biyosensorlerinin ~ gelistirilmesi  elektroforetik ayrimlarin
eslesmesi ve radyo izotropik gibi olduk¢a maliyetli, tehlikeli ve zaman alan geleneksel

metodlart neredeyse geride birakmistir (Perumal ve Hashim 2014). DNA
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biyosensorlerin ¢alisma prensibi dsDNA olusturmak icin iki tek sarmal niikleik asit
dizisi arasinda stabil bir hidrojen bagi olusturan komplementer ssDNA’nin
tanimlanmasina dayalidir. Bu nedenle hedef baz dizisinin komplementeri olan ssDNA
immobilize formda prob olarak kullanilmaktadir. Hedefin proba maruz kalmasi ile
dsDNA olusturmak tlizere komplementer ssDNA hibritlersir ve bu da transdiiserin
sinyali elektriksel sinyale doniistiirmesine olanak saglayan biyokimyasal reaksiyonun
olusmasin1  saglar.  Yapilan  c¢alismalar, algilama  yiizeyine  ssDNA’nin
immobilizasyonunun yapabilmesi i¢in i¢in tiyol ya da biotin gibi baglayicilara
gereksinim duyulabilecegini gostermistir. (Cagnin vd. 2009, Lazerges vd. 2012).
DNA’nin 6nemli bir o6zelligi, DNA ligandlarinin ters baglanma sonucu denatiire
olabilmesi ve tampon iyon konsantrasyonunun kontrolii ile rejenere olabilmesidir. DNA
biyosensorleri, kompleks bir karisimdaki tek bir molekiil tiirliniin varligini1 6l¢ebilme

ozelligine sahiptir (Perumal ve Hashim 2014).

2.2.1.4 Hiicre temelli biyosensorler

Hiicre temelli biyosensorler biyospesifik algi elementi olarak canli hiicre kullanan
biyosensor ¢esididir. Canli hiicrenin intraselliiler ve extraselliiler microgevre kosullarini,
fizyolojik parametrelerini algilama kabiliyetine dayanmaktadir. Sonugta stimulus ve
hiicre arasindaki etkilesime cevap iretmektedir. Bakteri ve mantar gibi
mikroorganizmalar spesifik molekiilleri ya da tiim g¢evresel durumlar algilamak igin
kullanilabilmektedir. Dahasi, hiicrelerde bulunan proteinler spesifik bir analitin
algilamasinda  biyoreseptér olarak kullanilabilir. Aslinda, canli hiicre bazh
biyosensorler, diger canlilardan ekstrakte edilmis materyaller iceren biyosensor tipleri
ile karsilagtirlldiginda essizdir. Hiicre temelli biyosensorlerin bircok artisi ve eksisi
bulunmaktadir. Bu biyosensoriin algilama limiti hiicrenin canlilifint siirdiirebildigi
dogal c¢evre kosullar1 tarafindan belirlenmektedir. Ancak en biiyik kisitlama
sterilizasyon, yasam siiresi ve biyouyumluluk gibi ¢ok cesitli kosullara bagli olan hiicre
stabilitesidir. Hiicre bazli sensoriin basarisini etkileyen diger bir konu seciciliktir. Biitiin
bir hiicrenin multireseptor davranist mikrobiyal sensoriin zayif segicilige sahip olmasina
neden olmaktadir. Bu zayifliklara ragmen, enzim bazli biyosensorlere gore avantajlar

oldugundan dolay1 hiicre bazli biyosensorler hala arastirmacilar tarafindan tercih
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edilmektedir. Hiicre bazli biyosensorler enzim bazli biyosensdrlere gore ¢oziinen madde
inhibisyonuna karst daha az hassastir, optimum pH ve sicakligin altinda daha
toleranslidir, fakat bu kosullar hiicrenin 6lme ihtimali nedeniyle dar bir aralig
asmamalidir. Enzim bazli biyosensorlere gére daha uzun bir yasam siiresi beklenebilir
ve aktif hiicrelerin izole edilmeye ihtiyact olmadigi i¢in daha ucuzdur (Perumal ve
Hashim, 2014). Yapilan calismalar hiicre bazli biyosensorlerin, medikal tanilama
(hastalik teshisi gibi), ¢evresel analizler, besin kalite kontrolii, kimyasal-farmasotik
endiistri ve ilag algilama gibi alanlar i¢in ortaya ¢ikan bir ara¢ oldugunu gostermektedir.
Shinde ve arkadaslar1 (2012) hiicre bazli biyosensorlerin etkili karakteristiklerinden

dolay1, nano-tani alaninda yiikselen ( gdzde ) bir arastirma alani oldugunu 6ngérmiistiir.

2.2.1.5 Biyomimetik sensorler (Aptasensorler)

Biyomimetik sensorler dogal bir biyosensoriin fonksiyonunu taklit eden yapay ya da
sentetik bir biyosensordiir. Bunlar biyokomponent olarak aptamerleri kullanan
aptasensorlerdir. Aptamerler ilk olarak 1990’larin baslarinda yapay niikleik asit
ligandlar1 olarak tanimlanmistir. Aptamerler boylelikle niikleik asit problari ile kimyasal
olarak iligkilendirilmis ancak daha ¢ok antikorlar gibi davranmis ve diger biyolojik tani
komponentlerine kiyasla sasirtici sekilde ¢cok yonliiliik gostermistir. Aptamerler, amino
asitleri, oligosakkaritleri, peptidleri ve proteinleri tanimak i¢in tasarlanan yapay niikleik
asit zincirleridir. Bir aptamer, antikor bazli biyosensorlere gore yiiksek baglanma
verimi, hayvanlarin kullanilmasin1 engelleme ve daha kiiciik ve daha az kompleks
olmalar1 gibi birka¢ avantaja sahiptir. Ancak aptamerlere niikleik asitlerin yapisal
pleomorfik ve kimyasal agidan basitlik gibi 6zelliklerinin kazandirilmasi karsilagilan
zorluklardandir. Bu durum analiz verimini diislirmekte ve {iretim maliyetini
yiikseltmektedir. Daha sonra bu sinirlamalarin {istesinden gelebilmek i¢in aptamerin
karakterizasyonu ve optimizasyonu konular1 oldukga ¢alisilmistir Yiiksek spesifiklik,
kiiciik boyut, modifikasyon ve immobilizasyon ¢ok yonliiliigii, rejenere olabilmesi ve
hedef analitin baglanmasiyla gerceklesen konformasyonel degisim gibi aptamer
ozelliklerinden cok ¢esitli bio-algilama formatlarini optimize etme konusunda basariyla
faydalanilmistir (Perumal ve Hashim, 2014). Aptamer temelli biyosensorler genis bir

alanda ¢esitli sekillerde kullanilmistir. Son donemlerde biyomimetik sensorlerde klinik
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uygulama i¢in nitelikli gelismeler olmustur. Bunlar patojen, virlis ve bulasici
hastaliklarin teshisi i¢in klinik taniy1 icermektedir (Strehlitz vd. 2008, Torres vd. 2009,
Wang vd. 2012, Weng vd. 2012).

2.2.2 Transdiisere gore biyosensdorlerin siniflandirilmasi

Transdiiser biyosensoriin sinyal algilama isleminde 6nemli rol oynayan bir bilesenidir
ve fiziksel, biyolojik, kimyasal olaylar1 yiliksek hassasiyet ve diisiik 6l¢lim bozunumu ile
elektriksel bir sinyale doniistiiren cihaz olarak tanmimlanabilir (Perumal ve Hashim

2014). Gegmisten giiniimiize gelistirilmis bir¢ok transdiiser metodu bulunmaktadir.

2.2.2.1 Elektrokimyasal biyosensorler

Dontistiiricti materyali olarak bir elektrot kullanilan elektrokimyasal biyosensorler
sensorlerin dnemli bir altsinifini temsil etmektedir. [UPAC’in 1999’daki tanimlamasina
gore, elektrokimyasal biyosensor, bir elektrokimyasal doniistiiriici materyali ile
dogrudan uzamsal temas halinde olan bir biyoreseptor kullanarak spesifik kantitatif ya
da yari-kantitatif analitik bilgi saglayabilen bagimsiz entegre bir cihazdir (Thevenot vd.
1999). Elektrokimyasal biyosensorler indirgenme ve yiikseltgenme reaksiyonlar1 sonucu
olusan akimi Slgerler. Uretilen akim mevcut elektroaktif tiirlerin konsantrasyonu veya
tiretim/tiiketim orani ile iliskilendirilebilir. Sonugta olusan elektriksel sinyal hedef ve
analit arasindaki tanimlama iglemi ile ilgilidir ve analit konsantrasyonu ile dogru
orantilidir.  Wang ve arkadaglar1 (2008) elektrokimyasal immunosensorlerin klinik
analizlerdeki popiilaritesinin gitgide arttigini sdylemistir ve bu durum gelisen sensor
dizaynlarina bagli olarak ilerlemektedir. Benzer olarak, Belluzo ve arkadaslar1 (2008)
elektrokimyasal immunosensdrlerin mevcut laboratuvar metodlarina kiyasla iimit verici
bir metod oldugunu ortaya koymustur. Wang (2006) klinik tanilamada elektrokimyasal
biyosensorii yeni seviyelere getiren point-0f-care kanser teshisi igin elektrokimyasal-
temelli cihazlarin kullanimini derlemistir. Daha sonra, tiim ¢alismalar elektrokimyasal
biyosensorlerin hiz, basitlik, diisiik maliyet, yiiksek hassasiyet ve nispeten basit
enstriimantasyon gibi avantajlar1 oldugunu ortaya koymustur (Grieshaber vd. 2008,

Mono vd. 2012). Elektrokimyasal biyosensorler, biyotanimlama olayr sirasinda
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saptanan  elektrokimyasal degisimlerin tiirline bagli olarak amperometrik,

potansiyometrik, impedimetrik ve kondiiktometrik olarak dort kategoriye ayrilirlar.

Amperometrik sensorler sabit bir potansiyelde analit konsantrasyonuna bagli olarak
elektroaktif tiirlin ylikseltgenme veya indirgenme reaksiyonu sonucu olusan akimi,
zamanin bir fonksiyonu olarak oOl¢me esasmna dayanmaktadir. Amperometrik
yontemlerde genellikle ¢calisma elektrodu olarak altin(Au), karbon (C) veya platin (Pt)
elektrotlar kullanilmaktadir. Referans elektrot genellikle sabit potansiyeli olan ve
calisma elektrodunun potansiyelini kontrol eden glimiig/giimiis klorir (Ag/AgCl)
elektrottur. Karsit elektrot ise akim akiginin 6l¢iilmesi amaciyla kullanilmaktadir (Wang
vd. 2008). Bu yontemde ilgili tiirlerin konsantrasyonlarinin belirlenmesinde akim

yogunluklarindan yararlanilmaktadir.

Potansiyometrik biyosensorler analitik bilginin elde edilmesi iyon-segici elektrot (ISE)
ve iyon-se¢imli alan etkin transistor (ISFET) kullanimina baglidir. Potansiyometrik
sensor ilk olarak 1969 yilinda iire tayinine ydnelik enzimatik biyosensor olarak
tanimlanmistir (Perumal ve Hashim 2014). Bu tiir biyosensorlerde analitik sinyalin
olusturulmasi tani prosesinin potansiyel sinyaline doniistiiriilmesi ile ger¢eklesmektedir.
Bu yontem; tan1 isleminden degisken potential elde etmek i¢in indikator elektrot ve
sabit yari-hiicre potansiyelini saglamada gerekli olan referans elektrot (genellikle
Ag/AgCl) olmak iizere iki elektrot sistemini icermektedir. Potansiyometrik transdiiserin
caligma prensibi elektrokimyasal hiicrede elektrottan sifir ya da ihmal edilebilir dl¢iide
akim gecerken tani prosesi siiresinde indikatdr ve referans elektrot arasinda biriken
potansiyel farkina dayanmaktadir. Calisma elektrodunun potansiyeline bagli olarak

Nernst esitkiginden derisim dogrudan hesaplanabilmektedir

Kondiiktometrik biyosensorlerde analitik bilgi iyonik tiirlerin konsantrasyonundaki
degisimi sonucu ¢esitlilik gosteren elektrolit iletkenliginin dl¢limii ile elde edilir. Yani
elektrolit ¢ozeltinin elektrotlar arasinda elektrik akimi iletebilme yeteneginin bir
Olciisiidiir. Kondiiktometrik cihaz belirli bir mesafe yada nanokablo gibi arac ile
birbirinden ayrilmis iki elektrottan olusmaktadir. Literatiirde yer alan bir ¢ok ¢alisma

kondiiktometrik yontemin enzimlerle olan iliskisini aciklamaktadir ki enzimatik
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reaksiyon sonucu iki elektrot arasindaki ¢dzeltinin iyonik giicii ve boylece iletkenlik
degismektedir. Iletkenlik dl¢iimii icin elektroda altenatif akim uygulanmaktadir ve
sonugta iyonik kompozisyon degismektedir. Bu degisim ohmmetre ile Olgiilebilen
iletkenligi saglamaktadir. Kondiiktometrik cihazlarin ana avantajlari, referans elektroda
gerek duymamalar1 pahali olamamalar1 ve direkt elektrik cevabi ihtimali olmasidir
(Grieshaber vd. 2008, Lee vd. 2012). Ancak kondiiktometrik transdiiser olgiimii ilave
bir ozelliktir bu yiizden de diger elektrokimyasal metodlara gore daha az hassastir ve

fazlasiyla tampon kapasitesinin cevabina baglhdir (Perumal ve Hashim 2014).

Elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS) temelli transdiiksiyon yontemi son
yillarda biyoreseptdr donistiiriiclileri arasinda oldukga popiiler hale gelmistir. Bu
yontemin avantaj1 oldukea diisiik algilama limitlerinin gézlenmesine olanak tanimasidir.
Bu yontem etiketsiz veya reaktifsiz algilama saglayabildiginden gercek zamanh tayinler
icin olduk¢a uygundur (Perumal ve Hashim 2014, Pejcic vd. 2006). EIS o6l¢timiinde,
elektroda kontrollii alternatif potansiyel uygulanir ve numune {izerinden akan akim
belirlenir. Numuneden kaynaklanan elektriksel impedans voltajin akima orani olarak
hesaplanir. Elektriksel impedans Ol¢limiiniin sonucu hem biiyiliklilk hem de fazdir;
kompleks bir sayr. Herhangi bir zamanla degisen potansiyel uygulandiginda akim
uygulanan voltajla aym1 fazda olabilir (direngli davranis) ya da farkli fazda olabilir
(kapasitif davranig). EIS 3 elektrot sisteminden, bir potentiostat ve bir frekans yanit
analizériinden (FRA) olusur. Bu {i¢ elektrot; akimin olgiilmesini saglayan c¢alisma
elektrodu, hiicreye akim saglayan karsit elektrot ve voltaj olglimil icin referans
elektrottur. Potentiostat elektroda voltaj saglamak icin yiiksek giris impedans saglayici
gibi gorev yapar . Frekans yanit analizorii impedans 6l¢iimiinde uyarict dalga seklinin
tedarik edilmesi ve uygun, yiiksek hassasiyette genis band metodunun saglanmasin
kapsamaktadir (Perumal ve Hashim 2014). impedans spektroskopisi kanser/timor
hiicrelerinin, viriislerin, bakterilerin ve patojenlerin algilanmasinda bircok arastirma
grubu tarafindan biiylik 6l¢iide kullanilmistir (Bayoudh vd. 2008, Diouani vd. 2008,
Kukol vd. 2008, Hong vd. 2012, Ohno vd. 2012, Nquyen vd. 2012).
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2.2.2.2 Optik temelli biyosensorler

Optik biyosensdrler gida giivenligi, giivenlik, canli bilimi, ¢evre izleme de dahil olmak
izere ¢ok sayida 6nemli alana dahil edilmektedir. Transdiiserin bu metodu, absorpsiyon,
floresans, fosforesans, Raman, SERS, refraksiyon ve dispersiyon spektroskopisi gibi
cok farkli spectroscopy c¢esitleri ile biyosensdriin birgok smifinda kullanilmigtir
(Perumal ve Hashim 2014). Bu doniistiiriicii metodlar1 hedef-analit etkilesiminin farkli
Ozelliklerini 6lgme yetenegine sahiptir. Optik biyosensorler, label-free, gercek zamanl
ve paralel algi saglama kabiliyetine sahiptir (Fan vd. 2008). Optik lifler ile birlesmis
yiizey plasmon rezonansi (SPR) ya da floresans, optik biyosensor uygulamalari i¢inde

en popliler metoddur.

Yiizey plasmon rezonans (SPR) temelli biyosensorler, biyoreseptor ile analit
etkilestiginde gerceklesen degisimleri teshis edebilmek i¢in ylizey plazmon dalgalarini
(electromagnetic wave) kullanirlar. Prensipte, SPR biyosensor herhangi bir degisiklige
maruz kaldiginda reaksiyonu 6l¢mek ya da gozlemlemek i¢in kullanilan reaktif indekste
degisimlere neden olur. Bu tip degisimler yiizey plazmon dalgalarinin yayilim sabitinde
cesitlilik yaratir ve bu ¢esitlilik bir deger olusturmak i¢in 6l¢iiliir. Protein, antikor—
antijen, niikleik asitler ve enzimler gibi ¢esitli biyotanimlama elementleri, SPR
biyosensorleri ile birlestirilmistir (Perumal ve Hashim 2014, Park vd. 2009) Bugiine
kadar, SPR temel biyolojik caligmalarda, saglik bilimi arasgtirmalarinda, klinik
tanilamada ve c¢evresel ve tarimsal izlemede genis olarak kullanilmistir (Perumal ve

Hashim 2014).

Optik lif temelli biyosensorler birka¢ ana bilesenden olusmaktadir; bir 151k kaynagi,
immobilize biyotani elementi, 15181 iletmek icin kullanilan ve subsrat gibi davranan bir
optik lif ve cikis 151811 6l¢iimiinii alan spektrofotometre gibi bir dedektor. Optik lifin
yilizeyinde biyoreseptor ile analitin etkilesimi optik 6zelliklerde degisimler meydana
getirmektedir. Isik kaynagi, biyotani olaymin oldugu optik liften gegirilir. Ayn1 ya da
farkli bir lif ¢ikis 1518101 algilayiciya dogru yonlendirmek icin kullanilir. Optik fiber
bazli biyosensorler elektrokimyasal ve diger yontemlere gore daha yiiksek

hassasiyetleri, giivenilirlikleri, elektromanyetik miidahaleden bagimsiz (¢iinkii referans

26



elektroda ihtiyag yoktur) ve ger¢ek zamanl izlemeye uygun olmalar1 gibi avantajlara
sahiptir. Ve minyatiirizasyon i¢in olduk¢a uygundurlar. Ancak, biyotani elementinin
zayif kararliligr ve ortam 1s18ma karsi hassasiyet gibi birkag¢ eksiklik bulunmaktadir
(Perumal ve Hashim 2014).

2.2.2.3 Piezoelektrik temelli biyosensorler

Ik olarak 1880°de Curie kardesler tarafindan kesfedilen piezoelektrik, merkezi-olmayan
kristal yada ya da benzer bir yapinin mekanik ve elektriksel sistemleri arasindaki lineer
etkilesim olarak agiklanabilir. Piezoelektrik biyosensorii kristal osilatér gibi
calismaktadir. Bu nedenle, piezoelektrik biyosensoriin transdiiseri kuartz gibi
piezoelektrik bir materyalden yapilmistir. Frekans mutlak bir akim degeri {ireten bir dis
elektriksel sinyal tarafindan kontrol edilir ve biyoreseptor analit ile etkilestiginde, bu
etkilesim akim okumasinda degisimler iireten bir frekans kaymasina sebep olur. Bu
durum analitin kiitlesi ile iliskilidir. Clinkii kristal ylizeyinde toplanan analitin kiitle
Olclimil esasina gore calisan gravimetrik bir cihazdir. Kiitle birikimyle olusan rezonans

farki belirlenerek dl¢iim yapilmaktadir (Perumal ve Hashim 2014).

2.2.2.4 Kalorimetrik biyosensorler

Hemen hemen tiim kimyasal ve biyolojik reaksiyonlar 1s1 degisimi igerir. Bundan
dolayi, tiim biyokimyasal reaksiyonlar sonucu 1s1 TUretimi veya absorbsiyonu
kalorimetrik biyosensorlerin dogmasmna katki saglamistir. Kalorimetrik prensip,
biyotan: elementi ve analit arasindaki reaksiyon sonucu olusan sicaklik degisimlerinin
Olctimiinii icerir. Bu sicaklik degisimi, harcanmis reaktiflerin ya da olugmus iirlinlerin
konsantrasyonu ile iliskilendirilmektedir (Xie vd. 1999). Kalorimetrik biyosensorler
kolayca minyatiirize edilebilir ve duyarlilig1 artirmak i¢in kolayca mikroakiskanlar ile
entegre edilebilirler (Zhang ve Tadigadapa 2004). Kalorimetrik cihazda, 1s1 degisimi ya
termistor (genellikle metal oksit) ya da termofil (genellikle seramik yariiletken) ile
Olclilmektedir. Yapilan c¢alismalar, bu teknigin DNA hibritlesmesini hizlica
algilayabildigini gdstermistir (Paul vd. 2010, Xi vd. 2010).
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2.2.3 Biyolojik Materyallerin immobilizasyonu

Biyosensorlerin karakteristik 6zelliklerinin gelistirilmesi ve korunmasi ic¢in dikkat
edilmesi gereken en oOnemli husus biyolojik materyalin immobilizasyonudur.
Immobilize biyosensdrler biyomateryal salinimimi kontrol edebilmekte, materyalin
stabilitesini koruyabilmekte, biyosensoriin kullanim siiresi ve cevap siiresi iizerine
olumlu etkiler olusturabilmekte ve en Onemlisi biyosensoriin tekrarlanabilirligini

oldukgca iyi kosullarda saglayabilmektedir.

1950 yilinda ilk enzim immobilizasyonunun agiklanmasiyla baslayan bu yeni olusum
zamanla daha da gelistirilmis ve farkli metodlar olusturulmustur. Yapilan tiim
calismalarda her zaman Oncelikli hedef biyomolekiiliin aktivitesini ve dogal
konformasyonunu korumak olmustur. Fiziksel adsorpsiyon, kovalent baglama, fiziksel
hapsetme, Langmiur-Blodgett filmler, kendiliginden-birlesme (self-assembly) ve afinite

metodlari en yaygin ¢alisilan immobilizasyon yontemleri arasindadir.

Biyolojik materyallerin bir elektrot yiizeyine basarili bir sekilde immobilize edilmesi
fiziksel veya kimyasal yontemlerle gergeklestirilmektedir.  Sekil 2.14’de

immobilizasyon yontemleri i¢in bazi gorsel 6rnekler verilmistir.

B accode B U ectrode
Capraz Baglama Polimer matriks icine
hapsetme

Sekil 2.14 Immobilizasyon ydntemleri
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fletici ve elektrot yiizeyinin yapisina, biyoreseptdrlerin kimyasal yapisi ve fiziksel
durumuna bagli olarak farkli bircok immobilizasyon yontemi kullanilmaktadir.
Enzimler i¢in uygulanan immobilizasyon ydntemleri, protein yapisindaki

biyoreseptorler i¢in de uygulanabilmektedir.

2.2.3.1 Fiziksel adsorpsiyon

Fiziksel adsorpsiyon en kolay, ucuz ve denatiirasyon etkisi en az olan immobilizasyon
yontemidir. Bu prosediir enzimin kati destek materyali yada elektrot yiizeyinde
birikmesi seklindedir. Ilave bir reaktife, farkli islem basamaklarina ve aktivite enzim
modifikasyonuna gerek duymamaktadir. Ancak baglanma kuvvetlerinin zayif olmasi
nedeniyle immobilize enzim pH, sicaklik, ¢6ziicii ve iyonik siddet degisimlerinden
kolaylikla etkilenmektedir. Ve bu yontemin ezim aktivitesinin artirict ve raf dmriinii
destekleyici yonde katkilar1 olmamaktadir (Gerard vd. 2002, Andreescu ve Sadik 2004,
Andreescu ve Marty 2006).

2.2.3.2 Kovalent baglama

Biyomolekiillerin kovalent olarak tasiyict matrikse baglanmalar1 2 asamadan
olusmaktadir. {1k adim biyomolekiiliin etkili bir sekilde kimyasal olarak baglanmasimni
saglayacak uygun ortamin olusturulmasi i¢in baglanilacak materyalin aktivasyonunun
saglanmasidir. Aktivasyon genellikle bifonksiyonel gruplar ya da uzatici kollarla
saglanmaktadir. Bu amagla gluteraldehit, karbodiimid/siiksinimid, kendiliginden olusan
tek katmanlar ya da ¢ok katmanlar (SAM- self-assembly monolayers/multilayers) ve
aminopropiltrietoksisilan ¢ok siklikla kullamlmaktadir. Ikinci adimda ise kimyasal
olarak aktive edilmis ylizeye biyomateryalin baglanmasi saglanmaktadir. Bu yontemde
kullanilan destek materyalinin materyal tiirii ve yiizey karakteristikleri dnemli rol
oynamaktadir. Kovalent baglama teknigi biyomateryalin kararliligini artirmak yoniinde
onemli bir avantaja sahip olabilmektedir ancak bunun ic¢in dikkat edilmesi gereken en
onemli nokta biyomolekiiliin aktivitesi i¢in gereken gruplar iizerinden baglanmanin
gerceklesmemesidir ve sterik engel olusumu ile bu gruplarin 6niine ge¢ilmemesidir. Bu

yontem pH, sicaklik, iyonik siddet degisikliklerine kars1 daha dayaniklidir. SAM lerin
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kullanildigi  kovalent baglama teknikleri enzimlerin oryantasyon ve 3-boyutlu
yonlendirilmelerini saglamaktadir. Bu nedenle spesifik fonksiyonel gruplarin dahil
edildigi SAM lerin olusturulmasi ve redoks aktif enzimler ile elektrot yiizeyi arasinda
iletisim araci olarak kullanilmasi olduk¢a 6nemli galismalar arasindadir (Scouten vd.
1995, Gooding ve Hibbert 1999, Fink vd. 2000, Thevenot vd. 2001, Chaki ve
Vijayamohanan 2002).

2.2.3.3 Capraz baglama

Capraz baglama yontemi, bir ya da daha fazla fonsiyonel gruplar kullanilarak tasiyici ile
biyomolekiil arasinda kovalent baglanma esasina dayanir. Bu yontemde biyomolekiil

kuvvetli bir sekilde baglandigindan desorpsiyon ihtimali oldukea diistiktiir.

Bu yontem ile biyomolekiil immobilizasyonu farkli sekillerde yapilabilmektedir.
Biyomolekiil sadece bifonksiyonel reaktif ile aktive edilerek kovalent baglanabilir.
Biyomolekiil ikinci bir protein varliginda bifonksiyonel reaktif ilavesiyle capraz
baglanabilir. Biyomolekiil bifonksiyonel reaktiflerce aktive edilmis materyale

immobilize edilebilir (Telefoncu 1999).

2.2.3.4 Affinite yontemi

Yapilan ¢aligmalarin temeli biyolojik materyallerle ¢alisildigindan her zaman 3-boyutlu
yapinin oryantasyonu/kontrolii temeline dayanmaktadir. Boylece aktivitenin korunmasi
ve siirdiiriilmesi hedeflenmektedir. Bu nedenle yapilan ¢alismalarda uygulanan farkl bir
trend aktif destek ve proteinin spesifik bir grubu arasinda (biyo)afinite baglar
olusturmaktir. Eger biyomolekiilde dogal olarak bu tiir spesifik gruplar bulunmuyorsa,
biyomolekiiliin oldukca spesifik bir bolgesinde aktiviteyi etkilemeden bu gruplar
tasarlanabilmektedir. Seliiloz-seliilloz baglanma bdlgesi tasiyan enzimler, histidin
tagiyan enzimler i¢in metal iyon immobilize edilmis matriksler, spesifik enzimler i¢in
monoklonal/poliklonal antikorlar ve lektin-glikoenzim tasiyan oligosakkaritler bazi 6zel

afinite etkilesimlerine O6rnek olarak verilebilmektedir. Bu yontem matriksin tekrar
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kullanim1 ve enzim stabilitesi i¢in olduk¢a uygundur. Biyomolekiiliin farkli desteklerde

oryantasyonunun kontrolii rahatlikla saglanabilmektedir (Andreescu vd. 2006).

2.2.3.5 Tutuklama yéntemi

Enzim immobilizasyonu i¢in en ideal metodlardan biri de inert bir materyal igerisinde
hapsetme metodudur (elektropolimerize monomerler, sol-jel matriksler gibi). Daha
iliml1 kosullarda ger¢eklesmesi, tek adimli bir siire¢ olmasi, diisiik maliyet ve enkapsiile
enzimin yiiksek stabilitesi gibi avantajlar1 yontemi 6ne ¢ikarmaktadir. Tutuklamanin
sinirlamalar ise substrat ve/veya iirlinlin agmasi gereken diflizyon bariyerinde aciga
cikmaktadir. Uzun cevap siiresi, gdzenek biiyiikligliniin kontroliindeki zorluklar ve

olas1t miimkiin enzim salinim1 ydontemin en biiyiik dezavantajlaridir.

Enkapsiilleme yonteminde kullanilan materyallere 6rnek olarak; fotopolimerize
polimerler, kimyasal olarak biiyliyen polimerler (aljinat, lateks, vb.), elektrokimyasal
olarak biiyliyen polimerler ( polipirol, polianilin, politiyofen, vb.), ve sol-jel matriksler
verilebilir (Scouten vd. 1995, Andreescu vd. 2008).

2.3 Cahismada Kullanilan Biyomolekiil, Tasiyic1 Sistem, Nanopartikiil ve Capraz
Baglayicilar

2.3.1 Aspergillus niger kaynakh Glukoz oksidaz enzimi

2.3.1.1 Glukoz oksidaz enziminin genel 6zellikleri

Glukoz oksidaz (B-D-glukoz:oksijen 1-oksidorediiktaz, E.C 1.1.3.4) B-D-glukozun,

molekiiler oksijen varliginda glukono-d-laktona yiikseltgenmesini katalizlemektedir.
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Sekil 2.15.Glukoz oksidaz enziminin reaksiyonu

Enzimin aktivitesi ilk olarak Aspergillus Niger ekstrelerinde Miiller tarafindan (1928)
aciklanmistir ve bu mantar kiifiinden izole edilmistir (Pazur vd. 1965, Swoboda ve
Massey, 1965). GOD flavin igeren bir glikoproteindir. Bu enzim her birinin molekiil
agirligr yaklasik 80,000 Dalton olan iki 6zdes alt tiniteden olusan bir homodimerdir. Bu
alt Uinitelerin birbirinden ayrilmasi ancak denatiirasyon kosullarinda ve koenzim FAD’1n
da ayrilmasiyla miimkiindiir. (Jones vd. 1982, Gouda vd. 2003). Molekiil agirliginin
%10-16 kadar1 yiiksek-mannoz tipi karbonhidrattan olugmaktadir (Pazur vd. 1965,
Hayashi ve Nakamura 1981) Karbonhidrat kisimlar N- ya da O-glikozidik bag ile
proteine baglanmistir (Takegawa vd. 1989, Takegawa vd. 1991).

Sekil 2.16.Glukoz oksidaz enziminin tersiyer yapisi
GOD’in herbir alt iinitesi non-kovalent olarak bagli bir molekiil koenzim FAD

tagimaktadir ki FAD katalizlerde redoks tasiyicisi gibi davranmaktadir (Gibson vd.
1964). GOD’1n primer yapisi belirlenmistir; her alt initenin tek bir polipeptit zinciri 583
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aminoasit kalintis1 icermektedir (Kriechbaum vd. 1989, Frederick vd. 1990). Enzimin

kristal yapisi 2.3 A rezoliisyonda ¢dziilmiistiir (Hecht vd.1993, Kalisz vd.1990).

2.3.1.2 Substract spesifikligi

Glukoz oksidazin indirgenme yari-reaksiyonundaki elektron vericileri grubu igin

substrat spesifikligi ¢izelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1 Yiikseltgenme yari-reaksiyonunda elektron-verici substratlar

Substrat Glukoza Kaynaklar
gore® %

B-D-glukoz 100 Adams vd. 1960, Gibson vd. 1964, Pazur ve Kleppe
1964, Swoboda ve Massey 1965, Tsuge vd. 1975,
Leskovac vd. 2005.

2-deoksi-D-glukoz 25-30 Pazur ve Kleppe 1964, Swoboda ve Massey 1965,
Leskovac vd. 2005.

4-0O-metil-D-glukoz | 15 Pazur ve Kleppe 1964

6-deoksi-D-glukoz 10 Pazur ve Kleppe 1964

4-deoksi-D-glukoz 2 Pazur ve Kleppe 1964

2-deoksi-6-flor-D- 1.85 Leskovac vd. 2005.

glukoz

3,6-metil-D-glukoz | 1.85 Leskovac vd. 2005.

4,6-dimetil-D- 1.22 Leskovac vd. 2005.

Glukoz

3-deoksi-D-glukoz 1 Pazur ve Kleppe 1964

6-O-metil-D-glukoz | 1 Pazur ve Kleppe 1964

a-D-glukoz 0.64 Pazur ve Kleppe 1964, Leskovac vd. 2005.

Mannoz 0.2,1 Pazur ve Kleppe 1964, Swoboda ve Massey 1965,
Leskovac vd. 2005.

Altroz 0.16 Pazur ve Kleppe 1964, Leskovac vd. 2005.

Galaktoz 0.08 Pazur ve Kleppe 1964, Swoboda ve Massey 1965,
Leskovac vd. 2005.

Ksiloz 0.03 Pazur ve Kleppe 1964, Swoboda ve Massey 1965,
Leskovac vd. 2005.

Idoz 0.02 Pazur ve Kleppe 1964, Leskovac vd. 2005.

Her durumda, molekiiler oksijen elektron alicisidir indirgen yar1 reaksiyonunda:
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seker + O, + H,O — seker-1,5-lakton + H,0,
# yiizde olarak glukoza gore aktivite

Cizelge 2.1’dende anlasildig1 gibi ¢ok sayida seker ve D-glukoz tiirevi glukoz oksidaz
icin potansiyel substrat konumundadir. Bunlara ek olarak literatiirde dihidroksiaseton,
gliseraldehit, fenacil alkol ve furoin gibi a-hidroksikarbonil bilesikleri de glukoz
oksidaz i¢in glukoz anologu gibi davranan substratlar olarak yer almaktadirlar (Chan ve

Bruice 1977).

2.3.1.3 Yiikseltgenme yari-reaksiyonu

Glukoz oksidazin tersiyer yapist ile yapilan kristallografik ¢aligmalar kanitlamistir ki:
aktif bolgedeki flavin sistemine ulagim derin bir ¢ukur yolu ile saglanmaktadir ve
koenzim FAD bu ¢ukurun en dibinde yer almaktadir (Hecht vd. 1993 ). Katalitik
reaksiyonun merkezi FAD’mn izoalloksazin halkasinin N5 pozisyonudur (Gibson vd.
1964), (Sekil 2.17).

Sekil 2.17 Yiikseltgenmis enzimin substratsiz aktif bolgesi ve enzim-FADx-p-D-glukoz
kompleksi (Wohlfahrt vd. 1999)

Bu reaksiyon merkezi ile yakin olan sadece 3 adet amino asit yan zinciri vardir;

Glutamik asitin yan zinciri Glu412, ve iki histidin kalintisinin yan zincirleri His516 ve
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His559. His559 giiclii hidrojen baglart ile Glu412’ye sabitlenmistir. Glu412 ise kismen
protein molekiiliinlin i¢ine gomiilii konumdadir. His516 daha esnek bir konumda ve
¢oOziiciiyle daha ¢ok temas halindedir. Substratsiz yiikseltgenmis enzim modelin aktif
bolgesinde bir su molekiilii bulunmaktadir,w110. Bu su molekiilii His516, His559 ve

flavinin N1 pozisyonu ile ¢atal goriinlimiinde hidrojen baglar1 yapmaktadir (Hecht vd.
1993).

Ikinci modelde yiikseltgenmis enzim-glukoz kompleksi verilmistir. Burada stabil
molekiil modeli His559’un azotlarmin  ve His516’nin  sadece bir azotunun
protonlanmasiyla saglanmistir. Yiikseltgenmis flavinin N5’i ile glukozun C1’i
arasindaki mesafe 3.42 A’dur ki bu oldukg¢a uygun bir uzakliktir. Glukozun C1’inden

flavinin N5’ine hidriir transferi igin agisal olarak da uygundur.

B-D-glukozun yiikseltgenme yar1 reaksiyonu igin hidriir ayrilmasi (Sekil2.18A) ve
niikleofilik atak ardindan deprotonasyon olmak iizere 2 mekanizma Onerilmistir (Sekil
2.18B).

Sekil 2.18 B-D-glukozun yiikseltgenme yar1 reaksiyonu i¢in 6nerilen mekanizmalar

Niikleofilik atak ve bunu takip eden deprotonasyon mekanizmasi, kovalent bagli enzim-
glukoz ara {riinii suana kadar saptanamadigindan dolayi, Onerilmeyen bir
mekanizmadir. Hidriir ayrilmas1 mekanizmasinda glukozun C1-hidroksil grubunun bir

protonu enzimin bir baz grubu tarafindan uzaklastirilmasinin, glukozun CI1
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pozisyonundan FAD’mn N5 pozisyonuna dogrudan hidriir transferi olduguna karar
verilmigstir (Bright ve Appleby 1969). Glukozdan pozitif bir yiikiin uzaklastirilmasi
glukozun C1 inden izoalloksazine halkasina hidriir transferi oldugunu kanitlamaktadir
(Gibson vd. 1964, Bright ve Appleby, 1969, Hecht vd. 1993). izoalloksazin halkasimnin
N5’ine yapilan hidriir transferi N1 ¢evresinde negatif yiik etkisi yaratacaktir. pH 5.6 da
glukoz oksidaz ile yapilan NMR ¢alismalart oksijen varliginda indirgenmis koenzimin

bu negatif yiikk yogunlugunu kanitlamistir (Sanner vd. 1991).

Mekanizma sekil 2.19’de sematik olarak gosterilmistir.

FAD Glukoz :1,0' — FAD o FADH" H;0 Iak:on FADH
H,0 . > Glukoz > Lakton & > H,O
HisH" His HisH' HisH*

Sekil 2.19 B-D-glukozun yiikseltgenme yar1 reaksiyonu i¢in gelistirilen mekanizmanin sematik
gosterimi

Serbest yiikseltgenmis enzimin su molekiilii (w110) ile glukoz yer degistirmistir ve Su
molekiili ayrilirken His516’nin N3’iinden bir protonunu koparmistir. Ardinda ayni
zamanli olarak bir protonun His516’ya ve hidriir anyonunun FAD’a transferi glukozu
glukonolaktona ytiikseltger. Son olarak lakton su molekiilii ile yer degistirerek aktif

bolgeyi terk der. His516 protonlanmis ve koenzim FADH™ formunu alir.

His559 korunamazken His516 oksijen-tilkketen oksidazlarin primer yapilarinda
kesinlikle korunmaktadir (Su ve Klinman, 1999). Bu durum His516’nin katalizde

genetik olarak yetkilendirilmis ¢ok 6nemli bir rolii oldugunu kanitlamaktadir.

2.3.2 Aljinat

Aljinat ilk olarak 1881 yilinda E.C.C. Stanford tarafindan kesfedilmistir. Bu dogal
kopolimerin ticari olarak ulasilabilir olanlar1 genelde Laminaria hyperborea, Laminaria

digitata, Laminaria japonica, Ascophyllum nodosum, ve Macrocystis pyrifera gibi
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tiirleri igeren kahverengi su yosunundan (Phaeophyceae) ekstrakte edilmektedir (Lee ve
Mooney 2012 ). Ascophyllum nodosum’un kuru agirh@inin 22-30%, Laminaria
digitata’ nin %25-44, Laminaria hyperborea yapraklarinin %17-33 ve kokiiniin %25-30
kadar1 aljinattir. Aljinatin bu tlirlerin dokularindaki temel islevinin, dokulara

dayaniklilik ve elastikiyet vermek oldugu diisiiniilmektedir (Qin 2008).

Sekil 2.20 Laminara digitata

Aljinat uygun fiziksel ve kimyasal ozellikleri ile (mikro) partikiiller ve jel
olusturmalarindan ve biyouyumluluklarinda dolay1 yara iyilesmesi, ilag salimi, in vitro
hiicre kiiltiiri ve doku miihendisligi gibi ¢ok c¢esitli biyomedikal alanda
kullanilmaktadir. Aljinat (1—4) glikozidik bag ile bagli f-D-mannuronik asit (M) ve C5
epimeri o-L-gluronik asit (G) den olusan dallanmamis bir polisakkarittir. (Stanford,
1881). Genel bir ifadeyle; M iinite, G iinite ve MG iinite dizilerinden olusan bloklarin
bir karisimidir. Yapisindaki monomerlerin miktarlari ve dizilisdeki dagilimlar1 ekstrakte
edildigi kaynaga gore ¢esitlilik gostermektedir (Rowley vd. 1999, Pawar ve Edgar
2012).
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Sekil 2.21 Kahverengi su yosunundan elde edilen aljinatin monomerleri ve yapist

Aljinatin en 6nemli 6zelligi suda ¢oziinmeyen jel formunu alabilmesidir (Bierhalz vd.
2014). Uygun kosullar altinda baglanma zonlarinin polimerin tekrarli gluronik asit
dizilerine katilmasiyla jellesme gergeklesmektedir (Khotimchenko vd. 2001). Bu

jellerin su tutma kapasiteleri %95’in iizerinde olabilmektedir.

€ .
HO 2
.0 HO ,
HO CO3 0\
570 % HO
0-..... %,
~ COH . 7, o—. o &
0 00N . ] OH
OH . o
o OH

Sekil 2.22 Aljinat jel yapis1 ve Ca?* iyonu ¢apraz baglama modeli
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Aljinat jellerin olusturulmasinda en yaygin kullanilan yontem iki degerlikli katyonlarla
iyonik c¢apraz baglama metodudur. Jellesme kalsiyum gibi iki degerlikli katyonun
cogunlukla poliglukonik asit dizilerindeki karboksil grubu ile iyonik bag yapmasina ya
da kalsiyum iyonlarinin her polimer zincirindeki karboksil ve hidroksil gruplari ile selat
olusturmasina dayandirilmaktadir. Boylece “yumurta kutusu (egg-box)” adi verilen
yapiyl olusturan aljinat siki ve giicli bir jel formunu almaktadir. Yumurta kutusu
modelinin karakteristik olarak poliglukonik asit zincirleri arasinda olustugu ancak
polimannuronik asit dizilerininde buna benzer bir form aldig:i disiiniilmektedir.
Aljinatin 2 degerlikli iyonlara afinitesi Pb > Cu > Cd > Ba > Sr > Ca > Co, Ni, Zn > Mn
seklinde azalmaktadir. Ancak Ca®* alginat jel olusumunu indiklemek icin en ¢ok
kullanilan katyondur. Ca-aljinat jeller i¢cin miimkiin oldugu diisiiniilen 3 adet birlesme

tipi sekil 2.23°de gosterilmistir (Pawar ve Edgar 2012).

Ca?* Ca?*

W

Sekil 2.23 Aljinatin olas1 baglanma formlari

a. GG/GG baglanma formu, b. MG/MG baglanma formu, ve ¢. GG/MG baglanma formu

Her zincir diger zincirlerle de ayni sekilde bir araya gelerek 3-boyutlu jel agini
meydana getirirler. G igerigi fazla olan aljinat jeller daha giiclii, daha kati, daha kirilgan

ve daha gozenekli jellerdir. Ayrica yiiksek miktardaki G varligi sivi transferine de
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sinirlama getirmektedir. M konsantrasyonu fazla aljinat jeller ise daha elastik ve daha

zayif jellerdir (Paques vd. 2014).

2.3.3 NHS/EDC Capraz Baglayicilar: ve reaksiyonlari

Karbodiimid bilesikleri karboksilik asitleri etiketlemek ya da c¢apraz baglamak igin
oldukga popiiler ve ¢ok yonlii metodlar saglamaktadir (Sheehan ve Hlaoka 1956, Love
vd. 2005, Liu vd. 2013). Rahatlikla ulasilabilir ve en ¢ok kullanilan karbodiimidler sulu
ortamda  ¢apraz  baglamalar  i¢in suda  ¢bziinen EDC  (1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)karbodiimid) ve sulu olmayan organik sentezler icin suda

¢oziinmeyen DCC(disiklohekzilkarbodiimid)’dir.

O e M
N4C \O /\N/,C” £ e Uit~
DCC EDC (EDAC)
Disiklohekzilkarbodiimid 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid
MW:206.33 MW:191.70

Sekil 2.24 EDC ve DCC’nin kimyasal yapilari

Karbodiimidler, primer aminlerle amid bag1 olusumuyla direkt reaksiyonun
gerceklesmesi i¢in karboksil gruplarini aktive ederler. Kimyasal yapilarinin herhangi bir

boliimii kojiige molekiiller arasinda olusan bagin bir parcasi olarak kalmamaktadir.

Sifir-mesafeli (zero-length) ¢apraz baglama ajani olarak bilinen EDC karboksilik asit
gruplar ile O-agilizoiire aktif araiirlinlinii olugturmak iizere reaksiyona girer. Olusan bu
araiiriin primer amin grubunun niikleofilik atagi ile kolaylikla yer degistirmektedir.
Boylece primer amin ile orijinal karboksil grubu arasinda amid bagi olusurken, EDC
yan lirlinii olan {iire tiirevi salinir. O-agilizoiire araiiriiniin sulu ¢ozeltide kararsizdir

(Nakajima ve lkada 1995).
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Sekil 2.25 EDC ¢apraz baglama reaksiyonu

EDC capraz baglama prossediirii asidik kosullarda c¢ok daha etkilidir ve ortamda
disardan gelen extra bir karboksil yada amin grubu olmamalidir. Fosfat tamponlar1 pH
7.2 kosullarma kadar reaksiyon kimyasi i¢in uygundur, ancak etkinligin az olmasi
durumunda reaksiyon ¢ozeltisinde EDC miktarin1 artirmak azalan etkinligi kompanse

edebilmektedir.

N-hidroksisiiksinimid (NHS) veya onun suda-¢oziiniir analogu (siilfo-NHS) etkinligi
artirmak ve amin-reaktif ara iriin olusturmak icin siklikla EDC ¢apraz baglama
sistemine dahil edilmektedir. Ciinkii O-agilizoiire aralirinii  primer aminle
etkilesebilmesinin yani sira hidrolize de ugrayabilmektedir. NHS’in de dahil oldugu
sistemde olusan NHS ester ara iiriinii O-acilizolire ara iirliniinden daha kararlidir.
Boylece primer aminlerin daha etkili bir sekilde konjuge olmasina olanak tanimaktadir

(Sehgal ve Vijay 1994, Patel vd. 1997, Cabrita vd. 2005,.Ligaj vd. 2006).
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Sekil 2.26 NHS/EDC c¢apraz baglama reaksiyonu

41



2.3.4 CuO nanopartikiiller

Nanomalzemelerin 6zel ve dnemli bir sinifi olan nanoyapili gecis metal oksitleri (MO),
cok ¢esitli yeni, fonksiyonel ve akilli materyallerin gelistirilmesinde neredeyse 6n kosul
haline gelmistir. Essiz fiziksel ve kimyasal 6zellikleri nedeniyle sadece temel bilimsel
aragtirmalarda degil ayn1 zamanda cok ¢esitli pratik uygulamalarda da kullanilmaktadir.
Bu fiziksel ve kimyasal 6zellikler nanoyapinin 6l¢iisti, sekli, kompozisyonu ve yapisi ile
iliskilidir. MOler nanoboyuta indirgendiklerinde, en dikkat ¢ceken 6zellikleri olan ylizey-
hacim oraninda ki olaganiistii artis ve yiizey enerjisindeki onemli degisim bir anda

ortaya ¢cikmaktadir (Chen vd. 2007, Park vd. 2007, Zheng vd. 2011).

Bakir (II) oksit (CuO) dar bir band araligina (1.2 eV) sahip p-tipi yari-iletken olmasi ve
cok ¢esitli yliksek-sicaklik siiperiletkenleri ile manyetik direng materyallerinin temelini
olusturmasi gibi ilging 6zelliklerinden dolay1 geg¢is metal oksitleriyle yapilan calismalar
icerisinde en gbze carpan konudur (Zheng vd. 2000, MacDonald 2001, Anandan ve
Yang 2007, Liu vd 2007, Vaseem vd. 2008, Singh ve Ali 2010, Li vd. 2012, Filipic ve
Cvelbar 2012). CuO nanoyapilar1 genis yiizey alani ve potansiyel boyut etkileri Gistiin
fiziksel ve kimyasal 6zellikler sunarak mikro ve bulk yapilar ile aralarindaki farki
sergilerler. Bu nanoyapilar ¢ok cesitli alanlarda umut verici uygulamalarindan dolay1
genis Ol¢lide arastirma konularina dahil edilen ve edilmekte olan materyallerdir. CuO
nanoyapilara, yiiksek kapasite, giivenilirlik ve doga dostu olmalar1 sebebiyle, yeni-nesil
sarj edilebilir lityum-iyon bataryalar1 (LIBs) i¢in elektrot materyali goziiyle
bakilmaktadir (Song vd. 2011). Ayrica yiiksek giines absorbansi, diisiik termal
emittansi, 1yi elektriksel 6zellikleri ve yliksek tasima konsantrasyonu gibi 6zellikleri
nedeniyle giines hiicresi tiretiminde de olduk¢a umut vaat eden materyallerdir (Kislyuk
ve Dimitriev 2008). Ve dahas1 bu nanomateryaller; gaz sensorleri (Choi ve Jang 2010),
biyosensorler (Rahman vd. 2010), nanoakiskanlar (Zhou vd. 2010), fotodedektorler
(Wang vd. 2011), alan emisyonu (EMs) (Rossi vd. 2007), siiperkapasitorler (Zhang vd.
2011), inorganik kirliliklerin uzaklastirilmasi (Ali 2012, Yu vd. 2012), fotokataliz (Liu
vd. 2012) gibi daha bir ¢ok farkli alanda kullanilmaktadirlar.
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3. KAYNAK ARASTIRMASI ve CALISMANIN AMACI

Tasviri vd. (2011) amin-fonksiyonel TiO, kaplanmis karbon nanotiiplerden (CNT)
olusan nano-kompoziti GOD absorplamak i¢in kullandiklar1 ¢alismada gelistirdikleri
materyali camsi karbon elektrot (GCE) iizerine sabitleyerek yeni bir glukoz biyosensorii
tasarlamiglardir. Amperometrik ¢alisma kosullart 0.1 M PB, pH 7.4 olarak ve calisma
potansiyeli -0.35 V olarak belirlenmistir. Yapilan calismada ks degerini 3.5 s olarak
belirlemislerdir. Gelistirilen biyosensor i¢in cevap siiresini 3 s ve lineer araligi 1.8 — 266
uM olarak belirledikleri biyosensoriin algilama limitinin 0.44 uM ve duyarliliginin
0.007 pA pM™* oldugunu kaydetmislerdir. Gelistirdikleri GOD/NH,-TiO,—CNT/GC
biyosensoriin Ky, degerini 8.59 mM hesaplamiglardir. Stabilite ¢alismalarin1 dongiisel
voltametri kullanarak gerceklestirmisler ve 100 mV st tarama hizinda aldiklar1 100
dongliden sonra GOD/NH,-TiO,—CNT/GC biyosensoriin - baslangic aktivitesinin
%3.3’linli kaybettigini belirtmislerdir. Girisim etkisi ¢alismasinda 0.1 mM glukoz
cevabina urik asit, askorbik asit ve asetaminofenin etkisini arastirmislar ve sonugta

biyosensoriin glukoza yiiksek secicilik gosterdigini sdylemislerdir.

Periasamy vd. (2011) GOD’1 jelatin-gok duvarli karbon nanotiip (GCNT) modifiye
GCE’a gluteraldehit yoluyla kovalent baglama metodunu kullanarak immobilize
etmiglerdir. Elektrokimyasal ol¢iimleri 0.05 M PB, pH 7 ortaminda almislardir.
Gelistirdikleri biyosensoriin ks degerini 1.08 s™ olarak hesaplamuglardir. -0.44 V sabit
potansiyelde aldiklart amperometrik l¢limler sonucunda lineer araligi 6.3 - 20.09 mM
ve duyarlilign 2.47 pA mM ' cm? seklinde belirlemislerdir. Yaptiklar1 stabilite
calismasinda 2 hafta sonunda aldiklar1 ol¢iimde elde ettikleri akim yogunlugu ilk
Ol¢iimle kiyaslandiginda biyosensoriin %96.37 oraninda aktivitesini korudugunu ve
devam eden 2 haftada da onemli bir azalmanin olmadigin1 sdylemislerdir. Yaptiklart
girisim ¢alismasinda hiicreye 5 mM glukoz ilave ederek aldiklar1 amperometrik
Olctimiin devaminda sirasiyla 0.5 mM askorbik asit, iirik asit, asetaminofen, piriivat ve
laktat ilave etmisler ve GCNT/GOD biyosensoriin glukoza yiiksek secicilik gosterdigini

sOylemislerdir.
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Shi ve Ma (2010) hem capraz baglama hem de daldirip kaplama metodunu kullanarak
yeni bir biyosensor hazirlamiglardir. Bu amagla iicgensel olarak sentezlenen Ag
nanopartikiilleri GOD, kitosan ve glutaraldehit ile karistirmislar ve capraz baglama
metodunu uygulamiglardir. Ardindan Pt elektrodun karigima daldirilip oda sicakliginda
kurutmuglardir. Calisma kosullarin1 0.1 M PB pH 7 ve ¢alisma potansiyelini +0.60 V
olarak belirlemislerdir. Gelistirdikleri CHIT/GOD-AgTNPs/Pt biyosensoriin lineer
araligin 3 x 10°-3x10° M, algilama limitini 1 x 10° M ve duyarliligimm 67,17 pA
cm? mM? olarak belirlemislerdir. Km degerini 2.35 mM olarak hesaplamislardir.
Yaptiklart stabilite c¢alismasinda 1 ay sonunda biyosensoriin baslangictaki akim

yogunlugunun %85’ini korudugunu séylemislerdir.

Lugue vd. (2005) GOD ve CuO modifiye karbon pasta elektrot (CuO-GOD-CPE)
gelistirerek yeni bir amperometrik glukoz biyosensorii tasarlamislardir. Caligma
kosullarm1 0.05 M PB, pH 7.4 ve c¢alisma potansiyelini -0.100 V seklinde
belirlemislerdir. Gelistirdikleri biyosensériin algilama limitini 2.0 x 10° M ve
duyarliligini 2.94 x 10* nA M™ olarak belirlemislerdir. Gelistirdikleri biyosensériin Km
degerini 7.8 x 10 M olarak belirlemislerdir. Girisim etkisi calismasinda 5.0 x 10° M
glukoz ilavesinin ardindan 9.1 x 10~ M asetaminofen, 1.5 x 10 M askorbik asit ve 8.3
x 10™* M iirik asit ilaveleriyle ¢alismis ve girisim etkisi gdzlenmedigini sOylemislerdir.
Stabilite ¢alismasinda biyosensoriin 120 giin sonra verdigi cevapta degisim

gbzlenmedigini sOylemisler ve data vermemislerdir.

Yu vd. (2014) elektrokimyasal metodlarla enzimatik reaksiyonun incelenebilecegi
nanokanalli-enzim sistemi gelistirmislerdir. Gozenekli anodik aliimina (PAA)
membranin nanokanallarinin i¢ duvarina GOD’1n kovalent olarak baglandigi bu model
sistemin kanallarinin sonuna Au disk elektrot baglamiglardir ve bdylece enzimatik
reaksiyon sonucu olusan H,O {iriiniinii tayin edebilmislerdir. Calisma kosullarin1 2 mM
PB pH 7.0 ve galisma potansiyelini +0.7 V olarak belirlemislerdir. Gelistirilen sistemin
lineer araligini 0.005 mM - 2 mM olarak belirlemislerdir ve Kp, degerini 0.4 mM olarak

hesaplamislardir.

44



Kamyabi ve c¢alisma arkadaslart (2013) ultra-minyatiirize edilebilir yeni bir glukoz
biyosensorii tasarlamislardir.  GOD’1  poli(2,6-diaminopiridin)/¢ok-duvarli  karbon
nanotiip/camst karbon elektrot (poli(2,6-DP)/MWNT/GCE) yiizeyine immobilize
etmiglerdir. Calisma kosullarim1 0.1 M PB pH 7.4 olarak belirlemislerdir. Gelistirilen
biyosensor i¢in iki lineer aralik belirlemiglerdir; 0.42 — 89 uM ve 0.9 — 8.0 uM (R?
0.95). Algilama limitini 0.13 pM olarak belirlemislerdir. Km degerini 0.20 mM olarak
hesaplamiglardir. Stabilite ¢alismasinda biyosensoriin 10 giin sonra kalan aktivitesini
%93 olarak belirlemislerdir. Biyosensoriin tekrar iiretilebilirlik ¢alismasinda 8 elektrot
hazirlamiglardir ve relatif standart sapmasmi  9%7.6 hesaplamiglardir. Serum
calismasinda elde ettikleri sonuglar1 spektrofotometre sonuglari ile kiyaslamiglardir ve

sonuclarin ¢ok yakin oldugunu sdylemislerdir.

Chu vd. (2012) NiO ile doplanmigs ZnO nanoyollarla modifiye Pt elektrot yiizeyine
GOD immobilizasyonu yaparak yeni bir amperometrik glukoz biyosensor
tasarlamiglardir. Calisma kosullarin1 0.01 M PB pH 7.0 ve ¢alisma potansiyelini +0.39
V olarak belirlemislerdir. Gelistirilen biyosensoriin lineer araligini 0.5 — 8 mM,
algilama limitini 2.5 x 10° M ve duyarliligimi 61.78 pA cm? mM? seklinde
belirlemiglerdir. Km degerini 7.4 mM hesaplamislaridir. Biyosensoriin - tekrar
iiretilebilirligi icin yaptiklart ¢calismada 20 elektrot hazirlamislar ve % relatif standart
sapmay1 %3.05 olarak hesaplamiglardir. Stabilite caligmasinda gelistirilen biyosensor
icin 1 ay sonunda cevabin degismedigini sdylemislerdir ve data belirtmemislerdir.
Girisim etkisini aragtirmak icin hiicreye 1.5 mM glukoz ilavesinden sonra 0.5 mM iire,

askorbik asit, ve L-sistein eklemisler girisim etkisinin olmadigini sdylemislerdir.

Nakabaysahi vd. (2005) dipolar rutenyum(II) amin kompleksi iceren [Ru(NHz)s(L")]**
(L+: pridinyum iyonu) farkli bir ¢ok piridinyum iyonlarinin medyatdr etkisini glukozun
oksidasyonu iizerine voltametrik olarak incelemislerdir. Calisma kosullarin1 0.1 M PB
pH 7.0 olarak belirlemislerdir.yapilan ¢alismadan elde edilen ks degerleri osmiyum
tiirlerinin ks degerleri ile kiyaslanmis ve elde edilen sonuglar 1s18inda grup bu tiirlerin
amperometrik glukoz biyosensdrleri i¢in uygun oldugunu sdylemistir. Bu rutenyum(ll)
komplekslerinin Ag/AgCl’ye karst 0.10- 0.18 V’da uygun redoks potansiyellerine ve
yiiksek ks degerlerine sahip olduklarini belirtmistir.
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Ozoemena ve Nyokong (2006) amperometrik enzim elektrot i¢in yeni bir redoks
medyatorii olan kobalt(II)ftalosiyanin—kobalt(I1)tetra(5-fenoksi-10,15,20-trifenilforfirin)
pentamerini camsi elektrot yiizeyinin modifikasyonunda kullanmislar ve sonra bu
yiizeye GOD ve sigir serum albiinini (BSA) gluteraldehit ile capraz baglayarak
immobilize etmisler ve yiizeyi nafyon ile kaplamislardir. Calisma kosullarin1 0.1 M PB
pH 7.0 ve calisma potansiyelini +0.4 V olarak belirlemiglerdir. gelistirdikleri
biyosensoriin lincer araligi 11 mM’a kadar ¢ikmustir. Algilama limitini 10 uM ve
duyarliligt 24.20 nA/mM olarak belirlemislerdir. Km degerini 14.91 mM olarak
hesaplamiglardir. Gelistirdikleri biyoasensoriin stabilitesini 2 hafta korudugunu
belirtmislerdir. Girisim etkisinin arastirilmasinda okzalik asit disinda askorbik asit ve
tirik asitin girisim etkisi fazla oldugunu gozlemlemislerdir ve bu nedenle ayni sensorii
ekstra 2.5 ul %0.5’lik nafyon ile kaplayarak girisimi tekrar ¢alismiglar ve tiirlerin
etkisini yok ettiklerini belirtmislerdir.

Senel vd. (2013) ferrosen ¢ekirdekli asimetrik PAMAM dendrimerleri kullandiklari
yeni bir biyosensor gelistirmislerdir. Bu amag¢ igin oncelikle farkli jenerasyon(G1l, G2
ve G3) PAMAM dendrimerleri (amin terminal) sentezlemisler ve 3-merkaptopropiyonik
asit ile ylizeyini modifiye ettikleri altin elektrot (COOH gruplari olusturulmus) yiizeyine
baglamiglardir. Bu islemi gergeklestirirken carbodiimid kimyasinindan yararlanmak igin
EDC kullanmiglardir. Ardindan dendrimer-fonksiyonel elektrot yiizeyine GOD yine
karbodiimid yolu ile immobilize edilmistir. Senel ve arkadaslar1 ¢calisma kosullarin1 10
mM PB pH 7.5 ve calisma potansiyelini +0.25 V olarak belirlemisler. Gelistirdikleri
biyosensorlerle yaptiklar1 elektrokimyasal ¢alismalar sonucu jenerasyon arttikca
biyosensor duyarliligininda arttigini gézlemlemislerdir. Gelistirilen biyosensoriin linner
araligin1 1 — 22 mM, algilama limitini 0.48 mM ve duyarhiligin1 32.7 pA/mM olarak
belirlemigler ve Km degerini 19.86 mM olarak hesaplamislardir. Stabilite ¢aligmasinda
biyosensoriin 20 gilin sonunda aktivitesinin %90’ 1 korudugunu séylemislerdir. Girisim
calismasinda 1 mM askorbik asit, iirik asit ve asetaminofen varliginda 1 mM glukozun

cevabini incelemisler ve ihmal edilebilir bir girisim etkisinden bahsetmislerdir.

Nenkova vd. (2010) silika jel (SG) ve ¢ok duvarli karbon nanotiiplerin (MWCNTS)
poliakrilonitril (PAN) polimeri i¢ine hapsedildigi yeni bir nanokompozite GOD
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enziminin gluteraldehit ile ¢apraz baglanmasi sonucu olusturulan yeni bir amperometrik
glukoz biyosensorii tasarlamiglardir. Oncelikle nanokompozitin karigimimin optimum
parametrelerini ¢alismiglardir. Silika jel miktarinin, nanotiip miktarinin ve enzim
konsantrasyonunun biyosensor iizerine etkilerini arastirmiglardir. Calisma kosullarini
0.1 M PB pH 6.2 ve ¢alisma potansiyelini +0.6 V olarak belirlemislerdir. gelistirdikleri
biyosensoriin lineer araligint 5 pM — 2 mM, algilama limitini 1 pM ve duyarliligini 16.5
LA/mM olarak kaydetmislerdir. Km degerini 13.9 mM hesaplamislardir. Girigim
etkisinin arastirilmasinda sadece askorbik asiti kullanmislardir. 0.5 mM glukozun
cevabina askorbik asitin etkisini ¢alismiglar ve 0.2mM civarinda bir girisim etkisi
oldugunu kaydetmislerdir. Biyosensoriin tekrar iiretilebilirlik calismasinda 5 elektrot
hazirlayarak % relatif standart sapmayi %@4.5 olarak hesaplamiglardir. Stabilite
calismasinda biyosensdriin 15 giin sonunda aktivitesinin %89’unu korudugunu

kaydetmislerdir.

Karbonhidrat metabolizmasinin en 6nemli endokrin bozuklugu olan Diabetes Mellitus,
kalp hastaliklarina, bobrek yetmezligine, korliige siklikla neden olmaktadir ve diinya
capinda Olim ile sakatliklara neden oldugu bilinmektedir. Glukoz seviyesindeki
bozukluklar diyabetlilerde komplikasyonlara yol agmaktadir. Bu metabolik bozukluk
kan glukoz konsantrasyonlarmin 80-120 mg/dL (4.4 - 6.6 mM) olan normal araligindan
daha yiliksek ya da daha alcak olmasi seklinde yansir. Bu nedenle, secici, yiiksek
duyarhilikta, hizli ve diisiik maliyetli tekniklerin gelistirilmesi glukoz belirlenmesinde

oldukc¢a 6nemlidir.

Bu tez caligmasinin en 6nemli amaci kan glukoz 6l¢iimiine dayali hassasiyeti yliksek,
algilama limiti diisiik, az maliyetli enzimatik bir biyosensor gelistirmektir. Bu nedenle
aljinat matriks CuO nanopartikiilleri ile modifiye edilerek yilizey alani artirilmis ve
GOD immobilizasyonu i¢in uygun kosullar saglanmistir. Biyosensoriin optimizasyonu
amperometrik yontem kullanilarak gergeklestirilmistir. Her immobilizasyon basamagi
elektrokimyasal impedans spektroskopisi ve dongiisel voltametri ile ¢alisilmistir. Farkli
tarama hizlarinda yapilan CV c¢alismalar1 ile biyosensoriin  elektrokimyasi
detaylandirilmistir. Farkli glukoz konsantrasyonlarina kars1 amperometrik olarak alinan

Olciimlerden elde edilen akimlar grafige gecirilmis ve kalibrasyon egrileri elde
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edilmistir ve bu grafikler kullanilarak insan kan serum orneklerinin bilinen

konsantrasyonlari ¢alisilmistir. Elde edilen degerler hastane degerleri ile kiyaslanmustir.
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4. MATERYAL ve YONTEM

4.1 Materyaller

4.1.1 Kullanilan kimyasal maddeler

Calismalarda kullanilan Glukoz Oksidaz(E.C.1.1.3.4 GOD), aljinat, copper (II) oxide
(CuO), N-hidrokissiiksinimit (NHS), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimit (EDC),
sodyum kloriir (NaCl), asetik asit (CH3COOH), potasyum kloriir (KCI), glukoz,

potasyum ferrosiyaniir ve potasyum ferrisiyaniir (Fe(CN)g*'™*

), D-Phenylalanine,
askorbik asit, tirik asit Sigma (St Louis, MO, USA)’dan; sodyum hidrojen fosfat
dihidrat (NaH,PO4.2H,0) ve disodyum hidrojen fosfat dodekahidrat (Na,HPO,4.12H,0)

Merck’den temin edilmistir.

4.1.2 Kullanilan cihazlar

Yapilan caligmalarda elektrokimyasal Ol¢limler “Gamry Instrument Impendace

Analyzer- Framework Version 5.50 software” kullanilarak gergeklestirilmistir.

Deneylerde ¢ozeltilerin hazirlanmasinda kullanilan de-iyonize su direnci >18.2MQ cm

olan MilliPore Simplicity iinitesinden saglanmistir.

Cozeltilerin  hazirlanmasinda, hiicre igine ¢oOzeltilerin ilave edilmesinde ve

immobilizasyon prosesinde eppendorf marka mikro pipetler kullanilmistir.

Cozeltilerin  karistirilmasinda  Wisestir MSH-20 marka manyetik karistirici/isitic
kullanildi.

Deneyler esnasinda yapilan karistirmalar Boeco V1 Plus marka Vortex kullanilarak
gerceklestirilmistir.

Kullanilan kat1 kimyasallar hassas terazide tartilmistir.
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Hazirlanan tamponlari pH lar1t Hanna HI 221 marka pH metre ile ayarlanmastir.

4.1.3 Kullanilan elektrotlar

Elektrokimyasal hiicre sisteminde karsit, calisma ve referans elektrotlart kullanilmistir.
Karsit ve ¢alisma elektrotlar1 yiizey alanlar1 1 cm?® olan platin levhadir. Kullanilan

referans elektrot Luggin kapiler icinde Ag/AgCl elektrotudur.

Her immobilizasyon 6ncesi Pt levha elektrotlar 0,05 pm aliimina ile ayna parlakligina
ulagsana dek temizlenmistir. Ardindan; elektrokimyasal temizlikleri i¢in H,SO,4 (0.05
mol.L™") ¢ozeltisinde 100 mVs™ tarama hizinda 0.3 ile +1.2 V arasi doniisiimlii
voltametrileri alinmistir. Son olarak elektrotlarin pH’1 6.5 olan fosfat tamponunda 100
mVs™ tarama hizinda -0.5 ile +0.5 V arasi doniisiimlii voltametrileri alinarak kullanima
hazir hale getirilmistir. Kullanilan tiim Pt levha elektrotlarin temizligi bu sekilde

yapilmistir.

4.1.4 Kullanilan cozeltiler

0.1 M NaH;P04.2H,0 ve 0.1 M Na;HPO,4.12H,0 ¢ozeltileri uygun miktarda tartilan
katilarin deiyonize suda ¢oziilmesiyle hazirlanmistir. Fosfat tamponu (0.05 M, pH 6.5)

bu ¢ozeltiler kullanilarak hazirlanmistir. Hazirlanan fosfat ¢ozeltilerini istenilen pH’lara

ayarlarken 0.10 M NaOH ve 0.10 M H3PO, ¢o6zeltileri kullanilmistir.

Glukoz oksidaz enzimi (GOD) ana stok ¢ozeltisi 50000 U / 5000 puL olacak sekilde de-
iyonize suda hazirlanmigtir. Hazirlanan ana stok GOD ¢6zeltisinden (50000 U / 5000
ul) 2. stok ¢ozelti (2500 U / 1125 uL) olacak sekilde hazirlanmig ve buzdolabinda -20
°C‘de muhafaza edilmistir. Immobilizasyon jeli hazirlanmasi asamasinda uygun

hacimde stok ¢ozeltiden alinarak kullanilmustir.

Capraz baglayicilarin stoklar1t NHS (2 M) ve EDC (1 M) hazirlanmis ve gereken

miktarlarda kullanilmstir.
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Aljinat %]1°‘lik stok ¢ozelti halinde hazirlanmis ve kullanilmadigi zamanlarda

buzdolabinda +4 °C’de muhafaza edilmistir.

Calismalarda kullanilan stok glukoz ¢ozeltisi (2 M), glukozun de-iyonize suda
¢cOziilmesiyle hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti, kullanilmadan 6nce, bir gece glukozun
mutorotasyonu i¢in +4 °C’de bekletilmistir. Farkli derisimlerdeki glukoz ¢ozeltileri

hazirlanan stok ¢6zeltiden uygun sekilde seyreltilerek kullanilmigtir.

Elektrokimyasal 6lgiimlerde hiicre ortaminda kullanilmak tizere [K4(FECNg)] (0.5 M),
[K3(FECNg)] (0.5 M) ve KCI (1 M) stok ¢ozeltileri hazirlanmis ve deneylerde uygun

miktarlarda kullanilmustir.

Girisim ¢alismasinda kullanilmak iizere iirik asit (0.1 x 10 M), askorbik asit (0.1 x 10
M), asetamidofenol (0.1 x 102 M), ve fenilalanin (0.1 x 102 M) stok c¢ozeltileri

hazirlanmis ve hiicreye hesaplanan miktarlarda eklenmistir.

4.2 Yontem
4.2.1 immobilizasyon jelinin hazirlanmasi

Aljinat ¢ozeltileri (15 pL, %]1) eppendorf tiiplere alinarak GOD (10U) ilave edilmis ve
vortekslenerek homojenizasyonlar1 saglanmistir. Hemen ardindan ¢apraz baglayicilar

eklenmis ve tekrar vortekslenerek kullanima hazir hale getirilmistir.

Nanopartikiil i¢eren eden caligmalarda immobilizasyon jellinin hazirligi asamasinda
once nanopartikiiller istenilen miktarda tartilarak eppendorf tiiplere aktarilmis ve
ardindan uygun hacimde aljinat ilave edilerek vortekslenmistir. Hazirlanan homojen
karigimlara GOD eklenip tekrar vortekslenmistir ve son olarak ¢apraz baglayicilarinda

ortama ilave edilip vortekslenmesiyle immobilizasyon jelleri hazirlanmistir.

51



4.2.2 immobilize elektrotlarin hazirlanmasi

Immobilizasyon jeli hazirlandiktan sonra, Pt elektrotun her bir yiizeyinde 25 pL olacak
sekilde iki yilizeyine toplam 50 pL immobilizasyon jeli damlatilmistir ve bir 1 gece
kurumaya birakilmistir. Her calismadan once kullanilacak olan elektrotlar fosfat

tamponu (0.05 M, pH 6.5) ile 3 kez yikanmustir.

4.2.3 SEM mikrograflarinin alinmasi

Aljinat, aljinat-CuO, ve aljinat-CuO-GOD filmlerinin morfolojileri SEM ile
goriintiilenmis, GOD immobilizasyonunun basarist ve CuO’nun etkisi incelenmistir.

SEM mikrograflari, UNAM’da alinmustir.

4.2.4 FT-IR spektrumlarimin alinmasi

Aljinat, CuO, aljinat-CuO, aljinat-GOD ve aljinat-CuO-GOD filmlerin FT-IR
spektrumlart alinmig ve GOD immobilizasyonunun basarist incelenmistir. FT-IR

spektrumlar1 Y1ldiz Teknik Universitesi Kimya Béliimiinde alinmustr.

4.2.5 Amperometrik yontem ve optimizasyon calismasi

Aljinat-CuO-GOD  biyosensoriiniin = gelistirilmesinde ~ degisik ~ parametrelerin
optimizasyonlart yapilmistir. Bu amagla aljinat miktari, GOD konsantrasyonu,
NHS/EDC c¢apraz baglayicilarinin molar orani, CuO nanopartikiil miktar1 ve pH
optimize edilmistir. Hazirlanan elektrotlarin amperometrik dl¢iimleri fosfat tamponunda
(0.05M pH 6.5) +0.65V sabit potansiyelde gerceklestirilmistir. Caligmanin
baslangicinda kararli-hal akimi (steady-state current) elde edilene kadar beklenmistir.
Ardindan hiicre ortamina 40 mM glukoz ilave edilmis ve elde edilen akim yogunluklari

grafige gecirilmistir.
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4.2.5.1 Polimer optimizasyonu

Immobilizasyon sartlarmin optimize edilmesinde ilk olarak farkli polimer oranlari

denenmistir.

En uygun aljinat konsantrayonunu tespit edebilmek i¢in 0.5 x 10* - 4.0 x 10* g
araliginda aljinat miktarlar1 denenmistir. Calismada GOD konsantrasyonu (10 U),

NHS/EDC molar orani (0.28) ve CuO nanopartikiil miktar1 (0.0002 g) sabit tutulmustur.

Alinan amperometrik 6l¢iimlerden elde edilen akim yogunluklari, polimer miktarina

kars1 grafige gecirilmis ve optimum aljinat miktar1 belirlenmistir.

4.2.5.2 GOD optimizasyonu

GOD enziminin optimizasyonunda 1 - 50 U araliginda GOD konsantrasyonlari
denenmistir. Aljinat miktar1 (1.5 x 10 g), NHS/EDC molar oranm1 (0.28) ve CuO

nanopartikiil miktar1 (0.0002 g) sabit tutulmustur.

Amperometrik Slgiimlerden elde edilen akim yogunluklari, GOD konsantrasyonlarina

kars1 grafige gecirilmis ve optimum GOD konsantrasyonu belirlenmistir.

4.2.5.3 Capraz baglayici optimizasyonu

Capraz baglayici optimizasyonu ¢alismasinda aljinat miktar1 (1.5 x 10 g), GOD
konsantrasyonu (10 U) ve CuO nanopartikiil miktar1 (0.0002 g) sabit tutularak 0.15 —
0.65 araliginda NHS/EDC molar oranlari denenmis ve en uygun NHS/EDC molar orani

alinan amperometrik 6l¢timler sonucu belirlenmistir.
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4.2.5.4 CuO nanopartikiil optimizasyonu

CuO nanopartikiil optimizasyonu amaciyla aljinat miktar1 (1.5 x 10™ g), GOD
konsantrasyonu (10 U) ve NHS/EDC ¢apraz baglayici molar orani (0.28) sabit tutularak
0.0001 — 0.0005 g araliginda CuO nanopartikiil miktarlar1 denenmistir.

Alman amperometrik 6l¢iimlerden elde edilen akim yogunluklari, CuO nanopartikiil
miktarina kars1 grafige gecirilmis ve en yiiksek amperometrik yanitin alindigi CuO

nanopartikiil miktar1 optimum olarak belirlenmistir.

4.2.5.5 pH optimizasyonu

Uygun pH’nin belirlenmesi i¢in 0,05 M pH 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0 olacak
sekilde tamponlar hazirlanmistir. pH 4.5-6.0 araliginda asetat tamponu, pH 6.5-8.0

araliginda fosfat tamponu kullanilmastir.

Hazirlanan tamponlarda alinan amperometrik ol¢timler sonucu en yiiksek amperometrik

yanitin alindig1 pH optimum ¢alisma pH’1 olarak belirlenmistir.

4.2.6 Aljinat-CuO-GOD biyosensoriin tekrar iiretilebilirligi

Aljinat-CuO-GOD biyosensoriin tekrar tiretilebilirliginin arastirilmasi igin 6 elektrot
hazirlanmigtir. Her elektrotla 40 mM glukoza karst +0.65 V’da 3 ayri amperometrik
Ol¢lim alinmistir ve 3 ayr1 cevabin % relatif standart sapmasi hesaplanarak grafige
gecirilmigtir. Ayrica 6 elektrot icinde % relatif standart sapma hesaplanmistir. Relatif

standart sapma asagidaki formiile gore hesaplanmaistir:

standart sapma
RSD =

——x100%
ortalama deger
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4.2.7 Aljinat-CuO-GOD biyosensoriin kullanim siiresi

Aljinat-CuO-GOD biyosensoriin - kullanim  siiresinin  arastirilmast ig¢in 3  elektrot
hazirlanmistir. 15 giin boyunca her giin hazirlanan elektrotlarla 40 mM glukoza karsi
+0.65 V’da amperometrik Ol¢iim alinmistir. Elde edilen akim yogunluklar

degerlendirilerek gelistirilen biyosensoriin kullanim siiresi belirlenmistir.

4.2.8 Biyosensoriin elektrokimyasal davranisi

Gelistirilen biyosensor ile elekrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS) ve dongiisel
voltametry (CV) ¢alismalari yapilmistir. Biyosensoriin her immobilizasyon agamasi igin
ayr1 immobilize elektrotlar hazirlanarak impedans ve CV’ler alinmistir. Elde edilen
sonuglar grafige gegirilerek yorumlanmistir. Ayrica Aljinat-CuO-GOD ve Aljinat-GOD
biyosensorler ile tarama hiz1 (50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 ve 500 mVS'l)
calismalar1 yapilmistir. Elde edilen grafiklerden ks ve a degerleri hesaplanarak literatiir

ile kryaslanmigtir.

4.2.9 Kalibrasyon grafiklerinin cizilmesi

Kalibrasyon grafiklerinin ¢izilmesi amaciyla Aljnat-GOD-CuO ve Aljinat-GOD
biyosensorlerde farkli derisimlerde hazirlanan glukoz ¢ozeltilerin +0.65 V’da olglimleri
alimmustir. Elde edilen akim yogunluklar1 glukoz derisimine kars1 grafige gecirilmistir.
Olusturulan grafiklerden algilama limitleri (LOD), lineer araliklart ve duyarliliklart
belirlenmistir. Michaelis-Menten grafiklerinden yararlanilarak Lineweaver-Burk
grafikleri ¢izilmistir. Ky, degerleri her biyosensor i¢in hesaplanarak elde edilen sayisal
degerler literatiir ile kiyaslanmistir. Bu ¢alisma esnasinda elektrotlar kullanilmadiklari

stirelerde pH 6.5 fosfat tamponunda buzdolabinda +4 °C’de muhafaza edilmistir.

4.2.10 Gelistirilen biyosensoriin insan kan serumunda denenmesi

Aljinat-CuO-GOD biyosensor ile insan kan serumuna glukoz tayini yapmak amaciyla

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi’'nden farkli derisimlerde glukoz iceren 3 adet serum
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ornegi temin edilmistir. Serum Ornekleri herhangi bir 6n islemden gegirilmeden Aljinat-
CuO-GOD biyosensér ile hiicre ortamda [Fe(CN)s*"*] varken ve yokken ¢alistimustr.
Elde edilen sonuglar hastane degerleri ile kiyaslanmistir. Her bir serum 6rnegi ile 3

Olctim alinmistir ve bu dl¢limlerin yiizde relatif standart sapmalar1 hesaplanmustir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1 Karakterizasyon Calismalari

5.1.1 SEM mikrograflarinin degerlendirilmesi

Sekil 5.1.a. Aljinat, b. Aljinat-CuO, c. Aljinat-CuO-GOD filmlerinin SEM mikrograflar
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Biyosensoriin  tasarimi  asamasinda immobilizasyon prosesinin her katmaninin
morfolojilerinin incelenmesi amaciyla; aljinat, aljinat-CuO ve aljinat-CuO-GOD

filmlerinin SEM mikrofgraflar1 alinmistir.

Sekil 5.1.a’da alginat filmin SEM mikrografi gosterilmistir. SEM goriintiisiinden de
anlasildig: gibi aljinat oldukga diizgiin bir ylizey filmi olusturmustur. Aljinat filme CuO
ilave edilmesiyle (Sekil 5.1.b) yiizey alani1 oldukga artmigtir ve GOD immobilizasyonu
icin uygun bir film olusturdugu agik¢a goriilmistir. Aljinat-CuO filme GOD
immobilizasyonu sekil 5.1.c’de goriilmektedir. Sekilden de goriilebilecegi gibi GOD

enziminin Aljinat-CuO filme immobilizasyonu basarili bir sekilde gergeklestirilmistir.

5.1.2 FT-IR spektrumlarinin degerlendirilmesi
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Sekil 5.2 FT-IR spektrumlar; a. aljinat, b. CuO, ¢c. GOD immobilize aljinat film, d. aljinat-CuO
nanokompozit, e. GOD immobilize aljinat-CuO film

GOD immobilizasyonunun basarisin1 kanitlamak amaciyla aljinat, CuO, aljinat-CuO,
aljinat-GOD ve aljinat-CuO-GOD filmlerin FT-IR spektrumlar1 alinmistir. Elde edilen
spektrumlar sekil 5.2’de gosterilmistir. Aljinatin spektrumunda ( Sekil 5.2.a) 1587 cm™,
1409 cm™ ve 1026 cm™ de belirgin bandlar gdzlenmistir. 1587 cm™’deki band
karboksilat grubunun asimetrik gerilmesine, 1409cm™*deki band karboksilat gruplarmin

simetrik gerilme titresimlerine ve 1026 cm-1’deki band piranoz halkasinin C-O gerilme
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titresimine aittir (Leal vd. 2008, Derkus vd. 2014). CuO nanopartikiillerinin (Sekil
5.2.b) inert metalik 6zelliklerinden dolay1 spesifik bir band vermemeleri nedeniyle ayni
absorsiyon bandlar1 aljinat-CuO nanokompozitin spektrumunda da gozlenmistir (Sekil
5.2.d). GOD immobilizasyonu sonucunda amit bagi olusumu ile aljinat ve aljinat-CuO
filmlerin spektrumlarindaki olasi degisim gozlenmistir. Literatiirde, serbest GOD’un
karakteristik bandlar1 1624 cm™ ve 1537 cm™ olarak verilmistir. 1642 cmtdeki band,
amit I, peptit bagi gruplarinin C-O gerilme titresimlerine aittir. 1561 cm™deki band,
amid 11, polipeptit zincirlerinin N-H diizlem-i¢i egilmesine ve C-N gerilmesine aittir
(Yang vd. 2012). Elde edilen bandlar literatiirdeki 6rneklerle benzerdir.

5.2 Optimizasyon Calismalari

5.2.1 Aljinat miktarinin biyosensor cevabina etkisi

GOD enziminin immobilizasyonu i¢in en uygun kosullarin olusturulmasi i¢in ilk olarak
aljinat optimizasyonu yapilmistir. Bu amagla GOD konsantrasyonu (10 U), NHS/EDC
capraz baglayicilarinin molar orani (0.28) ve CuO nanopartikiil miktar1 (0.0002 g) sabit
tutularak farkli oranlarda aljinat miktarlar1 (0.5 x 10* — 4 x 10™ g) ile cahsilmistir.
Optimizasyon grafigi sekil 5.3’ de gosterilmigtir.
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Sekil 5.3 Aljinat miktarinin biyosensor cevabina etkisi

Yapilan galismada 0.5 x 10* — 4 x 10 g araliginda aljinat, NHS/EDC molar orani
(0.28), GOD (10 U) ve 0.0002 g CuO igeren elektrotlar hazirlanarak bir gece
buzdolabinda bekletilmistir. +0,65 V’da 0.1 mM [Fe(CN)s*"™] varliginda
amperometrik 6l¢iimlerden elde edilen akim yogunluklarina karsi ¢izilen optimizasyon
grafiginden GOD immobilizasyonu i¢in en uygun tastyicit miktart olarak 1.5 X 10 g
belirlenmistir. Bu degerin altinda ve iistlinde akim yogunluklarindaki diisiis aljinatin
gozenek yapisindaki degisimlerden kaynaklanmaktadir. Yiiksek aljinat miktarlari, bulk
kiitle olarak yigilma ve gozenek boyutunda kiiciilmeye neden olmus bdylece substrat-
iirlin girig-¢ikisinda kisitlama dolayisi ile akim yogunlugunda diisiise neden olmustur
(Sungur vd. 2004, Emregiil 2005, Yu vd. 2014). Diisiik aljinat miktarlarinda ise
hazirlanan biyosensorlerin mekanik olarak dayaniksiz olduklar1 gézlenmistir. Olgiimler

3 kez tekrarlanmistir.
5.2.2 GOD konsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisi

Aljinat-CuO-GOD biyosensoriiniin  enzim optimizasyonu ¢alismalarinda degisik

araliklarda GOD konsantrasyonlari (1 - 50 U) calisilmistir.Bu amagla aljinat miktari
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(1.5 x 10 g), NHS/EDC molar oram (0.28) ve CuO nanopartikiil miktar1 (0.0002 g)
sabit tutulmugtur. GOD konsantrasyon grafigi sekil 5.4’de gosterilmistir.
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Sekil 5.4 GOD konsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisi

Yapilan ¢alismada 1U - 50U araliginda hazirlanan elektrotlar bir gece buzdolabinda
bekletildikten sonra +0.65 V’da 0.1 mM [Fe(CN)s*"*] varhginda amperometrik
Olglimler alinmistir. Akim yogunluklari enzim konsantrasyonuna karst grafige
gecirilmistir (Sekil 5.4). Optimum enzim konsantrasyonunun (10 U) altinda ve {istiinde
akim yogunluklarinda diisiis gozlenmistir. Bu durum; artan enzim konsantrasyonu ile
enzimler arasinda olusan enzim-enzim c¢apraz baglanmalari ve optimum tasiyici
sistemine asirt enzim yiiklemesi sonucu gozeneklerdeki tikanma nedeniyle elektron
difiizyonunun engellenmesi seklinde agiklanabilir. Cok fazla enzim yiliklenmesi halinde
enzimlerin ¢ok sik istiflenmesi s6z konusudur boylece enzimin Kkatalitik aktivite
gosterecegi uygun 3D yapi bozulabilmektedir ve bu sonug¢ azalan akim yogunlugu

seklinde gozlenmektedir (Yu vd. 2014).
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5.2.3 NHS/EDC c¢apraz baglayici molar oraninin biyosensor cevabina etkisi

Caligmada optimum c¢apraz baglayict miktarinin belirlenmesi amaciyla aljinat miktari
(1.5 x 10* g), GOD konsantrasyonu (10 U) ve CuO nanopartikiil miktar1 (0.0002 g)
sabit tutularak 0.15 — 0.65 araliginda NHS/EDC molar oranlari ile hazirlanan elektrotlar
bir gece buzdolabinda bekletilmistir. Ardindan +0.65 V’da 0.1 mM [Fe(CN)s*"*]
varliginda alinan amperometrik Slglimlerden elde edilen akim yogunluklari capraz
baglayict oranlarma karsi grafige gegirilmistir. NHS/EDC molar oran1 optimizasyon

grafigi sekil 5.5°de gosterilmistir.
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Sekil 5.5 NHS/EDC molar oraninin biyosensor cevabina etkisi

Elde edilen grafikten optimum ¢apraz baglayici orani 0.28 olarak belirlenmistir. Molar
orandaki artis ile GOD‘mn aljinata baglanmasi artmistir. Optimum degerin iizerinde,
gozlenen akim yogunlugundaki diisiis; capraz baglayici konsantrasyonundaki artisla
polimerin daha siki bir form almasi ve dolayisiyla elektron aktariminda azalmaya sebep
olmasmin sonucudur. Olusan bu siki form polimerin goézeneklerinde daralmaya,
polimerin sigsme kapasitesinde azalmaya neden olarak enzim aktif merkezi ve substratin

bir araya gelmesini de engellemektedir. Ayrica gapraz baglayici konsantrasyonundaki
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artis enzim inaktivasyonuna neden olmaktadir (Sungur vd. 2004, Emregiil 2005, Yu vd.
2014).

5.2.4 CuO nanopartikiil miktarinin biyosensor cevabina etkisi

Yiizey alanini artirarak GOD immobilizasyonunu gelistirmek ve elektron transfer hizini
arttirip daha diisiik tayin sinir1 elde etmek amaciyla CuO nanopartikiiller kullanilmistir.
Bu amaca yonelik olarak kullanilacak olan CuO nanopartikiil miktar1 optimize

edilmistir. Nanopartikiil optimizasyon grafigi sekil 5.6’de gosterilmistir.
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Sekil 5.6 CuO nanopartikiil miktarinin biyosensor cevabina etkisi

Yapilan ¢alismada aljinat miktar1 (1.5 x 10™ g) , GOD konsantrasyonu (10 U) ve
NHS/EDC c¢apraz baglayici molar orani (0.28) sabit tutularak 0.0001 - 0.0005g
araliginda CuO ilavesi ile aljinat-CuO-GOD biyosensorleri elde edilmistir. Bir gece
buzdolabinda bekletildikten sonra +0.65 V da 0.1 mM [Fe(CN)s*"*] varliginda alinan
amperometrik Ol¢limlerden elde edilen akim yogunluklari nanopartikiil miktarina karsi
grafige gecirilmistir. Elde edilen grafikten optimum nanopartikiil miktar1 0.0002 g

olarak belirlenmistir.
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Nanopartikiiller polimer filmin yiizey alanini artirarak enzim immobilizasyonunda
basarili sonuclar elde edilmesini saglamaktadir. Diisiik nanopartikiill miktarlarinda
(0.0001 - 0.0002g) sinyal artis1 yiizey alaninin artmasina bagli olarak GOD
immobilizasyonunu artirirken, nanopartikiil miktarin ileri artist ( 0.0002g tizeri) film
yiizeyinin nanopartikiiller ile kaplamasina dolayisi ile elektron aktariminin azalmasina

neden olmaktadir.

5.2.5 pH degisiminin biyosensor cevabina etkisi
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Sekil 5.7 pH degisiminin biyosensor cevabina etkisi

JIpA ecm®

Elektrokimyasal ve enzimatik reaksiyonlarda enzimin aktivitesini siirdiirebilmesi i¢in
ortamm pH’st olduk¢a Onemlidir. Enzim yapisinin kararliligt pH degisimlerinden
etkilenmektedir. Bu nedenle enzimatik biyosensoriin galigilacagi ortamin pH’sinin
belirlenmesi amaciyla 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5 ve 8.0 pH degerlerine sahip 0,05 M
tampon ¢ozeltiler hazirlanmistir. Her tampon ¢ozelti ile amperometrik 6lgiimler alinarak

elde edilen akim yogunluklart pH’a kars1 grafige gecirilmistir (Sekil 5.7 ).

Optimum pH’da GOD uygun tersiyer yapisindan dolay en yiiksek katalitik aktivitesini

gostermektedir. Daha diisiik ve yiiksek pH degerlerinde enzim aktivitesi hidrojen
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baglari, pi-pi istiflenmesi, disiilfit kdpriileri ve elektrostatik etkilesimlerin sebep oldugu
aktif merkez yapisindaki degisimlerden olumsuz etkilenmektedir (Fatoni vd. 2013).
Literatiirde serbest GOD enzimi i¢in optimum pH 4 ve 7 arasinda olmakla beraber 5.5
olarak belirlenmistir (Bankar vd. 2009). Yapilan calismada gelistirilen GOD temelli

biyosensor i¢in optimum ¢alisma ortam1 pH’s1 6.5 olarak belirlenmistir.

5.3 Tekrar Uretilebilirlik

Aljinat-CuO-GOD eclektrodun tekrar iiretilebilirliginin arastirilmasi amaciyla 6 adet
immobilize elektrot hazirlanmistir. Hazirlanan elektrotlar bir gece buzdolabinda
bekletildikten sonra 40 mM glukoz ilavesi ile 0,1 mM [Fe(CN)s*"*] varliginda
amperometrik Slglimler alinmistir. Her 6l¢iim 3 kez tekrarlanmistir. Elde edilen akim

yogunluklar1 her bir elektrot i¢in grafige gecirilmistir (Sekil 5.8).

1 2 3 4 4 ]
Tekrar Uretilebilidik/elektrot numaras:

Sekil 5.8 Aljinat-CuO-GOD elektrodun tekrar iiretilebilirlik grafigi

Yapilan ¢alismada her elektrot icin akim yogunluklarimin % relatif standart sapma
degeri hesaplanmistir. Son olarak 6 elektrot icin % relatif standart sapma
hesaplanmistir. Elde edilen akim yogunluklari sirasiyla; 354.60 + 2.96 pA cm”
(%RSD=0.84), 358.47 + 1.67 pA cm® (%RSD=0.47), 351.52 + 1.20 pA cm®
(%RSD=0.34), 353.31 + 1.69 pA cm” (%RSD=0.48), 356.92+ 1.42 pA cm®
(%RSD=0.39), 349.48 + 1.77 nA cm” (%RSD=0.51) seklindedir.
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6 elektrot icin % relatif standart sapma 0.94 (354.05 + 3.34 pA cm?) olarak
hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar gelistirilen biyosensoriin tekrar iiretilebilirliginin

oldukca basarili oldugunu kanitlamaktadir.

5.4 Aljinat-CuO-GOD Biyosensoriin Kullanim Siiresi

Aljinat-CuO-GOD elektrodun kullanim siiresinin arastirilmast amaciyla yapilan
calismada 3 elektrot hazirlanmis ve bu elektrotlarla 15 giin boyunca hergiin 40 mM
glukoz ilave edilerek 0.1 mM [Fe(CN)¢*"*] varliginda +0.65 V’da birer amperometrik
Olctim alinmigtir. Her kullanim sonrasi elektrotlar pH 6.5 fosfat tamponu ile yikanarak
buzdolabinda +4 °C’de muhafaza edilmislerdir. Yapilan calismada elde edilen akim
yogunluklarinin ortalamalar1 gilinlere karsi grafige gecirilmistir (Sekil 5.9) ve
amperometrik yanitlardaki azalma degerlendirilerek kullanim siiresi belirlenmistir.
Gelistirilen biyosensor 2, 4, 6 ve 10. giinlerde alinan Ol¢limlerde ilk giine oranla
aktivitesinin, sirasiyla %98, %97, %93 ve %86’sin1 korumustur. 15. giinde alinan
Olciimde biyosensoriin kalan aktivitesi %78 olarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglar
gostermektedir ki CuO nanopartikiiller yiizey alanini artirarak GOD enziminin aljinata
immobilize edilmesi i¢in olduk¢a uygun bir ortam saglamakla beraber mekanik
dayanikliligt da artirmiglardir. Boylece immobilize enzim aktivitesini uzun siire

korunmustur.
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Sekil 5.9 Aljinat-CuO-GOD biyosensoriin kullanim siiresi

5.5 Girisim Yapan Tiirlerin Aljinat-CuO-GOD Biyosensor Cevabina Etkisi

Gelistirilen aljinat-CuO-GOD biyosensore kanda bulunabilen iirik asit, askorbik asit,
asetaminofen, ve fenilalenin gibi tiirlerin girisim etkisi aragtirilmistir. Amperometrik
Ol¢iimlerde hazirlanan aljinat-CuO-GOD biyosensoérlerin kararli-hal akimina ulasmasi
icin beklenmis ardindan hiicre i¢i konsantrasyonlari 1x10™ M olacak sekilde sirastyla
urik asit, askorbik asit, asetaminofen, ve fenilalanin eklenmistir. Sekil 5.10°da
gorildiigli gibi eklenen tiirler gelistirilen biyosensdrde kaydadeger bir akim yogunlugu
olusturmamuslardir. Calismada ilave edilen glukoz konsantrasyonundan elde edilen
akim yogunlugu kalibrasyon egrisiyle kiyaslanmistir ve girisim yapan tiirlerin glukoz

cevabina etkisi %3.20 ve %2.70 olarak hesaplanmustir.
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Sekil 5.10 Girisim etkisi

Ayrica hiicre iginde 2.5 mM glukoz konsantrasyonu saglandiktan sonra hiicreye girisim

yapan tiirlerin ilave edilmesinin ardindan elde edilen akim yogunluklarindan % girisim

degerleri hesaplanmustir.

Cizelge 5.1 Girisim etkisinin incelenmesi (0.05 M, pH 6.5 fosfat tamponu, 0.1 mM
[Fe(CN)g*"*] varliginda)

Girisim etkisi arastinlan

Hiicre ici konsantrasyonu

Giricim (%
elektroaktif bilesen (M) irigim (%)
Urik asit 1x10% 4,8
Askorbik asit 1x10* 2,37
Asetaminofen 1x10% 3,42
Fenilalanin 1x10% 5,1
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%Girisim hesaplamalar1 agagidaki esitlige gore hesaplanmistir:

Iglukoz —1

%girisim = = x100%

glukoz

Esitlikte; Igiukoz, aljinat-CuO-GOD elektrotla 2.5mM glukoz varliginda elde edilen akim
yogunludur. Iy , girisim yapan tliriin amperometrik 6l¢iim sonucu olusturdugu akim

yogunlugudur.

Hesaplanan veriler gizelgede verilmistir. Elde edilen veriler girisim etkisi yapabilecek
olan tirik asit, askorbik asit, asetaminofen, ve fenilalenin gibi tiirlerin Onemli

sayilabilecek bir girisim etkisi olmadigini gostermistir.

5.6 Gelistirilen Biyosensoriin Elektrokimyasal Davranisi

5.6.1 Dongiisel voltametri (CV)

Biyosensoriin arayiiz kinetik bariyerinin incelenmesi amaciyla ferrosiyaniir sisteminin
dongiisel voltametrisinin calisilmasi oldukca detayli sonuglar vermektedir. Elektron
transferinin kinetik olarak engellenmesi artan kalinlikla ve bariyerin azalan kusurlu
yogunlugu ile artar (Yu vd. 2010). Bu nedenle biyosensoriin her immobilizasyon
basamaginda elektrokimyasal davraniglart gozlemlemek i¢in dongiisel voltametri
kullanilmistir. CV’ler 0.1 M KCl ¢ozeltisi igerisinde 5 mM [Fe(CN)g*"*] varliginda

alimmustir. Yapilan calismada tarama hizi1 100 mV s™tedir.

Sekil 5.11°da ¢iplak Pt elektrodun (a), aljinat-CuO nanokompozit kapli elektrodun (b),
aljinat modifiye Pt elektrodun (c), aljinat-CuO-GOD film kapli elektrodun (d) ve

aljinat-GOD film kapl elektrodun (¢) doniisiimlii voltamogramlari verilmistir.
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Sekil 5.11 Biyosensoriin doniistimlii voltamogrami

Ciplak Pt elektrottan gegen akim yogunlugu yaklasik olarak 0.0021 mA.cm™ iken ayni
elektrot aljinat ile modifiye edildiginde elde edilen akim yogunlugu 0.0018 degerine
inmistir. Bu azalma aljinatin basarili bir sekilde elektrot yiizeyine immobilize edildigini
kanitlamaktadir. Ancak azalmanin sayisal degerinin fazla olmamasi hala ¢ozelti ile
elektrot yiizeyi arasinda bir miktar elektron aktarimi oldugunu gostermektedir. Aljinat
film CuO nanopartikiillerle modifiye edildiginde elektrottan gegen yiik yogunlugunda
artts gozlenmistir. Bu durum nanopartikiillerin elektron aktarimini destekledigini
gostermektedir. Aljinat filme GOD enzimi immobillize edildiginde elektrottan gegen
yiik yogunlugu oldukca azalmistir. Elektron aktariminda meydana gelen bu azalma
GOD’m aljinat filme basarili bir sekilde homojen olarak immobilize edildigini ve
sonucta GOD’in varliginda ekstra bir direng olustugunu kanitlamaktadir. GOD
immobilize aljinat film CuO nanopartikiilleri ile modifiye edildiginde elektron
aktarimindaki artis nanopartikiillerin elektron aktarimini desteklediklerini ve yiizey
alanmi artirarak GOD immobilizasyonu i¢in uygun bir ¢evre Yyarattiklarini
gostermektedir. Doniisiimlii voltametriden elde edilen sonuglar sekil 5.1°de gosterilen

SEM mikrograflarini ve sekil 5.2 de gosterilen FT-IR spektrumlarini destekler yondedir.
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Anaodik ve katodik pik potansiyelleri kullanilarak hesaplanan formal potansiyeller (Eo
= (Epa + Epc)/2) aljinat ve aljinat-GOD elektrotlar i¢in sirastyla 142 mV ve 137 mV
olarak hesaplanmistir. CuO ilave edildiginde aljinat-GOD elektrodun voltametrik pik
akimi artmis ve formal potansiyeli azalmistir (119 mV). Hesaplanan pik ayrimlar (AE,
= Epa-Ep ) aljinat ve aljinat-GOD elektrotlar icin sirastyla 144 mV ve 234 mV’dur. CuO
ilavesiyle aljinat ve aljinat-GOD film elektrotlarin voltametrik pik degeri artarken, pik
ayrimlar1 azalmistir, sirasiyla 129 mV ve 179 mV. Azalan pik ayrimi1 nanobiyokompozit
modifiye elektrotta hizli elektron transferinin meydana geldiginin bir gostergesidir (Zuo

vd. 2008, Palanisamy vd. 2014).

5.6.2 Elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS)

EIS modifiye elektrot yiizeylerinin karakteristiklerinin incelenmesi i¢in olduk¢a uygun
elektrokimyasal bir yontemdir. Bu nedenle biyosensoriin her immobilizasyon
basamaginda yiizey karakteristiklerini gdzlemlemek igin Elektrokimyasal impedans
Spektroskopisi kullanilmistir. EIS’ler 0.1 M KCl gozeltisi igerisinde 5 mM [Fe(CN)*"*

] varhiginda alinmistir.

Sekil 5.12°da ¢iplak Pt elektrodun (a), aljinat-CuO nanokompozit kapli elektrodun (b),
aljinat modifiye Pt elektrodun (c), aljinat-CuO-GOD film kapli elektrodun (d) ve
aljinat-GOD film kapli elektrodun (¢) impedans degisimini gosteren Nyquist grafigi

verilmistir.
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Sekil 5.12 Biyosensoriin impedans degisimini gosteren Nyquist grafigi

Pt elektrodun yiizeyi aljinat ile kaplandiktan sonra yiik transfer direnci 1632 Q’dan
1735 Q’a artmigtir. Bu artis aljinatin elektrot yiizeyini kapladigini ve yalitkan etkisini
gostermektedir. Aljinat filmin CuO nanopartikiillerle modifiye edilmesiyle yiik transfer
direnci 1735 Q’den 1685 Q’e diismiistiir. Bu durum nanopartikiillerin yiizey alanim
arttirmasi ve elektron transferini desteklemesini kanitlamaktadir. Aljinat-GOD filmin Pt
elektrot yiizeyine immobilizasyonu ile yiik transfer direnci 1735 Q’den 2204 Q’e
yiikselmistir. Bu artis GOD’1n elektrot yiizeyinde harici bir bariyer olusturarak direnci
artirdigim1 ve bagarili bir sekilde elektrot yiizeyine immobilize edildigini agikca
gostermektedir. Aljinat-GOD film CuO nanopartikiillerle modifiye edildiginde ise
nanopartikiillerin yiizey alani arttirici ve elektron transferini destekleyici 6zelliklerinden
dolay1 yiik transfer direncinde bir azalma goriilmiistiir (1994 Q). Elde edilen veriler

SEM goriintiileri, FT-IR spektrumlar1 ve CV voltamogramlari ile birebir ortiismektedir.
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5.6.3 Tarama hizi calismasi

Tarama hiz1 calismasinda 3 farkli sistemle calisilmistir. CV’ler aljinat-CuO-GOD
elektrotla 5 mM [Fe(CN)g*"™*] varliginda ve yoklugunda; aljinat- GOD elektrotla 5 mM
[Fe(CN)s*"*] varliginda 0.1 M KCI igerisinde 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400,

450 ve 500 mVs™ seklinde farkli tarama hizlarinda alinmustir.

5.6.3.1 Aljinat-CuO-GOD elektrodun [Fe(CN)s*"*] varhgmnda tarama hizi calismasi
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Sekil 5.13 Aljinat-CuO-GOD elektrodun degisen tarama hizina karsi elde edilen anodik ve
katodik pik akimlarinin lineer grafigi (5 mM [Fe(CN)¢*"*] varliginda)

Sekil 5.13’den acikca anlasildig1 gibi redoks pik akimlar artan tarama hizi ile dogrusal
olarak artmaktadir. Anodik pik i¢in; Ips/uA= (1375.333 + 68.656) + (6.322 +
0.221)v/mV s, egim; (6.322 £ 0.221) pA (V s) ! olarak belirlenmistir. Katodik pik
icin; Ips/pA= - (1335.6 + 64.441) - (5.277 £ 0.208)v/mV s, egim; -(5.277 + 0.208) pA

(V s) " olarak belirlenmistir.

GOD’m elektron-transfer sabiti (ks) ve elektron-transfer katsayisi (o) Laviron teorisine

gore hesaplanmistir (Laviron 1979):
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RT RT

Epc=E° + —
P asnF  asnF

RT RT

(1 —as)nF - (1= as)nF v

Epa=E° +

Denklemde; n elektron sayisi, R gaz sabiti (R=8.314 Jmol™ K™, T sicaklik (T= 298 K)
ve F Faraday sabitidir (F= 96493 C mol™).

Tarama hiz1 ¢alismalarindan elde edilen Epa ve Epc degerleri tarama hizlarinin dogal
logaritma (In) degerlerine kars1 grafige gecirildiginde yiiksek tarama hizi degerlerinde

sirasiyla egimleri RT/(1-a)nF ve —RT/anF olan iki dogrusal egri elde edilir (Sekil 5.14).

Laviron teorisine gore elektrotlarin kinetik parametreleri anodik ve katodik pik
potansiyellerine bagli kalarak potansiyel tarama hizindan hesaplanabilir. Eger
nAEp>200 mV ise, heterojen elektron-transfer orami sabiti (ks) Laviron’un asagidaki

esitliginden hesaplanmaktadir (Song vd. 2012):

onFv

$ RT
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Sekil 5.14 Aljinat-CuO-GOD elektrot i¢in tarama hizinin dogal logaritmasina (In v) karst pik
potansiyelleri (Epa, Epc) grafigi (5 mM [Fe(CN)s*™] varliginda)

Elde edilen dogrusal grafigin denklemi anodik pik i¢in; Epa/V= (0.342 + 0.004) +
(0.090 + 0.042) Inv/Vs * ve egimi (0.090 + 0.042) V (Vs )™ olarak belirlenmistir.
Katodik pik i¢in; Epc/V= - (0.065 + 0.002) - (0.086 + 0.021) Inv/Vs ™ ve egimi -(0.086
+ 0.021) V (Vs 1 )'l seklindedir. Boylece; aljinat-CuO-GOD elektrot i¢cin 5 mM
[Fe(CN)g* " varliginda yapilan tarama hizi g¢alismasindan ks ve o degerleri
hesaplanmistir. Elde edilen degerler; kg,= 6.675 S'l, 0= 0.857 ve ks= 1.161 S'l, Oc=
0.149 seklindedir. Sonuglar gostermektedir ki CuO nanopartikiilleri ile modifiye edilen
aljinat matriks GOD enziminin redoks merkezi ile elektrot yiizeyi arasinda elektrot
transferini desteklemekte ve ks degerini sayisal olarak artirmaktadir. Bu durum
nanopartikiillerin ~ yiizey alamim1 arttirict  6zelliginin - ve  elektron transferini
desteklemelerinin bir sonucudur (Kang vd. 2009, Emregiil vd. 2013). Elde edilen
veriler literatiirle kiyaslandiginda; ks, = 6.675 s™ degeri GOD-grafen-kitosan modifiye
elektrot icin hesaplanan kg = 2.83 s’den (Kang vd. 2009) ve kafes-benzeri PbS
nanoyapiya immobilize GOD biyosensérii i¢in hesaplanan kg = 2.85 s’den (Li vd.
2014) biiyiiktiir.
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5.6.3.2 Aljinat-CuO-GOD elektrodun [Fe(CN)s*"*] yoklugunda tarama hiz:

calismasi
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Sekil 5.15 Aljinat-CuO-GOD elektrodun degisen tarama hizina karsi elde edilen anodik ve
katodik pik akimlarinin lineer grafigi (5 mM [Fe(CN)¢*"*] yoklugunda)

Aljinat-CuO-GOD elektrodun tarama hizi ¢alismast 5 mM [Fe(CN)s*"*] kullanilmadan
calisilmistir ve elde edilen pik akimlari tarama hizina karsi grafige gegirilmistir (Sekil
5.15). Anodik pik i¢in grafikten elde edilen denklem; Ip,/uA= (3.684 + 3.316) + (0.359
+0.011)v/mV s ve egim; (0.359 £ 0.011) pA (V s™) " olarak hesaplanmustir. Katodik
pik ic¢in grafikten elde edilen denklem; Ipc/uA= - (20.827 + 2.359) - (0.303 =+
0.008)v/mV s ve egim; -(0.303 + 0.008) pA (V s™) olarak hesaplanmustir.

Aljinat-CuO-GOD elektrodun [Fe(CN)¢*™®] kullanilmadan calisilan tarama hizi
verilerinden elde edilen Epa ve Epc degerleri tarama hizlariin dogal logaritma (In)

degerlerine kars1 grafige gegirilmistir (Sekil 5.16).
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Sekil 5.16 Aljinat-CuO-GOD elektrot i¢in tarama hizinin dogal logaritmasina (In v) kars1 pik
potansiyelleri (Epa, Epc) grafigi (5 mM [Fe(CN)¢*"*] yoklugunda)

Elde edilen dogrusal grafigin denklemi anodik pik i¢in; Epa/V= (0.422 = 0.003) +
(0.078 + 0.003) Inv/Vs * ve egimi (0.078 + 0.003) V (Vs * )Zolarak belirlenmistir.
Katodik pik igin; Epc/V= (0.057 £ 0.003) - (0.078 + 0.003) Inv/Vs "ve egimi - (0.078 +
0.003) V (Vs 1 )? seklindedir. Boylece; aljinat-CuO-GOD elektrot i¢in [Fe(CN)s*"*]
kullanilmadan yapilan tarama hiz1 ¢alismasindan ks ve a degerleri hesaplanmistir; ks,=

6.512 s, 0,=0.836 ve ke.= 1.285 s, a.= 0.165.
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5.6.3.3 Aljinat- GOD elektrodun [Fe(CN)s*”] varh@mda tarama hiz1 calismasi
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Sekil 5.17 Aljinat- GOD elektrodun degisen tarama hizina karsi elde edilen anodik ve katodik
pik akimlarmin lineer grafigi (5 mM [Fe(CN)s*™] varhginda)

Aljinat-GOD elektrodun tarama hizi calismast 5 mM [Fe(CN)s*"*] kullanilarak
calisilmistir ve elde edilen pik akimlari tarama hizina karsi grafige gegcirilmistir (Sekil
5.17). Anodik pik i¢in grafikten elde edilen denklem; Ip./uA= (795.8 £ 30.587) + (3.278
+ 0.097)v/mV s ve egim; (3.278 + 0.097) pA (V s™) * olarak hesaplanmistir. Anodik
pik i¢in grafikten elde edilen denklem; Ipc/uA= - (871.867 + 26.275) - (2.381 =
0.08)v/mV s ve egim; -(2.381 + 0.08) pA (V s™) olarak hesaplanmustr.

Aljinat-GOD elektrodun [Fe(CN)s*"*] kullamilarak calisilan tarama hizi verilerinden
elde edilen Epa ve Epc degerleri tarama hizlarinin dogal logaritma (In) degerlerine kars1

grafige gecirilmistir (Sekil 5.18).
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Sekil 5.18 Aljinat-GOD elektrot i¢in tarama hizimin dogal logaritmasina (In v) karst pik
potansiyelleri (Epa, Epc) grafigi (5 mM [Fe(CN)s*™] varliginda)

Elde edilen dogrusal grafigin denklemi anodik pik i¢in; Epa/V= (0.352 = 0.003) +
(0.078 + 0.003) Inv/Vs * ve egimi (0.078 + 0.003) V (Vs )™ olarak belirlenmistir.
Katodik pik i¢in; Epc/V= - (0.083 % 0.003) - (0.078 + 0.003) Inv/Vs ™ ve egimi -(0.078
+ 0.003) V (Vs )7 seklindedir. Béylece; aljinat- GOD elektrot igin [Fe(CN)s*"*1
kullanilmadan yapilan tarama hiz1 ¢aligmasindan ks ve a degerleri hesaplanmigstir; kea=

6.504 s, 0,=0.835 ve ke.= 1.285 s, a.= 0.165.

Elde edilen veriler kiyaslandiginda CuO nanopartikiil igeren ¢alismalarda elde edilen ks
degerleri daha yiiksektir. Bu nanopartikiillerin hem yiizey alanini artirict hem elektron
transferini destekleyici hem de hazirlanan biyosensérde GOD immobilizasyonu i¢in i¢in

biyouyumlu bir ¢evre olusturmasi gibi essiz 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir.
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5.7 Kalibrasyon Grafikleri

Yapilan calismada farkli glukoz konsantrasyonlar1 kullanilarak amperometrik 6l¢timler
alimmustir. Bu olgtimler 3 farkli sekilde gerceklestirilmistir. Aljinat-CuO-GOD elektrot
ile 0.1 mM [Fe(CN)s*"®] varliginda ve yoklugunda; ve Aljinat-GOD elektrot ile 0.1
mM [Fe(CN)s*"*] varliginda +0.65 V’da gahismalar yapilarak kalibrasyon grafikleri

cizilmistir. Nanopartikiillerin ve medyatoriin algilama limitine etkisi aragtirilmistir.

5.7.1 Aljinat-CuO-GOD elektrodun 0.1 mM [Fe(CN)s*”*] varhgmda farkh glukoz
konsantrasyonlarina cevabi
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Sekil 5.19 Aljinat-CuO-GOD elektrot i¢in; A. Kalibrasyon grafigi, B. Biiyiik lineer aralik
grafigi (0.1 mM [Fe(CN)s**] varliginda)

Sekil 5.19 - 5.20°de aljinat-CuO-GOD elektrodun 0.1 mM [Fe(CN)s*”*] varhiginda
aliman amperometrik dl¢iimlerinden olusturulan kalibrasyon grafigi ve belirlenen lineer
araliklarin grafikleri verilmistir. Elde edilen kalibrasyon grafiginden iki adet lineer

aralik gostermistir. Biiylik lineer aralik i¢in glukoz konsantrasyonu 0.004 M-0.035 M
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arasindadir (Sekil 5.19.b). Duyarlilign (7.205 + 0.063) pA mM™ cm? olarak

hesaplanmustir.
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Sekil 5.20 Aljinat-CuO-GOD elektrot icin kiigiik lineer aralik grafigi (0.1 mM [Fe(CN)s""*]
varliginda)

Kiiciik lineer aralik i¢in glukoz konsantrasyonu 0.04 mM - 0.003 M araliginda
belirlenmistir ve (30.443 + 0.250) A mM™ cm™ olarak hesaplanan oldukga yiiksek bir
duyarliliga sahiptir. Gelistirilen biyosensor ve yontem i¢in belirlenen algilama limiti 1.6

uM olup, oldukga diisiik bir degerdir (S/N=3).
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5.7.2 Aljinat-CuO-GOD elektrodun [Fe(CN)s*"*] kullamlmadan farkh glukoz
konsantrasyonlarina cevabi
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Sekil 5.21 Aljinat-CuO-GOD elektrot i¢in; A. Kalibrasyon grafigi, B. Biiyiik lineer aralik
grafigi ([Fe(CN)s*"*1 yoklugunda)

Sekil 5.21 ve 5.22°de aljinat-CuO-GOD elektrodun [Fe(CN)e*™®] kullanilmadan alman
amperometrik Olclimlerinden olusturulan kalibrasyon grafigi ve belirlenen lineer
araliklarin grafikleri verilmistir. Elde edilen kalibrasyon grafiginden iki adet lineer
aralik gostermistir. Biiyiik lineer aralik i¢in glukoz konsantrasyonu 0.005 M-0.02 M
arasindadir (Sekil 5.21.B). Duyarliigi (7.202 + 0.106) pA mM™ cm? olarak

hesaplanmustir.
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Sekil 5.22 Aljinat-CuO-GOD elektrot igin kiicik lineer aralik grafigi ([Fe(CN)g*"]
yoklugunda)

Kiiciik lineer aralik icin glukoz konsantrasyonu 0.04 mM-0.004 M araliginda
belirlenmistir ve (20.267 = 0.138) pA mM™ cm™ olarak hesaplanan oldukg¢a yiiksek bir
duyarliliga sahiptir. Gelistirilen biyosensor ve yontem i¢in belirlenen algilama limiti 8

uM seklinde oldukea diistik bir degerdir (S/N=3).

Elde edilen sonuglar kiyaslandiginda; diisiik lineer aralik i¢in duyarlilikta ve algilama
limitinde medyatorlii ¢alismaya oranla diislis gozlenmistir. Redoks probu yapilan
caligmalarda amplifikasyonu saglayarak elde edilen akim degerlerinin kesinligini
arttirmaktadir. Dolayisiyla GOD enzimi ile glukoz arasinda gergeklesen reaksiyon

4-13-

sonucu ag¢iga ¢ikan elektronlarin elektrota iletilmesinde [Fe(CN)s""°] sistemi oldukga

1yi bir aract oldugunu kanitlamistir.
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5.7.3 Aljinat-GOD elektrodun 0.1 mM [Fe(CN)¢*™®] varhgmnda farkh glukoz
konsantrasyonlarina cevabi

Sekil 5.23’da aljinat- GOD elektrodun 0.1 mM [Fe(CN)s**] varliginda alinan
amperometrik 6l¢limlerinden olusturulan kalibrasyon grafigi ve sekil 5.24°de belirlenen

lineer aralik grafigi verilmistir.
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Sekil 5.23 Aljinat-GOD elektrodun kalibrasyon grafigi (0.1 mM [Fe(CN)s**] varliginda)

Belirlenen lineer aralik i¢in glukoz konsantrasyonu 0.04 mM-0.01 M arasindadir.
Duyarhihigi (17.647 + 0.243) pA mM™ cm? olarak hesaplanmistir. Gelistirilen
biyosensor ve yontem i¢in belirlenen algilama limiti 1.6 uM seklinde oldukga diisiik bir

degerdir (S/N=3).
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Sekil 5.24 Aljinat-GOD elektrot igin lineer aralik grafigi (0.1 mM [Fe(CN)¢*”*] varliginda)

Elde edilen sonuglar kiyaslandiginda CuO nanopartikiillerin biyosensor duyarliligini
arttirici etkisi agikga goriilmektedir. Enzim immobilizasyonunda en 6nemli faktdrlerden
biri enzim redoks merkezinin immobilizasyon siirecinde bu islemden olumsuz
etkilenmemesidir. Yapilan c¢aligmada nanopartikiillerin yiizey alanini artirarak
gelistirilen biyosensérde GOD’1in immobilizasyonu ve aktivitesi i¢in uygun ortami
sagladiklar1 agikca goriilmektedir. Ayrica elektron aktarimina olumlu etkisi de

biyosensoriin hem duyarliligini artirmis hem de algilama limitinde diisiisti saglamistir.
5.7.4 Lineweaver-Burk grafigi

Michaelis-Menten sabiti (K,-'7), enzimatik afinitenin bir kanitidir ve Lineweaver-Burk

esitliginden hesaplanir;

1 K,ipp1+ 1

lSS lmax C lmax
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Denklemde i substrat ilavesinden sonra elde edilen kararli-hal akimini, imax dOygun
substrat konsantrasyonunda ol¢iilen maksimum akimi ve C substrat konsantrasyonunu
ifade etmektedir. Akim yogunlugunun tersi (1/igs), substrat konsantrasyonunun tersi

(1/C)’ne kars1 grafige gegirildiginde elde edilen egim K, ' limax degerini verir.
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Sekil 5.25 Aljinat-CuO-GOD elektrodun Lineweaver-Burk grafigi (0.1 mM [Fe(CN)s*"™]

varliginda)
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Sekil 5.26 Aljinat-CuO-GOD elektrodun Lineweaver-Burk grafigi (0.1 mM [Fe(CN)s*"™]
yoklugunda)
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Sekil 5.27 Aljinat-GOD elektrodun Lineweaver-Burk grafigi (0.1 mM [Fe(CN)s*™*] varliginda)

Elde edilen grafiklerin denklemlerinden Ky, degerleri hesaplanmistir. Lineweaver-Burk
grafiginden Aljinat-CuO-GOD elektrodun (0.1 mM [Fe(CN)s*™] varliginda), Aljinat-
CuO-GOD elektrodun ([Fe(CN)s*"™] yoklugunda) ve Aljinat-GOD elektrodun (0.1 mM
[Fe(CN)g* "] varhiginda) belirlenen Ky, degerleri sirasiyla 2.82 mM, 2.86 mM ve 0.15
M’dir. Azalan Ky, degeri enzimin substrat ilgisinin arttiginin bir kanitidir. Elde edilen
degerler kiyaslandiginda redoks probu varliginda CuO modifiye elektrot i¢in hesaplanan
2.82 MM Ky, degeri en diisiik olandir. Literatiir ile kiyaslandiginda; bu deger ince
nanosheets’lerle biitiinlestirilmis ¢icek-sekilli CuO nanoyapili temeline dayandirilan
sensOr i¢in hesaplanan 8.7 mM Km degerinden (Umar vd. 2009) ve ¢ok katmanlh
kitosan-altin nanopartikiil temelli sensor i¢in hesaplanan 10.5 mM Km degerinden (Wu
vd. 2007) oldukga kiigiiktiir.

5.8 Gelistirilen Aljinat-CuO-GOD Biyosensoriin 0.1 mM [Fe(CN)s*”*] Varhiginda
ve Yoklugunda Amperometrik Olarak insan Kan Serumu ile Denenmesi

Serum calismasi amaciyla Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nden 3 farkli
konsantrasyonda kan serumu alinmistir. Alinan serumlarin hiicre i¢i konsantrasyonlari
calisilacak kalibrasyon grafiginin lineer aralifinda kalacak sekilde seyreltilmistir. Iki

adet Aljinat-CuO-GOD elektrot hazirlanmis ve konsantrasyonu ayarlanan serumlarla
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0.1 mM [Fe(CN)s*™1 varliginda ve yoklugunda amperometrik 6lgiim alinmustir. Her
serum numunesiyle alinan Olgiimler 3 kez tekrarlanmistir. Elde edilen akim
yogunluklar1 belirlenerek her kalibrasyon grafiginin denkleminden karsilik gelen
konsantrasyonlar hesaplanmis ve hastane sonuglariyla kiyaslanmistir. Elde edilen

sonuglar ¢izelge 5.2°de gosterilmistir.

Cizelge 5.2 Serum calismast

. Haztane Bivosensir sotmucy * mM) E3D (%) F.elatif hata (%2) Kazamm (%a)
Mumune =
SOTuC a b a b a | b a | b
1 3,17 376 =002 372015 0,53 4,03 0.27 0,03 997 98,7
2 6,49 636014 643+014 2,18 217 2,00 0.62 479 404
3 20,00 19.87 =046 2024019 23 0,84 0.63 12 404 101

* Degerler 3 dlgimin ortalamasidir.
2 Aljinat-Cu0-GOD elektrotile 0.1 mAMFe(CN)eH* varhfinda alman dlgfimler
b Aljinat-Cu0-GOD slektrotile Fe(CN)sh* lullamimadan alman §lgiimler

Hazirlanan aljinat-CuO-GOD elektrotla redoks probu varken ve yokken alinan
amperometrik Olclimlerden elde edilen glukoz konsantrasyonlari, hastane verilerine
kars1 grafige gecirilmistir (Sekil. 28 ve Sekil. 29). Her iki biyosensor sisteminden elde
edilen veriler ile hastane verilerinin uyumlu oldugu ve degerlerin birbirine ¢ok yakin
oldugu gozlenmistir. Elde edilen grafiklerin regresyon katsayilar1 0.9999 ve 0.9997

olarak belirlenmistir.
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Sekil 5.28 Aljinat-CuO-GOD elektrotla redoks probu kullanilarak elde edilen degerler ile

hastane degerlerinin uyumlulugu
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Sekil 5.29 Aljinat-CuO-GOD elektrotla redoks probu kullanilmadan elde edilen degerler ile
hastane degerlerinin uyumlulugu
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6. TARTISMA ve SONUC

Bu calismada glukoz tayini igin spesifik, duyarli, hizli ve kolay sonu¢ verecek GOD
biyosensoriiniin ~ gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu amaca yonelik olarak, GOD
immobilizasyonu i¢in aljinat ve CuO nanopartikiilleri ile modifiye edilmis aljinat
matriksleri kullanilmigtir. GOD enziminin tasiyici matrikslere immobilizasyonu

NHS/EDC capraz baglayicilar ile saglanmistir.

Tez caligmasinda Oncelikle biyosensoriin gelistirilmesine yonelik optimizasyon
calismalar1 yapilarak her parametre i¢in optimum degerler belirlenmis ve uygun calisma
kosullart amperometrik Slglimler ile arastirilmistir. Bu calisma kapsaminda; tasiyici
matriksin miktari, enzim konsantrasyonu, g¢apraz baglayicilarin orani, nanopartikiil
miktar1 optimize edilmistir. Calisma i¢in optimum pH belirlenmistir. Optimum kosullar
saglandiktan sonra aljinat, aljinat-CuO, ve aljinat-CuO-GOD filmlerin SEM goériintiileri
alinarak yiizey morfolojileri fiziksel olarak incelenmistir. GOD immobilizasyonunun
basarist FT-IR spektrumlart ¢alisilarak kanitlanmistir. Daha sonra EIS ve CV ile
immobilizasyon basamaklar1 ¢alisilmis ve biyosensoriin elektrokimyasi incelenmistir.
Donglisel  voltametri  kullanilarak ~ yapilan tarama hizi caligmalarinda CuO
nanopartikiillerin ve redoks probunun etkisi calisilmistir. ks ve a degerleri hesaplanarak
bu etki sayisal olarak agiklanmistir. Yine ayni sekilde nanopartikiil ve redoks probunun
kalibrasyon egrisine etkisini arastirmak {lizere amperometrik ¢aligmalar yapilmis ve Ky,
degerleri hesaplanmistir. Elde edilen kalibrasyon grafiklerinden algilama limiti
belirlenmistir. Gelistirilen biyosensor ¢esitli tiirlerin girisim etkisi arastirildiktan sonra,
konsantrasyonu hastane tarafindan belirlenen insan kan serumlarinda denenmistir. Son
olarak tekrar iiretilebilirlik ve kullanim siiresi gibi parametreler calisilmistir. Elde edilen

sonuclar asagida siralanmistir.

Oncelikle tasiyici matriksin optimum miktarmin belirlenmesi igin farkli miktarlarda
aljinat matriks iceren (0.5 X 10* - 4 x 10* g) elektrotlar hazirlanmistir. Yapilan
¢alismada GOD immobilizasyonu i¢in en uygun tastyict miktari olarak 1.5 x 10™ g
belirlenmigtir. Diisitk miktarda aljinat igeren filmlerde GOD enzimi i¢in yeterli

baglanma kapasitesi saglanamadigindan diisiik amperometrik yanitlar alinmistir.
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Yiiksek miktarda ise aljinatin olusturdugu yigin kiitle yeterli sisme kapasitesi
gosterememigtir. Sonucta gozenek boyutlarinda kiiclilmeye sebep olan bu yigima
difiizyonu engelleyerek diisilk sinyal alimina sebep olmustur (Sungur vd. 2004,
Emregiil 2005 ). Yapilan literatiir taramasinda aljinatin %0.2 oraninda (Derkus vd
2013), 0.6 x 10 g (lonescu vd. 2005) ve 2 x 10* g (Qin vd. 2012) kullanildig
calismalara rastlanmistir. Literatiirde Aljinat-CuO-GOD temelli biyosensor ¢alismasina

rastlanmamustir.

GOD enzim konsantrasyonunun optimize edilmesi amaciyla 1 — 50 U araliginda enzim
igeren elektrotlar hazirlanmistir ve yapilan ¢alismada optimum enzim konsantrasyonu
10U olarak belirlenmistir. Enzim konsantrasyonunun artmasiyla tasiyict matriksde
yigilma olmakta ve dolayisiyla tikanan gbzenekler difiizyonu engelleyerek
amperometrik yamit1 diisiirmektedir. Ayrica enzimin bu kadar sik istiflenmesi
konformasyonel bozukluklara neden olarak enzim aktivitesinde kayba neden
olmaktadir. Literatirde 2 mg mL™ (Zhang vd. 2013), 18U (Lang vd. 2014), ve 5U
(Kong vd. 2009) seklinde GOD konsantrasyonlarmi kullanilan ¢alismalar

bulunmaktadir.

GOD enziminin tasiyici matriks olan aljinata kovalent ¢apraz baglh olarak optimum
kosullarda immobilize edilebilmesi i¢in 0.15 — 0.65 araliginda NHS/EDC molar oranlari
ile elektrotlar hazirlanmistir. Alinan amperometrik Ol¢limler sonucu optimum ¢apraz
baglayict orant 0.28 olarak belirlenmistir. Diigiik ¢apraz baglayici oranlarinda aljinat
hem uygun formu alamadigindan mekanik olarak dayaniksiz filmler olusmustur hem de
gozenek boyutlarinin genislemesinden dolay1 film igerisinde substrat ve {iriin birikmesi
gerceklesmistir. Yiiksek capraz baglayici konsantrasyonlarinda ise aljinat oldukea rijit
bir form alarak siki gozenekler olusturmus ve elektron aktarimini engellemistir.
Literatiirde NHS/EDC ¢apraz baglayict molar oraninin 0.2 (Lanzellotto vd. 2014), 1
(Liu vd. 2013) ve 2.5 (Shervedani ve Hatefi-Mehrjardi 2007) oldugu calismalar

bulunmaktadir.
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Gelistirilen biyosensoriin immobilizasyon parametrelerinin optimizasyonu i¢in son
calisma olarak CuO nanopartikiil miktar1 calisilmistir. Yapilan c¢alismada 0.0001 -
0.0005 g araliginda farkli CuO nanopartikiil miktarlar1 igeren elektrotlar hazirlanmistir.
Amperometrik veriler sonucu optimum miktar 0.0002 g olarak belirlenmistir. Diisiik
miktarda nanopartikiil miktar1 iceren elektrotlarda yiizey alam1 yeteri kadar
artmadigindan disiik sinyaller alinmistir ve nanopartikiil miktarmin artmasiyla polimer
ylizeyinin tamamen kaplanmasi sonucu elektron transferi engellenmistir. Literatiirde 5 x
10° g Pt-CuO/rGO karngimmm (Dhara vd. 2014) ve 23 x 10° g CuO
nanopartikiillerinin (Yang vd. 2011) kullanildig1 ¢aligmalar bulunmaktadir.

GOD enzim aktivitesinin korunmasi i¢in ortamin pH’s1 olduk¢a dnemlidir. Bu nedenle
4.5 - 8.0 pH araliginda hazirlanan tampon ¢ozeltilerde optimize elektrotlar ile dl¢lim
alimmustir. Yapilan ¢alismada gelistirilen GOD temelli biyosensor i¢in optimum ¢alisma
ortam1 pH’s1 6.5 olarak belirlenmistir. Yapilan literatiir taramasinda; pH 6.2 (Nenkova
vd. 2010), pH 7.4 ( Xue vd. 2014) ve pH 7.5 (Senel ve Nergiz. 2012) ortaminda yapilan

calismalara rastlanmustir.

Gelistirilen biyosensoriin tekrar iiretilebilirliginin arastirilmas1 amaciyla 6 adet elektrot
hazirlanmistir. Her bir elektrotla 3 kez amperometrik 6l¢iim alinmistir ve elde edilen
akim yogunluklarmin yakinligi arastirilmistir. 6 elektrot i¢in % relatif standart sapma
0.94 (354.05 + 3.34 pA cm?) olarak hesaplanmistir. Elde edilen veriler gelistirilen
biyosensoriin tekrar iiretilebilirliginin olduk¢a iyi oldugunu gdstermektedir. CuO
nanopartikiilleri ile modifiye aljinat GOD enziminin immobilizasyonu i¢in oldukca
kararli ve homojen bir yap:1 sunmustur. Bu sonug elde edilen SEM goriintiileri ile de

desteklenmektedir.

Gelistirilen biyosensoriin - kullanim = siiresinin  belirlenmesi amaciyla 3  elektrot
hazirlanmistir ve 15 giin boyunca birer 6l¢iim alinmistir. Gelistirilen biyosensor 2, 4, 6
ve 10. giinlerde alinan Ol¢timlerde ilk giine oranla aktivitesinin, sirasiyla %98, %97,
%93 ve %86’sm1 korumustur. 15. giinde alinan 6l¢iimde biyosensoriin kalan aktivitesi
%78 olarak belirlenmistir. Bu calismaylada aljinatin olduk¢a kararli bir matriks

olusturdugu ve nanopartikiillerle olduk¢a 1iyi bir nanokompozit olusturdugu
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anlasilmistir. Boylece GOD aktivitesi i¢in uygun bir ¢evre saglamistir. Literatlirde 1 ay
sonunda kalan aktivitesi %14,6 (Guadalupe de Jesus vd. 2013), %80 (Wang vd. 2011)
ve 1 hafta sonunda kalan aktivitesi % 85 (Nasri ve Shams 2013)olarak hesaplanan

glukoz oksidaz biyosensorleri bulunmaktadir.

Aljinat-CuO-GOD celektrodun glukoza karsi cevabina serumda bulunabilecek iirik asit,
askorbik asit,vs. gibi gesitli elektroaktif tiirlerin etkisi incelenmistir. Hesaplanan girisim
etkileri trik asit, askorbik asit, asetaminofen ve fenilalenin icin sirasiyla %4.8, %2.37,
%3.42 ve %5.1 seklinde hesaplanmistir. Hiicre igerisinde girisim etkisi yapan tiirler
varken glukoz cevabina yonelik girisim etkisi ise %3.2 olarak hesaplanmistir. Bu
degerler gelistirilen biyosensoriin algilama limitinden kii¢iik akimlara tekabiil ettiginden
girisim etkisinin Onemsiz oldugu belirlenmistir. Yapilan g¢alisma nanopartikiillerin
girisim etkisini onemli Ol¢iide inhibe edebilme yetenegini sergilemistir (Cherevko ve
Chung 2010). Literatiirde yapilan bazi caligmalarda girisim yapan tiirlerin etkileri
incelendiginde 6nemli bir etkileri olmadig1 gozlenmistir (Zhao vd. 2002, Liu vd. 2009,
Fang vd. 2010).

Gelistirilen biyosensoriin her immobilizasyon basamagi i¢in ayr1 elektrotlar hazirlanarak
CV ve EIS c¢alismalar1 yapilmis ve elektrokimyasal karakteristikleri arastirilmistir.
Ciplak Pt elektrot, aljinat modifiye elektrot, aljinat-CuO nanokompozit film ile kaph
elektrot, GOD immobilize aljinat elektrot ve GOD immobilize aljinat-CuO
nanokompozit film kapl elektrot bu amac i¢in hazirlanan elektrotlardir. Yapilan CV
calismasindan elde edilen voltamogramlar kullanilarak formal potansiyelleri ve pik
ayrimlart hesaplanmigtir. Formal potansiyeller aljinat ve aljinat-GOD elektrotlar igin
sirasiyla 142 mV ve 137 mV olarak hesaplanmistir. Hesaplanan pik ayrimlari ise
sirastyla 144 mV ve 234 mV’dur. Aljinat-CuO-GOD elektrodun voltametik pik degeri
artarken, nanopartikiil ilavesiyle hizli elektron transferinin bir sonucu olarak pik ayrimi
azalmistir (179 mV). Aljinat-CuO-GOD elektrodun formal potansiyeli 119 mV olarak
hesaplanmigtir. Ayrica CV voltamogramlari elektrotlardan gecen akim yogunluklarina
gore yorumlanmistir. Ciplak Pt elektrottan gecen akim yogunlugu yaklasik olarak
0.0021 mA.cm? iken ayni elektrot aljinat ile modifiye edildiginde elde edilen akim

yogunlugu 0.0018 degerine inmistir. Bu azalma aljinatin basarili bir sekilde elektrot
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yiizeyine immobilize edildigini kanitlamaktadir. Aljinat matrikse GOD immobilize
edildiginde akim yogunlugu dahada azalmistir. Elektron aktariminda meydana gelen bu
azalma GOD’1n aljinat filme basarili bir sekilde homojen olarak immobilize edildigini
ve sonucta GOD’1n varliginda ekstra bir diren¢ olustugunu kanitlamaktadir. Bu ifade
SEM goriintiileri ilede desteklenmistir. Elektrotlar CuO nanopartikiilleri ile modifiye
edildiginde elektron aktarimindaki artis nanopartikiillerin elektron aktarimin
desteklediklerini ve yiizey alanini artirarak GOD immobilizasyonu i¢in uygun bir ¢evre
yarattiklarin1 gostermistir. Bu yorumlar EIS calismasi ile desteklenmistir. Yapilan
calisma literatiirdekilerle uyumludur (Liu vd. 2010, Palanisamy vd. 2014, Deng vd.
2009, Benvenuto vd. 2009).

Gelistirilen biyosensorle yapilan tarama hizi1 ¢alismalar ti¢ farkll sistemle gozlenmistir.
CV’ler aljinat-CuO-GOD elektrotla 5 mM [Fe(CN)s*"*] varliginda ve yoklugunda;
aljinat-GOD elektrotla 5 mM [Fe(CN)s*"*] varliginda 0.1 M KCl icerisinde 50, 100,
150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 ve 500 mVs? seklinde farkli tarama hizlarinda
alimmstir. Elde edilen anodik ve katodik pikler tarama hizina kars1 grafige gecirilmistir.
Redoks pik akimlarmin artan tarama hizi ile dogrusal olarak arttig1 gozlenmistir.
Aljinat-CuO-GOD elektrotla 5 mM [Fe(CN)¢*™®] varliginda yapilan ¢alismadan elde
edilen veriler; anodik pik i¢in; Ipa/uA= (1375.333 £ 68.656) + (6.322 + 0.221)v/ImV st
egim; (6.322 + 0.221) pA (V s™) " ve katodik pik igin; Ip/pA= - (1335.6 + 64.441) -
(5.277 + 0.208)v/mV s, egim; ~(5.277 + 0.208) pA (V s) ? olarak belirlenmistir.
Aljinat-CuO-GOD elektrotla 5 mM [Fe(CN)s*™*] kullanilmadan yapilan calismadan
elde edilen veriler; anodik pik igin; Ipa/uA= (3.684 + 3.316) + (0.359 £ 0.011)v/mV s?,
egim; (0.359 + 0.011) pA (V s™) ™ ve katodik pik i¢in; Ip/pA= - (20.827 + 2.359) -
(0.303 + 0.008)v/mV s ve egim; -(0.303 + 0.008) pA (V s™) * olarak belirlenmistir.
Aljinat- GOD elektrotla 5 mM [Fe(CN)g*"*] varliginda yapilan ¢alismadan elde edilen
veriler; anodik pik i¢in Ips/uA= (795.8 + 30.587) + (3.278 + 0.097)v/mV st egim,;
(3.278 £ 0.097) pA (V s™) * ve katodik pik i¢in; Ips/pA= - (871.867 + 26.275) - (2.381
+0.08)v/mV st ve egim; -(2.381 £ 0.08) pA (V s1) 1 olarak belirlenmistir. Calismanin
devaminda tarama hizi1 calismalarindan elde edilen Epa ve Epc degerleri tarama
hizlarinin dogal logaritma (In) degerlerine karsi grafige gecirilmistir. Elde edilen

grafigin dogrusal egrilerinin egimleri hesaplanarak her grafik i¢in ks ve a degerleri
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belirlenmistir (Laviron teori). Aljinat-CuO-GOD elektrot i¢in 5 mM [Fe(CN)64'/3']
varliginda yapilan ¢alisma icin hesaplanan degerler; ks;= 6.675 S'l, 0= 0.857 ve k=
1.161 s, o= 0.149 seklindedir. CuO nanopartikiillerinin yiizey alanimi arttirmasi ve
GOD enziminin etkin immobilizasyonu i¢in aljinatla uyumlu bir matrik olusturmasi
sayesinde gelistirilen biyosensoriin elektrokimyasal agidan olduk¢a Onemli sonuglar
verdigi goriilmiistiir. Redoks probunun elektron transferinde oldukga etkili bir rol
oynayarak ivme kazandirdig1 agikga goriilmektedir. Elektron transferini destekleyen bu
sistem sayesinde elde edilen 6.675 s ks degeri literatiirle kiyaslanmustir. ks degeri
bizim calismamizdan daha diisiik olarak hesaplanan; 4.8 s™ (Unnikrishnan vd. 2013),
3.02s ! (Mani vd. 2013) gibi ve daha iyi olarak hesaplanan 8.59 s™* (Luo vd. 2012) ve
11.22 s (Palanisamy vd. 2014) gibi ¢alismalar literatiirde bulunmaktadir.

Yapilan ¢alismada Aljinat-CuO-GOD elektrot ile 0.1 mM [Fe(CN)6* "™ varhiginda ve
yoklugunda; ve Aljinat-GOD elektrot ile 0.1 mM [Fe(CN)s*”*] varliginda +0.65V’da
farkli glukoz konsantrasyonlart denenerek kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir. Kalibrasyon
egrilerinin lineer araliklari, duyarliliklar1 ve biyosensoriin her ¢calismada algilama limiti
belirlenmistir. Aljinat-CuO-GOD elektrot ile 0.1 mM [Fe(CN)e* "™ varliginda yapilan
calismada iki lineer aralik belirlenmistir. Kiigiik lineer aralik 0.04 mM - 0.003 M
araliginda ve duyarliligi (30.443 + 0.250) pA mM™ cm™ seklindedir. Algilama limiti 1.6
UM olarak belirlenmistir (S/N=3). Aljinat-CuO-GOD elektrot ile 0.1 mM [Fe(CN)s*"*]
kullanilmadan yapilan calismada iki lineer aralik belirlenmistir. Kii¢iik lineer aralik
0.004 mM - 0.004 M arahiginda ve duyarhhg (20.267 + 0.138) pA mM™ cm’?
seklindedir. Algilama limiti 8 uM olarak belirlenmistir (S/N=3). Aljinat-GOD elektrot
ile 0.1 mM [Fe(CN)64'/3'] varliginda yapilan ¢alismada 0.04 mM - 0.01 M aralig1 lineer
aralik olarak belirlenmistir. Duyarlibg (17.647 + 0.243) pA mM™ cm? seklinde
hesaplanmig ve algilama limiti 1.6 puM olarak hesaplanmistir. Yapilan literatiir
taramasinda +0.7 V’da lineer araligi 0.001-1 mM, duyarhhigi 31.2 pA mM™ cm? ve
algilama limiti 0.2 puM olan (Zeng vd 2011), +0.55 V’da lineer araligi 0.0005-5 mM,
duyarlilig 30 pA mM™ ecm™ ve algilama limiti 0.5 pM olan (Hrapovic vd. 2004), +0.7
V’da lineer araligi 0.005-8 mM, duyarhihigi 6.7 pA mM™ cm? ve algilama limiti 2 uM
olan (Zhou vd. 2007), +0.6 V’da lineer araligr 0.005-3 mM, duyarliligi 0.5 pA mM™
cm? ve algilama limiti 6.8 uM olan (Shan vd. 2006) cok c¢esitli calismalar
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bulunmaktadir. Yapilan ¢aligmanin devaminda her kalibrasyon egrisinden Lineweaver-
Burk grafigi cizilmistir ve Ky, degerleri hesaplanmistir. Aljinat-CuO-GOD elektrot ile
0.1 mM [Fe(CN)¢*™®] varhiginda ve yoklugunda ve Aljinat- GOD elektrot ile 0.1 mM
[Fe(CN)¢*™®] varliginda yapilan ¢alismalar icin belirlenen Km degerleri sirasiyla; 2.82
mM, 2.86 mM ve 0.15 M’dr. Literatiirde Km degerleri 9.34 mM (Zhou vd. 2005), 11.9
mM (Xue vd. 2001), 0.18 mM (Arslan vd. 2011) olan ¢alismalara rastlanmustir.

Son olarak gelistirilen aljinat-CuO-GOD biyosensor hastanece belirlenen 3 farkli
konsantrasyondaki insan kan serumlarinda denenmistir. Elde edilen veriler hastane
degerleri ile kiyaslanmis elde edilen verilerin % relatif standart sapmalar1 ve %

verimleri hesaplanmistir.
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