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Bu calismada, glukozun tayini i¢in ¢inko oksit nanopartikiil ile modifiye edilmis
amperometrik enzim elektrotlar hazirlandi. Bu amagla, glukoz oksidaz enzimi, karbon
pasta matriks ortamina ¢apraz baglanma yontemi ile immobilize edildi. Glukoz tayini,
enzimatik olarak olusan hidrojen peroksitin Ag/AgCl’e karsi +0,4 V’da
yiikseltgenmesine dayanarak yapildi. Hazirlanan enzim elektrotlarin uygun elektrot
bilesimi, optimum ¢aligma kosullar1 ve performans faktorleri ve gercek numunelerde
glukoz tayininde kullanilabilirlii arastirildi. Cinko oksit modifiye glukoz enzim
elektrodu i¢in optimum enzim ve ¢inko oksit miktari, tampon cinsi, derisimi ve pH’s1 ve
optimum calisma sicakligi sirastyla 10 U, 10 mg, fosfat tamponu, 0,1 M, pH 7,0 ve 25'C
olarak bulundu. Enzim elektrodun c¢alisma araligi, 1,96><10'4 mM-14,49 mM arasinda,
gozlenebilme simri 1,96x10* mM, cevap siiresi 20 s, raf omrii 5 ay ve tekrar
kullanilabilirlik ve tekrar iretilebilirlik caligmalarinda elde edilen kalibrasyon
egrilerinin bagil standart sapmalar1 sirasiyla % 3,27 ve % 4,53 olarak belirlendi.
Hazirlanan elektrodun cevabina biyolojik ortamlarda bulunan ve girisim yapabilecek
tirlerin etkisi incelendi. Serumda glukoz tayini hazirlanan ¢inko oksit nanopartikiil
modifiye karbon pasta enzim elektrotla yapildi ve sonuglarin spektroskopik yontemle
elde edilen sonuglarla uyumlu oldugu goriildii.
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In this study, zinc oxide modified amperometric enzyme electrodes for determination of
glucose were developed. For this purpose, glucose oxidase enzyme was immobilized to
carbon paste matrix by cross linking. Glucose determination was performed due to the
oxidation of enzymatically produced H,O, at +0,4 V vs. Ag/AgCl constant potential.
Optimum electrode composition, working parameters, performance factors and usibility
for determination of real samples of proposed enzyme electrodes were investigated. For
ZnO nanoparticle modified glucose enzyme electrode optimum enzyme and
nanoparticle amounts, buffer type, concentration and pH and optimum working
temperature were found as 10 U, 10 mg, phosphate buffer, 0.1 M, pH 7,0 and 25°C
respectively. The working range of electrode was 1,96x10* mM-14,49 mM, limit of
detection was 1,96x10* mM, response time 20 s, storage stability was 5 months and
relative standart deviation of calibration graphs of reusability and reproducibility %
3,27 and % 4,53 respectively. Influence of the interferences were investigated for
developed electrode. Determination of glucose in serum samples was performed by
using zinc oxide modified carbon paste electrodes and good correlation was obtained
enzyme electrode results and those obtained by spectroscopic method.

June 2011, 77 pages
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1. GIRIS

Biyosensorler belirli sinyal sistemleri ile biyokimyasal degisimleri algilayarak, biyolojik
bir olaydaki analitin kantitatif miktar tayinine olanak saglayan analitik cihazlardir.
Biyosensorler genel olarak, enzim, mikroorganizma, antikor veya hiicre gibi
biyobilesenlerden ve olusan biyokimyasal degisimi ol¢iilebilir sinyale doniistiiren optik,
elektrokimyasal, piezoelektrik veya kalorimetrik esasli ceviricilerden (transducer)
olusmaktadirlar (Chaubey ve Malhotra 2002). Biyosensor teknolojisi tip, eczacilik,
ziraat, gida sektorii, ¢evresel kirlilik analizi gibi degisik alanlarda kullanilmaktadir.
Biyobilesen olarak enzimlerin kullanildigi enzim sensorleri ise en ¢ok kullanilan

biyosensor tipidir. (Telefoncu 1999).

Enzim sensorlerinin diisiik maliyetle kolay hazirlanabildikleri ve yliksek segicilige sahip
olduklar1 i¢in biyosensor teknolojisininde ©nemli yerleri vardir (Wang 2001).
Amperometrik biyosensorler, belirli bir potansiyelde, elektroaktif tiirlerin kimyasal
reaksiyonu sonucu olusan akimi 6l¢gmektedir. Elektroaktif tiirlerin iiretim veya tiiketim
hiz1, akimla dogrusal olarak degistigi icin miktar tayini yapilmaktadir. Ik amperometrik
biyosensor glukoz tayininde kullanilan Clark oksijen elektrodudur (Mello ve Kubato

2002).

Tip dilinde diyabetes mellitus olarak bilinen seker hastalifi, pankreastan yeterli insiilin
salgilanamamas1 ya da insiilinin yeterli derecede kullanilamamasindan kaynaklanan

kronik bir hastaliktir (WHO 1999).

Diyabet, kan glukoz diizeyinin normal degerlerden (4,4 - 6,6 mM) yiiksek olmasi
sonucu ortaya ¢ikar. Bu bozukluk; diinyada yaygin olarak goriildiigii, halk sagligini
yakindan ilgilendirdigi ve ileri donemde organlarda kalict hasara hatta 6liime yol

acabildigi i¢in kan glukozunun siirekli takibini gerektirir (Wang 2008).

Glukoz gibi pek cok biyolojik tiir, genellikle pahali, zaman alici ve 6n numune
hazirlama islemleri iceren spektrofotometrik ve kromatografik yontemlerle tayin

edilebilmektedir (Freire vd. 2003). Biyosensorler ise, diisiik maliyet, yiiksek duyarlilik,



kiictiltiilebilme gibi 6zelliklerinden dolayi, bu yontemlerle yapilan tayinler i¢in dnemli

bir alternatiftir (Castillo 2003, Wang 2008, Sadik vd. 2009).

Son yillarda yiiksek secicilik ve kararlilik 6zelliklerinden dolayr glukoz oksidaz
kullanilarak pek ¢ok amperometrik glukoz biyosensorii gelistirilmistir (Newman vd.
1992, Garjonyte ve Malinauskas 2000, Liu ve Lin 2005, Zhao vd. 2007, Kong vd. 2009,
Liu vd. 2009, Singh vd. 2009, Nenkova vd. 2010).

Bu tez ¢alismasinda, ¢inko oksit (ZnO) nanopartikiil modifiye enzim elektrot kullanarak
glukoz tayini yapilmasi amaglandi. Bunun i¢in glukoz oksidaz enziminin karbon pasta

matrikse immobilize edilmesi diisiiniildii.

Glukoz oksidaz enzimi, molekiiler oksijen varliginda, f-D-Glukozun asagidaki

reaksiyona gore yikimini katalizleyen bir flavoenzimdir.

p-D-Glukoz + GOD(FAD)—— S-D-Glukonolakton + GOD(FADH,)

GOD(FADH,)+0, —> GOD(FAD) + H,0,

Glukoz oksidaz enzimi FAD (Flavin adenin diniikleotit) koenzimine gereksinim duyar.
FAD elektron akseptorii olarak davranarak glukozu yiikseltger. Daha sonra molekiiler
oksijeni indirgeyerek hidrojen perokside doniistiiriir, kendisi de tekrar okside formuna

doner.

Amperometrik glukoz tayini genellikle, enzimatik reaksiyon sonucu olusan hidrojen
peroksitin sabit potansiyelde yiikseltgenmesi sonucu olusan anodik akimin 6l¢iilmesine
dayanarak yapilmaktadir. Glukoz miktari, olusan hidrojen peroksitle orantili oldugu i¢in
Olciilen anodik akimdan glukoz derigimi bulunur (Wang vd. 1994, Newman vd. 1995,
Karaykin vd. 1995, Chi ve Dong 1995, Xian vd. 2006, Wang vd. 2009, Pang vd. 2009).
Bu calismada da belli potansiyelde hidrojen peroksitin yiikseltgenme akiminin

izlenmesi yoluyla glukoz tayini yapildu.



H,0,——>0,+2H" + 2¢

Hidrojen peroksitin yukaridaki reaksiyona gore elektrot yiizeyinde yiikseltgenmesi
yiiksek potansiyelde gergeklestiginden gergek numunelerde bulunabilecek bazi tiirler de
yiikseltgenerek cevaba etki edebilir. Caligma potansiyelini diisiirmek bu girisim etkisini
azaltmak icin bir alternatifdir. Bu amagla da calisilan potansiyelde elektron transferini
kolaylastiran cesitli materyallerle elektrot modifiye edilebilir. Bunlar arasinda ¢esitli
metal oksit nanopartikiillerinin kullanimi ile ilgili ¢alismalar bulunmaktadir. Cinko oksit
nanoyapilar da cesitli tiirlerin tayini i¢in biyosensdr hazirlanmasinda yiiksek elektron
transfer hizi, biyouyumluluk, kararlilik ve diisiik toksisite gibi 6zelliklerinden dolay1 ilgi

cekici bir materyal haline gelmistir.

Bu tez calismasinda, ¢inko oksit nanopartikiil modifiye enzim elektrodun en 1yi ¢alisma
kosullarini belirlemek amaciyla tampon cinsi, tampon derigimi ve pH’s1, enzim miktart,
nanopartikiil miktar1 ve sicakligin enzim elektrotlarin cevabina etkisi aragtirildi. Enzim
elektrotlarin raf omri, tekrar kullanilabilirligi, iretilebilirligi, duyarlhiligi, dogrusal
caligma aralig1 ve gozlenebilme sinir1 gibi parametreler incelendi. Elde edilen glukoz
oksidaz enzim elektrotlarinin cevabina kan serumunda bulunabilecek ve bozucu etki
yapabilecek bazi elektroaktif tiirlerin etkisi arastirildi. Ayrica hazirlanan enzim elektrot
ile kan serumunda glukoz tayininin yapilip yapilamayacagi arastirildi ve sonuglar

standart yontemle elde edilenler ile karsilastirildi.

Zn0O nanopartikiil ile modifiye edilmis karbon pasta enzim elektrodu ile glukoz tayini

ilk kez calismamizda yapilmaistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Glukoz Tayininin Onemi

Viicutta kan sekerinin diizenlenmesi birgok biyomolekiiliin ve hormonun etkilesimi
sonucunda saglanir. Karbohidrat metabolizmasimnin diizenlenmesinde rol oynayan
hormonlardan en 6nemlisi pankreasin beta hiicrelerinden salgilanan insiilin hormonudur
(Rother 2007). Diyabetes mellitus, insiilin salgilanmasindaki yetersizlik ya da insiilinin
etkisindeki bir bozukluk sonucu olusan yiiksek kan sekerinin yol ag¢tii karbohidrat,
protein ve yag metabolizmasi bozukluklarinin en 6nemlisidir. Diinya ¢apinda goriilme
siklig1 giderek artan bu bozukluk, ileri donemde bobrek ve géz gibi organlarda kalici
hasarlara neden olabilmektedir (WHO 1999). Bu metabolik bozukluk insiilin eksikligi
ya da yetersizligi sonucu gelisen hiperglisemiyle karakterizedir. Diyabet, kan glukoz
diizeyinin normal degerlerden (4,4 - 6,6 mM) yliksek olmas1 sonucu ortaya ¢ikmaktadir
(Wang 2008). Diyabetin tam1 ve tedavisi kan glukoz seviyelerinin siki bir sekilde
takibini gerektirir. Tiim diyabetliler kan glukoz diizeylerini her giin 6l¢mektedir, bu
durum da glukozu en fazla analizi yapilan analit haline getirmektedir (Reach ve Wilson

1992, Wang 2001).

Diyabetes mellitus; insiilin iiretiminin azalmasi (Tip 1 diyabet) ya da insiilinin etkisine
kars1 direng gelismesiyle (Tip 2 diyabet) olugmaktadir. Her iki tip diyabet de kan
sekerinin ylikselmesine (hiperglisemi) neden olmakta ve sonugta diyabetin akut belirtisi
olarak agirt idrar iiretimi (poliiiri) ortaya ¢ikmaktadir. Susama ve sivi tiikketimin artmasi
ise asirt idrar iiretimini dengeleme ¢abasinin bir sonucudur. Gérmenin bozulmasi,
aciklanamayan kilo kayiplari, yorgunluk ve enerji metabolizmasindaki degisiklikler ise
diyabetin diger belirtilerindendir. Tiim diyabet vakalarinin yaklasik %1-5’ini yalnizca
tek bir gendeki tek bir mutasyon sonucu olusmus monogen (tek bir genden

kaynaklanan) hastalar olusturur (Tait vd. 2004 ).

Kan glukoz diizeyi, diyabet tanisinda kullanilan 6nemli bir parametre oldugundan tayini
icin biyosensorlerin de yer aldig1 pek cok yontem gelistirilmistir (Cui 2001, Yu vd.

2003). Giiniimiizde bir¢ok diyabet hastas1 kan glukoz seviyelerini kendileri test etmek



icin tek kullanimlik tipte perde baskili glukoz sensor seritlerini kullanmaktadir (Cui

2001).

2.2 Glukoz Oksidaz Enzimi ve Ozellikleri

Glukoz oksidaz kararli, kolay immobilize edilebilen ve ucuz bir enzim olmas1 sebebiyle
biyosensorlerde oldukca sik kullanilir. Glukoz oksidaz; molekiiler oksijen varliginda
glukozun glikonolaktona yiikseltgenmesini katalizlemektedir. Glukoz glikonalaktona

yiikseltgenirken enzimin redoks merkezinde FAD, FADH, ye indirgenir.

Glukoz + GOD(FAD) + Oksijen — Glukonolakton + GOD(FADH,) + Hidrojen
peroksit

Glukoz oksidaz (GOD) Aspergillus niger, Penicillium pinophilum gibi mantar tiirleri ve
bal arisi, larva, ¢ekirge gibi bocek tiirlerinden izole edilebilen bir flavoenzimdir (Candy

1979, Hatzinikolaou vd. 1996, Rondo vd. 1997, Ohashi vd. 1999, Zong ve Wang 2004).

GOD enzimi, 150 — 186 kDa molekiil agirliginda dimer yapida rijit bir enzimdir ve
izoelektrik noktas1 4,22°dir. Her bir alt {inite prostetik grup olarak bir mol flavin adenin
diniikleotit ve kofaktor olarak da bir mol demir icerir. GOD yaklasik %16 nétral seker
ve %2 amino seker iceren bir glikoproteindir. Enzim 3 sistein rezidiisii ve N-baglanma
glikolizasyonu i¢in 8 olas1 bolge icermektedir. GOD genis pH (4 - 7,2) ve sicaklik (20
~50 °C) galigma aralig1 sunmaktadir. Herhangi bir aktivatore gerek duymamakta, fakat

Ag’, Hg”", Cu®* gibi agir metallerle inhibe olmaktadir (Wilson ve Turner 1992, Sigma).

2.3 Biyosensorler

Biyosensdrler, genel olarak analizlenecek madde ile se¢imli bir sekilde etkilesime giren
biyoaktif bir bilesenin, bu etkilesim sonucu ortaya ¢ikan sinyali ileten bir iletici sistemle
birlestirilmesi ve bunlarm bir dl¢lim sistemiyle kombinasyonuyla olusturulan analitik
cihazlardir (Arya vd. 2006). Biyosensorler, tip, tarim, eczacilik, ¢evre kirliligi, savunma
ve bir¢ok endiistriyel alanda pratik ve ekonomik analizler yapilmasini saglar (Freire

2003).



Biyosensor sistemi ii¢ temel bilesenden olugsmaktadir. Bunlar;

1) Segici tanima mekanizmasina sahip “biyomolekiil’’ ya da “’biyobilesen”,

2) Biyomolekiiliin incelenen madde ile etkilesimi sonucu olusan fizikokimyasal

sinyalleri elektronik sinyallere doniistiiriilebilen “gevirici”,

3) Elektronik boliimlerdir.

Sekil 2.1°de bir biyosensoriin genel akis semasi gosterilmistir. Bu bilesenlerden en
Oonemlisi, tayin edilecek analite kars1 son derece secimli bir sekilde etkilesime giren

biyobilesendir (Chaubey ve Malhotra 2002).

Biyoreseptor : 5

Molekiilleri (enzim, Sinval
Analit |:> reseptor, doku, Ara Cevirici |:> inya
- Yiz Cevabi

niikleik asit...) | |
I

Sekil 2.1 Biyosensoriin akis semasi

Biyobilesenler, genel olarak, biyoafinite ve biyokatalitik biyobilesenler olmak tizere iki
alt gruba ayrilirlar. Biyoafinite biyobilesenleri olarak antikorlar, hormon reseptorleri,
DNA, lektin gibi molekiiller kullanilir ve antijenlerin, hormonlarin, DNA
pargaciklarinin  ve  glikoproteinlerin  molekiiler tanimlanmasinda  kullanilirlar.
Biyokatalitik biyobilesenler ise, analit iizerinde biyokimyasal degisime neden olmakta
ve bu doniisiim sonucu ortamda azalan ya da artan madde miktar takip edilerek sonuca
gidilmektedir. Bu amagla enzim sistemleri, hiicreler, mikroorganizmalar ve bitkisel ya
da hayvansal doku parcalar1 kullanilir. Biyosensdrlerle tayin edilebilecek analit ¢esitleri,

kullanilan biyobilesenler ve geviriciler ¢izelge 2.1°de 6zetlenmistir.



Cizelge 2.1 Biyosensorlerle tayin edilebilen analitler, kullanilan biyobilesenler ve

ceviriciler

Analit Biyobilesen Cevirici Tiirii

Enzim Hiicre Elektrokimyasal
(Kondiiktometrik,
Potansiyometrik,
Amperometrik)

Antikor Reseptor Piezoelektrik

Antijen Antikor Optik

Mikrobiyal Hiicre Antijen Kalorimetrik

Gaz Membran

Iyon Enzim

Metabolit Organel

Mikroorganizma Organizma

Protein Doku

Oligoniikleotid Oligontikleotit

Biyosensorler kullanilan ¢eviriciye gore de elektrokimyasal (amperometrik,
potansiyometrik ve kondiiktometrik), optik, kalorimetrik ve piezoelektrik temelli

ceviriciler olmak tizere siniflandirilabilirler (Sharma vd. 2003).

Kalorimetrik biyosensorler, bir enzimatik reaksiyondaki entalpi degisiminin izlenmesi
tizerine temelendirilir. Enzimatik reaksiyon sonucu meydana gelen sicaklik degisimi ile

substrat derigimi arasindaki dogrusal iliskiden sonuca ulasilir.

Optik biyosensérler, iletici sistem olarak kullanilan optik lifler {izerine uygun bir
yontemle biyomolekiiliin immobilize edilmesi ile hazirlanan O6lglim aygitlaridir.
Etkilesim sonucu meydana gelen kimyasal ya da fizikokimyasal bir degisimin
Olclimiinii esas alirlar. Sinyal, 151k yansimasi, sacilimi ya da yayimi sonucu meydana

gelir.



Piezoelektrik esasli biyosensorler, antijen, antikor gibi kiiciik molekiil agirliklt
maddelerin kristal ylizeyine immobilizasyonuyla elde edilir ve kristal yiizeyinde biriken
kiitlenin Ol¢limiinii esas alan gravimetrik cihazlardir. Sensor secimliligi, kristal
yiizeyindeki madde ile spesifik bir etkilesime sahip analitin birikimiyle iliskilidir.
Sensor yiizeyinde bir madde adsorblandig1 veya biriktigi zaman piezoelektrik kristalin
rezonans frekansindaki farklanmanin o6l¢iilmesiyle sonuca ulasilir (Chaubey ve

Malhotra 2002).

Elektrokimyasal biyosensorler, en sik kullanilan biyosensor tiirtidiir. Bu biyosensorler,
biyokimyasal reaksiyon sirasinda elektrokimyasal tiirlerin olusturdugu elektrokimyasal
sinyalin Ol¢limii lizerine temellenir. Elektrokimyasal biyosensorler potansiyometrik,
kondiiktometrik ve amperometrik olarak siniflandirilabilir. Potansiyometri genel
anlamda bir calisma ve referans elektrot arasindaki potansiyel farkinin 6l¢limiinii esas
alir. FElektrot potansiyelinin belirlenmesi ile dogrudan analit derisimi bulunur.
Potansiyometrik biyosensorlerde kullanilan temel sensorler pH ya da tek degerlikli
iyonlara duyarli cam elektrotlar, anyon ya da katyonlara duyarl iyon se¢imli elektrotlar
ve karbondioksit ya da amonyaga yonelik gaz duyarli elektrotlardir. Kondiiktometrik
biyosensorler, bir biyokimyasal reaksiyon sonucunda bir ¢ift metal elektrot arasindaki
iletkenlik degisiminin 6l¢limiine dayanmaktadir. Amperometrik biyosensorler ise belli
calisma potansiyelinde elektroaktif tiirlerin kimyasal reaksiyonu sonucu iiretilen ve
coOzeltideki analit derisimi ile orantili olan akimi Olger (Suleiman ve Guilbault 1991,

Telefoncu 1999, Thevenet vd. 1999, Chaubey ve Malhotra 2002).

2.4 Amperometrik Enzim Elektrotlar

Amperometri temel olarak belli bir potansiyeldeki akim siddetinin 6l¢iimiinii esas alir.
S6z konusu akim yogunlugu calisma elektrodunda yiikseltgenen ya da indirgenen
elektroaktif tiirlerin derisiminin bir fonksiyonu olarak tanimlanir. ikinci elektrot referans
elektrot olarak is goriir. Iletici sistem olarak bir amperometrik sensoriin kullanilmasi
durumunda potansiyometrik sensorlerden en biiylik fark, iirlinlerden sinyal olusturan

tiirlin  elektrot yiizeyinde tliketilmesidir (Dzyadevych vd. 2008). Bu nedenle



amperometrik biyosensorler, potansiyometrik biyosensorlere gore hizli, dogru ve

duyarli analizler sunmaktadir (Mello ve Kubota 2002).

Amperometrik biyosensorler, sabit bir potansiyelde elektoaktif bir tiiriin biyokimyasal
reaksiyonla iiretimi ya da tiiketiminin 6l¢iimii iizerine temellenmektedir. Elektrot yiizeyi
ile biyokatalitik olarak olusan tiir arasinda elektron aktarimini kolaylastirmak segici bir
biyosensor gelistirilmesi i¢in olduk¢a onemlidir. Daha diisiik potansiyellerde elektron
alis verisi saglanir ve bdylece bozucu tiirlerin etkisi kismen bertaraf edilebilir (Scott,
1998). Bu amagla ferrosen, kinonlar, organik boyalar gibi medyatorler (Chaubey ve

Malhotra 2002) ve nano yapili metal oksitler (Zhao vd. 2007) kullanilabilir.

Amperometrik enzim elektrotlar gelisim siireclerine gore genel olarak iige ayrilabilir:

Birinci nesil enzim elektrotlar; medyator kullanilmadan hazirlanan, biyolojik tanima
elementi olarak enzimlerin kullanildig: sistemlerdir. Bu sistemler, genellikle molekiiler
oksijenin indirgenmesinin ya da enzimatik reaksiyon sonunda olusan hidrojen peroksitin
yiikseltgenmesi iizerine temellenirler. 1962 yilinda Clark ve Lyons tarafindan
gelistirilen ve ilk enzim elektrot olarak kabul edilen elektrot birinci nesil enzim

elektrotlara 6rnek olarak verilebilir (Sharma vd. 2003, Castillo vd. 2004).

Clark tipi enzim elektrotta glukoz tayini, -0,6 V potansiyelde, Ag/AgCl referans
elektroduna kars1 platin katotta oksijen tiikketiminin dl¢iilmesi ile yapilabilir (Clark ve

Lyons 1962, Chaubey ve Malhotra 2002):

0,+2H,0 + 4’ —— 40H

Amperometrik olarak glukoz tayini, hidrojen peroksitin +0,6 V’da kat1 elektrotta

yiikseltgenmesi ile de Olgtilebilir (Prodromidis ve Karayannis, 2002):

H,0, —— O,+2H"+2¢’



Birinci nesil amperometrik enzim elektrotlar biyolojik tiirlerde bulunabilecek askorbik
asit, lirik asit ve asetaminofenon gibi elektroaktif maddelerin girisim yapabilmesi gibi

dezavantajlara sahiptir (Wang 2008).

Tkinci nesil enzim elektrotlarda; elektron aktarimini hizlandiran aracilar yani
medyatorler kullanilir. Boylece daha diisiik ¢alisma potansiyellerinde calisilabilir ve
girisim yapan tiirlerin etkisi azaltilabilir. Ideal bir medyatériin enzimin indirgen haliyle
hizli reaksiyon vermesi, kararli olmasi, indirgen halinin oksijenle reaksiyon vermemesi,
elektron aktarimi sirasinda yan reaksiyonlara girmemesi, diisiik redoks potansiyeline
sahip olmasi ve toksik olmamasi gerekir. Bu amacla ferrisiyaniir, kinonlar ve tiirevleri,
ferrosen ve tlirevleri gibi bilesikler, alizarin sarisi, toluidin mavisi, metilen mavisi,
prusya mavisi gibi organik boyalar medyator olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir

(Cass 1984, Frew ve Hill 1987, Kellner 1998, Chaubey ve Malhotra 2002).

Glukanolakton GOD(yiik.) Medyatér(yiik.)

0PI

Glukoz GOD(ind.) Medyator(ind.) e;

Sekil 2.2 ikinci nesil amperometrik enzim elektrotlarn ¢aligma prensibi (GOD

(yiik.), GOD (ind.) yiikseltgenmis ve indirgenmis enzimler,
Medyator (yiik.), Medyator (ind.) ylikseltgenmis ve indirgenmis
medyatorler)

Ikinci nesil enzim elektrotlarda elektron aktarimi asagidaki sekilde gergeklesir:

Glukoz + GOD(yiik.) — Glukonolakton + GOD (ind.)
GOD(ind.) + 2M(yiik.) — GOD(yiik.) + 2M(ind.) + 2H"

2M(ind.) — 2M(yiik.) + 2¢
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Uciincii nesil enzim elektrotlarda; elektrot ve enzim arasinda dogrudan bir elektron
transferi  gerceklesmektedir. N-metilfenoltiyazin ve tetrasiyanokinodimetan ile
hazirlanan (NMP" TCNQ"), fenotiyazin ve fenoksazin gibi organik yapidaki iletken
tuzlar elektrot materyali olarak kullanilmaktadir (Chaubey ve Malhotra 2002).

Elektrokimyasal glukoz biyosensorlerinin son kirk yildaki gelisimine bakildiginda
(Cizelge 2.2); 1962 yilinda Clark ve Lyons tarafindan gelistirilen ve ilk enzim elektrot
olarak kabul edilen elektrottan sonra 1975 yilinda Clarks’in teknolojisi 25 pL tam
kandan glukoz tayini i¢in Yellow Spring Instrument Company tarafindan glukoz 6lgiim
cihazi olarak patent almistir. 1967 yilinda Updike ve Hicks tarafindan bu prensip ile
gelistirilen biri enzim ile kapli iki oksijen ¢alisma elektrodu kullanarak, 6rneklerdeki
oksijen miktar1 degisiminin neden oldugu akim farklarin1 6lgmeye dayanan bir yontem
gelistirilmistir. Guilbault ve Lubrano ise 1973’te kan glukoz miktarini 6lgmek amaci ile
hidrojen peroksitin yiikseltgenmesine dayanan amperometrik bir enzim elektrot
hazirlamiglardir. 1980’ler boyunca biyosensorler biyoteknolojide dnemli ve ilgi duyulan
bir alan haline gelmis, medyator temelli ikinci nesil glukoz biyosensorleri gelistirilmeye
baslanmistir (Cass vd. 1984, Frew ve Hill 1987, Wang 2008). 1990’larda ise GOD’1n
redoks merkezi ile elektrot yiizeyi arasinda elektriksel iletisimin gelistirilmesi s6z

konusu olmustur (Bindra vd. 1991, Willner vd. 1996).

Cizelge 2.2 Elektrokimyasal glukoz biyosensorlerinin tarihsel gelisimi

Tarih Referans Gelistirilen sistem

1962  Clark ve Lyons Ik glukoz enzim elektrodu

1973  Guilbault ve Lubrano H,0; tayinine dayali glukoz enzim elektrodu
1975  YSlInc. [lk ticari glukoz sensérii

1982  Schchiri vd. In-vivo glukoz tayini

1984  Cass vd. Ferrosen medyatorlerinin kullanimi

1987  Degani ve Heller Enzimlerin elektriksel kablo sistemi

1999  Minimed Inc. Ticari in-vivo glukoz sensorii

2000  Cygness Inc. Giyilebilen non-invaziv glukoz 6l¢iim cihazi
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2.5 Karbon Pasta Elektrotlar

Karbon temelli elektrotlar, kimyasal olarak inert ve diger elektrotlarla karsilagtirildiklar
zaman olduk¢a ekonomik olduklart i¢in ¢ok fazla elektrokimyasal uygulama alam
bulmaktadir. Ayrica bu elektrotlarin kisa cevap siireleri vardir ve bu materyalin
modifiye edilmesi de c¢ok kolaydir. Bu elektrotlar arasinda karbon pasta elektrotlar
(CPE), camsi karbon pasta elektrotlar (GCPE), kompozit karbon pastalar oldukc¢a fazla
caligilmaktadir. Karbon pasta elektrotlarin elektrokimyasal reaktivitesi, mekanik

saglamlilig1 ve olduke¢a diisiik zemin akimi vardir ve kolayca modifiye edilebilirler.

Karbon pasta elektrotlar grafit tozu ile parafin veya mineral yag: gibi elektrolitik 6zellik
gostermeyen bir yagin homojen bir sekilde karistirilmasiyla olusturulur. Grafit tozu
karbon pastanin elektroaktif tiirtidiir, yiiksek saflikta ve mikrometrik tanecikli yapidadir.
Karbon pastanin elektroaktif olmayan bileseni ise baglayici olarak kullanilan yaglardir.
Bu yaglar kimyasal olarak inert, kalici, yalitkan ve su ortamina karismaz o6zelliktedir.
Grafit tozu ve yagm ikili karisimi modifiye edilmemis karbon pastalar olarak
adlandirilir. Modifiye karbon pastalarda ise modifiye edici bir madde pastaya ilave
edilir. Modifiye edicinin karbon pastadaki miktar1 genellikle %10-30 arasinda
degismektedir. Bu oran modifiye edicinin 6zelligine baglidir. Modifiye edici olarak
dimetilglioksim, B-naftol gibi analitik reaktifler, iyon degistiriciler, kil mineralleri, silika
ve alg, bakteri gibi organizmalar kullanilabilir (Svancara vd. 2001). Son yillarda
yapilan ¢alismalarda modifiye edici olarak nano yapili metal oksitler de karbon pasta ile

hazirlanan enzim elektrotlarda karsimiza ¢ikmaktadir (Comba vd. 2010).

2.6 Nanopartikiil Temelli Amperometrik Enzim Elektrotlar

Son yillarda nanoyapilar elektronik kataliz, biyomodelleme, biyoetiketleme ve
optoelektronik gibi alanlarda kullanilan ilgi ¢ekici malzemelerdir. Nanopartikiiller,
biyosensor uygulamalarinda ve yeni elektrokimyasal tayin sistemlerinin
gelistirilmesinde bir¢ok yenilik sunmaktadir (Pumera vd. 2007). Nanopartikiiller, 1 ile

100 nm arasinda boyutlarda bulunan materyallerdir. Nano boyutlu materyallerin farkli
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boy, sekil ve kompozisyonlarda iiretilebilmeleri, yeni duyarli sistemler olusturularak

analit tayin performansinin gelistirilmesini saglar (Poole ve Owens 2003, Wang 2005).

Nanoteknolojinin ~ gelismesi  ile  birlikte  nanomateryallerin  elektrokimyasal
biyosensorlerde kullanimi kesin, basit ve hizli tayinler yapilmasi i¢in yeni ufuklar
acmistir. Nanopartikiillerin hizli kiitle transferi, etkin bir sekilde biiyiik ylizey alani,
yiikksek yiizey enerjisi, protein-metal partikiilleri yaklagtirma 6zelligi bulunmaktadir.
Ayrica elektroanalitik iglemler i¢in hassas, kolay modifiye edilebilir, kararli bir elektrot
yiizeyi olustururlar. Boylece enzimler biyolojik aktivitelerini kaybetmeden uzun siire
kullanilabilir. Bu sebepten biyosensorlerde kullanilan nano yapili metal ve yar iletken
metal oksitler ile yapilan ¢aligmalar hizla artmaktadir (Bonnemann ve Richards 2001,

Niemeyer 2001, Pingarron vd. 2008).

Wang ve arkadaslar1 2002 yilinda ilk kez elektrokimyasal biyosensorlerde nanoyapili
bir materyali (karbon nanotiip) NADH in diisiik potansiyelde tayininde kullanmus,
Limoges ve arkadaslar1 ise 2000 yilinda elektrokimyasal immunosensorde ilk kez altin
nanopartikiillerini isaretleyici olarak uygulamislardir (Pumera vd. 2007). Bunu takiben
nano yapilar amperometrik ve voltametrik elektrokimyasal biyosensorlerde

kullanilmaya baslanmistir (Wang 2005, Baker ve Quin 2006, Patolsky vd. 2006).

Metal nanopartikiiller fiziksel ve kimyasal yontemler ile hazirlanabilmektedir. Fiziksel
yontemler genellikle buhar biriktirme gibi materyalin nanoboyuta bdliinmesini
gerektirmektedir. Kimyasal yoOntemler ise metal iyonlarinin metal atomlarina
indirgenerek, atomlarin kontrollii agregasyonu ve ayrilmasi yolu ile partikiile
doniistimiinii icermektedir. Kimyasal yontem ile hazirlamanin daha kiigiik ve tek tip

partikiil elde etmeye daha uygun oldugu belirtilmistir (Kerman vd. 2008).

Metal oksit nanopartikiilleri; elektronik (EI-Sayed 2001), optik (Murpy vd. 2002),
manyetik, termal ve katalitik 6zellikleri ile fizik, kimya, biyoloji, tip ve disiplinler arasi
alanlarda 6nemli uygulamalara sahiptir (Guo ve Dong 2009). Bu materyaller genis

yiizey alanina sahip olmalari, istenilen boyutta iiretilebilmeleri, birgogunun biyouyumlu
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olmasi ve enzimi biyoaktif tutabilmeleri gibi tistiin 6zelliklerinden dolayr amperometrik
enzim elektrotlarda siklikla kullanilmaktadir. (Kong vd. 2009, Liu vd. 2009, Umar vd.
2009, Yang vd. 2010, Zhai vd. 2010).

Giliniimilize kadar yapilan ¢alismalarda cesitli ¢inko oksit nano yapilari; nano kiime
(Zhang vd. 2005, S. Zhao vd. 2006), nano ¢ubuk (Cheng ve Samulski 2004), nano tel
(Rout vd. 2007), nano bant (Height vd. 2006), nano halka (Wang vd. 2004), nano
yaprak (Park vd. 2004) ve hekzagonal piramit (Joo vd. 2005) seklinde karsimiza
¢ikmaktadir.

Cinko oksit biyouyumlu ve kararli olup, diisiik toksisite, yiiksek izoelektrik noktasi ve
yiiksek elektron transfer hizina sahip bir yari iletkendir. Cinko oksitin izoelektrik
noktas1 yiiksek (9,5) oldugu i¢in diisiik izoelektrik noktali DNA’nin ve proteinlerin
(GOD ig¢in pl 4,2 — 4,5) elektrostatik etkilesim yoluyla adsorpsiyonu i¢in uygun bir
ortam sunmaktadir. Enzimin aktif bolgesi ile elektrot arasindaki elektron transferini
hizlandirdig1 i¢in amperometrik enzim elektrotlarda tercih edilen bir biyosensor bileseni
haline gelmistir (Krishnamoorthy vd. 2006, Dorfman vd. 2006, Wang vd. 2006, Wei vd.
2006, Corso vd. 2007, Zhu vd. 2007, Liu vd. 2009, Kong vd. 2009, Zhai vd. 2010).

2.7 Hazirlanan Biyosensoriin Performans Faktorleri

Hazirlanan biyosensoriin hedeflenen amaglar dogrultusunda kullanilabilir olmasi igin

performans faktorleri belirlenmistir.

2.7.1 Duyarhhk

Duyarlilik, tayin edilecek tiiriin derisimindeki degisime bagli olarak biyosensor
yanitinin degisimi ile belirlenir. Biyosensor duyarliligi, elde edilen kalibrasyon egrisinin
egiminden hesaplanir. Ideal bir biyosensoriin duyarliligi yiiksek olmali ve raf émrii

boyunca kararlilik géstermelidir (Buerk 1993, Telefoncu 1999, Thevenot vd. 2001).
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2.7.2 Secicilik

Ideal bir biyosensdr, yalmzca hedef analitin derisimindeki degisikliklere cevap vermeli
ve girisim yapabilecek tiirlerden etkilenmemelidir (Buerk 1993, Telefoncu 1999,
Thevenot vd. 2001).

2.7.3 Kararhhk

Kararlilik, hazirlanan biyosensoriin Omriiniin uzun olmasi anlamindadir. Kararlilik
yiiksek olursa ayni biyosensorii kullanarak ¢ok sayida analizin yapilabilmesi miimkiin

olur ve boylece maliyet azaltilir (Buerk 1993, Telefoncu 1999, Thevenot vd. 2001).

2.7.4 Dogrusal calisma arahigi ve gozlenebilme sinir1

Ideal bir biyosensériin dogrusal ¢alisma araligi, hedef analit ile sensdr cevabi arasindaki
dogrusalligin gozlendigi kalibrasyon egrisi araligidir. Substrat derisimine karst akim
farklarinin grafige gecirilmesiyle kalibrasyon egrisi elde edilir ve bu egriden dogrusal

derisim aralig1 belirlenir.

Dogrusal grafigin en alt sinir1 “g6zlenebilme smir1” olarak tanimlanir. Ortam pH’si,
sicaklik, tampon cinsi ve derisimi dogrusal ¢alisma araligin1 ve gozlenebilme sinirini

etkileyen faktorlerdendir (Buerk 1993, Telefoncu 1999, Thevenot vd. 2001).

2.7.5 Cevap siiresi

Cevap siiresi kararli hal akimlarmin %90-95’ine ulagmasi i¢in gecen siire olarak
tamimlanabilir. ideal bir biyosensoriin cevap siiresinin olduk¢a kisa olmasi istenir.
Cevap siiresi hedef analit ve enzim arasindaki reaksiyon hizina yakindan baglidir

(Buerk 1993, Telefoncu 1999, Thevenot vd. 2001).
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2.7.6 Tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik

Tekrarlanabilirlik, hazirlanan bir biyosensor ile elde edilen duyarliliklarin birbiri ile
uyumlu olmasini ifade eder. Bir biyosensdriin tekrarlanabilir olmasi dogru ve giivenilir
bir analiz i¢in gereklidir. Bu nedenle tekrarlanabilirlik ¢alisilmas1 gereken en 6nemli

parametrelerden birisidir.

Tekrar tiretilebilirlik ise, ayn1 sekilde hazirlanan farkli biyosensorlerin birbiri arasindaki
uyumu agciklar. Biyosensor hazirlama prosediiriiniin giivenilirligini gostermek amaciyla
tekrar tretilebilirligi ¢alismak gerekir (Buerk 1993, Telefoncu 1999, Thevenot vd.
2001).

2.7.7 Raf omrii

Raf 6mrii optimum caligsma kosullar1 altinda biyosensoriin duyarliligini korudugu siire
olarak tamimlanabilir. Omiir, yapilan &l¢iim sayisina ya da olgiilen hedef analit
derisimine bagh olarak degisim gdosterebilir. Yiiksek derisimler ve yapilan 6lglimlerin
sikligt Omrii kisaltan etkenlerdendir. Biyosensorler, yapilarindaki biyolojik aktif
maddelerin fonksiyon kaybmin dnlenmesi i¢in buzdolabinda saklanmalidirlar (Buerk

1993, Telefoncu 1999, Thevenot vd. 2001).

2.8 Enzimler

Enzimler canli organizmalardaki kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran ve higbir yan iiriin
olusmasina firsat vermeden %100’liik bir iiriin verimi saglayan biyolojik katalizorlerdir.
Katalitik RNA molekiillerinin (ribozimler) kiigiik bir boliimii hari¢ olmak iizere, biitlin
enzimler protein yapisindadir. Enzimler biyokimyasal reaksiyonlar1 spesifik olarak
katalizler ve diger katalizorlerden ¢ok daha hizli bir sekilde reaksiyonlar1 yiiriitiirler.
Enzimler sayesinde biyokimyasal reaksiyonlar az miktarda enerji ile viicut sicakliginda

gerceklesir (Goziikara 1989).
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Enzimler aktivite gosterebilmek icin “kofaktdr” adi verilen bazi gruplara ihtiyag
duyarlar. Kofaktor bir metal iyonu olabilecegi gibi, “koenzim” denilen kompleks bir
organik bilesik de olabilir. Ornegin piriivat fosfokinaz enzimi kofaktor olarak K ve
Mg "a, karbonik anhidraz Zn*"’ya, glukoz oksidaz ise koenzim olarak FAD’a ihtiyag
duyar. Koenzimler fonksiyonel gruplarin veya spesifik atomlarin aktariminda énemli rol
oynamaktadir. Katalitik olarak aktif olan enzim kofaktér kompleksine haloenzim adi
verilir. Katalitik olarak inaktif olan kofaktorsiiz proteine ise apoenzim denir. Kofaktorli
enzimlerin bazi bilesik ve metal iyonlarina kars1 farkli derecede afiniteleri vardir. Fakat
baz1 enzim-kofaktdr baglanmalar1 kovalent yapida veya diyalizle uzaklastirilamayacak
kadar siki olabilmektedir. Boyle kofaktdrlere “prostetik grup” adi verilir. Ornegin
sitokrom c¢’deki “hem” grubu enzimin peptit zincirine kovalent bir bagla baghdir

(Goziikara 1989, Keha ve Kiifrevioglu, 2004).

Enzimler genellikle bir tek substrati iiriine doniistliriir. Enzim molekiillerinde aktif
merkez denilen 6zel bir bolge bulunur. Aktif merkez, substrata uyumlu ii¢ boyutlu bir
yiizey olusturan amino asit yan zincirleri igerir. Aktif merkez substrati baglayarak bir
enzim-substrat (ES) kompleksi meydana getirir. ES kompleksi, enzim-iiriin (EU)

kompleksine doniisiir ve sonucta enzim iiriinden ayrilir (Tiiziin 1992).

Enzimler katalitik ve spesifik 6zelliklerinden dolay1 biyosensor uygulamalarinda genis
bir kullanim alani bulmaktadir. Ilk enzim temelli sensor olarak kabul edilen, Clark ve
Lyons tarafindan gelistirilen sensor, oksijen duyarli elektroda, glukoz oksidaz enzimi
immobilize edilerek hazirlanmis ve glukoz tayini yapilmistir (Clark ve Lyons 1962).
Biyosensor uygulamalarinda oksidorediiktaz, hidrolaz ve liyazlar gibi farkli siniflardaki
enzimler uygun ¢eviricilerle bir araya getirilerek, saglik, veterinerlik, gida, cevre

kirliligi ve savunma alanlarinda kullanilmaktadir.

2.8.1 Enzim aktivitesi iizerine etki eden faktorler

Enzim aktivitesine, baska bir deyimle enzimatik reaksiyona etki eden faktorler; ortam

pH’s1, sicaklik, substrat derisimi olarak siralanabilir.
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2.8.1.1 Ortam pH’sinin etkisi

Her enzim i¢in aktivitesinin maksimum oldugu pH degeri vardir. Bu degere optimum
pH denir ve bu degerlerin {izerinde ve altinda enzim aktivitesi diiser. Bununla birlikte
biitlin enzimlerin pH-aktivite egrileri ayn1 degildir. Bunun nedeni pH-aktivite iliskisinde

etkili olan faktorlerdir. Bu faktorler;

1. Substrat1 baglamada gdrev alan ve enzimin aktif bolgesinde bulunan iyonlasabilen

gruplarin pK’s1

2. Enzime baglanma olayinda gorev alan substrat gruplarinin pK’s1

3. Enzim iizerindeki katalitik goreve sahip gruplarin pK’s1

4. Enzimin biyolojik olarak konformasyonunu belirleyen gruplarin pK’sidir (Keha ve

Kiifrevioglu 2004).

Asir1 u¢ pH degerlerinde enzim inaktive olabilmektedir. Bu nedenle pH’1 belli degerde
tutmak icin tampon ¢ozeltiler kullanilir. Kullanilan tamponun cinsi ve derisimi de ortam

pH’sin1 etkiler (Goziikara 1989).

2.8.1.2 Sicakhik

Sicaklik arttikca biitlin kimyasal reaksiyonlarin hizi artar. Enzim iceren reaksiyonlar da
bu kurala uyar. Belirli bir sicaklia kadar artan sicaklikla enzimatik reaksiyon hizi artar,
fakat 50 - 60°C iizerine ¢ikildiginda aktivitede diisiis gdzlenir. Bu durum vyiiksek
sicaklikla enzimin yapisinda meydana gelen denatiirasyondan kaynaklanir. Sonugta
yiiksek sicaklikta, enzimin Once tersiyer daha sonra da sekonder yapisi bozulacagindan

enzim aktivitesini kaybeder ve reaksiyon hizi diiser (Tiiziin 1992).
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2.8.1.3 Substrat derisimi

Bir enzimatik reaksiyonda reaksiyon hizi baslangicta substrat derisimine bagli olarak
artar ve belli bir substrat derisiminde maksimuma ulasir. Giderek artan substrat
derisimlerinde ise reaksiyon hizi artmaz, ¢linkli enzim substratina doygun hale gelmistir

(Tiiziin 1992).

2.8.2 immobilize enzimler

Enzimler suda ¢oziindiiklerinden ve endiistriyel uygulamalarin ¢ogu sulu ortamda
gergeklestiginden, serbest enzimin aktivitesini kaybetmeden ortamdan alinmasi
miimkiin degildir. Bu durum reaksiyon kontroliinii gii¢lestirir. Ayrica enzimler c¢ok
pahali maddeler oldugundan, bu durumda maliyet yiikselmektedir. Immobilize enzimler
reaksiyon ortamindan kolayca uzaklastirilabilir, bircok kez kullanilabilir ve cevre
kosullarina kars1 dayanikli olmalarindan dolay1 endiistriyel uygulamalarda olduk¢a ¢ok

kullanilmaktadir.

2.9 Biyosensorlerde Kullanilan immobilizasyon Teknikleri

Enzimler suda ¢6ziinen, spesifik biyokatalizorlerdir. Endiistriyel uygulamalarin biiyiik
bir ¢cogunlugu sulu ortamda gerceklestiginden kullanilan serbest enzimin aktivitesini
kaybetmeden ortamdan alinarak tekrar kullanilmasi miimkiin degildir. Serbest enzim
reaksiyon ortamindan istendigi anda ¢ikarilamayacagi icin reaksiyonun kontrolii de
miimkiin olmaz. Bdylece serbest enzimler siirekli iiretim sistemlerine uygulanamazlar.
Biyokatalizér olarak kullanilan enzimin reaksiyon ortamindan alinarak aktivitesini
kaybetmeden tekrar kullanimi s6z konusu degildir. Enzimler oldukca pahali katalizérler
oldugu i¢in her bir islemde yeniden enzim kullanimi maliyeti yiikseltmektedir. Ortaya
¢ikan bu sorunlari ¢oziimlemek ve enzimleri endiistride kullanabilmek i¢in son 50 yilda
enzimler immobilize formda kullanilmaktadir. Bu durumda enzimler tekrar tekrar

kullanilabildikleri i¢in maliyet diismektedir.
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Enzim elektrotlar hazirlanirken kullanilan immobilizasyon teknigi en Onemli
asamalardan birisidir. Enzimin konformasyonu ve kararliligin1 Olgiimler siiresince
korumasi, c¢oOzeltiye sizmamasi gerekir. Biyosensorlerde kullanilan  temel
immobilizasyon teknikleri asagida anlatilmaktadir (Telefoncu 1997, Mello ve Kubota

2002).

Fiziksel adsorpsiyon: Bilinen en eski ve en basit yontemdir. Genellikle elektrot, enzim
cozeltisine dogrudan daldirilir ve immobilizasyonun kendiliginden gerceklesmesi i¢in
belli bir siire beklenir. Bu yontemde baglanma, Van der Waals kuvvetleri ile saglanir.
Yontem son derece basittir ve bu nedenle fazlaca uygulama alani vardir. Fakat pH,
iyonik gii¢, sicaklik gibi degisen faktorlerle adsorblanan enzimin ¢dzeltiye sizmasi soz

konusu olabilir.

Tutuklama: Enzim molekiilinlin, membran veya matriks i¢inde hapsedilmesidir.
Tutuklama yonteminde enzim fiziksel veya kimyasal olarak bir tagiyiciya bagl degildir

(Wagner ve Guilbault 1994).

Kovalent baglama: Enzim molekiilii {izerindeki fonksiyonel gruplar {izerinden
baglanma gergeklestirilir. Kat1 ylizeyin aktif gruplar ile enzimde bulunan amino asit
kalintilar1 reaksiyona girer. Ancak aktivitenin kaybedilmemesi i¢in baglanmanin
enzimin aktif merkezindeki amino asitler lizerinden olmamast ve bu gruplarin sterik
olarak engellenmemesi gerekir. Kovalent baglama yontemi tutuklama ve adsorpsiyonda
olusabilecek kararsizlig1 ve ¢Ozeltiye enzim sizmasi gibi sorunlar1 ortadan kaldirirken

biyoaktif molekiilde kismi bir aktivite kaybina sebep olabilir (Mello ve Kubota 2002).

Enzim immobilizasyonunda en ¢ok kullanilan kovalent baglama ydntemlerinden olan
glutaraldehit (GA) ile ¢apraz baglama oldukca kolay bir islemdir. Capraz baglayici
reaktif olarak hekzametilendiizosiyanat, diflorodinitrobenzen, karbodiimit ve
disiiksinilsiberat yaygin olarak kullanilir. Glutaraldehit bifonksiyonel karbonil grubu

igerir ve primer aminlerle amit bag1 yapar (Mikkelsen ve Corton 2004).
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2.10 Kaynak Ozetleri

2.10.1 Nanopartikiillii glukoz biyosensorleri ile ilgili kaynak arastirmasi

Cesitli yontemler kullanilarak yapilan calismalarin bir bolimii asagida kisaca

Ozetlenmektedir.

Luo vd. (2010) tarafindan yapilan calismada glukoz oksidaz enzimi kitosan/NiFe,O4
nanopartikiilleri ile cams1 karbon elektrot {izerine immobilize edilmistir. Bu ¢alismada
ferrosen karboksilik asit, yapay bir redoks medyatorii olarak kullanilmistir. Optimum
calisma pH’st 7,0 (0,1 M fosfat tamponu), enzim elektrodun cevap siiresi yaklasik 4 s,
optimum c¢alisma potansiyeli +0,6 V, dogrusal calisma aralign 1,0 — 8,0 mM,
gdzlenebilme smirt 47 mg/dL, K, degeri 10,11 mM ve duyarhligi 45.6 pA /mM cm®
olarak bulunmustur. Biyosensoriin otuz giin sonunda baslangi¢ cevap akiminin % 90’1
korudugu gozlemlenmistir. Maltoz, aldoz ve D- fruktoz Onemli bir etkisinin
goriilmedigi, Fe’”, Ni**, Cu®", Co*", Mn”" ve Zn*" katyonlarinin bir akim artigina neden

olmadig, fakat askorbik ve iirik asitin 6nemli derecede girisim yaptig1 rapor edilmistir.

Wang vd. (2010) tarafindan yapilan calismada nikel hekzasiyanoferrat (NiHCF)
nanopartikiillerinin elektrokimyasal olarak biriktirilmesi ile enzimatik olmayan
amperometrik glukoz biyosensorii gelistirilmistir. Tayin bazik ortamda Ni(OH);’nin
NiO(OH)’a doéniismesi, olusan NiO(OH)un glukozu glikonolaktona indirgemesi ve
Ni(OH),’a tekrar yiikseltgenmesine dayanmaktadir. Nonenzimatik elektrodun dogrusal
¢alisma araligi 5 x 10° - 2,5 x 10 mM, gozlenebilme smir1 1,25 x 10° mM ve 0,2 mM
sabit glukoz derisiminde 10 Sl¢limiin bagil standart sapmast % 1,9 olarak bulunmustur.
Biyosensoriin 10 elektrot igin tekrar iiretilebilirliginin % 2,8 oldugu goriilmiistiir. Iki
hafta depolama sonucu, elektrot cevabinin % 93’1 korunmustur. Askorbik asitin glukoz

cevabina 6nemli bir girisim yapmadigi rapor edilmistir.
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Theres ve Ramaprabhu (2010), silisyum dioksit (SiO;) kapli magnetit (Fe;O4)
nanopartikiilleriyle ¢ok duvarli karbon nanotiipleri (MWCNTs) modifiye etmisler ve
Fe;04@S10,/MWNTs filmini camsi karbon elektrot (GCE) yiizeyine biriktirmislerdir.
Bu film ¢6ziinmiis nafion ile muamele edilmis ve bunun iizerine glukoz oksidaz enzimi
immobilize edilmistir. Hazirlanan biyoelektrodun duyarliligi, dogrusal ¢aligma araligi,
gozlenebilme sinir1 sirasiyla 58,9 uA/mMcmz, I uM — 30 mM, 800 nM olarak
bulunmustur. Nafion kapl elektroda askorbik ve iirik asitin onemli bir girisim etkisi

yapmadig1 belirtilmistir.

Comba vd. (2010) tarafindan Fe;O, (magnetit) nanopartikiilleri ile modifiye edilmis
karbon pasta elektroda glukoz oksidaz enzimi immobilize edilerek amperometrik bir
glukoz biyosensorii hazirlanmistir. Calisma olusan hidrojen peroksitin indirgenmesi
tizerine temellendirilmis ve Fe;O4 nanopartikiillerin bunun icin bir medyator olarak rol
oynadigi belirtilmigtir. Amperometrik olgiimler 0,05 M pH 7,4 fosfat tamponunda
Ag/AgCl elektroda kars1 -0,10 V’da alinmistir. Hazirlanan elektrodun duyarliligi 32+4
uAmM_l, tayin smir1 3,0 x 10* M ve Ky, 0,018 M degeri olarak bulunmustur. Elektrot
ile serum Orneginde glukoz tayini yapilmis ve spektrofotometrik yontemle
karsilastirildiginda %1,2’lik bir hata gozlenmistir. Ayni1 elektrot ile elde edilen 10 6lglim
sonucunun % BSS degeri %5,4, 5 farkli elektrot ile elde edilen sonuglarin %BSS degeri
ise %6,9 olarak bulunmustur. 10 aylik depolama sonucu sensor baslangi¢ cevabinin

%90’1n1 korumustur. Askorbik ve iirik asitin 6nemli bir etkisi gozlenmemistir.

Pang vd. (2009) tarafindan glukoz oksidaz enzimi, titanyumdioksit nanopartikiil ve
karbon nanotiip ile modifiye edilmis platin elektroda immobilize edilmis ve
amperometrik glukoz biyosensorii hazirlanmistir. Calismada hidrojen peroksitin
yiikseltgenmesinden yararlanilmis ve hazirlanan enzim elektrot dontisiimlii voltametri,
TEM, SEM vyéntemleri ile karakterize edilmistir. Olgiimler 0,067 M pH 7,2 fosfat
tamponunda Ag/AgCl elektroda kars1 0,4 V’da alinmistir. Hazirlanan enzim elektrodun
0,24 uM mM"'cm™ duyarlilik ile glukoza 0,006 mM ile 1,5 mM araliginda dogrusal
cevap verdigi, tayin sinir1 5,7 pM oldugu ve cevap zamaninin 3 saniyeden az oldugu

belirtilmistir.
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Wang vd. (2009) glukoz oksidaz enzimini camsi karbon elektrot iizerinde olusturulan
kitosan matrikse ¢apraz baglama yontemiyle immobilize etmiglerdir. Amperometrik
Olctimler 0,067 M pH 7,0 fosfat tamponunda Ag/AgCl elektroda karst 0,6 V’da
alinmustir. Hazirlanan enzim elektrodun 3x10° M tayin st ve 0,24 pM mM'cm™
duyarlilik ile glukoza 6 pM ile 5 mM aralifinda dogrusal cevap verdigi, cevap siiresinin
6 saniyeden az oldugu rapor edilmistir. 0,25 mM sabit glukoz derisiminde 6 Sl¢limiin
bagil standart sapmasi1 %4,95 olarak bulunmustur. Elektrot 10 giin sonunda baslangi¢
aktivitesinin %81,3’linli korumustur. Serum glukoz degerleri spektrofotometrik yontem

ve gelistirilen yontem ile belirlenmis ve sonu¢lar uyumlu bulunmustur.

Li vd. (2008) glukoz tayini icin, glukoz oksidaz enzimini NiO nanokiirelerin yiizeyine
kitosan yardimiyla ¢apraz baglayarak immobilize etmislerdir. Hazirlanan elektrodun,
0,1 M pH 6,98 fosfat tamponunda -0,3 ile -0,5 V potansiyelleri arasinda 1 mM
hidrokinon varliginda ve yoklugundaki dontisiimlii voltamogramlari incelenmistir.
Hidrokinon yoklugunda herhangi bir elektrokimyasal yanit alinamazken, hidrokinon
varliginda hidrokinonun oksijen yerine elektron alicis1 olarak rol oynadigi belirtilmistir.
Optimum ¢alisma pH 6,98 (0,1 M fosfat tamponu) ve ¢alisma potansiyeli +0,35 Volarak
bulunmustur. Ayrica enzim elektrodun dogrusal caligma araligt 1,5 - 7,0 mg/dL,
gozlenebilme sinir1 47 mg/dL, K., degeri 7,76 mM ve duyarliligr 3,43 pA/mM olarak
belirlenmistir. Bozucu tiirler olan askorbik asit ve iirik asitin 6nemli bir girisim etkisi

olmadig1 rapor edilmistir.

Kaushik vd. (2008) tarafindan glukoz oksidaz enzimi ITO cam tabakasi iizerinde
olusturulan kitosan/Fe;O4 filmi iizerine fiziksel adsorpsiyon ile immobilize edilmistir.
Hazirlanan kitosan/Fe;O4 filmi ve GOD/ kitosan/Fe;O4/ ITO enzim elektrodu UV-
gorliniir bolge, FTIR spektrofotometrisi ve SEM teknikleri ile karakterize edilmistir.
Enzim elektrodun gozlenebilme smir1 0,5 mM, dogrusal ¢aligma araligi 0,5 - 22 mM,
duyarliligt 9,3 uAcm_zmM_l, K, degeri 0,141 mM olarak belirlenmistir. Glukoz
oksidazin 8 hafta boyunca +4'C’de 0,05 M pH 7,0 fosfat tamponunda (% 0,9 NaCl

igeren) aktivitesini korudugu belirtilmistir.
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Xian vd. (2006) altin nanopartikiil ve iletken polianilin nanofiber kompozit temelli
amperometrik bir glukoz biyosensorii gelistirmislerdir. Hazirlanan nanokompozit
tizerine glukoz oksidaz enzimi immobilize edilmis ve elektrot yiizeyi nafion ile
kaplanmistir. Yontemde hidrojen peroksitin elektrokimyasal yiikseltgenmesinden
yararlanilmig ve optimum sicaklik 25°C, optimum pH 6,9 (0,1 M fosfat tamponu) ve
cevap siiresi 5 saniye olarak belirlenmistir. Dogrusal ¢aligma aralig1 0,1 uM — 0,8 mM,
duyarhilik 2,3 mA/M ve gozlenebilme sinir1 0,5 uM olarak bulunmustur. 0,05 mM sabit
glukoz derisiminde 7 &lgiimiin bagil standart sapmasit %4,8 olarak belirlenmistir. iki
haftay1 sonunda enzim elektrodun cevabinin %5’den azinin kaybedildigi goriilmiistiir.
Hazirlanan biyosensor ile kan serumunda glukoz tayini gergeklestirilmis ve elde edilen

sonuclarin standart yontemle uyumlu oldugu belirlenmistir.

Yang ve Zhu (2006) tarafindan yapilan ¢alismada nano boyutlu silisyumdioksit ve
platin nanokiimeleri karistirllmig ve bu karisim glukoz oksidaz enzimi i¢in destek
materyal olarak kullanilmigtir. Platin nanokiimeleri ve immobilize enzim arasindaki
etkilesim herhangi bir organik stabilizator kullanilmadan saglanmistir. Calismada
dontistimlii voltametri ile ¢iplak Pt, Si0,, Ptyane, Pthano— S10; iceren elektrotlarin (—0,2)
V-(+0,8) V arasinda Ag/AgCl elektroda karst 20 mV/s tarama hizindaki
voltamogramlar1 incelenmistir. Biyosensoriin dogrusal ¢aligma araligi 0,27 - 4,08 mM,
gozlenebilme smir1 1,5 pM, duyarliligr 3,85 pA/mM olarak bulunmustur ve genis bir
pH araliginda (4,9 - 7,5) calisilabilecegi belirtilmistir.

Lim vd. (2005) tarafindan yapilan bir calismada glukoz oksidaz enzimi ve paladyum
(Pd) nanopartikiilleri, nafionda ¢6zlilmiis karbon nanotiiplerle olusturulan film yiizeyine
biriktirilmis ve amperometrik bir glukoz biyosensorii hazirlanmistir. Glukoz ilavesiyle
enzimatik reaksiyon ile olusan hidrojen peroksit +0,3 V’de yiikseltgenmis ve glukoz
dolayli yoldan tayin edilmistir. Elde edilen Pd-GOD-Nafion CNT glukoz
biyosensoriiniin dogrusal c¢alisma araligi 0,15-12 mM, tayin smir1 0,15 mM, cevap
stiresi 3 s olarak bulunmustur. Alt1 glin sonunda nafion kapli enzim elektrot cevabinin

%5’1n1, nafionsuz enzim elektrot ise 1 giin sonra cevabinin %20’sini kaybetmistir. 0,5
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mM sabit glukoz derisiminde 10 Ol¢iimiin bagil standart sapmasi1 %3’ten az olarak

bulunmustur.

Liu ve Ju (2003), glukoz oksidaz enzimini kolloidal altin modifiye karbon pasta
elektroda fiziksel adsorpsiyon ile immobilize etmis ve amperometrik bir glukoz
biyosensorii gelistirmiglerdir. Glukoz tayinini, ¢0ziinmiis oksijenin indirgenme pik
akimindaki azalmaya dayanarak belirlemislerdir. Hazirlanan enzim elektrot 8,4 mA/mM
duyarlilik, 0,04 — 0,28 mM dogrusal ¢aligma araligi, 0,01 mM go6zlenebilme siniri
sunmustur. Urik asit %3,3 askorbik asit ise %35,1’lik bir akim artisina neden olmustur.
10 giinliik depolama sonunda elektrot baslangi¢ cevabinin %96’sin1 korumustur. Tekrar
tiretilebilirlik deneylerinde 6 farkli elektrot igin bagil standart sapma %7,2 olarak
bulunmustur. Serum 6rneklerinde glukoz tayini standart ekleme yontemi ile yapilmis ve

elde edilen sonuglar spektrofotometrik yontem ile uyumlu bulunmustur.

2.10.2 Cinko oksit nanopartikiil ile ilgili kaynak ozetleri

Cinko oksit nanoyapilari ile glinlimiize kadar ¢esitli yontemler kullanilarak gelistirilen

biyosensorlerin 6zeti asagida sunulmaktadir:

Lei vd. (2011) tarafindan, c¢esitli ZnO nano yapilarinin glukoz biyosensor
uygulamalarindaki performans faktorlerini incelenmistir. Bu ZnO nanoyapilari
kullanilarak hazirlanan biyosensorlerin yiiksek duyarliliga, genis dogrusal g¢alisma
araligina, daha diisiik tayin sinirmma ve K,, degerine sahip oldugu gozlenmistir. Bu
sonuglardan yola ¢ikilarak elde edilen ZnO nano yapisinin, daha genis yiizey alan1 ve

dogrudan elektron transfer yoluna katkisinin oldugu belirtilmistir.

Wei vd. (2010) tarafindan yapilan bir ¢calismada ZnO nanogubuk yapisi hidrotermal
sekilde sentezlenmis ve bu yap1 altin nanokristalleri ile birlestirilerek hibrit bir
nanokompozit olusturulmustur. Glukoz oksidaz enzimi, kompozit matrikse glutaraldehit
ve nafion ile ¢apraz baglanarak immobilize edilmistir. Biyosensoriin dogrusal calisma

aralig1 0,1 — 33,0 uM, tayin sinir1 10 nM, ¢alisma potansiyeli +0,55 V, Km degeri 0,41
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mM ve cevap siiresi ise 5 saniye olarak rapor edilmistir. Calisma tamponu olarak 0,1 M
pH 7,4 fosfat tamponu kullanilmistir. 0,01 mM sabit glukoz derisiminde 10 farkli enzim
elektrot icin bagil standart sapma %3,8 olarak belirlenmistir. Hazirlanan elektrot ile
serumda glukoz tayini yapilmis ve elde edilen sonuglarin spektrofotometrik yontemle
elde edilen sonuclarla olduk¢a uyumlu oldugu goriilmiistiir. Enzim elektrodun, 3 aylik

depolama sonucu, baslangi¢ cevabinin %90’ 11 korudugu belirtilmistir.

Usman Ali vd. (2010) giimiis elektrot yiizeyininde ZnO nano tel sentezlemis ve nanotel
tizerinde glukoz oksidazi immobilize etmisler ve nafion ile elektrodu kaplayarak
potansiyometrik bir glukoz biyosensorii gelistirmislerdir. Yontemde enzimatik
reaksiyonda tiiketilen oksijen miktarina gére, pH’deki azalmadan glukoz miktar1 tayin
edilmistir. Sentezlenen ZnO nanotellerin ¢apini 250 — 300 nm, uzunluklarini ise 250 pm
olarak belirtmislerdir. Enzim elektrodun potansiyometrik cevabin1 Ag/AgCl’ye karsi
almiglar ve dogrusal calisma araliginin 0,5 uM — 10 mM ve cevap siiresinin 1 — 4 s
oldugu belirtilmistir. Biyosensoriin 5 farkli elektrot i¢in tekrar iiretilebilirligi, 1 mM
sabit glukoz derisiminde, %10’dan az bulunmustur. Biyosensoriin 3 haftalik depolama
sonunda cevabinin %90’m1 korudugu goriilmiistiir. Elektrot cevabina askorbik ve tirik

asitin onemli bir etkisi g6zlenmedigi belirtilmistir.

Zhai vd. (2010) tarafindan glukoz oksidaz enzimi nano yapili ZnO modifiye ITO
elektroda adsorbe edilmis ve elde edilen enzim elektrot iizerine ZnO nano yapisinin
etkisi arastirilmistir. ZnO nanogubuk modifiye enzim elektrodun dogrusal calisma
araligi, goézlenebilme sinir1 ve K, degeri sirasiyla 0,1 — 9 mM, 1,94 uM ve 3,12 mM
olarak bulunmustur. Dopamin, iire ve askorbik asit ile yapilan girisim c¢aligmalarinda
dopamin ve iirenin énemsiz, askorbik asitin ise %8,5’1ik bir etkisi gézlenmis ancak bu
etki serumdaki normal degerlerin altinda oldugundan ihmal edilebilir oldugu rapor

edimistir.

Muhammad vd. (2010) insan yag ve kurbaga yumurta hiicrelerinde glukoz derisimini
Olgmek amaciyla ZnO nanogubuk temelli potansiyometrik bir glukoz biyosensorii

gelistirmislerdir. Calisma elektrodu olarak glukoz oksidaz kapli ZnO nano ¢ubuk
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modifiye kapiler elektrot, hiicre i¢i referans elektrot olarak ise mikro elektrot ise
Ag/AgCl olarak kullanilmistir. Bu amagla 0,7 um c¢apinda giimiis kapli borosilikat cam
kapileri tizerinde ZnO nanocgubuklar1 sentezlenmis ve bu kapiler glukoz oksidaz enzimi
ile kaplanmistir. Calismada 0,5 — 1000 uM dogrusal aralik ve 1 s cevap siiresi elde
edilmistir. Yontem ile Olglilen hiicre i¢i glukoz derisimleri literatiirdeki ¢alismalar ile

uyumlu bulunmustur.

Yang vd. (2010) tarafindan ZnO nanogubuklari sentezlenmis ve glukoz oksidaz enzimi,
sentezlenen ZnO nanocubuklar yilizeyine kitosanla c¢apraz baglama teknigi ile
immobilize edilerek camsi karbon elektroda tutturulmustur. Yontemde tek boyutlu ZnO
nanocubuklarin enzim immobilizasyonu i¢in genis ve etkili bir yiizey sagladigi rapor
edilmistir. Nanopartikiil modifiye enzim elektrodun duyarliligi 25,7 mA cm™ mM™,
dogrusal ¢alisma araliklar1 0,01 — 0,25 mM ve 0,3 — 0,7 mM, tayin sinir1 0,01 mM,
calisma potansiyeli +0,55 V, K., degeri 1,95 mM ve cevap siiresi 2 saniye olarak

belirtilmistir. Olgiimler 0,01 M pH 7,4 fosfat tamponunda almmustir.

Dai vd. (2009) tetrogonal piramit sekilli delikli (TPSP) ZnO yapisin1 sentezlemis ve
GOD immobilizasyonu camsi karbon elektroda (GCE) fiziksel adsorpsiyon teknigini ile
yapilmistir. TPSP ZnO nano yapisi ile kiiresel ZnO nano yapisi karsilastirilmig ve TPSP
nanoyapist ile daha iyi sonuglar elde edilmistir. Calisma ¢oziinmiis oksijen tiiketimini
dl¢limii iizerine temellenmistir ve glukoz dolayli yoldan tayin edilmistir. Olgiimler 0,1
M pH 7,0 fosfat tamponunda Ag/AgCl elektroda kars1 -0,5 V’da alinmistir. Hazirlanan
enzim elektrodun 0,01 mM tayin sinir1 ile glukoza 0,05-8,2 mM aralifinda dogrusal
cevap verdigi rapor edilmistir. 0,20 mM sabit glukoz derisiminde 0,10 mM iirik asit ve
0,10 mM p-asetaminofenol belirgin bir girisime neden olmamistir. Ancak askorbik

asidin (0,10 mM) indirgenme akimini %2,1 diistirdigli goriilmiistiir.

Liu vd. (2009) tarafindan ITO cami iizerinde sirali ZnO nanogubuklar1 sentezlenmis,
glukoz oksidaz enzimi bu ZnO nanogubuklari {izerine immobilize edilmis ve son olarak
elektrot ylizeyine nafion ¢ozeltisi damlatilarak amperometrik glukoz biyosensorii

gelistirilmistir. Glukoz tayini oksijenin indirgenme akiminin dl¢iilmesine dayanilarak
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yapilmigtir. Olgiimler 0,01 M pH 7,4 fosfat tamponunda ve -0,10 V’da Ag/AgCl
elektroda kars1 alinmistir. Elde edilen enzim elektrodun dogrusal ¢aligsma araligi 5-300

UM, tayin sinir1 3 M, cevap siiresi 5 s olarak bulunmustur.

Umar vd. (2009) tarafindan ZnO nanopartikiilleri diisiik sicaklikta (90°C) sentezlenmis,
altin elektrot iizerine yerlestirilmis ve bu nanopartikiillere kolesterol oksidaz enzimi
fiziksel adsorbsiyon ile immobilize edilerek amperometrik bir kolesterol biyosensorii
gelistirilmistir. Hazirlanan enzim elektrodun; duyarliligi 23,71 pA mM™ cm™, tayin
siirt 0,37 £ 0,02 nM, dogrusal ¢alisma araligr 1,0 - 500,0 nM, K, degeri 4,7 mM,
cevap zamani 5 s olarak belirlenmistir. Calismada 0,1 M pH 7,4 fosfat tamponu
kullanilmis ve 50 giinliik depolama sonucu enzim elektrodun cevabinin %91,8’inin

korundugu goriilmiistiir.

Sun vd. (2009) tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada ZnO naopartikiil, hemoglobin ve
iyonomer nafiondan olusan kompozit filmi hazirlanmistir. Hazirlanan nafion-ZnO filmi
icine gomiilii hemoglobinin elektrokimyasal davranigi doniislimlii voltametri ile
incelenmis ve hemoglobinin yapisinda bulunan Fe(IIl)/Fe(Il)’e ait redoks pikleri
belirgin bir sekilde goriilmistiir. Komposit filmdeki hemoglobinin elektron transfer
orani sabiti 0,139 s'l, yiik transfer sabiti 0,413 ve transfer edilen elektron sayisi1 0,95
olarak belirtilmistir. Elektrokimyasal empedans spektroskopisi ile yapilan ¢aligmalarda
ZnO nanopartikiilii ile hazirlanan modifiye elektrodun nanopartikiilsiiz modifiye
elektroda gore elektron transfer direncinin daha diisiik oldugu bdylece kompozit filmin

iletkenliginin gelistigi rapor edilmistir.

Saha vd. (2009) ITO camu iizerinde ¢inko oksit/potasyum ferrisiyaniir komposit ince
filmini biriktirmisler ve amperometrik enzim elektrot gelistirmek i¢in kullanmiglardir.
Calismada ZnO/ITO ve ZnO-KFCN/ITO elektrotlart1 hazirlamislar, bu elektrotlarin
elektrokimyasal empedans spektrumlarini alindiginda KFCN’nin yiik transfer direncini
azalttigini belirlenmistir. Ayrica glukoz oksidaz enzimini hazirlanan elektroda fiziksel
adsorpsiyon yontemi ile immobilize etmislerdir. GOD/ZnO-KFCN/ITO ile ZnO-

KFCN/ITO elektrotlarinin 6zellikleri doniistimlii voltametri yontemi ile incelenmis ve
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enzimli elektrodun yiikseltgenme akimlarmin glukoz derisimi ile dogrusal arttigini
belirlenmistir. Calismada hidrojen peroksitin Ag/AgCl‘ye kars1 elektrokimyasal
yiikseltgenmesinden yararlanilmis ve cevap siiresi 10 saniye olarak bulunmustur.
Elektrodun dogrusal ¢alisma aralifinin 2,78 mM — 11,11 mM, duyarliliginin 0,078 pA
mM™" cm™, gozlenebilme sinirmin 0,23 mM ve K., degerinin de 1,69 mM oldugu

gorilmiistiir.

Kong vd. (2009) tarafindan yapilan ¢alismada; altin ylizeyine ZnO nano g¢ubuklari
biriktirilmis ve bu nanotiiplere glukoz oksidaz enzimi ¢apraz baglama yontemi ile
immobilize edilmistir. Hazirlanan biyoelektrodun duyarhligi 21,7 pA mM’' cm?,
dogrusal ¢aligma araligt 50 uM — 12 mM, goézlenebilme sinirt 1 pM, K, degeri 19 mM
ve cevap siiresi ise 3 s olarak bulunmustur. Optimum pH 7,0 (fosfat tamponu), optimum
sicaklik 25°C, calisma potansiyeli ise +0,8 V olarak rapor edilmistir. 60 ginlik
depolama sonucunda sensor baslangi¢ cevabinin %70’ m1 korumustur. 0,5 mM iire, L-
sistein ve askorbik asit, 1 mM glukoz igeren fosfat tamponuna eklendiginde L-sistein
%?2,1, askorbik asit %9 girisim etkisi gdstermis, lirenin ise herhangi bir girisim etkisinin
bulunmadigr belirtilmistir. Biyosensor 4 elektrot i¢in %8,2 tekrar iiretilebilirlik ve ardi

ardma 13 6l¢lim i¢in %2,2 tekrarlanabilirlik gostermistir.

Ren vd. (2009) tarafindan yapilan bagka bir calismada ise; ZnO nanopartikiilleri
sentezlenmis ve glukoz oksidaz enzimi bu nanopartikiillere immobilize edilerek glukoz
tayini i¢in fotoelektrokimyasal temelli bir biyosensor hazirlanmistir. Optimum pH 6,98
(fosfat tamponu), optimum sicakhk 35°C, cevap siiresi yaklasik 4 s ve calisma
potansiyeli +0,4 V olarak bulunmustur. Enzim elektrodun 1,4 mM sabit glukoz

derisiminde otuz giin sonunda cevap akiminin %70’1n1 korudugu belirtilmistir.

Zhao vd. (2007) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise polietilenteraftalat (PET) plaka
lizerine titanyum (T1) ince tabakasi, plazma immersiyon (daldirma) iyon implantasyon
teknigi ile yerlestirilmistir. Bu hazirlanan matriks iizerine altin tabaka yerlestirilmis ve
PET/Ti/Au ¢alisma elektrodu olarak kullanilmistir. Hazirlanan elektrot iizerine ortalama

5 nm boyutunda sentezlenen ZnO:Co nanokiimeleri yiiklenmis ve glukoz oksidaz
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enzimi, bu nanokiimelere ¢apraz baglama teknigi ile immobilize edilmistir. Calismada
glukoz ilavesiyle enzimatik olarak olusan hidrojen peroksit +0,8V’de yiikseltgenmis ve
glukoz dolayli yoldan tayin edilmistir. Olgiimler 0,10 M pH 7.4 fosfat tamponunda
gerceklestirilmis ve hazirlanan elektrodun duyarliligi 13,3 pA mM 'em?, tayin sinir1 20

uM ve K, degeri 21 mM olarak belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Kullamilan Cihazlar, Hiicre ve Elektrotlar

Amperometrik Olglimler bilgisayar baglantili IVIUMSTAT elektrokimyasal analiz
cihaz1 ve sekil 3.1°de gosterilen BAS marka 5 girisli elektrokimyasal hiicre standi

kullanilarak yapildi.

Calismada kullanilan ¢ozeltilerin pH’lart ORION marka 912600 numarali kombine cam
pH elektrodu kullanilarak ORION 720A cihazi ile ayarlandi. Kalibrasyon pH’s1 4,13
olan potasyum hidrojen ftalat ve pH’s1 8,20 olan sodyum bikarbonat c¢ozeltileri
kullanilarak yapildi.

Amperometrik calismalarda c¢alisma elektrodu olarak BAS firmasindan temin edilen
karbon pasta elektrot govdesi (MP5023), karsit elektrot olarak platin tel elektrot (MW
1034) ve referans elektrot olarak da Ag/AgCl referans elektrodu (MF 2052) kullanildi.

Sabit sicaklik gerektiren c¢alismalarda Grant LTD GG marka termostathh ve
sirkiilasyonlu su banyosu ve sicaklik kontrol sistemine bagh c¢ift cidarl, su
sirkiilasyonlu termostatli hiicre kullanildi. Hazirlanan ¢ozeltileri karistirmak ve ¢ozmek

amaci ile Elma LC 30 H marka ultrasonikasyon cihazi kullanildi.

Cozeltileri karigtirmak i¢in Chiltren marka MS21S model manyetik karistirict

kullanildi.

Cozeltilerin hazirlanmasinda kullanilan iki kez distile edilmis su, ELGA Purelab Classic

marka ultra saf su cihazi ile elde edildi.

Cozelti ilaveleri i¢in Biohit Proline-Pipette marka mikro pipetler kullanildi.

Kan serum numunelerinde bulunan proteinleri ayirmak i¢in Nahita marka 2650 model

santrifiij cihazi kullanildi.
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Sekil 3.1 Olgiimlerde kullanilan BAS C3 stand:

3.2 Kullanmilan Kimyasallar

3.2.1 Argon gazi

Hidrojen peroksite amperometrik cevaplarin 6l¢iildiigii deneylerde, ¢6zlinmiis oksijeni
uzaklastirmak amaciyla inert gaz olarak yiiksek safliktaki (%99,99) argon gazi
kullanildi.

3.2.2 Oksijen gazi

Glukozun tayini icin gelistirilen amperometrik biyosensorlerde enzimatik reaksiyonlar
oksijenli ortamda gerceklestiginden, enzim elektrotla yapilan calismalarda yiiksek

safliktaki (%99,95) oksijen gazi kullanildu.

3.3.4 Enzim ¢ozeltisi

Glukoz oksidaz enziminden 5,04 mg alinarak 0,10 M fosfat tamponunda ¢oziildii ve
200U/mL  glukoz oksidaz stok c¢ozeltisi hazirlandi.  Hazirlanan  ¢ozeltiler

kullanilmadiklarinda -20 °C’de saklandi.
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3.2.3 Kullanilan enzim ve diger kimyasallar

Calismada kullanilan enzim, [IUPAC numarasi, kaynagi, tinitesi ve temin edilen firma

cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan enzim, [IUPAC numarasi, kaynagi, iinitesi ve temin
edilen firmal

Enzimin Ad1 Numarasi Kodu Unitesi Firma

Glukoz E.C:1.1.34 Aspergillus niger 39680 U/g  Sigma

oksidaz

Calismada kullanilan diger kimyasal maddelerin adlari, saflik dereceleri, katalog

numaralar1 ve temin edilen firmalar ¢izelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2 Calismada kullanilan diger kimyasal maddelerin adlari, saflik dereceleri ve
temin edilen firmalar

Kimyasal Madde Safhik Dereceleri ;ie;::: Edildigi
Glukoz >0499.5 Fluka

Cinko oksit nanopartikiil <100 nm Aldrich

Grafit tozu Yiiksek saflikta Fluka

Parafin yagi IR spek. i¢in Fluka
Glutaraldehit %25 Sigma

Hidrojen peroksit %35 Merck

S1gir serum albumini %97 Fluka

Sodyum dihidrojenfosfat-2-hidrat %99 Riedel de Haén
Sodyum monohidrojenfosfat-7-hidrat %99 Riedel de Haén
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Cizelge 3.2 Calismada kullanilan diger kimyasal maddelerin adlari, saflik dereceleri ve
temin edilen firmalar (devam)

Askorbik asit Ultra saf Sigma
Aspartik asit %98 Aldrich
Kreatinin >%99 Fluka
Ure >%99,5 Sigma
Hidroklorik asit %37 Merck
Fosforik asit %385 Panreac

3.3 Kullamilan Cozeltiler

3.3.1 TRIS tamponu

Derisimi 0,10 M olacak sekilde tris(hidroksimetil)aminometandan uygun miktarda
tartild1 ve ultra saf suda ¢oziildi, pH degeri 1,0 M HCI ¢ozeltisiyle pH 7,0’a ayarlandi.

Tampon ¢ozeltiler kullanilmadig1 zamanlarda +4°C’da saklandi.

3.3.2 Fosfat tamponu

Toplam derisimi 0,10 M olacak sekilde sodyum dihidrojenfosfat-2-hidrat ve sodyum
monohidrojen-7-hidrat’tan uygun miktarlarda tartildi ve ultra saf suda ¢oziildii.
Hazirlanan ¢ozeltilerin pH’lar1 0,10 M NaOH veya 0,10 M H3POy4 ¢ozeltileri kullanarak
pH 7,0’a ayarlandi. Farkli pH ve derisimdeki tampon ¢ozeltiler de yukaridaki sekilde

hazirlandi. Tampon ¢ozeltiler kullanilmadigi zamanlarda +4°C’da saklandi.

3.3.3 Hidrojen peroksit ¢ozeltisi

Yogunlugu 1,13 kg/L olan %35’lik hidrojen peroksitten uygun miktarda alinarak
derisimi 1,0% 107 M olacak sekilde 50,0 ml stok ¢ozelti her giin taze olarak hazirland.
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3.3.5 Glutaraldehit cozeltisi

%25°1ik glutaraldehit ¢ozeltisinden uygun miktarlarda alinarak %1,25’lik glutaraldehit
cozeltisi elde edilecek sekilde ultra saf suyla seyreltildi.

3.3.6 Glukoz stok cozeltisi

Kati glukozdan belirli miktarda alindi ve glukoz derisimi 1,0x10~° M olacak sekilde
ultra saf suyla hacim 50,0 ml’ye tamamlandi. Farkli derisimlerdeki glukoz ¢ozeltileri de

benzer sekilde hazirlandi.

3.3.7 Girisim yapan tiirlerin ¢ozeltileri

Kan serumunda bulunabilecek elektroaktif bazi turlerin enzim elektrot cevabina

etkisinin arastirilmasinda kullanilan ¢ozeltiler asagidaki sekilde hazirlandi:

L-Askorbik asit, kreatinin, parasetemol, iire stok cozeltileri her birinin derisimleri
1,0x10% M olacak sekilde ilgili katilarin ayri ayri ultra saf suda ¢oziinmesi ile elde
edildi.

Derisimi 1,0x10™ M olan L-Aspartik asit stok ¢ozeltisi belirli miktarda katinin ultra saf

suda ¢oziinmesi ile hazirlandi.

Urik asit stok ¢ozeltisi ise, % 0,45’lik Li,COs ¢ozeltisinde derisimi 1,0><10'2 M olacak

sekilde belirli miktarda katinin ¢oziinmesi ile hazirlandi.

Girisim c¢alismalarinda, verilen maddelerin fizyolojik derisimleri, stok c¢ozeltilerinin

belirli miktarlarinin elektrokimyasal hiicreye katilmasiyla elde edildi.

3.4 Serum Numunesi

Glukoz tayininde kullanilan kan serum ornekleri Gazi Universitesi Hastanesi

Biyokimya Laboratuvari’ndan temin edildi.
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3.5 Enzimsiz Karbon Pasta Elektrotlarin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan ZnO nanopartikiiliin elektrot performansina etkisini belirlemek

amacuyla, iki tip elektrot agsagida belirtildigi sekilde hazirlandi:

Modifiye edilmemis karbon pasta elektrotlarin hazirlanmasi i¢in 40 mg spektroskopik
saflikta grafit tozu ve 15 pL parafin yagi homojen bir karisim elde edene kadar iyice
karigtirildi ve ticari karbon pasta elektrot govdesine (BAS MP 5023) yerlestirildi.

Elektrot yiizeyi piiriizsiiz bir kagit {izerinde diizlestirildi.

ZnO nanopartikiil modifiye karbon pasta enzim elektrotlar i¢in ise 3:1 oranda hazirlanan
grafit tozu-ZnO nanopartikiil karigimi ile 15 pL parafin yagi homojen bir pasta elde
edene kadar iyice karistirildi ve ticari karbon pasta elektrot govdesine yerlestirildi.

Elektrot ylizeyi piiriizsiiz bir kagit {izerinde diizlestirildi.

3.5.1 Enzimsiz karbon pasta elektrotlarin H,O,’e duyarhhgi

Modifiye edilmemis karbon pasta elektrodun H,O,’e duyarliligini belirlemek amaciyla,
tic elektrotlu elektrokimyasal hiicre sistemi kullanildi. Hiicreye 0,10 M pH 7,0 fosfat
tamponundan 5,0 ml ilave edildi. Oksijeni uzaklastirmak amaciyla, ¢ozeltiden 2 dakika
argon gazi gegcirildi. Calisma elektrodu kararli hal akimi elde edilene kadar c¢alisma
potansiyeli olarak secilen Ag/AgCl’e kars1 +0,7 V’da dengeye getirildi ve denge akimi
kaydedildi. Bolim 3.3.3’te anlatildigi sekilde hazirlanan l,OXIO'3 M stok H,0,
cozeltisinden uygun miktarlarda mikro pipet yardimiyla deney hiicresine ilaveler
yapildi. Her ilave sonrasi ¢ozeltiden argon gazi gecirildi, ¢ozelti karistirildt ve +0,7
V’da akim degerleri kaydedildi. H,O, derisimine kars1 hesaplanan akim farklar1 grafige
gecirildi ve kalibrasyon egrisi olusturuldu, béylece modifiye edilmemis karbon pasta

elektrodun H,O,’e duyarlilig1 belirlendi.

Ayni ¢alisgma Ag/AgCl’e karst +0,4 V potansiyelde 0,10 M pH 7,0 fosfat tamponunda

tekrarlandi.
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Boliim 3.5’te anlatildigi gibi hazirlanan ZnO nanopartikiil ile modifiye karbon pasta
elektrotlarin H,O,’e duyarli olup olmadiklari, yukarida anlatildigi sekilde belirlendi.
ZnO nanopartikiil kullanilan elektrotlarla da +0,4 V’da deney tekrarlandi.

3.6 Karbon Pasta Enzim Elektrotlarin Hazirlanmasi

ZnO nanopartikiil ile modifiye edilmis ve edilmemis karbon pasta enzim elektrotlarin
hazirlanmasi icin Oncelikle bir ependorf tiipii igerisinde 10 pL %1,25’lik glutaraldehit
ve 1,5 mg sigir serum albiimin karistirildi ve bu karigima belirli miktarda glukoz
oksidaz enzimi eklenerek enzim immobilizasyonu saglandi. Bu karigima 3:1 oraninda
hazirlanan grafit tozu-ZnO nanopartikiil karisimi ilave edilerek karistirildi. Daha sonra
15 pL parafin yagi eklendi ve homojen bir pasta elde ediline kadar karistirildiktan sonra
elektrot govdesine yerlestirilerek yiizeyi piiriizsiiz hale getirildi. Elektrot kullanilmadig:
zaman +4°C’da saklandi. ZnO nanopartikiil ile modifiye edilmemis karbon pasta enzim
elektrotlar ise grafit tozu ve BSA-GA-GOD karisiminin parafin yagi eklenerek

karistirtlmasiyla hazirlandi.

3.6.1 Karbon pasta enzim elektrotlarin glukoza duyarhihginin belirlenmesi

Bolim 3.5’te anlatildigi gibi hazirlanan ZnO nanopartikiil ile modifiye enzim
elektrodun glukoza duyarliligin1 belirlemek icin Ag/AgCl referans elektrodu, Pt tel
karsit elektrodu ve karbon pasta calisma elektrodu bulunan elektrokimyasal hiicreye
0,10 M, pH 7, fosfat tamponundan 5,0 ml ilave edildi. Hiicreden iki dakika siire ile
oksijen gaz1 ge¢irildi ve enzim elektrot kararli hal akimlar1 elde edilene kadar +0,4 V’da
tutuldu. Kararli hal akimi elde edilmesinin ardindan hiicreye stok glukoz ¢ozeltisinden
ilaveler yapildi. Cozeltiden belli siire oksijen gazi gecirildi ve sabit bir hizda karistirildi.
Sabit potansiyelde elde edilen akim kaydedildi. Substrat derisimine karsi akim farklari
grafige gecirildi ve ¢izilen kalibrasyon egrisinden, hazirlanan enzim elektrodun glukoza
duyarlhilig1 belirlendi. ZnO nanopartikiil ile modifiye edilmemis karbon pasta enzim
elektrodun da, yukarida anlatildig1 gibi, glukoza duyarlilig1 saptandi ve ZnO modifiye

enzim elektrodun duyarliligi ile karsilastirildi.
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3.7 ZnO Nanopartikiil Modifiye Elektrotlarin Cahsma Kosullari, Optimum
Elektrot Bilesimi ve Performans Faktorlerinin Belirlenmesi

3.7.1 Uygun tampon sisteminin belirlenmesi

Hazirlanan ZnO nanopartikiil modifiye enzim elektrodun cevabina tampon cinsinin
etkisini belirlemek amaciyla, 0,10 M pH 7,0 fosfat ve TRIS tamponlart hazirlandi.
Enzim elektrot, Ag/AgCl referans elektroduna kars1 +0,4V’da fosfat tamponu igerisinde
kararli hal akimi elde edene kadar bekletildi. Cozeltiye, stok glukoz ¢ozeltisinden belirli
miktarlarda eklendi ve ortamdan oksijen gazi gegirildikten sonra Ag/AgCl’e karsi
+0,4V’da elde edilen akim farklar1 glukoz derisimine karsi grafige ge¢irildi. Ayni
islemler TRIS tamponu kullanarak tekrarlandi ve elde edilen kalibrasyon grafiklerinin
egimlerinden duyarliliklar belirlendi. Her iki tampon cinsi i¢in de ¢alisma araliklar1 ve

duyarliliklar kararlastirildi.

3.7.2 Uygun tampon derisiminin belirlenmesi

ZnO nanopartikiil modifiye enzim elektrodun cevabina tampon derisiminin etkisinin
incelenmesi i¢in, pH’s1 7 olan 0,05; 0,10; 0,15; 0,20 M’lik dort ayr1 fosfat tamponu
hazirlandi. Hazirlanan enzim elektrot Ag/AgCl’e kars1 +0,4 V’da 0,05 M fosfat
tamponunda kararli hal akimi elde edilene kadar tutuldu. Cozeltiye stok glukoz
coOzeltisinden belirli miktarda ilaveler yapildi, her ilave sonrasi sistemden oksijen gazi
gecirildi ve Ag/AgCl’e kars1 +0,4 V’da akimlar kaydedildi. Elde edilen akim farklar
glukoz derisimine kars1 grafige gecirilerek duyarlilik belirlendi. Ayni islemler diger

derisimlerdeki tamponlar icin tekrarlandi ve elde edilen duyarliliklar karsilastirildi.

3.7.3 Optimum pH degerinin belirlenmesi
ZnO nanopartikiil modifiye enzim elektrodun cevabina optimum pH degerinin

belirlenmesi amaciyla, 0,10 M derisimde pH degerleri; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 9,0 olan

alt1 farkli fosfat tamponu hazirlandi. Hazirlanan enzim elektrot her bir tamponda
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Ag/AgCl’e karst +0,4 V’da kararli hal akimi elde edilene kadar bekletildi. Caligma
ortamina stok glukoz ¢6zeltisinden eklemeler yapild1 ve ortamdan oksijen gazi gegirildi.
Ayni potansiyelde ilaveler sonras1 akim degerleri kaydedildi ve her bir pH’da ¢izilen

kalibrasyon grafikleri karsilastirilarak en uygun tampon pH’s1 belirlendi.

3.7.4 Optimum sicakhigin belirlenmesi

En uygun ¢aligma sicakligini belirlemek i¢in elektrot su banyosu yardimiyla sicakligi
10" C’de sabit tutulan 0,10 M pH 7,0 fosfat tamponunda Ag/AgCl’e karsi +0,4 V’da
kararli hal akimi elde edilene kadar bekletildi. Cozeltiye, stok glukoz ¢ozeltisinden
belirli miktarlarda eklendi ve ortamdan oksijen gazi gegirildikten sonra Ag/AgCl’e karsi
+0,4V’da elde edilen akim farklar1 glukoz derisimine kars1 grafige geg¢irildi. Bu islem,
strastyla su banyosunun sicakligr 15, 20, 25, 30, 35, 37, 40, 45, 50° C’ye ayarlanarak
tekrar edildi ve ¢izilen kalibrasyon grafikleri karsilastirilarak en uygun ¢alisma sicakligi

belirlendi.

3.7.5 Nanopartikiil miktarinin belirlenmesi

ZnO nanopartikiil modifiye enzim elektrodun en uygun bilesimini belirlemek amaciyla
ilk olarak nanopartikiil miktar1 optimize edildi. Bunun i¢in, enzim miktar1 sabit
tutularak, grafit tozu-nanopartikiil oranlar1 sirasiyla 3:0,5; 3:1; 3:1,5; 3:2 olacak sekilde
dort farkli modifiye karbon pasta enzim elektrot hazirlandi. Her bir elektrot +0,4 V’da
0,10 M pH 7,0 fosfat tamponunda dengeye getirildi. Cozeltiye, stok glukoz
cozeltisinden belirli miktarlarda eklendi ve ortamdan oksijen gazi gegirildikten sonra
Ag/AgCl’e kars1 +0,4 V’da elde edilen akim farklar1 glukoz derisimine karsi grafige
gecirildi. Elde edilen duyarliliklar karsilastirilarak en uygun nanopartikiill miktari
belirlendi.

3.7.6 Enzim miktarimin belirlenmesi

ZnO nanopartikiil modifiye enzim elektrot bilesimi i¢in en uygun enzim miktarin

belirlemek amaciyla, nanopartikiil ve grafit tozu miktar1 sabit tutularak, immobilize
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edilen glukoz oksidazin miktar1 2, 4, 8, 10, 12 iinite olacak sekilde degistirilerek bes
farkli karbon pasta enzim elektrot hazirlandi. Her bir elektrot +0,4 V’da 0,10 M pH 7,0
fosfat tamponunda dengeye getirildi. Hiicreye, stok glukoz c¢ozeltisinden belirli
miktarlarda eklendi ve ortamdan oksijen gazi gecirildikten sonra Ag/AgCl’e kars1 +0,4
V’da elde edilen akim farklari glukoz derisimine karsi grafige gegirildi elde edilen

duyarliliklar karsilagtirilarak en uygun enzim miktar1 belirlendi.

3.7.7 Substrat derisiminin belirlenmesi

Boliim 3.5’teki gibi hazirlanan ZnO nanopartikiil modifiye enzim elektrodun, glukoza
cevabinin, gozlenebilme smirinin ve dogrusal calisma araliginin belirlenmesi amaci ile
1,0x10” - 1,0x10% M derisim araliginda hazirlanan bir seri ¢ézeltiden tampon ¢ozeltiye
uygun miktarlar ilave edildi. Enzim elektrodunun +0,4 V’da glukoza amperometrik
cevabi Olgiildii ve glukoz derisimine kars1 grafige gecirildi. Kalibrasyon grafiklerinden
yararlanilarak enzim elektrodun dogrusal calisma araligi ve gozlenebilme sinir

belirlendi.

3.7.8 Cevap siiresinin belirlenmesi

ZnO nanopartikiil modifiye enzim elektrodun cevap siiresinin belirlenmesi amaciyla,
enzim elektrot 0,10 M, pH 7,0 fosfat tamponunda Ag/AgCl’e kars1 +0,4 V’da kararl1 hal
denge akimlar1 elde edilmesi i¢in tutuldu. Cozelti ortamina hiicredeki glukoz derisimi
1,0x10° M olacak sekilde stok glukoz ¢ozeltisinden ilave edildi ve Ag/AgCl’e karst
+0,4 V’da cesitli siirelerde devreden gecen akim degerleri kaydedildi. Sabit glukoz
derisiminde zamana kars1 akim farki degerleri grafige gecirildi ve akim farki
degisiminin hemen hemen sabit kaldig1 siire hazirlanan biyosensoriin cevap sliresi
olarak belirlendi. Ayn1 islemler hiicredeki glukoz derigimi 1,010 M olan baska bir

cozeltide tekrarlanarak glukoz derisiminin cevap siiresine etkisi belirlendi.

3.7.9 Tekrar kullanilabilirlik ve tekrar iiretilebilirligin belirlenmesi
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ZnO nanopartikiill modifiye enzim elektrodun tekrar kullanilabilirligini belirlemek
amaciyla, tek bir enzim elektrot 0,10 M, pH 7,0 fosfat tamponunda Ag/AgCl’e kars
+0,4 V’da kararli hal denge akimlar1 elde edilene kadar tutuldu. Cozeltiye stok glukoz
coOzeltisinden belirli miktarlarda eklenerek glukoz i¢in ardi ardina bes defa kalibrasyon
grafigi ¢izildi. Bu egrilerin egimlerinden elde edilen duyarliliklarin bagil standart
sapmas1 hesaplanarak elektrodun tekrar kullanilabilirligi belirlendi. Ayrica bes ayri
enzim elektrodun yukarida belirtildigi gibi, kalibrasyon egrilerinin ¢izilmesi ve
duyarhiliklarin bagil standart sapmasinin hesaplanmasi ile enzim elektrotlarin tekrar

uretilebilirlikleri incelendi.

3.7.10 Raf omriiniin belirlenmesi

ZnO nanopartikiil modifiye enzim elektrodun raf omriiniin belirlenmesi i¢in, enzim
elektrodunun belli zaman araliklarinda glukoza amperometrik cevabi 6l¢iildii. Bunun
icin enzim elektrot 0,10 M, pH 7,0 fosfat tamponunda Ag/AgCl’e kars1 +0,4 V’da
kararli hal denge akimlari elde edilene kadar tutuldu. Cozeltiye stok glukoz
cozeltisinden belirli miktarlarda eklendi ve her ilave sonrasi oksijen gecirildikten sonra
Ag/AgCl’e kars1 +0,4 V’da amperometrik cevaplar elde edildi. Glukoz derisimine karsi
hesaplanan akim farklar1 grafige gecirildi ve kalibrasyon grafigi ¢izildi. Bu islem farkh
giinlerde tekrarland1 ve elde edilen kalibrasyon grafiklerinin duyarliliklar1 zamana kars1
grafige gecirildi. Gegen zaman aralig1 igerisinde enzim elektrodunun duyarliligindaki %
degisim ve raf 6mrii belirlendi. Enzim elektrot kullanilmadigi zamanlarda +4 C’de kuru

halde saklandi.

3.8 Girisim Yapan Tiirlerin Enzim Elektrot Cevabi Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Boliim 3.6’da anlatildigi gibi, hazirlanan ve optimum sartlarda dengeye getirilen ZnO
nanopartikiil modifiye enzim elektrodun cevabina kan serumunda bulunabilecek ve

girisim yapabilecek bazi maddelerin etkisi arastirildi. Bunun i¢in b6liim 3.3.7°de

anlatildig gibi hazirlanan, L-Askorbik asit, kreatinin, parasetemol, iire, L-Aspartik asit

ve Urik asit ¢ozeltileri kullanildi. Hazirlanan enzim elektrot 0,10 M, pH 7,0 fosfat
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tamponunda Ag/AgCl’e karsi +0,4 V’da dengeye getirildi. Yukarida belirtilen
bilesiklerin stok g¢ozeltilerinden, ¢izelge 3.7°de belirtilen derisimlerde olacak sekilde,
1,0x10° M glukoz iceren elektrokimyasal hiicreye ilaveler yapildi. Cozeltiden oksijen
gaz1 gegirildikten sonra Ag/AgCl’e kars1 +0,4 V’da amperometrik cevaplar elde edildi
ve akim farki (Z,) hesaplandi ve bu akim farki degeri, Iy olarak belirtilen ve hiicre
ortaminda glukoz derisimi 1,0x10° M oldugu zaman elde edilen akim farki ile
karsilastirildi. Girisim yilizdesi asagida verilen esitlige gore her bir tiir i¢in ayr1 ayri

hesaplandi:

% girisim = (I,-Iy) x 100/ I

Cizelge 3.3 Girisim etkisi incelenen bazi tiirler ve ortamdaki derisimleri

Tiir Derisim (mM)
L-Askorbik asit 0.1

Kreatinin 0.1
Parasetemol 0,1

Ure 0,8
L-Aspartik asit 0,01

Urik asit 0,05

3.9 Glukoz Enzim Elektrodun Kan Serumunda Glukoz Tayininde Kullanilmasi

Hastaneden alinan, glukoz degerleri spektrofotometrik olarak belirlenmis, kan
serumlarinda glukoz tayini yapmak amaciyla oncelikle %10’luk trikloroasetik asit ile

coktlirme islemiyle kan serumlar proteinlerinden ayrildi.

Optimum sartlarda hazirlanan ZnO nanopartikiil modifiye glukoz enzim elektrot 0,10 M

pH 7,0 fosfat tamponunda +0,4 V’da kararli hal akim1 elde edilinceye kadar bekletildi
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ve denge akimi kaydedildi. Uygun seyreltme islemi yapildiktan sonra, serum
numunesinden, belirli bir miktarda alinarak tampon ¢ozeltiye eklendi ve dlgiilen akim
kaydedildi. Standart katma yontemi ile glukoz tayini gercgeklestirildi ve cizilen
kalibrasyon egrisi yardimi ile serum numunesindeki glukoz derisimi bulundu. Her

numune i¢in 3 paralel deney yapild1 ve standart sapma degerleri hesaplandi.

Herhangi bir ¢oktiirme islemi yapilmadan kan serumlar1 dogrudan alinarak da yukarida
belirtildigi sekilde glukoz tayini yapildi ve sonucglar spektroskopik sonuglarla
karsilastirildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Bu c¢alismada glukoz tayini i¢cin ZnO nanopartikiil modifiye karbon pasta enzim
elektrotlarin hazirlanmasi amaglandi. Bunun i¢in, elektron aktarimi hizli ve biyolojik
uyumlulugu olan ZnO nanopartikiilleri ile glukoz oksidaz enzimi kullanildi. Enzim
elektrodun en uygun bilesimi ve calisma kosullarinda tiim deneyler tekrarlandi. Elde

edilen aragtirma bulgular1 ve yorumlar agagida verildi.

4.1 Glukoz Tayini I¢in Karbon Pasta Enzim Elektrot Hazirlanmasi

Bu c¢alismada glukoza duyarli, ZnO nanopartikiill modifiye, amperometrik enzim
elektrotlar, ZnO nanopartikiilleri, grafit tozu, parafin yagi ve enzim ¢ozeltisinin belirli

miktarlar karistirilarak hazirlandi.

Glukoz oksidaz enzimi karbon pasta matriks i¢inde tutuklandi. Enzimin katalizledigi

reaksiyon asagidaki gibidir.

Glukoz + O, —% Glukonolakton + H,O,

Burada katalitik dongii devam ederken O, harcanir. Bu reaksiyonda harcanan O, ve
olusan H,O, derisimi glukoz derisimi ile orantilidir. Bundan yararlanarak ya O,
derisimdeki azalmanin ya da H,O; derisimindeki artmanin incelenmesi ile glukoz tayini
yapilabilir. Bu ¢alismada hazirlanan elektrotta hidrojen peroksitin karbon pasta elektrot
yiizeyinde sabit bir potansiyelde asagidaki reaksiyona gore ylikseltgenme reaksiyonu

incelenmistir.

H,0, ——> O,+2H"+2¢’
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Yiikseltgenmenin meydana gelecegi bir potansiyelde ¢alisildiginda, devreden gegen
anodik akim, olusan hidrojen peroksitin derisimi, dolayisiyla glukoz derisimi ile

orantilidir (Kong vd. 2009, Liu vd. 2009).

Literatiirde cesitli enzimlerle birlikte ZnO’in kullanildigi amperometrik enzim
elektrotlar hazirlanmistir (Zhoa vd. 2007, Zhihui vd. 2009, Liu vd. 2009, Umar vd.
2009, , Wei vd. 2010, Usman Ali vd. 2010, Rui vd. 2010, Zhai vd. 2010, Asif vd. 2010,
Lei vd. 2011)

Ancak bugiline kadar glukoz tayini i¢in ZnO’in kullanildigi karbon pasta enzim

elektrotlar bulunmamaktadir. Bu sebeple yaptigimiz ¢alisma orjinaldir.

Enzim elektrotlarin cevabina tampon cinsi, tampon derisimi, tampon pH’s1, sicaklik ve
en uygun elektrot bilesimi gibi kosullarin etkisi ve enzim elektrodun, glukoza
duyarhiligi, cevap siiresi, tekrarlanabilirlik, tekrar iiretilebilirlik, raf omri gibi
performans faktorleri ¢alisildi. Hazirlanan enzim elektrotlarin cevabina girigim
yapabilecek bazi tiirlerin etkisi incelendi ve gergek numunelerde glukoz tayini igin

kullanilabilirligi arastirildi. Elde edilen sonuglar ve yorumlar asagida verildi.

4.1.1 Enzimsiz karbon pasta elektrotlarin hidrojen peroksite duyarhhgi

Modifiye edilmemis karbon pasta enzim elektrodun H,O,’e duyarliligi, Béliim 3.5.1°de
anlatildigr gibi, +0,4 V ve +0,7 V sabit potansiyelde belirlendi ve H,O, derisimine karsi,
elde edilen akim farklari grafige gegirildi (Sekil 4.1.a ve 4.2.a).

Her iki kalibrasyon egrisinin egimleri incelendiginde, bu elektrotlarin hidrojen peroksite

duyarhiliginin diisiik oldugu belirlendi.

Modifiye edilmemis karbon pasta elektrodun hidrojen peroksite duyarliligini, ZnO
nanopartikiil modifiye karbon pasta elektrodun duyarliligiyla karsilastirmak i¢in, Bolim

3.5.1’de anlatildig1 gibi, +0,4 V ve +0,7 V potansiyellerde ZnO nanopartikiil modifiye
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karbon pasta elektrodun hidrojen peroksite duyarliligi belirlendi ve H,O, derisimine
kars1 elde edilen akim farklar1 grafige gecirildi (Sekil 4.1.b ve Sekil 4.2.b). Sekiller
incelendiginde her iki ¢alisma potansiyelinde de ZnO nanopartikiilleri ile modifiye
edilmis elektrotlarin duyarliliklarinda modifiye edilmemis elektrotlarin duyarliliklarina
gore onemli Olclide artis oldugu goriildii. Bunun nedenin ZnO’in genis spesifik ylizey
alan ile elektron transferini hizlandirmasi sonucu oldugu tahmin edilmektedir. Ozellikle
+0,4 V calisma potansiyelinde yaklasik 45 katlik bir artis oldugu gozlendigi i¢in sonraki
caligmalarin bu potansiyelde yapilmasimmin uygun oldugu belirlendi. Boyle diistik bir
calisma potansiyeli, biyolojik ortamlarda bulunabilecek ve yliksek potansiyellerde
yiikseltgenerek cevaba bozucu etki yapabilecek bazi elektroaktif tiirlerin de etkisinin
giderilmesini saglayabilir. Literatiirde ZnO nanocubuklarla hazirlanmig {irik asit
biyosensorii (Zhang vd. 2004) ve ZnO nanopordz ince filmde hazirlanmis kolesterol

biyosensoriinde de benzer sonuglar rapor edilmistir (Singh vd. 2007).
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H,0, derisimi, mM

Sekil 4.1 Enzimsiz karbon pasta elektrotlarin hidrojen peroksite duyarliligi: (a) Karbon
pasta elektrot ve (b) ZnO nanopartikiil modifiye karbon pasta elektrot (0,10
M pH 7,0 fosfat tamponu, +0,40 V, oda sicaklig)
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Sekil 4.2 Enzimsiz karbon pasta elektrotlarin hidrojen peroksite duyarliligi: (a) Karbon
pasta elektrot ve (b) ZnO nanopartikiil modifiye karbon pasta elektrot (0,10
M pH 7,0 fosfat tamponu, +0,70 V, oda sicakligi)

4.1.2 Glukoz enzim elektrotlarin glukoza duyarhhgi

Glukoza duyarli bir enzim elektrot hazirlamak igin, glukoz oksidaz enzimi ZnO
nanopartikiil ile modifiye karbon pasta matrikse immobilize edildi. Literatiirdeki
calismalarda matrikse enzim immobilizasyonu i¢in farkli yontemler bulunmaktadir
(Miland vd. 1996, Dutra vd. 2005, Casero vd. 2000). Bu yontemlerden en c¢ok
kullanilanlar1, belirli miktardaki enzimin kuru halde karbon pastaya ilavesiyle ve
enzimin glutaraldehit gibi ¢apraz baglayici bir reaktifle immobilizasyonudur. Bu
calismada glukoz oksidaz enzimi dnce glutaraldehit (GA) ve sigir serum albiimin (BSA)
kullanarak c¢apraz baglandi sonra karbon pasta ile karigtirilarak immobilize edildi.
Burada, glutaraldehitin karbonil gruplari, BSA’nin amino gruplarina baglanarak
enzimlerin aktif merkezleri bloke edilmemis olur. Glutaraldehitin karbonil gruplar
BSA’nin amino gruplarina baglanir ve bdylece enzimin aktif merkezi bloke edilmez.
Glutaraldehitin iki fonksiyonel grubu bulundugundan bir ucuna enzim, diger ucuna
albumin baglanarak suda c¢oziinmeyen bir jel olusturur. Olusan bu yapi enzimlerin
matrikse tutunarak deney ¢ozeltisine gecmesini engeller. Zhang vd. (2007) tarafindan

BSA ve GA igeren enzim elektrot ile sadece GA kullanarak yapilan enzim elektrotlar
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karsilastirildiginda BSA iceren enzim elektrodun sadece GA ile hazirlanan enzim
elektrottan ii¢ kat daha yiiksek duyarlilifa sahip oldugu, bunun BSA’nin daha fazla

enzim immobilizasyonu saglamasindan kaynaklandig bildirilmistir (Zhang vd. 2007).

Modifiye edilmemis karbon pasta enzim elektrodun glukoza duyarliligi B6liim 3.6.1°de
anlatildigr gibi, +0,4 V sabit potansiyelde belirlendi ve glukoz derisimine karsi, elde

edilen akim farklar1 grafige gecirildi (Sekil 4.3.a).

ZnO nanopartikiill modifiye karbon pasta enzim elektrodun glukoza duyarliligi da,
Bolim 3.6.1°de anlatildigi gibi, +0,4 V sabit potansiyelde belirlendi ve glukoz
derisimine karsi, elde edilen akim farklar grafige gecirildi (Sekil 4.3.b).
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Sekil 4.3 Enzimli karbon pasta elektrotlarin glukoza duyarliligi: a. ZnO nanopartikiil ile
modifiye edilmemis karbon pasta enzim elektrot ve b. ZnO nanopartikiil modifiye karbon

enzim pasta elektrot (0,10 M pH 7,0 fosfat tamponu, +0,40V, oda sicakligi)

Sekil incelendiginde, ZnO modifiye enzim elektrodun duyarliliginin modifiye
edilmemis enzim elektroda gore yaklasitk 4 kat daha yiiksek oldugu ve ZnO
nanopartikiillerinin H,O, duyarliligini arttirdiklar1 gibi enzim elektrotta da ayni sekilde
duyarlhilig1 arttirdiklar1 sdylenebilir. ZnO nanopartikiilleri genis yiizey alanlar ile

elektrot ve enzimin aktif merkezi arasinda elektron transferini kolaylastirmaktadir.

48



4.1.3 ZnO modifiye glukoz enzim elektrodun optimum ¢aliyma kosullari ve
elektrot bilesimi

4.1.3.1 Tampon sisteminin etkisi

En uygun tampon sisteminin belirlenmesi amaciyla, Bolim 3.7.1°de anlatildig1 gibi
ZnO nanopartikiil modifiye karbon pasta enzim elektrodun 0,10 M pH 7,0 fosfat ve
TRIS tamponlarinda ayr1 ayr1 kalibrasyon grafikleri ¢izildi (Sekil 4.4). Grafikler
karsilagtirildiginda, fosfat tamponunda nispeten daha yiiksek bir duyarlilik ve daha
genis bir ¢alisma aralig1 elde edildigi goriildii. Bu sebepten sonraki ¢alismalarda ¢alisma
tamponu olarak fosfat tamponu kullanildi. Literatiirde glukoz tayini i¢in gelistirilen pek
cok calismada fosfat tamponu yaygin olarak kullanilmaktadir (Lim vd. 2005, Saha vd.
2009, Umar vd. 2009, Comba vd. 2010, Zhai vd. 2010). Sonuglara bakildiginda tampon
sistemlerin icerdikleri iyonlarin substratla, olusan iirlinle veya enzimdeki yiiklii

gruplarla etkilesimi biyosensor cevabini etkilemektedir.
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Sekil 4.4 ZnO nanopartikiil modifiye karbon pasta enzim elektrodun cevabina tampon
cinsinin etkisi: a. 0,10 M pH 7,0 TRIS tamponu ve b. 0,10 M pH 7,0 fosfat tamponu

(+0,40 V, oda sicaklig)
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4.1.3.2 Tampon derisiminin etkisi

Enzim elektrotlarin cevabina fosfat tamponunun derisiminin etkisini belirlemek igin,
Bolim 3.7.2°de anlatildig1 gibi, 0,05; 0,10; 0,15; 0,20 M’lik dort farkli derisimdeki
fosfat tamponun kalibrasyon grafikleri ¢izildi ve elde edilen duyarlilik degerleri tampon
dersimine kars1 grafige gecirildi (Sekil 4.5) Sekil incelendiginde 0,10 M tampon
derisiminde diger derisimlere gore daha yiliksek bir duyarlilik elde edildigi gorildii.
Sekil 4.5’ten de goriilecegi gibi 0,05 M, 0,15 M ve 0,20 M tampon derisimlerinde
duyarlilik 0,1 M’a gore oldukga diisiik oldugu i¢in tampon derisimi olarak 0,10 M
derisimi secildi. 0,20 M’dan yiiksek derisimler karbon pastanin yapisini bozabilecegi
ve 0,05 M’dan diisik tampon derigimleri ise az tamponlama kapasitesine sahip
olabileceginden  calisilmadi.  Enzimlerin  aktivitelerini  optimum  diizeyde
gosterebilmeleri i¢in ortamin iyon derisiminin belirli bir degerde olmasi gerekir.
Tampon derisiminin bu optimum degerin altinda veya iistiinde olmasi enzim
aktivitesinde azalmaya neden olarak duyarliligi diisiirmektedir. Giinimiize kadar
gelistirilen baz1 glukoz biyosensorlerinde tampon derisimi olarak 0,10 M’1n secildigi
gorilmektedir (Lim vd. 2005, Xian vd. 2006, Zhao vd. 2007, Li vd. 2008, Dai vd.
2009, Luo vd. 2010, Wei vd. 2010).
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Sekil 4.5 ZnO nanopartikiil modifiye karbon pasta enzim elektrodun cevabina tampon
derisiminin etkisi (pH 7,0 fosfat tamponu +0,40 V, oda sicakligi)
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4.1.3.3 pH’1n etkisi

Her enzimin maksimum aktivite gosterdigi belirli bir pH degeri vardir, ¢iinkii u¢ pH
degerleri enzimin yapisini bozarak denatiirasyona sebep olur (Tiirkaslan vd. 2009). Bu
nedenle, amperometrik enzim elektrotlarla yapilan calismalarda optimum pH’nin
belirlenmesi 6nemlidir. ZnO nanopartikiill modifiye karbon pasta enzim elektrodun
glukoza amperometrik cevaplari 6,0; 7,0; 7,5; 8,0; 9,0 pH degerlerindeki fosfat tamponu
cozeltilerinde Bolim 3.7.3’da anlatildig: sekilde belirlendi. Kalibrasyon grafiklerinden
elde edilen duyarliliklar tampon pH’sina karsi grafige gecirildi (Sekil 4.6). Bu grafik
incelendiginde, en yliksek duyarliligin pH 7,0’de elde edildigi ve daha diisiik ve daha
yilksek tampon pH’larinda duyarliligin diistiigii gozlendi. Serbest glukoz oksidaz
enziminin optimum ¢alisma pH’sinin 4 - 7,2 arasinda oldugu bilinmektedir (Wilson ve
Turner 1992, Sigma). Bu da karbon pasta matriks i¢indeki enzimin optimum pH’sinin
degismedigini gostermektedir. Literatiirde de tampon pH’s1 olarak pH 7,0’nin secildigi
calismalar bulunmaktadir (Lim vd. 2005, Kong vd. 2009, Saha vd. 2009). Ayrica bazi
calismalarda pH 7,4 (Liu vd. 2009, Usman Ali vd. 2010, Yang vd. 2010, Wei vd. 2010,
Lei vd. 2011) optimum pH olarak verilmistir. Yapilan ¢alismalardaki farkliligin enzim

elektrot hazirlama yontemlerindeki farkliliklardan kaynaklandigi sdylenebilir.
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Sekil 4.6 ZnO nanopartikiil modifiye karbon pasta enzim elektrodun cevabina tampon
pH’sinin etkisi (0,10 M fosfat tamponu +0,40 V, oda sicaklig)
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4.1.3.4 Sicakhigin etkisi

Her enzimin aktivitesinin en fazla oldugu bir sicaklik degeri bulunmaktadir. Tipki
pH’da oldugu gibi u¢ sicaklik degerlerinde enzim inaktivasyonu s6z konusu olabilir
(Goziikara 1989). Boliim 3.7.4°te anlatildig1 {izere, ZnO nanopartikiil modifiye karbon
pasta enzim elektrodun cevabina sicakligin etkisi, farkli sicakliklardaki 0,10 M pH 7,0
fosfat tamponunda calisildi. Cizilen kalibrasyon egrilerinden elde edilen duyarliliklar,
sicakliga karst grafige gecirildi (Sekil 4.7). Grafikten de goriildiigii gibi, sicaklik
artistyla biyosensor cevabinda artig gozlendi. En yiiksek duyarlilik 25°C’de elde edildi,
bu sicakligin iistiindeki degerlerde ise biyosensor cevabi azaldi. Enzim aktivitesinin
optimum sicaklig1 olan 25°C’ye kadar biyosensdr cevabinda artis olmus, daha yiiksek
sicakliklarda ise enzim aktivitesinde ve sicaklik artistyla ¢Oziinmiis oksijen
derisimindeki azalma sonucu duyarlilikta diisme goézlenmistir. Daha sonraki deneyler
calisma kolayligi acisindan oda sicakhiginda (2342°C) yapildi. Literatirde glukoz
oksidaz enziminin optimum sicaklik degerinin 20-50°C oldugu belirtilmektedir (Wilson
ve Turner 1992, Sigma). Glukoz tayini i¢in gelistirilen pek ¢ok biyosensorde sicaklik
faktori calisilmistir, ancak uygulama kolayligi nedeniyle oda sicakliginda calismalara

devam edilmistir (Kong vd. 2009).
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Sekil 4.7 ZnO nanopartikiil modifiye karbon pasta enzim elektrodun cevabina sicaklik
etkisi (0,10 M pH 7,0 fosfat tamponu +0,40 V)
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4.1.3.5 ZnO nanopartikiil miktar:

En uygun nanopartikiil miktarinin belirlenmesi amaciyla, B6lim 3.7.5’da anlatildig1
lizere, grafit ve nanopartikiil igerikleri sirastyla; 3:0,5; 3:1,0; 3:1,5; 3:2 oraninda olacak
sekilde hazirlanan elektrotlarin 0,10 M, pH 7,0 fosfat tamponunda +0,40 V’°da glukoza
cevaplar1 incelendi. Her bir elektrot i¢in duyarlilik degerleri grafit:nanopartikiil oranina
kars1 grafiklendi (Sekil 4.8). Sekilden goriilebilecegi iizere en uygun nanopartikiil
miktarinin 3:1,0 oraninda elde edildigi belirlendi. 3:1,5 oranma kadar nanopartikiil
miktar arttik¢a duyarliligin arttigi goriildii. Bunun nedeninin nanopartikiil miktarinin
artmasiyla, iletkenligin ve elektron transferinin artmasi ve H,O, nin yiikseltgenmesinin
kolaylasarak duyarliligin artmasi oldugu sdylenebilir. Ancak 3:1,5 ve 3:1,0 oranlarinda
duyarlilikta 6nemli bir fark bulunmadigi ve 3:1,0 oranindan daha yiliksek nanopartikiil
oranlarinda dogrusal ¢alisma araliginin daraldig1 goriildii. Bu sebepten enzim elektrot
hazirlanirken 3:1,0 orani optimum olarak kabul edildi. Heli vd. (2009) tarafindan
yapilan bir ¢alismada asetilkolin tayini i¢in bakir nanopartikiillleri ile modifiye edilmis
karbon pasta elektrotlar hazirlanmis ve grafit tozu-nanopartikiil oraninin 3:1,0 olarak
kullanildig1  belirtilmistir. Literatiir arastirmast yapildiginda pek ¢ok calismada
nanopartikiil miktarinin optimize edilmedigi goriildii (Lim vd. 2005, Xian vd. 2006,
Zhao vd. 2007, Li vd. 2008, Dai vd. 2009, Luo vd. 2010, Wei vd. 2010).
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Sekil 4.8 ZnO nanopartikiil modifiye karbon enzim pasta elektrodun cevabina

nanopartikiil miktar1 etkisi (0,10 M pH 7,0 fosfat tamponu, +0,40 V, oda
sicaklig)
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4.1.3.6 Enzim miktari

Elektrot cevabina enzim miktarinin etkisi 3.7.6” da anlatildig1 gibi incelendi. Buna gore
4; 8; 10; 12 iinite enzim igeren elektrotlarin 0,10 M pH 7,0 fosfat tamponunda +0,40
V’da glukoza cevaplari incelendi. Elde edilen duyarlilik degerleri enzim miktarina karsi
grafige gecirildi (Sekil 4.9). Grafik incelendiginde enzim miktarinin 4 U’den 12 U’ye
artmast ile elektrodun duyarliliginin arttigi goriildii. Enzim miktarinin artmasiyla
duyarhiliktaki bu artis, enzimin aktif merkeziyle reaksiyona giren substrat miktari
dolayisiyla olusan {irlin miktarinin artmasi seklinde yorumlanabilir. Enzim miktari
olarak 10 U ve 12 U kullanildiginda duyarlilikta ¢ok biiyiik bir degisiklik olmadigindan
ve enzimler pahali molekiiller oldugundan 10 U enzim miktarinin uygun olacagi
diisiiniildii. Literatiirde bazi ¢aligmalarda 231 U (Yang vd. 2009), 600 U (Zhao vd.
2007) ve 12 U (Ren vd. 2009) glukoz oksidaz enziminin kullanildig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.9 ZnO nanopartikiil modifiye karbon enzim pasta elektrodun cevabina enzim
miktar1 (U) etkisi (0,10 M pH 7,0 fosfat tamponu, +0,40 V, oda sicakligi)
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4.1.4 ZnO nanopartikiil modifiye karbon pasta enzim elektrodun performans
faktorleri

4.1.4.1 Substrat derisiminin etkisi

ZnO nanopartikil modifiye karbon pasta enzim elektrodun c¢aligma araliginin
belirlenmesi amaciyla Boliim 3.7.7°de anlatildigr sekilde, farkli derisimdeki glukoz
coOzeltilerinden ¢alisma ortamina belli miktarlarda eklemeler yaparak kalibrasyon grafigi
cizildi. (Sekil 4.10). Grafik incelendiginde ii¢ farkli dogrusal ¢alisma araliginin oldugu
goriildi (Sekil 4.11. a, b, ¢).
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Sekil 4.10 ZnO nanopartikiil modifiye karbon pasta enzim elektrodun cevabina substrat
derisiminin etkisi (0,10 M pH 7,0 fosfat tamponu, +0,40 V, oda sicakligi)
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Sekil 4.11 ZnO nanopartikiil modifiye karbon pasta enzim elektrodu ile farkli derigim
araliginda elde edilen kalibrasyon grafikleri (0,10 M pH 7,0 fosfat tamponu,
+0,40 V, oda sicakligi)
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Sekiller incelendiginde, enzim elektrodun 1,96x10™ mM-3,77x10~ mM, 9,09x10~ mM-
0,156 mM ve 1,00 mM-14,49 mM derisim araliklarinda glukoza dogrusal cevap verdigi
belirlendi. Bu aralik, insan serumunda normal seviyede bulunan glukoz derisim araligi
olan 4,4 - 6,6 mM araligim1 (Wang 2008) kapsadigindan, hazirlanan biyosensor ile
serumda glukoz tayininin kolay ve dogru bir sekilde yapilabilecegi sdylenebilir.
Hazirlanan enzim elektrotla oldukca genis bir derisim aralifinda ¢alisma yapilabilecegi
gorilmektedir. Glukoz tayini i¢in hazirlanan enzim elektrotlarin gézlenebilme sinirlar
incelendiginde, pek ¢ok calismada dogrusal araliginin daha dar oldugu ve gozlenebilme
siirin da daha yiiksek oldugu goriildii. Bunlarin arasinda ¢aligma araligi 0,27 - 4,08
mM (Yang ve Zhu 2006), 0,15-12 mM (Lim vd. 2005), 0,04 — 0,28 mM (Liu ve Ju
2003), 0,5 uM — 10 mM (Usman Ali vd. 2010), 0,1 — 9 mM (Zhai vd. 2010), 0,01 —
0,25 mM ve 0,3 — 0,7 mM (Yang vd. 2010), 0,05-8,2 mM (Dai vd. 2009), 2,78 mM —
11,11 mM (Saha vd. 2009), 1,0 - 500,0 nM (Umar vd. 2009) olan biyosensoérler yer

almaktadir.

4.1.4.2 Cevap siiresi

Hazirlanan enzim elektrodun glukoza cevap siiresi, Bolim 3.7.8’de anlatildig1 gibi,
1,010 M ve 1,0x10° M olan iki farkli glukoz derisimi i¢in incelendi. Belirli zaman
araliklarinda kaydedilen akim farklari grafige gecirildiginde iki farkli derisimde
egrilerin birbiriyle paralel oldugu goriildi. (Sekil 4.12) Diislik derisimde elektrodun
cevap siiresinin yiiksek derisime oranla daha kisa oldugu belirlendi. Enzim elektrodun
cevap siiresi olarak akimlarin hemen hemen sabit kaldigi 20 s’lik siirenin
aliabilecegine karar verildi. Bu siire bir biyosensoriin cevap siiresi i¢in oldukc¢a uygun
bir degerdir. Ciinkii bir analizin dogru ve hizli bir sekilde yapilmasi biyosensorde
aranan en 6nemli 6zelliklerdendir. Literatiirde glukoz i¢in daha uzun cevap siireli 40 s
(Sampath ve Lev 1996), 60 s’den az (Zhu vd. 2002, Sungur ve Glinendi 2006), 25 s
(Sun vd. 2010) ve 20 s (Wu vd. 2000) olan ¢alismalar da bulunmaktadir. Bizim

calismamizda belirlenen cevap siiresi kisa siireli analiz i¢in oldukca uygun bir degerdir.
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Sekil 4.12 ZnO nanopartikiil modifiye karbon pasta enzim elektrodun cevap siiresi a.
1,0x10° M glukoz (mavi) b.1,0x10* M glukoz (pembe) (0,10 M pH 7.0
fosfat tamponu, +0,40 V, oda sicaklig1)

4.1.4.3 Tekrar kullanilabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik

Elektrodun tekrar kullanilabilirligi, Bolim 3.7.9°da belirtildigi sekilde, ayni enzim
elektrot kullanilarak ard arda bes kez kalibrasyon egrisi ¢izilerek incelendi (Sekil 4.13).
Elde edilen kalibrasyon egrilerinin egimlerinin bagil standart sapmasi %3,27 olarak
bulundu. Bu da, hazirladigimiz ayni enzim elektrodun ¢ok sayida analiz i¢in uygun

oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.13 ZnO nanopartikiil modifiye karbon pasta enzim elektrodun tekrar
kullanilabilirligi (> 1. kalibrasyon, == 2. kalibrasyon, # 3. kalibrasyon,

4 kalibrasyon ve m5. kalibrasyon 0,10 M pH 7,0 fosfat tamponu +0,40 V,
oda sicakligr)
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Glukoz tayini i¢in gelistirilen biyosensdrler incelendiginde, yapilan ¢alismalarin sabit
glukoz derisiminde iist iiste alinan dlglimlerin degerlendirilmesi ile yapildigi gorildii.
Ancak bu calismada ayr1 ayr kalibrasyon grafikleri ¢izildiginden tek bir enzim elektrot
ile yaklasik 5 Ol¢limiin basarili bir sekilde yapilabildigi soylenebilir. Kong vd. (2009)
tarafindan yapilan tekrar kullanilabilirlik c¢aligmasinda bagil standart sapma %2,2
(n=13), Comba vd. (2010) tarafindan %5,4 (n=10), Wang vd. (2010) tarafindan %1,9

(n=10) olarak bulunmustir.

Enzim elektrodun tekrar iiretilebilirligini arastirmak amaci ile bes farkli enzim elektrot
icin ayr1 ayr1 kalibrasyon egrileri ¢izildi ve duyarlilik degerlerinin bagil standart sapma
degeri %4,53 olarak hesaplandi. Literatiirde glukoz tayini i¢in yapilan ¢alismalarda
elektrotlar arasi tekrar tretilebilirlik degerleri % BSS olarak degerlendirildigi ve %8,2
(n=4) (Kong vd. 2009), %9,5 (n=5) (Comba vd. 2010), %7,2 (n=6) (Liu ve Ju 2003),
%10 (n=5) (Usman Ali vd. 2010) gibi degerlerin bulundugu goriilmektedir.

4.1.4.4 Raf omrii

Hazirlanan ZnO nanopartikiil modifiye karbon pasta enzim elektrodun raf émrii, B6lim
3.7.10°da anlatildig1 sekilde, bes ay boyunca farkli giinlerde glukoza cevabin 6l¢iilmesi
ve duyarlilik degerlerinin giine kars1 grafige gegirilmesiyle degerlendirildi (Sekil 4.14).
Grafik incelendiginde, 5 ay sonunda enzim elektrodun baslangi¢ duyarliliginin yaklasik
% 60’11 kaybettigi goriildi. Literatiirde Lim vd. (2005) tarafindan yapilan bir
calismada biyosensdriin cevabinin 1 giin sonunda baslangic degerinin % 20’sini
kaybettigi belirtilmistir. Bir diger ¢alismada ise 10 giin sonunda amperometrik cevabin
% 81,3’linli korudugu goriilmiistiir (Wang vd. 2009). Ayrica literatiirde, 2 hafta (Wang
vd. 2010, Zhao vd. 2007, Xian vd. 2006), 30 giin (Luo vd. 2010, Ren vd. 2009), 60 giin
(Kong vd. 2009), 3 ay (Wei vd. 2010), 10 ay (Comba vd. 2010) émre sahip biyosensor
caligmalar1 da bulunmaktadir. Gelistirilen biyosensdrlerin Omiirlerinin birbirinden
farklilik gostermesinin immobilizasyon yontemi ve matriks se¢imi ile ilgili oldugu

sOylenebilir.
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Sekil 4.14 ZnO nanopartikiil modifiye karbon pasta enzim elektrodun émrtii (0,10 M pH
7,0 fosfat tamponu +0,40 V, oda sicakligi).

4.1.5 Girisim yapan tiirlerin ZnO nanopartikiil modifiye karbon pasta enzim
elektrodun cevabina etkisi

Hazirlanan biyosensorlerin cevabina, biyolojik sivilarda bulunabilecek bazi tiirlerin
girisim etkisi incelendi. Bunun i¢in, Boliim 3.7°de belirtildigi sekilde, L-Askorbik asit,
kreatinin, parasetemol, lire, L-Aspartik asit ve {irik asidin kanda bulunabilecek en
yiiksek derigimleri, sabit derisimde glukoz iceren ¢alisma ortamina ilave edildi. Her bir

tiir i¢in % girisim degeri hesaplandi.
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Cizelge 4.1 ZnO nanopartikiil modifiye karbon pasta enzim elektrodun cevabina gesitli
tiirlerin etkisi

Tiir Derisim * (mM) Girisim " (%)
L-Askorbik asit 0,1 8.94
Kreatinin 0,1 4.05
Parasetemol 0,1 20.60

Ure 0,8 4.83
L-Aspartik asit 0,01 16.06

Urik asit 0,05 5.69

* Girigim yapan tiirlerin elektrokimyasal hiicre derisimleri
> o girisim = (L-[))/I) x %100; I,: 1,0 x 10° mM glukoz ¢6zeltisinin amperometrik cevabr, ,.:
1,0 x 10 mM glukoz ¢ozeltisi i¢inde bulunan girisim yapan tiiriin amperometrik cevabi

Cizelge incelendiginde, kreatinin, iire ve iirik asidin serumda bulunabilecek maksimum
derisim degerlerinde bile girisim etkisinin % 6’dan az oldugu, askorbik asitin ise %
10°dan az girisim etkisi yaptig1 sonucu gozlendi. Calismada sadece parasetemol ve L-
aspartik asitin girisim etkisinin digerlerine gore daha yiiksek oldugu goriildii.
Literatiirde glukoz tayini i¢in hazirlanan biyosensorler incelendiginde, Kong vd. (2009)
tarafindan yapilan ¢alismada +0,8 V’da 5% 10* M’a kadar, askorbik asitin % 9, Zhai vd.
(2010) tarafindan yapilan diger bir calismada askorbik asitin % 8,5 girisim etkisinde
bulundugu belirtilmistir. Luo vd. (2010), Comba vd. (2010), Li vd. (2010), Usman Ali
vd. (2010) tarafindan yapilan ¢alismalarda askorbik ve iirik asitin biyosensor cevabina
onemli bir girisim etkisinin olmadig1 belirtilmistir. Wei vd. (2010), Ren vd. (2009),
Pang vd. (2009), Wang vd. (2009), Yang ve Zhu vd. (2006) tarafindan yapilan
calismalarda ise girisim etkisi yapabilecek tiirlerin biyosensor cevabina etkisi
arastirtlmamistir. Elde edilen bulgular, hazirlanan bu enzim elektrodun, herhangi bir 6n

isleme gerek kalmaksizin serumda glukoz tayini yapilabilecegini gostermektedir.
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4.1.3.6 ZnO nanopartikiil modifiye karbon pasta enzim elektrot ile serumda glukoz

tayini

ZnO nanopartikiil modifiye karbon pasta enzim elektrot ile kan serumunda glukoz
tayini, Boliim 3.8’de belirtildigi gibi, standart katma yontemi ile yapildi. Proteinleri
¢oktiiriilmiis ve ¢oktliriilmemis serum numuneleri ile yapilan tayinlerde 6nemli bir fark
goriilmedigi i¢in ¢alismalar proteinli serumlarla yapildi ve elde edilen sonuglar, ¢izelge

4.2’de verildi.

Cizelge 4.2 ZnO nanopartikiil modifiye karbon pasta enzim elektrot kullanarak kan
numunesinde tayin edilen glukoz miktarlar

Kan Glukoz derisimi (mg/dL)
numunesi Enzim elektrot * Spektrofotometrik
I 87,8+0,6 88
I 104,7+3,0 101
11 386,4+7,5 388

*Sonuglar {i¢ 6l¢iimiin ortalamasi olarak verilmistir.

Caligmada gelistirilen enzim elektrotla yapilan tayinlerle, hastane tarafindan bulunan
spektrofotometrik sonuglarin arasinda amlamli bir fark bulunup bulunmadiginin
belirlenmesi i¢in, her iki sonuca “veri ¢ifti ¢ test analizi” uygulandi. Bunun icin Cizelge

4.2°de verilen, her iki yontemden elde edilen sonuglarin farki alindi (d) ve li¢ numune
icin bu farklarin ortalamas1 alind1 (67 ). Farklarin standart sapmas1 hesaplandi (s,) ve test
istatigi degeri t=(d —A,)/s,/ JN formiiliinden 0,408 olarak hesapland1. %95 giiven

seviyesinde, serbestlik derecesi 2 i¢in #, degeri 4,30°dur. ¢ < ti4 oldugundan sifir
hipotezi gegerlidir, boylece iki yontem ile hesaplanan sonuclar arasinda %95 giiven

seviyesinde anlamli bir fark bulunmamaistir (Skoog vd. 2004).

Hazirlanan ZnO nanopartikiil modifiye karbon pasta enzim elektrotla standart katma
yontemi kullanilarak bulunan glukoz degerleri, enzimatik kit ile elde edilen hastane

sonuglarma kars1 grafige gecirilmistir. Sekil 4.15’de verilen grafik incelendiginde, her
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iki tayin yontemi ile elde edilen sonuglarin birbiri ile uyumlu oldugu goriilmektedir.
Sonu¢ olarak, bu calismada hazirladigimiz ZnO nanopartikiill modifiye glukoz
biyosensorii ile serumda bulunabilecek bazi girisimci tiirlerin etkisi olmaksizin, glukoz

tayininin basarili bir sekilde yapilabilecegi gosterildi.
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200+ R2 = 0,999
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0 L L
0 100 200 300 400 500
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Sekil 4.15 Kan serumunda glukoz tayininde yontemlerin uyumlulugu

ZnO nanopartikiil temelli pek c¢ok c¢alismada, hazirlanan enzim elektrot ile gercek
numunelerde glukoz tayininin yapilabilecegi belirtilmesine ragmen, herhangi bir
nunume uygulamasinin yapilmadig goriildii (Ren vd. 2009, Saha vd. 2009, Kong vd.
2009, Liu vd. 2009, Yang vd. 2010).

Glukoz tayini i¢in hazirlanan ZnO nanopartikiil modifiye karbon pasta enzim
elektrodun; elektrot bilesimi ¢izelge 4.3’de, optimum calisma kosullar1 ve performans

faktorleri cizelge 4.4’de 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.3 ZnO nanopartikiil modifiye karbon pasta enzim elektrodun elektrot bilesimi

Elektrot Bilesimi
Grafit tozu:ZnO nanopartikiil orani 3:1
Parafin yagi 15 uL
Enzim 10U
BSA 1,5 mg
Glutaraldehit 10 uL

Cizelge 4.4 ZnO nanopartikiil modifiye karbon pasta enzim elektrodun ¢alisma kosullar1
ve performans faktorleri

Calisma Kosullar: Performans Faktorleri

Tampon Fosfat Calisma aralig L. 1,96x10™ -3,77x10” mM
1. 9,09x107 0,156 mM
I1. 1,00 mM-14,49 mM
pH 7,0 Gozlenebilme siniri 1,96x 10* mM

Tampon derisimi 0,10 M | Tekrar kullanilabilirlik BSS %3,27 (n=5)

Tekrar tretilebilirlik BSS %4,53 (n=5)

Sicaklik 25°C Cevap siiresi 20 s
Calisma +0,4V Raf 6mrii =5 ay
potansiyeli
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5. SONUCLAR

Bu tez ¢alismasinda glukoz tayini i¢in ZnO nanopartikiiliin kullanildig1 modifiye karbon
pasta enzim elektrotlar gelistirildi. Bu enzim elektrotlar i¢in elde edilen sonuglar asagida

verilerek sonuglar diger glukoz biyosensorleri ile karsilastirilmaktadir.

Glukozun tayini enzimatik reaksiyon sonucunda olusan hidrojen peroksitin
amperometrik olarak belirlenmesi iizerine dayandigindan c¢alismada ilk olarak,
hazirlanan karbon pasta elektrodun ve ZnO nanopartikiil modifiye karbon pasta
elektrodun H,O5’e duyarliliklar1 belirlendi ve ZnO nanopartikiil modifiye karbon pasta
enzim elektrodun c¢alisilan derisim araliginda daha yiliksek duyarlilifa sahip oldugu
gbzlendi. Bu sebeple kullanilan ZnO nanopartikiiliin, elektrodun iletkenligini arttirdigi
ve glukoz tayini i¢in bu elektrodun kullanilmasinin daha uygun olacagina karar verildi

(Zhao vd. 2007, Kong vd. 2009)

ZnO nanopartikiil modifiye karbon pasta enzim elektrotlara glukoz oksidaz enzimi
immobilize edilerek ayni kosullarda glukoza duyarli olup olmadiklar1 incelendi. ZnO
nanopartikiil modifiye enzim elektrotun, ZnO modifiye karbon pasta elektrottan daha

yiiksek duyarliliga sahip oldugu goriildii.

ZnO nanopartikiil modifiye karbon pasta enzim elektrodun optimum calisma
kosullarinin belirlenmesi amaci ile yapilan ¢alismalar sonunda 0,10 M pH 7,0 fosfat
tamponunun, calisilan tamponlar i¢inde en uygun ¢alisma ortami sagladigr goriildii.
Literatiirde de benzer sonuglarin elde edildigi belirlendi (Lim vd. 2005, Kong vd. 2009,
Saha vd. 2009).

Zn0O nanopartikiil modifiye karbon pasta enzim elektrodun cevap siiresinin yaklasik 20
s oldugu belirlendi. Literatiirde cevap stiresi 40 s (Sampath ve Lev 1996), 60 s’den az s
(Zhu vd. 2002, Sungur ve Giinendi 2006), 25 s (Sun vd. 2010), 20 s (Wu vd. 2000),
olan ¢alismalar bulunmaktadir. Bu tez ¢alismasinda belirlenen cevap siiresi kisa siireli

analiz i¢in olduk¢a uygun bir degerdir.
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» ZnO nanopartikiil modifiye karbon pasta enzim elektrodun tekrar kullanilabilirligi i¢in
cizilen kalibrasyon egrilerinin duyarliliklart bagil standart sapmalari hesaplanarak
degerlendirildi. Ayn1 enzim elektrotla ard arda cizilen bes kalibrasyon grafiginden
yararlanarak hesaplanan %BSS %3,27 olarak belirlendi. Yapilan pek c¢ok calisma ile
kiyaslandiginda hazirladigimiz enzim elektrotla elde edilen BSS degerlerinin oldukca
iyi oldugu goriilmektedir. Literatiirde de BSS degerleri %5,4 (Comba vd. 2010), %1,9
(Wang vd. 2010) olan ¢alismalar da vardir. Ayrica tekrar iiretilebilirliginin belirlenmesi
amaciyla bes farkli elektrot icin kalibrasyon grafikleri ¢izildi ve duyarhiliklarin %
BSS’ s1 %4,53 olarak hesaplandi. Kong vd. (2009) tarafindan glukoz tayini igin
yapilan tekrar tretilebilirlik ¢alismasinda bagil standart sapma %8,2 (n=4), Comba vd.
(2010) tarafindan %9,5 (n=6) Liu ve Ju tarafindan (2003) %7,2 (n=6), Usman Ali vd.
(2010) tarafindan %10 (n=5) olarak bulunmustur. Literatiir verileri incelendiginde,

hazirlanan enzim elektrodun tekrar iiretilebilirliginin olduke¢a iyi oldugu sdylenebilir.

» ZnO nanopartikiill modifiye karbon pasta enzim elektrodun raf dmriiniin yaklasik 5 ay
gibi oldukc¢a uzun bir siire oldugu goriildii. Literatiirde 10 giin (Wang vd. 2009), 2 hafta
(Xian vd. 2006, Zhao vd. 2007, Wang vd. 2010), 30 giin (Ren vd. 2009, Luo vd. 2010),
60 giin (Kong vd. 2009), 3 ay (Wei vd. 2010), 10 ay (Comba vd. 2010) émre sahip

glukoz biyosensorleri bulunmaktadir.

» ZnO nanopartikiill modifiye karbon pasta enzim elektrodun glukoz i¢in elektrodun
1,96x10* mM-3,77x10" mM, 9,09x10” mM-0,156 mM ve 1,00 mM-14,49 mM olmak
tizere ii¢ farkli dogrusal ¢alisma araligi elde edildi ve gozlenebilme sinirinin da 1,96x10
* mM oldugu belirlendi. Literatiirde glukoz tayini icin dogrusal calisma araligi 0,27 -
4,08 mM (Yang ve Zhu 2006), 0,15-12 mM (Lim vd. 2005), 0,04 — 0,28 mM (Liu ve Ju
2003), 0,5 uM — 10 mM (Usman Ali vd. 2010), 0,1 — 9 mM (Zhai vd. 2010), 0,01 —
0,25 mM ve 0,3 — 0,7 mM (Yang vd. 2010), 0,05-8,2 mM (Dai vd. 2009), 2,78 mM —
11,11 mM (Saha vd. 2009), 1,0 - 500,0 nM (Umar vd. 2009) olan biyosensérler de yer
almaktadir. Bu verilerle karsilagtirildiginda gelistirilen enzim elektrot ile glukoz

tayininin basarili bir sekilde gergeklestirilebilecegi diistintilmektedir.
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» ZnO nanopartikiill modifiye karbon pasta enzim elektrodun cevabi {lizerine, kan
serumunda bulunabilecek ve glukoz tayinine girisim yapabilecek cesitli tiirlerin etkisi
incelendi ve aspartik asit disinda calisilan diger tiirlerin girisim etkisi % 10’ un altinda
oldugu belirlendi. Bu da hazirlanan enzim elektrodun cevabina girisim yapabilecek
tiirlerin, 6nemli bir etkisi olmadigini gostermektedir. Glukoz tayini i¢in gelistirilen pek
cok glukoz biyosensorii igin girisim yapabilecek bazi tiirlerin etkisi incelenmis ve
normal seviyelerde 6nemli bir etki olusturmadiklar1 belirtilmistir (Kong vd. 2009, Liu

vd. 2009, Zhai vd. 2010).

» ZnO nanopartikiil modifiye karbon pasta enzim elektrot ile hastaneden alinan kan
serumunda glukoz tayini yapildi. Elde edilen sonuglarin hastane sonugclar ile arasinda
anlaml bir fark olmadig1 yapilan veri ¢ifti ¢ testi ile belirlendi. Bu da ZnO nanopartikiil
modifiye karbon pasta enzim elektrodun, serumda bulunabilecek girisimei tiirlerin etkisi
olmaksizin glukoz tayinini yiiksek dogrulukla basarili bir sekilde yapabilme yetenegine
sahip oldugunu gostermektedir. Literatiirde gelistirilen pek ¢ok glukoz biyosensorti ile
biyolojik orneklerde analiz yapilmadigi belirlenmistir (Ren vd. 2009, Yang vd. 2010,
Saha vd. 2009, Kong vd. 2009, Liu vd. 2009).
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