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Biyosensor, temel olarak biyolojik ve fizikokimyasal bilesenleri birlestiren ve genis gesitliligi
olan bir sistemdir. Biyosensorlerde enzimlerin kullammi elektrotlarin ylzeyinin immobilize
enzim ile kaplanmasi yontemiyle gergeklestirilir. Caligmada kullamlan glukoz oksidaz enzimi
(B-D-Glukoz: Oksijen oksido reditktaz, E.C. 1.1.3.4) molekiler oksijen varhginds “B-D-glukozun,
hidrojen peroksit ve 3-glukanolaktona dontigiiminii katalizleyen enzimdir.

Bu calismada gida, icecek ve klinik tayinlerde kullanilmak tzere glukoz biyosensorl
gelistirilmistir. Glukoz oksidaz enzimi, jelatine gluteraldehit ¢apraz baglayicis: kullanilarak
capraz baglama yontemine gore immobilize edilmistir. Immobilizasyonda jelatinin yaminda
dolgu maddesi olarak poliakrilamit kullanilmistir. Jelatin ve jelatin-poliakrilamit tagiyici
sistemleri ile glukoz oksidaz eniziminin immobilizasyonu optimize edilerek en uygun
biyosensortn gelistirilmesi amaglanmigtir,

Calismada, serbest enzim, immobilize enzim ve immobilize glukoz oksidaz elektrotlar kimyasal
ve elektrokimyasal (arnperometrik) yontemler kullanilarak karakterize edilmis ve sonuglar
birbirleriyle kargilagtinlmigtir.  Sicaklik, pH, c¢apraz baglayici konsantrasyonu, enzim
konsantrasyonu, tekrar kullanilabilirlik, termal inaktivasyon ve kinetik parameterlerin
incelendigi ¢alismada ayrica biyolojik orneklerde bulunabilecek trik asit biyosensoriin tepkisini
ne sekilde etkiledigi arastinimigtir.

Bu ¢aligmada gida, igecek ve klinik uygulamalarda glukoz tayini amaciyla daha once
literatérde yer almayan yeni bir glukoz biyosensort gelistirilmistir. Hizli, hassas ve
kullanimi pratik olan bu biyosensoriin maliyeti oldukga dusuk olup duyarlilify degigmeden 51
gunlik bir siire boyunca en az 17 kez kullanilabilecegi tespit edilmigtir,

2003, 122 sayfa

ANAHTAR KELIMELER: Enzim immobilizasyonu, amperometrik enzim elektrotu, glukoz
oksidaz, jelatin, poliakrilamit, gluteraldehit, glukoz biyosensoril, immobilize glukoz oksidaz.



ABSTRACT
Ph. D. Thesis
DEVELOPMENT OF GLUCOSE BiOSENSORS
BASED ON ENZYME IMMOBILIZATION
Yasemin NUMANOGLU

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Supervisor: Prof.Dr. Sibel SUNGUR

Biosensors are systems that mainly combine biological and physicochemical
components and also have a wide variety. Enzyme usage in biosensors is accomplished
by coating the electrode surface with iinmobilized enzyme. The enzyme used in this work,
glucose oxidase (B-D glucose: oxygen oxidoreductase, EC. 1.1.3.4) catalysis the conversion
of 8-D glucose to hydrogen peroxide and 8-glucanolactone in the presence of molecular
oxygen.

in this work, a glucose biosensor was developed to be used in food, drink and clinical
detections. Glucose oxidase was immobilized into gelatine with process polyacrylamide
polymer was added to gelatine as filling material. it was aimed to optimise the
immobilization of glucose oxidase onto gelatine and gelatine-polyacrylamide support
systems to develop the most convenient biosensor.

The free and immobilized enzymes and immobilized glucose oxidase biosensors were
characterized using chemical and electrochemical methods (amperometric) and the results
were compared. Temperature, pH, cross-linking agent concentration, enzyme
concentration, reusability, thermal stability and kinetic active compaunds (uric acid,
ascorbic, glycerine, NH," and NaCl and KCI ) on the response of biosensor was also
investigated. in this study a new glucose oxidase biosensor, which have not previously been
citied in literattre, have been devoloped for determination of glucose in food, drink and
clinical application. This fast responding, accurate and easily usable biosensor's
production cost is low and can be used 17 times within 51 days without loosing its
accuracy.

Responding, accurate and easily usable biosensor's production cost is low and can be
used 17 times within 51 days without loosing its accuracy.

2003,122 pages

Key Words: Enzyme immobilizalion, amperometric enzyme electrode, glucose oxidase,
gelatine, polyacrylamide, glutaraldehyde, glucose biosensor, immobilized glucose

oxidase.
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1.GIRIS

Biyosensor, biyolojik ve fizikokimyasal bilesenlerin birlesmesi temeline
dayanan ve geniy gesitliligi olan analitiksel bir sistemdir. Gida endistrisi,
ttp, cevre analizi, savunma sanayi ve genel endiistriyel islemlerde kullanimi
yaygndur. :

Biyosensdrlerin olusum siireci 1950 li yillarda 0, miktarimin bir elektrot ile
izlenmesiyle baslanustir. 1962 yihnda Clark ve Lyons Glukoz Oksidaz
(GOD) enzimini 0, clektrotu ile birlestirilerek kamn glukoz dlzeyini
Slgmeyi basarmislardir. Bdylece yeni bir analitik sistem olugmustur, bu
sistem bir yandan biyokomponentin (enzim) yilksek spesifikligini diger
taraftan ise fiziksel sistemin (elektrot) tayin duyarhbigini biclestirmis ve
genis spektrumlu bir uygulama olanag: bulmustur.

Canlilar teknologlarin hayal bile edemeyecegi duyarhlik performansi
gosterirler; bazi kopeklerin koku almalari insanlardan 100.000 kat daha
duyarhidir, yilan baliklar tonlarca su igerisine ilave edi'en birkag damla
yabanct maddeyi derhal algilarlar. insan viicudunda ise, dis ortamdaki
mekanik, fiziksel ve kimyasal gibi gesitli enerji degisiklikleri 6zel ahcilar
iceren sinir uglar veya dzel hiicreler tarafindan farkedilir. Omegin,  400-
760 nm arasindaki clektromanyctik dalgalar gdzdeki alicilari etkiler ve 15tk
hissedilir, termal alicilar 1s1 enerjisindeki degisiklikleri, kemoalicilar ise tat
alma, koku duyma, kandaki oksijen degisiklikleri gibi kimyasal enerji
degisikliklerini farkederler.

Canlilanin bu uyarilan algilamasimi milmkiln kilan biyolojik maddelerin
analiz sistemleri ile birlegtirilmesi biyosenstrlerin dogmasina yol agmistir,
Biyosensdrlerde biyolojik aktif materyal olarak enzimlerin yamsira doku
kiiltiirleri, mikroorganizmalar, organeller, antikorlar ve nilkleik asitler de
kullanilabilmektedir. Olgme teknigine gore, amperometrik,
potansiyometrik, ‘termal, piazoelektrik, akustik veya optik sensorler olarak
adlandirilirlar.

Biyosensorlerin  yiiksek spesifikliginin yansira, renkli ve bulanik
¢Ozeltilerde genis bir konsantrasyon arahiginda dogrudan dlglime olanak
saglamak gibi iistinliikleri de vardir.

Biyolojik aktif materyal,genellikle biyoreseptor olarak adlandirilir. Bunlarin
iginde en yaygin kullamlanlar enzimler ve antikorlardir. Enzimler



biyosensorlerde kullanilan ilk biyokomponenttir. Biyosensorleri caligina
prensiplerine gore biyoaffinite sensdrler ve biyokatalitik sensorler olmak
tizere iki grupta incelemck miimkiinditr.

Biyoaffinite sensdrlerinde, antijenler ve hormonlarin molekiiler olarak
tanumlanmalan icin boyalar, lektinler, antikorlar veya hormon reseptorieri
ve glikoproteinler kullamlmaktadir (Sekil.1.1). Biyokatalitik sensdrlerde
ise; saf enzimler, organeller, doku kesitleri veya mikroorganizmalar
tarafindan gergeklestirilen molekiiler degisimlere analitlerin kimyasal
dontistimii cslik eder. Bu nedenle bu tip sensrler “katalitik veya
metabolizma sensorleri” olarak adlandirihir. Genel olarak biyosensor,
immobilize edilmis biyolojik veya biyokimyasal bir bilesenin, biyokimyasal
etkilesme sonucunda uygun bir sinyal ileticisi (transduser) araciligiyla,
analitin miktar veya aktivitesi ile orantilt bir sinyalin olugmasimi saglayan
cihazlar veya sistemler olarak tamimlanmaktadir ( Sekil 1.2)

Yitksek spesifikliklerinden dolayr enzimler en yaygmn kullanilan
biyoreseptoricrdir. Enzimler kullanilarak hazirlanan clektrot sistemlerine
“enzim elektrotlart “veya “enzim biyosensodrleri™ denir. Enzim elektrotlan,
biyolojik bilegen (enzim) ile sinyal ileticisinin kombine oldugu sistemlerdir
( Telefoncu 1999).
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Sekil 1.1 Antikor esashi bir immunosensdriin sematik olarak etkilesimi
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Sekil 1.2 Genel clarak bir biyosenstr modeli

Bir enzim biyosensdril hazirlanmasinda astlmasi gereken en 6nemli sorun
uygun enzim ile transduserin (sinyal iletici) kombinasyonu asamasidir. Bu
kombinasyon islemi “enzim immobilizasyonu™ olarak tamimlanmaktadir.
immobilizasyon iglemi igin gesitli ydntemler uygulanabilir, hangi ybntemin
kullanilacagi  segilen transduser ve enzime gore belirlenmektedir



(immobilizasyon enzimin kararlih@1 ve tekrar kullanimi agisindan bilyitk
avantaj saglamaktadir).

Immobilizasyon, biyolojik olarak aktif maddelerin (enzim, hiicre, hormon)
katalitik aktivitelerini kaybetmeksizin defalarca ve sfirekli kullanilmas:
amaciyla g¢esitli tagtyicilara lokalizasyonudur. Enzim immobilizasyonunda
baz1 6nemli hususlara dikkat edilmesi gerekmektedir. immobilizisazyonda
enzim aktivitesindeki kaybi 8nleyecek baglanma metodu secilmelidir. Bunu
saglamak i¢in enzimin aktif bolgesi ve bu boigedeki gruplar dikkate
alinmahdir,

Bazi durumlarda aktif bolgenin korunmast amaciyla. aktif bolge baglanma
sirasinda daha sonra uzaklagtinlabilecek koruyucu gruplar vasitasiyla
korunabilir. fmmobilize enzim yiizeyi enzimin kendi iginde hidrojen bag1 ve
elektron gegis kompleksinin olugmasina izin verecek kompozisyonunu
korumalidir, ¢iinkil bu enzimin termal kararliligi korumak igin gereklidir.
Enzimin ve enzim ylizeyinin mikro ¢evresindeki degigiklikler serbest
enzimin optimum pH ‘indan 2 pH birimi kadar bir degisiklige sebep
olabilir.

Enzim immobilizasyonu ilk olarak 1961 yilinda Nelson ve Griffen
tarafindan gergeklestirimistir. ilk ticari proses ise 1967 yilinda immobilize
amino agilaz kullamlarak D ve L-aminoasitlerin aydinlatildif1 prosestir.
immobilizasyonun optimizasyonu biyosensbrierin sitrekli kullammt igin ¢ok
bnemlidir. Cinkil bu kogullar enzim biyosensorlerinde karakteristik
parametreleri etkilemektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Enzim Biyosensorleri (Enzim Elektrotiar:)

Genel anlamda bakildiginda diger biyosensorlerde oldugu gibi enzim
biyosensorleri de biyoaktif tabaka, iletici ve dlgiim sistemlerinden
olusmustur. Enzim biyosensorlerinde biyoaktif tabakada biyolojik aktif
materyal olarak enzimler yer ahie. Biitiin enzim biyosensérlerinde enzim
immobilize formdadir ve biyosensoriin belirli bir bélgesinde yer alir.

2.1.1. immobilizasyon metodian

Giintimiizde gesitli immobilizasyon metodlart gelistirilmistir. Biyosensor
sistemlerinde enzimlerin immobilizasyonu igin d6rt metot yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bunlar, adsorbsiyon, tutuklama, kovalent baglanma ve
capraz baglamadir (Sekil 2.1) Cizelge 2.1 de ise immobilizasyon
metotlarinin 6zellikleri kargilastirmalr olarak verilmistir,

GUCLU BAGLANMA ZAYIF BAGLANMA

Sekil 2.1 Immobilizasyon metotlari (Fraile, J.M 2002)



Cizelge 2.1 immobilizasyon metotlarinin 5zelliklerinin kargilagtiriimas:

Ozellikler Adsorpsiyon Tutuklama ]lf:glzll:: Capraz baglama
siyon-degistirici  [*alginat *agaroz
Iregine *karageenan *seluloz )

. aktit komar *kolojen *PVC Fonk51yonel
Matriks 1, cika jel epoliakrilamit  [eiyon degistirici olarak inert
maddesi kil i elati . = ' Proteinler

i Jetatin regine (BSA jelatin)
*pordz cam *silikon kauguk  [*por6z cam
olitiretan

Baglanmantn

(Tersinir, pH'a gore
degisken, iyonik

Kimyasal

*oluteraldehit
*bisizosiyanat

Maliyet

s siddetin yilksek  [Fizikseél hapsetme |~ .7 *bisdiazobenzidin ile
dogast . baglama N

= olmasiyla enzim < capraz baglanma

ayrilabilir
Enzim Diigtik Dusik Yiiksek Yiksek

yikleme
Enzim sizintist Cok Orta Cok az Az
Aktivite kaybi| Ihmal edilebilir | ihmal edilebitir Onemli Cok az

Ucuz Ucuz Pahali Ucuz

2.1.1.1 Adsorpsiyon

[mmobilizasyonda kullanilan en eski ve en basit yontemdir. Genelde enzim
¢Ozeltisine yiizeyi membran veya film ile kaplanmis olan transduser
daldirilir ve belirli bir siire beklenir (Sekil 2.2). Membran veya film
immobilize edilecek biyokimyasal aktif materyale gére hidrofilik veya
hidrofobik karakterde segcilebilir. Enzimler i¢in  daha g¢ok hidrofilik
membranlar kullamilir,  Adsopsiyon islemi sonunda serbest enzim
¢dziinmeyen tastyici iizerinden yikanarak uzaklastinlir. Adsorpsiyon verimi,
pH, sicaklik, ¢8ziiciiniin tiirii, iyonik gog, biyokomponentler ve adsorbanin
konsantrasyonu gibi ¢esitli faktorlere baglidir. En ¢ok kullalan
adsorbanlar; seliiloz asetat membranlari, polistiren, polivinil kloriir ve
silikadur.



Metodun avantaji, immobilize sistemin hazirlanmasmm kolay ve enzim
aktivitesindeki azalmanm minimum diizeyde olmasidir. Ayrica farkh
yiiklerde ve biiyiikliikte tagiyicilarin segilebilmesi ile birden fazla enzimin
ayni1 anda immobilizasyonunun gergeklestirilebilmesidir.

Metodun dezavantaji ise, adsorpsiyonun tersinir bir olay olmasi nedeniyle
verimin diisiik olmasidur.

selilloz asetal(SA) Enzm
P Dis zar

Ince SA ¢ozelust
/ Slmi % damlas

Sekil 2.2, Fiziksel adsorpsiyonla enzim immobilizasyonu
2.1.1.2. Tutuklama

Tutuklama metodu, enzimin polimer Orgiisii veya yari gegirgen zarlar
icerisine hapsedilmesi olmak tizere iki sekilde gergeklesir, bunlardan birisi
mikroenkapsiilasyon digeri de kafes tutuklanmasidir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Enzim tutuklanmast a) Mikrokapsiilasyon b) Kafes tutuklanmasi

a) Mikrokapsiilasyon: Bu yontem enzimlerin yan gegirgen zarlar igerisine
tutuklanmast ile gergeklestirilir. Ozel olarak hazirlanmig olan bu zarlardan



enzimler disar ¢ikamazken substrat ve {iriiniin hareketi serbesttir. Kapsiil
zannin  kalinligt ve gecirgenligi kapsiilin olusum zamanina, organik
gbziiclinliin  kompozisyonu, konsantrasyonu ve kullanilan  bilesiklerin
dogasina baglidir.

b) Kafes tutuklanmasi: Enzimler, organeller, hiicreler ve antikorlar i¢in
uygulanabilen bir yontemdir. Bu ydntem, biyokimyasal materyallerin suda
¢bziinmeyen ¢apraz bagh polimer 6rgiisti igerisinde tutuklanmasi seklinde
gerceklestirilir. Bu sekilde biyomolekiiller polimerin orgili yapist iginde
fiziksel olarak tutuklanmakta ve disart ¢ikamamaktadir, Substrat yapimin
igine girebilmekte ve katalitik reaksiyon sonucunda olusan iiriin yine 8rgii
yapisinin disina diflizlenebilmektedir.

Metodun avantaji, diger fiziksel tutuklama metotlarinda oldugu gibi
enzimde herhangi bir kimyasal degisiklik meydana gelmez. buna bagl bir
aktivite azalmasi olmaz.

Metodun dezavantajlar ise, substrat ve {riinlin serbest olarak gegisinin
miimkiin olabilmesi i¢in sadece diisiik molekiil agirlikli substratlarin
katalitik reaksiyonlarinda bu metodun kullanilabilmesi ve c¢apraz bagh
pofimer &rgiisii arasindan enzimin sizma ihtimalinin olmasidir.

Elektrokimyasal polimerizasyon yontemi ile enzim immobilizasyonu:

Enzim, monomer ve sulu ¢dzelti iceren elektrokimyasal hiicre igersinde
gerceklestirilmektedir. Elektrot yiizeyinde polimerin birikmesi sirasinda
enzim immobilize olmaktadir. Reaksiyon pH, sicaklik gibi sartlarin enzim
aktivitesini etkilemeyecek nitelikte ilimli oldugu sulu ¢dzelti igerisinde belli
potansiyel araliginda gergeklesmektedir. Potansiyelin degistirilmesi ile
elektrot yiizeyinde polimer birikiminin ve tutuklanan enzim miktarinmn
kontrol edilebilmesi ve islemin kolaylig1 bu metodun avantajlarindandir.

Son yillarda elektrokimyasal ydntem ile enzim immobilizasyonunda;
polipirol, polianilin, politiyofen ve poli indol gibi iletken polimerler tagtyici
olarak tercih.edilmektedir.



2.1.1. 3 Kovalent baglama

Enzim veya diger biyomolekiiller ile suda ¢oztinmeyen tagtyicr molekiil
arasinda kovalent bag olusumunu igermektedir.

Bu cnzim ile suda ¢6ziinmeyen polimerin fonksiyonlu gruplar arasinda en
az bir bag olusumu ile gergeklesmektedir. Enzimdeki bu fonksiyonlu
gruplarin en dnemlileri; aminoe gruplan lizin amino asitinden, karboksil
gruplar ise L-aspartat ve L-glutamat amino asit kalintilarindan gelmektedir.
Amino gruplars ile kovalent baglama aldehit, diazonyum tuzlan,
izosiyanatlar  gibi  acilasyon ve alkilasyon yapan reaktiflerle
gerceklestirilebilmektedir. Karboksil gruplart amino gruplarina nazaran
daha az reaktif gruplardir. Sadece birkag katt destek ile kovalent baglanma
yapilabilir. Bunlardan en ¢ok bilinenler, alkilamin gruplan ile enzimin
baglanma reaksiyonudur, bu baglanma i¢in en ¢ok kullanilan reaktif
disiklohekzil karbodiimittir.

Enzimlerin kovalent baglanmasinda aikkat edilecek en onemli nokta,
baglanmanm enzim aktivitesi igin essensiyel olan aminoasitler iizerinden
gergeklesmemesi ve bu gruplarin baglanma sirasinda sterik olarak rahatsiz
cdilmemesidir. Hidrolaz enzimleri disindaki enzimler igin kofaktoriin de
immobilizasyonu gereklidir.

Kovalent baglanmada destek maddesinin  dogasi  immobilizasyonda
kullanilacak enzim igin ¢ok dnemlidir. Destek maddeleri, inorganik, organik
veya biyolojik olmak iizerc 3 grupta incelenmektedir, bazi drnekler Cizelge
2.2’ de listelenmistir.



Cizelge 2.2. Kovalent baglanma igin bazi destek maddeleri

Modifiye seliiloz Silika

IDekstran Kum

Sephadeks Silika regine
Hidroksiapatit Polistiren

Aliimina IAkrilikler

IAktif kil Naylon

Baryum stearat Sentetik poliaminoasit
INikel olksit Suni protein membran:
Celik (TiO- ile kapl) Hiicre duvari
Magnetik pargalar(magnetik Fe;0,) Hiicre memebranlar
Cam Cam pamugu

Ozel amaglar igin hazirlanan bir immobilize sistemde uygun destegin se¢imi
cok  Onemlidir.  Analitik  amaclar ig¢in  immobilize  sistemlerin
hazirlanmasinda da ozel destek materyalleri segilmelidir. Ozellikle
immobilize enzim birgok tayinde kullanilacaksa bu olduk¢a &nemlidir.
Ayrica destek materyali analiz ortamindaki herhangi bir bilesene (6megin;
serumdaki proteazlarla) ve bakteri etkisine karsi inert olmalidir. Omegin
cam ve naylon gibi destekler birgok uygulama igin miikemmel bir inertlik
gosterirken, agaroz ve seliiloz gibi destekler ise analitiksel galigmalar igin
problemlidir.

Destek materyallerinin ¢ogu immobilizasyondan 6nce aktive edilmelidir.
Ornegin, metal elektrotun yiizeyi genellikle hidroksil gruplariyla oksitlenir,
meydana gelen bu gruplar aminopropil etoksilan gibi silanize reaktiflerin
yiizeyindeki amino gruplariyla etkilesebilir. Grafit desteklerin oksidasyon
derecesi yiizeydeki karboksil gruplarinin elektrokimyasal oksidasyonuyla
arttirilabilir,

Bu gruplarin proteine baglanmas: disiklohekzilkarbodiimit reaktifi
vasitasiyla gergeklesir. Eger baglanma reaksiyonu kontrol edilebilirse bu
immobilizasyon islemi elektrot yiizeyinde tek enzim tabakas! ile sonuglanir
ve bu substratin hizli diflizyonunu saglar.

Gluteraldehit gibi bifonksiyonel aldehit gruplari bulunduran ¢apraz
baglayici reaktifler ile kovalent baglama en yaygin olanidir, Bu reaksiyonun
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tamami oda sicakliginda, Gluteraldehit ile proteinin sulu ¢6zeltisinde
meydana gelebilir. Enzimlerin kovalent baglama ile immobilizasyonu,
enzimin pH, iyon siddeti ve sicaklik degisimlerine kars: yiiksek bir direng
kazanmasi ve defalarca kullanilabilmesi gibi avantajlar saglar. Enzimde
belirli bir aktivite kaybi ise metodun dezavantajidir.

2.1.1. 4. Capraz baglama

Capraz baglama yontemi ile enzimlerin immobilizasyonu; tutuklama ve
kovalent baglama ydntemlerinin kombinasyonu seklinde gerceklesir. Enzim
molekiillerinin birbirleriyle veya tasiyict matriksindeki bazi fonksiyonlu
gruplar ile c¢apraz baglanmasi seklinde meydana gelir. Bu baglanmalar
bifonksiyonel reaktiflerle veya iki farkli fonksiyonel grup igeren reaktiflerle
meydana gelir.

Sonug olarak, bir enzim molekiiliintin digerine baglanmas: ile enzim
molekiillerinin genis bir matriksi olusur. Efer destek materyali yiizeyinde
fonksiyone! gruplara sahipse enzim molekiilleri tasiyicidaki bu gruplara
kovalent olarak baglanir Capraz baglayici reaktiflerin listesi ¢izelge 2.3 de
verilmistir.

Cizelge 2.3. Enzim immobilizasyonunda kullanilan ¢apraz baglanma
reaktifileri

A: Iki tane aymi_ fonksivonlu grubuB: iki farkli fonksiyonlu grubu

bulunanlar bulunanlar
Gluteraldehit, Hekzadiamin Trikloro 5- triazin

1,5 difloro 2.4 dinitro benzen 3-metoksidifenilmetan-4.4
Bisdiazobenzidin-2,2 dinitrobenzen diizosiyanat

Difenil4 4’-ditiyosiyanat-2,2 -disiit{onik asit Toluen2izostyanat-diizosiyanat
IFenol 2.4- siilfonik asit
Hekza metilen disiyanat

Bu reaktiflerden gluteraldehit en ¢ok kullanilan reaktiftir.
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2.1.1. 5. Koenzim immobilizasyonu

Apoenzime oldukga saglam bagh gruplarin (8rnegin, GOD’a bagh FAD
gibi) ayrica immobilizasyonu gerekmez. Enzim immobilize edildiginde bu
prostetik grup kendiliginden immobilize edilmis olur. Ancak koenzim
durumundakiler (NAD®, NADP", ATP, ADP) divaliz ile apoenzimden
kolayca uzaklasabildiklerinden ayrica immobilizasyonlan gerekir. Koenzim
immobilize edilmezse biyokimyasal reaksiyon koenzim iizerinden yiiridtigii
icin bir enzimatik reaksiyon gergeklesmez. Koenzimler kiigiik molekiiller
olduklarindan tutuklama ydntemi ile immobilizasyonlari miimkiin degildir.
Ayrica  immobilizasyondan  sonra  koenzimin  rejenerasyonunun
gergeklesecegi, apoenzimin aktif merkezine ulasabilecek kadar hareket
serbestligine sahip olmast gerekmektedir.

2.1.1. 6. Araca immobilizasyonu

Aractlar oksidorediiktaz enzimlerinin koenzimlerinin rejenerasyonunda
onemli rol oynarlar. Enzim ¢6ziinmiis formda degilse koenzimin hareket
serbestligi azalir ve elektronlarin elektrot ve koenzim arasinda taginmas:
icin  bir araciya gereksinim duyulur. Araciun gerekli fonksiyonu
gosterebilmesi i¢in diger bazi kosullart da saglamas: gerekir.

*  Tersinir heterojen kinetik gotermeli

* indirgenmis koenzimler ile hizli reaksiyon vermeli

* yiikseltgenmis ve indirgenmis formlari kararh olmal:

* rejencrasyon potansiyeli diisiik ve pH’tan bagimsiz olmah
* in vivo uygulamalar i¢in toksik olmamalidir.

Ferrosen yukarida belirtilen tiim sartlari saglamaktadir, fakat yiikseltgenmis
formu maalesef kismen ¢oziinmektedir.

Aracilar inert veya elektroaktif polimer ile immobilize edilir. fyon

degistirici polimerler (Nafyon) veya iletken polimerler (polipirol, polianilin,
polifenol ve polindol gibi) bu amagla kullanihr. Bu polimerler
elektrokimyasal polimerizasyon ile hazirlanmaktadir,
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2.1. 2. Immobilize enzim elektrotlarinin hazirlanmasi

Uygulamada degisik  yontemler  kullamilmaktadir; ya polimerizasyon
dogrudan transduser yiizeyinde olusturulup bir film elde edilir, veya
6nceden hazirlanan polimer transduser ylizeyine uygulanir. Transduser
hazulama tcknikleri; daldima, dirck baglama, acrosol kullamimt ve
membran kullanimidir,

Daldirma : Elektrot Gnee - enzim ve reaktif polimeri veya enzim, incrt bir
protein ve ¢apraz baglaytcr reaktifi igeren karisuma daldinlir ve elektrot
kendi ckseni ctrafinda homojen bir enzim tabakast elde edilecek gekilde
dondiiritlitr. Elektrot yiizeyinde olusan filim bir O-ring ile tutturulur, Elektrot
glisin gozeltisine daldirfarak notrallestivilir ve ¢apraz baglayicinm fazlas:
uzaklastinlir. Yontem ¢ok kolay ve dzellikle kiigiik transduserler igin gok
uygundur (Sckil 2.4).

& Y

(o) (b (e)

Sckil 2.4. Daldirma metodu ile clektrot yiizeyinin kaplanmasi

Direk baglama yontemi : Kullanilacak enzim ¢ok pahali isc bu yontem
daldirma yontemine tercih  edili.  Daldirma  yontemiyle transduser
yiizeyinde bir membran olusturulabilecegi gibi hazir membranlarla da
kaplama yapilabilir ve yaklagik 10p] enzim ¢dzeltisi bir kapiler yardimuyla
ince bir tabaka olusturacak sekilde damlatilir. Daha sonra aym sckilde
¢apraz baglayici reaktif ilave edilir (Sekit 2.5).

Hazitn

“prctusi / Capraz Baglayier
-—/ = Reakid

o
S S e Tavim

\l “Tabakasi

a v

Sekil 2.5 Direk baglama yontemiyle elektrot yiizeyinin kaplanmasi
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Aerosol kullanim : Transduser 20 dakika enzim ¢ozeltisine daldirlip
enzim adsorpsiyonu saglanir ve 4°C’de kurutulduktan sonra capraz
baglaytcr piskiirtiildiigiinde, enzimin transduser yiizeyine ¢ok ince bir
tabaka halinde daha saglam tutulmast gergeklesir (Sekil 2.6).

Elekrot

Adsomlanmag
Capear Baglayic: Enzim
Reaktif

Azl

Sekil 2.6 Aeresol kullaminu

Biyosensériin cevap siiresi, transduser yiizeyindeki tabaka kalinhg ile
dogru orantilidir. Biyosensor sistemlerinde bu siire ok dnemlidir.

Membran kulamim : Once enzimi immobilize formda iceren membran
hazirlanir ve bu membran ile transduser yiizeyi kaplanir. Boylece ayn:
karakterli membrandan bol miktarda hazirlanabilir ve bu membranlar
biyosensdr fabrikasyonu igin gok uygundur.

2.1.3. Enzim sensérlerinin siniflandirilmas

Enzim sensorlerinin siniflandinlmast yaygin olarak enzimatik reaksiyon
sirasinda olugan sinyalin belirlenme ilkesine gére yapiimaktadir. Buna gére;

¢ Amperometrik esasli enzim sensgrleri:
Birinci nesil amperometrik enzim elektrotlar
Ikinci nesil amperometrik enzim elektrotlan
Ugtincii nesil amperometrik enzim elektrotlar:

*  Potansiyometrik esasli enzim sensérleri:
Proton duyarlt potansiyometrik enzim elektrotlar
Amonyum duyarl: potansiyometrik enzim elektrotlar:
CO- duyarh potansiyometrik enzim elektrotlar
Diger iyon duyar potansiyometrik enzim elektrotlar
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» letkenlik esasli enzim sensorleri

*  Optik esash enzim sensorleri

¢ Kalorimetrik esasli enzim sensorleri
*  Piezoelektrik esash enzim sensorleri

2.1.3.1. Amperometrik esash enzim sensorleri

Biyosensor iletim sistemleri igersinde en g¢ok kullandan metottur. Bir
¢ahgma elcktrotu ile karsi elektrot arasma disandaki denge geriliminden
farkh bir gerilim uygulanirsa, sistem yeniden dengeye ulasmaya ¢alisir ve
bu sirada bir elektrot tepkimesi olur, yani iki elektrot arasindan bir akim
geger, bu yonteme amperometri denir.

Ticari biyosensorlerde c¢ogunlukla amperometrik enzim elektrotlan
kullanthr. Amperometrik iletim sirasinda referans elektrota gore sabit
potansiyel belirlenir, ¢alisma elektrotunun yiizeyindeki elektroaktif titrlerin
indirgenmesi veya yitkseltgenmesi ile olusan aknm 6lgiiliir. Sonug akim, ya
iki elektrotun (¢aligma ve kars1) ya da ti¢ elektrotun (galisma, kars,
referans) birlikte kullanilmasi durumunda, akimin ¢ozeltiden gecmesiyle
azalan potansiyelden dolay) meydana gelir. Olgitlen akim 1, faraday kanunu
olarak tamimlanan elektrokimyasal reaksiyon luzinin direk digitstidiir.

Faraday kanunu : | = ZF.dn/dt

I: akim, F: Faraday sabiti, dn/dt : Yiikseltgenme veya indirgenme hizi
(mol.s™)

Cozeltide destek elektrolit denilen ve elektrotlar arasina uygulanan gerilim
degerlerinde elektroaktif olmayan yani elektrotta indirgenmeyen ya da
yiikseltgenmeyen iyonlarm fazla miktarda bulunmasi ¢ozeltinin elektriksel
" direncini azaltir. Ayrica destek elektrolitin varliginda ve ¢bzeltinin
karistinlmadign durumda eclektrotta indirgenen veya yiiksaltgenen tiiriin
elektrota taginmasi sadece difiizyonla olur.
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Bir elektrot tepkimesinin hiz1 yani tepkime nedeniyle gegen akim;

% ¢ozeltiden elektrot ylizeyine dogru olan kiitle aktarniminin hizina
baghdir, yani sonu¢ akim elektrot yiizeyindeki konsantrasyonun bir
fonksiyonudur,

% elektrotta tepkimeye girecek olan maddenin bir kimyasal tepkimeyle
olugtugu durumlarda bu ¢6zelti tepkimesinin hizina.

% elektrot yiizeyindeki madde ile elektrot arasindaki elektron ya da yiik
aktanim hizina baglidir.

Elektron transfer hizi, elektrotlar arasindaki potansiyvel farkinin
arttiritmasiyla  hizlandirdabilir.  Elektrot  ylizeyindeki reaksiyon hizh
oldugunda potansiyel artug1 i¢in maksimum reaksiyon hizina ulagiir. Bu
hizli reaksiyon tersinir durumlar olarak bilinir ve kiitle aktariminin
maksimum hiziyla sinirlidir. Bu maksimumluk elektrot yiizeyindeki analit
konsantrasyonu stfir oidugunda gergeklesir. Elektrot yiizeyine Kkiitle
aktantmmm hizi ise, cozeltideki analitin konsantrasyonuna, elektrotun
ylzey alanina, difiizyona ve konveksiyon kosullarina baghdir.

Elektrota uygulanan gerilim denge gerilimine esit ise devreden net bir akim
gecmez, ileri ve geri yondeki elektrot tepkimeleri esit hizla yiiriir. Hiicreden
net bir akimin gecebilmesi igin uygulanan gerilimin denge geriliminden
farkli olmas gerekir.

Amperometri i¢in ¢alisma ve karsi elektrotlar kimyasal olarak inert olmal:
ve elektrot ile elektroaktif bilesik arasinda hizli elektron aktarimi
yapilabilmelidir. Uygun elektrot materyalleri; iletken inert metaller, grafit
ve karbonun modifiye formlart ve iletken polimerlerdir. Ag/AgCl
elektrotlart ise en iyi referans elektrottur. Ayrica Hg/Hg.Cl. elektrotiari,
Ag, Pt veya Au gibi metal tellerde referans elektrotu i¢in uygundur,

Amperometrik sensorler igin en iyi 6rnek Clark oksijen elektrotudur, Clark
oksijen elektrotu, amperometrik dl¢limlere dayanan sensérlerin dnciisuidiir.
Bu sistemde altin (Au), glimils (Ag) veya platinden (Pt) meydana gelen
katot, silikon ve teflondan yapiimis bir gaz gegirgen zar ile kaplidir, bu zar
girisim yapan bilesiklerin indirgenmesini engeller.
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Bu katot ile aym1 zamanda bir karstlagtirma elektrotu olan giimils anot
arasina 1.5 V’luk bir pil baglanir ve iki elektrot arasindan gegen akim
bunlarm arasma yerlestirilen bir ampermetre ile Olgiiliir. Bu elektrot
sisteminin daldinldigi ¢ozeltide ¢oziinmils oksijen zardan geger, katoda
ulasir ve uygulanan gerilimde indirgenir. indirgenme akim [-10 mg/L
derisim araliinda ¢oziinmiis oksijen miktari ile dogru orantihdir. Pt katot (-
0.6 V’ta) standart kalomel elektrota kargs tutularak yeterince negatif
potansiyel uygulanmistir,

Katodik reaksiyon: O, —4H" +4de” + H,0,

Anodik reaksiyon : H-0- — O, + 2H + 2¢

Hidrojen peroksiti (H.O,) izlemek igin genel olarak anodik dedeksiyon
kullamilir. Pt veya karbon elektrot iizerinde doymus kalomel elektrota
(SCE) kargt 0.6-0.9 V arasinda dengelenen elektrot iizerinde oksidasyon
gergeklesir.

lletici  olarak  amperometrik  sensoriin  kullamlmasi  durumunda
potansiyometrik sensdrlerden en onemli fark: triinlerden sinyal olusturan
tiirlin elektrot yiizeyinde  siirekli tiiketilerek uzaklasticilmasidir. Sinyal
olusturan tiirlin sensdr yiizeyinde titketilmesi nedeniyle, kinetik yaklagimda
iletici ile biyoaktif tabaka ara yiizeyindeki iirlin konsantrasyonunun sifir
oldugu varsayilir ({P]= 0).

Bu nedenden dolayr amperometrik esasli enzim sensorlerinde denge
durumunda reaksiyon hizi, enzim igeren biyoaktif tabakanin yan gegirgen
bir zarla ¢evrilmis oldugu kosulda, substratin s6z konusu zardan difiizyon
hizina esittir. Zarin yiiksek gecirgen 6zellige sahip olmasi durumunda ise
diisiik substrat konsantrasyonlarinin dlgtimii miimkiindiir. Zar gegirgenligi
azaldikga ancak daha yiiksek substrat konsantrasyonlarinda tayinler
yapilabilir. Cizelge 2.4’te amperometrik sensorlere 6rnekler verilmistir.
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Ve

Cizelge 2.4 Amferometrik biyosensorler

SUBSTRAT ENZIiM TAYIN TURU
Laktik asit Laktat Oksidaz 0,
IAskorbik asit IAskobat oksidaz 0-
Glukoz Glukoz Oksidaz 0,
Glukoz Glukoz Oksidaz H,0,
L-Amino asitler IL-Amino asit oksidaz H.O, I’
Siiksinik asit Stiksinat dehidrojenaz 0,

Etil alkol Alkol oksidaz 0-

Klasik omekler ile enzim elektrotlarmin evrimini agiklanacak olursa,
elektrotlar birinci, ikinci ve ligiincii nesil olmak izere li¢ grupta ele
alinabilmektedir.

2.1.3.1.1. Birinci nesil enzim elektrotlars

En klasik 6rnek, glukozun GOD tarafindan glukonik aside oksidasyonunu
esas alan sistemdir (Sekil 2.7).

GOD
Glukoz+ O-+ H:Q —————3 Glukonik asit ~ H-.0-

Bu tiir enzim elektrotlarinda GOD bir oksijen elektrotu iizerindeki
poliakrilamit jelde immobilize edilmistir. S6z konusu sistemde reaksiyon
sonucu Olciilen akim,  elektrot iizerinde oksijenin indirgenmesinden
kaynaklanir ve O. konsantrasyonunun bir fonksivonudur. Bu oksijen
tilketen reaksiyonda oksijen konsantrasyonunun hiz sinirlayict bir faktsr
olmadig: durumda ve glukoz konsantrasyonunun immobilize GOD un
goriiniir Km degerinin altinda oldugu kosullarda giukoz konsantrasyonu ile
oksijen konsantrasyonundaki azahlis arasindaki iliski dogrusaldir. Oksijen
konsantrasyonundaki azalma akimdaki azalmaya karsilik gelmektedir.

ikinci ©6mek ise, reaksiyon driinii hidrojen peroksidin +0.6 V sabit
potansiyelde oksidasyonunu esas altr, Bu tiiriin digerine nazaran en dnemli
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avantaji, degisen oksijen konsatrasyonlarin analizde dnemli bir problem
yaratmamast ve daha duyarli sonuglar alinmasina imkan vermesidir.
Orneklerde askorbik asit gibi aym potansiyelde yiikseltgenebilecek tiirlerin
girisimine agik olmasi ise onemli bir dezavantajdir. Halbuki gaz gegirgen
bir zarla ¢evrilmis ve oksijenin indirgenmesini esas alan bir dnceki sistemde
bu olasilik yok denecek kadar azdur.

iletilen akm -
lietilen alam

B

ubstrat

Sekil 2.7 Enzimin direk olarak (aracisiz) substrat ile elektriksel etkilesimi A)
Elektrot ile elektrot ylizeyindeki enzim arasinda direk elektron transferi.
) Birincil enzim olarak oksidaz kullanilarak H,0, dedeksiyonu igin
direk elektron aktaricist olarak HRP nin (Horsherodish peroxidase)
kullanilmas:

Son yillarda glukoz tayinine yonelik ticari analizorlerin biiyitk ¢ogunlugu
bu iki tiir sistemi esas almaktadir. Bu tiir enzim elektrotlarinda temel sensor
olarak oksijen basincina duyarlt ve H,O; ‘e duyarli ileticiler kullanilr.

2.1.3.1.2. ikinci nesil enzim elektrotlar

Enzimatik reaksiyonda elektron transferini saglamak igin aract maddelerin
kullanildig1 sistemlerdir. Aracilar oksijenden daha kolay indirgenebilen
bilesiklerdir ve bunlar oksijen degisikliklerinden bagimsiz olarak ¢alisma
imkant saglarlar. Aym1 zamanda bunlar ya 6rnek ¢6zeltisi iginde ¢Oziiniir
halde ya da elektrot ylizeyine immobilize olmus bir halde bulunabilme
Ozelligine sahiptirler.
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Amperometrik glukoz elektrotu giiniimiizde en basanls bir sekilde aract ile
birlikte kullanilan elektrottur. Burada gogunlukla “ferrosen tiirevi” araci
olarak kullanilmaktadir. GOD’un immobilize edildigi grafit elektrota
“dimetil ferrosen” ilave edilmistir. Bu elektrotun isleyisinde, reaksiyon
sirasinda indirgenmis GOD tekrar elektrokimyasal olarak yenilenmis
“ferrisium * iyonlan tarafindan yitkseltgenir. Bu tiir glukoz
biyosensorlerinde reaksiyonlar asagidaki sekildedir;

Glukoz+GOD(FAD) — Glukonikasit+ GOD(FADH,) (i)
GOD(FADH;)+ 0, — GOD(FAD) + H.0s (i)

(i) Reaksiyonunda FADH, nin ylikseltgenmesi elektronlarin oksijene
transferi ile olur. Oksijen yerine araci olarak ferrosen kullaniimasi
durumunda gergeklesen reaksiyon;

Glukoz+ GOD (FAD) —» Glukonik asit + GOD(FADH-)

GOD (FADH,)+ 2Fe” - GOD(FAD) + 2Fe +2H"

elektrot yiizeyi
2Fe > 2Fe” +2¢’

Araci  molekill olarak farkli kimyasal maddelerin kullamidig: farkh
immobilizasyon yontemlerinin denendigi ve karakteristiklerinin incelendigi
calismalar asagida verilmistir.

Bu tiir enzim sensérlerinde temel iletici sistem olarak Au, Pt ve grafit esash
elektrotlar kullaniimaktadr.

1) Kolesterol tayini
Kolesterol esteraz
Kolesterolesteri —» Kolesterol

Kolesterol Oksidaz
Kolesterol+NAD" » Kolestenon + NADH+ H*
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Arace: Diaforoz, Fe'

Diaforozgu, + NADH+H'  —  Diaforoz;,, + NAD'
Diaforoz(ind) + 2F¢* ~»  Diaforozxy + 2Fe ciekirat yizeyi

e - 2Fe"+2¢

2) Etanol tayini

Enzim: dlkol Dehidrojenaz (ADH)
Koenzim: NAD™

Araci: Fe(Il)y/Fe(lll)

3) Solunum zincirinde elektron transfer hizlarimmn incelenmesi
Enzin: Sitokrom Oksidaz
Sitokrom Il¢/Sitokrom Illc

2.1.3.1.3 Ugiincii nesil enzim elektrotlar:

Enzimin redoks merkezi ile elektrot yiizeyi arasinda dogrudan bir
elektriksel iliski kurulmasi esasina dayantr, Genelde bu iliski organik
iletken tuzlarla gergeklestirilir. S6z konusu maddeler ortam sicakhginda
metalik nitelik gosterdikleri igin genelde organik metaller olarak
adlandirilirlar. NMP (N-metilfenotiyazin), TCNQ
(Tetreasiyanokinodimetan) ve TTF (Tetratiyofulvalen) den hazirlanan
organik iletken tuzlar sikhkla kullamilir. TTF geri doéniisiimlii olarak
oksitlenir, TCNQ ise geri doniisiimlii olarak indirgenir.

Bu iletken tuzlar genelde kristal olarak pellet seklinde sikistirilarak veya
grafit tozuyla pasta seklinde kristal olarak elektrot ile kombine edilerek
kullanihir. Bu sistemde flavoprotein karakterinde veya NAD(P)H bagimit
enzimlerin Kkatalizledi3i reaksiyonlardan yararlaniir. NMP ve TCNQ
organik tuzlarimin kullaniimasi durumunda doymus kalomel elektrota karg
+ 0.5 V potansiyelde NMP.TCNQ c¢6ziiniir olmayan TCNQ vererek
ytikseltgenir:
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NMP.TCNQ e NMP + TCNQ

Potansiyel -0.05 V ¢ un altina disiiritldiigiinde ise NMP ¢6ziiniir olmayan
tiirler vererek indirgenir:

NMP.TCNQ + ¢’ —— 3 NMP? +TCNQ

[letici sistem olarak genellikle damla halinde kaplanms, sikistirilimis oyuk
ve karbon pasta elektrotlar kullanihr.

1) Glukoz tayini

Glukoz + GOD(FAD) —  Glukonolakton + GOD (FADH.)

GOD(FADH,) MPICNQelekiot o =y (FAD) + 2H" + 2¢*

2) Etanol tayini

Etanol + ADH ) — Asetaldehit+ H+ ADH,j,q

ADHjpgy+ NAD" —— 3 ADHy, + NADH+H™

NMP.TCNQ elektrot N
NADH —————— NAD +2¢’+H

2.1.3.2. Potansiyometrik esash enzim sensérleri

Potansiyometrik esash sensérler sifir akim kosullarinda ¢aligma elektrot ve
kars: elektrot arasindaki potansiyel farkimi 6lger. Bu kosullar altinda analit
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tilketimi olmamakta ve bu teknik “ yikim olmayan teknik * olarak
tanimlanmaktadir. Bir karsilagtirma elektrotu  ve uygun bir calisma
elektrotu ile olusturulan elektrokimyasal hiicrede dlciilen gerilim degerleri
yardimi ile hiicre ¢dzeltisindeki tiirlerin kantitatif analizine potansiyometri
denir.

Calisma elektrotu; c¢ozeltideki tiirlerden bazilarina segimlilik gsteren
analizi yapilacak ¢ozelti ile karstlastirma elektrotundan ayrilmis elektrottur.

Cozeltive daldirilnug olan analizi yapilacak bu elektrot ile ayni ¢dzeltideki
karsilastirma elektrotu arasinda olusan gerilim degeri ve analitin derisimi
arasinda logaritmik bir iligki vardir. Bu gerilimin ol¢timii sirasinda iki
elektrot arasinda uygun bir devre yardimiyla akim gegmemesi saglanir. Igte
ve dista bulunan c¢ozeltilerde analitin derisimi agisindan bir fark varsa
membranin i¢ ve dis yiizeyi arasinda bir gerilim fark: olugur. Bu gerilim
farkinin, degeri analizi yapilan titre ve derisimine bagl oldugu gibi,
membranin cinsine ve ¢Ozeltide bulunan o&teki bilesenlerin tiriine ve
miktarina baghdir.

Elektrot potansiyelinin belirlenmesi dogrudan analit konsantrasyonunu
tanimlar. Potansiyometrik esaslt enzim clektrotlart s6z konusu sensorler
{izerine bir veya birden ¢ok enzimin uygun immobilizasyon ydntemleriyle
ve uygun metotlarla monte edilmesiyle hazirlanir.

Potansiyometrik cevap, enzimatik reaksiyon sonucunda agiga ¢ikan gazin
(CO, veya NH;) gaz gecirgen zart gecerek diflizlenmesi ve bir pH
degisikligi meydana  getirmesiyle  belirlenir. Potansiyometrik
biyosensérlerin  son derece kararli bir referans elektrota gereksinim
duymalart  bu sistemlerin dezavantajidir. Potansiyel esaslt enzim
biyosensdrlerinde genellikle standart kalomel elektrotunun referans elektrot
olarak kullanilmasiyla potansiyel dl¢iimii gergeklestirilir.

Potansiyometrik enzim sensorlerinde kullanilan temel elektrotlar;

*  pH yadatek degerlikli iyoniara duyarl: elektrotlar

*  Anyon veya katyonlara duyarh iyon segici elektrotlar
*  Gaz duyarl elektrotlar ( CO, veya NH; )
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Iyon segici elektrotlar (ISE) sularn kontrolil gibi alanlar igin uygundur,
Birgok iyon ve nétral molekiil igin elektrotlar secicidir. En 6nemlisi cam
elektrotlardir, camin kompozisyonu segiciligini etkiler. Cizelge 2.5‘te
potansiyometrik biyosensérler verilmistir.

Cizelge 2.5 Potansiyometrik biyosensorler

. KULLANILAN
SUBSTRAT NZIM
SUBSTR E | ELEKTROT
B Uire Ureaz H™, NH,", NH;
. ] Glukoz oksidaz ' i
Glukoz Peroksidaz ? !
Glukoz Glukoz Oksidaz | H
. , . !
Urik asit Urokinaz : CO,
I
L-Arginin Arginaz/iireaz NH;"
Difenilkarbamil floriir D-Kimotropsin F
L-Amino asitler L-Amino asit oksidaz NH.*
Okzalat Okzalat dekarboksilaz CO,
L-Tirozin L-Tirozin dekarboksilaz O,

2.1.3.3. iletkenlik esash enzim sensirleri

Elektrolit ¢ozeltilerinin elektrik  akimim iletmeleri ilzerine kurulmusg
yéntemdir. Bir elektrolit ¢6zeltisinin elektrik akimim iletmesi, elektrotlar
arasina uygulanan potansiyel fark: ile iyonlarin kendi yiiklerinden farkh
yiikteki elektrota gog etmesi ile olusur. Iki elektrot arasina bir alternatif
akim uygulandiginda, diisiik frekanslarda yiik taginmasi, iyonlarin
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elektriksel alandaki gocii ile gergeklesirken, yiiksek frekanslarda ¢dziicliniin
polarlanmasi ile yiik taginmasina ¢oziictiniin de katkisi olur.

Bu yontemin kullamicign iletken sensorlerin segiciligi yoktur, iletkenlik
sensorleri enzim katalizli reaksiyonlarm izlenmesinde de kullanilabilir ve bu
sekilde biyosensorler gelistirilebiliv. Ornegin, itireaz enzimi ile iirenin
etkilestigi rcaksiyon sonucunda olusan NH," ve HCO, iyonlart ortamun
iletkenligini arttiracagindan iletkenlik dlgtimi ile iire tayin edilebilir.

2.1.4. Enzim biyosensirlerinin performansim etkileyen faktorleri

Bir enzim biyosensdriinii karakterize eden, onun g¢alisma niteliklerini ve
verimini belirleyen faktdrler; Kkararlibk, tayin araligy ve tayin s,
segimlilik, cevap siiresi ve tekrarlanabilirliktir.

Kararhihk: Kararhlik, biyosensdriin dmriintin uzunlugu hakkinda fikir
verir, aynt materyai'e ¢ok sayida analizin yapilabilmesi kararlilik ifadesidir.
Enzim sensorleri hibrit bir yapiya sahip olduklart i¢in hem sensdr hem de
enzim kararhhgi agisimdan degerlendirilmelidir. Ornegin, iyon segimli
sensorler genelde yiiksek kararlihga sahip iken gaz duyar olanlarn
doldurma ¢ozeltilerinin belirli araliklarla degistirilmesi gereklidir:

Amperometrik sensorlerde ozellikle yiiksek potansiyelde calisildiginda
reaksiyon  Uriinleri  tarafindan  yiizeyin  bozulmast  problemi ile
karsilastlabilir. Biyolojik aktif materyal agisindan enzim biyosensdriniin
kararhligi incelendiginde enzimin saflik diizeyi, kaynagi ve immobilizasyon
yontemi gibi parametreler dnem tasimaktadir. Genel olarak fiziksel
immobilizasyon yontemlerinin kullanildig1 biyosensérlerin 6mrii kimyasal
yontemler ile hazirlananlara gore daha kisadir. Enzimin saflik diizeyi
yiikseldikge dogal ortamlardaki bilegenlerinden uzaklagildis igin
kararlilikta azalma s6z konusu olabilir.

Caligma kosullari agisindan  bakildiginda, analiz igin yeterli kogullari
sagltyorsa nispeten diigiik sicakliklarda galigmak biyosensériin dmriinii
uzatir, +4°C ¢ de saklanmas: ise mikrobiyal iiremeye izin vermeyen ortam
olmast agisindan tavsiye edilen bir sicaklhiktir.
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Tayin arahg ve tayin smuri: Kalibrasyon pgrafiginde substrat
konsantrasyonuyla sensdr cevabi arasindaki iliskinin dogrusal oldugu
konsantrasyon araligina “dogrusal aralik” denir. Bu grafigin en alt sinir
tayin smin olarak tanimlanirken bu deger bir dogruluk ve kesinlik ifade
eder.

Genelde tayin sinirmin 10° M dan daha diisiik bir deger olmasinin Snemi
vurgufanir. Amperometrik esasli enzim sensorlerinde digerlerine nazaran
oldukea yiiksek duyarliklara erigsebilmek miimkiindiir. Tayin aralig: ve tayin
siiri, tayin edilecek maddenin analiz ortanmindaki diizeyi ve girisim
yapabilecek diger maddelerin ortamda bulunmasindan 6nemli o&lgtide
etkilenmektedir. Biyosens6r cevabimi  etkileven pH, sicaklik gibi
parametreler girisimcilerin  sensér cevabini etkileverek tayin araligini
degistirdikleri goriiliir. pH sensdr cevabint iki yonde etkiler; birincisi,
enzimin optimumu pH sindan uzaklasma ile bivoaktif tabakadaki toplam
enzim aktivitesindeki degisimdir. {kincisi ise. enzimatik reaksiyon ile
tiketilen veya fdretilen ve sinyal olusumuna yol acan tiirlerin pH
degisikligiyle degismesidir. Bu durum tayin eailecek maddenin aktif
tiiriiniin  konsantrasyonunda degisiklige sebep olarak sensor cevabini da
degistirir. Bunun sonucu olarak pH degisikligi ile kulibrasyon egrisinde
degisimler meydana gelir.

Sicakhk, enzim biyosensdr cevabini = optimum sicakliktan uzaklagtimasi
durumunda olumsuz yonde etkiler. Bu o6zellik termal kararhligi diisiik
enzimlerde tesinmez bir denatiirasyonla da sonuglanabilir. Buna karsin,
¢esitli kimyasal tiirlerin diftizyon hizlannm sicaklikla artmast sensor
cevabinda bir artiga sebep olur.

Sonug¢ olarak, enzim sensor cevabindaki degisim kalibrasyon grafiginde
farkliliga ve ¢ogu zaman tayin araliginda ve tayin sinirinda degismeye yol
agar. Bu gibi problemleri ortadan kaldirmak veya en aza indirmek igin,
temel sensorler secilirken analiz ortaminda onu etkileyecek unsurlarin
varlig1 dikkate alinmalidir.

Se¢imlilik: Diger analiz sistemleri ile kiyaslaninca biyosensorlerin
dzelliklerinin en on siralarinda segimlilik gelir, Secimlilik, mutlak spesifik
bir enzim s8z konusu oldugunda en iist seviyelerdedir. Buna karsilik
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spesifikligi diigiik enzimler, grup spesifikler, kismi saflagtinlmis enzim
preparatlari, dokular ve mikroorganizmalar se¢imlilik bakimindan bazi
dezavatajlara sahiptir. Bir biyosenstriin se¢imliligi {izerinde; sensor igin
girisimler, biyokatalizor ile girisimler ve pH etkili olmaktadir.

Sensérde meydana gelebilecek girisimleri engellemenin en iyi yolu
ornekteki diger maddelere cevap vermeyen ve yalmzca ilgilenilen
biyokatalitik reaksiyonu izleyebilecek biyosensor gelistirmektedir.

Amperometrik sensorler potansiyometrik olanlara nazaran daha spesifiktir.
Segilmis sabit potansiyelde kullanilmalarina ragmen s6z konusu kosullarda
bagka eletroaktif maddelerin varh@ girisime neden olabilir. Buna karsilik
Ozellikle Clark tipli oksijen elektrotunun gaz gegirgen bir hidrofobik
membranla ¢evrelenmesi se¢imliligi ¢ok yiiksek diizeye g¢ikanr. Girigim
veren maddeler enzim biyosensorleri i¢in oldugunda iki bashk altinda
incelenebilir. Bunlar kompetitif substratlar ve enzimi aktive veya inhibe
eden maddelerdir.

Bir enzim biyosensoriinde enzim aktivitesi dlgiim ortamindan gelebilecek
en onemli inhibitorler, Ag’, Hg' ve Cu' gibi metal iyonlan, organo
fosfatlar ve stilfidril reaktifleridir. ve basta oksidaziar olmak iizere pekgok
enzimin aktif merkezinde yer alan serbest tiyol gruplarin: bloke eder.

Ortamin pH s1 segimliligi etkileyen en Gnemli parametrelerden biridir. pH
etkisi hem enzime hem de sensbre degisik sekillerde yansir.
Immobilizasyon sonucu bazi durumlarda tastyicinin dogasina baglh olarak
enzimin optimum pH’inda kaymalar olabilir. Bunun yanisira, ilgili
enzimatik reaksiyonda yiiklii substratlarin sézkonusu olmasi durumunda pH
a bagh olarak bu substratlarm yiitk durumundaki degisiklikler de segimlilik
iizerine etki edebilir. Ayrica tayin arahgiun da se¢imlilik tizerine bir ctkisi
vardir,

Cevap siiresi: Cevap siiresi biyosensoriin analizlenecek maddenin
bulundugu ortama temas ettigi andan itibaren ol¢iim diizeneginden sonucun
okundu@u ana kadar gecen siiredir. Cevap siiresi {i¢ ana asamada meydana
gelen olaylar tarafindan etkilenir, bunlar;
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i) substratin analiz ortamindan membran yiizeyine difiizlenme

hizi,

if) substratin membran igine difiizlenme hizi ve biyokatalizoriin
aktif merkezi ile reaksiyon verme hizi,

iii) olusan iirliniin Sl¢tildiigii yer olan sensor yiizeyine diflizlenme
hizidir,

Bu ti¢ olay: etkileyen baglica unsurlar, ¢dzeltinin karigtirilma hizi, substrat
konsantrasyonu, enzim konsantrasyonu, pH, sicaklik. tastyicinin yapisi ve
sensor ylizeyinde veya biyoaktif tabaka yiizeyinde herhangi bir membranin
kullanilip kullanilmadigr ve kullaniliyorsa niteligidir.  Bu unsurlardan
karisirma  mzmm  artist cevap  siiresint kuwsaltirken,  substrat
konsantrasyonundaki artis ise uzamasina yolagar. Enzim miktarimn
arttirtimasi, optimum sicaklik ve pH’'a yaklagma cevap siiresini kisaltir.
Yiizeyde kullnailan membranfarin kalinligi, hidrofilik substratlar igin
hidrofobik nitelik sensor cevabini olumsuz ydnde etkiler.

Biyosensorler igin cevap siiresi genel olarak birkag saniye ile birka¢ dakika
arasinda degigir. Cevap siiresi 5 dakikaya kadar olan degerler kabul
edilirken 10 dakikaya kadar olan degerler oldukga uzundur.

Tekrartanabilirlik: Tekrarlanabilirlik biitlin analitk tekniklerde oldugu gibi
bivosensorler agisindan da son derece 6nemli bir parametredir. Hazirlanan
bir biyosensor ile tekrarlanabilirlik denemelerinin en basiti ayn: bir drnekte
ardarda Glglim yaptmast ve elde edilen degerlerden stardart sapma ve
korelasyon katsayisinin hesaplanmasidir.

Diger performans faktérleri: Bir biyosensoriin performansini etkileyen
diger 6nemli faktSrlerden biri maliyettir. Maliyet genelde bir biyosensériin
hazirlanmast giderleri ile s6z konusu biyosensorler yapilan yapilan bir
analizin  giderlerinin  toplamudir.  Biyosensoriin  ekonomik  agidan
kullanilabilir olmasindaki en énemli faktdrlerden biri, analiz maliyetierinin
diger analitik yontemlerden az olmasidir, Fakat insan giicli agisindan
avantaj saglayan on iglem gerektirmeme gibi niteliklere sahip olma, 6mek
almanin sakincal oldugu bazi fermentasyon proseslerine adaptasyon veya
bir analizin bagka herhangi bir yontemle yapilamama durumlarinda maliyet
ikinci plana itilebilir.
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Ozellikle ¢evre ve savunma alanlarinda kullanilacak olan bir biyosensér igin
tagmabilir olmasi biiyiik Onem tagir. Buna karsihik biiylik saghk
tesislerindeki komplike analizér sistemleri igin tagmabilirlik bir gereksinim
degildir. Aynica kullanim kolayhigi da nemli bir noktadir.

2.1.5. Enzim biyosensorlerinin uygulamatar:

Enzim biyosensorleri, gida endiistrisi, savunma sanayi. tip ve ¢evre analizi
gibi bir¢ok alanda dnem tagimaktadir.

2.1.5.1. Guda endiistrisinde uygulamalar

Gida endiistrisinde, gidalara iliskin analizler dogal Orneklerden, ham
maddelere islem basamaklarindan mamiil triinlere kadar genig bir alanda
yapilir. Dogal 6rekler ve ham tiriinlerde genellikle olgunlagma ve tazelikle
ilgili maddelerc yénelik tayinlerle kimyasal ve milkrobiyal kontaminasyon
ve bunu dnlemek amaciyla kullamilan katki maddelerinin tayini 6nem tagir.
Gida analizlerinde bahsedilen tiim asamalardaki tayinlerde en bliyiik ortak
problem gida maddclerinin kimyasal olarak biribirinden farkli ve benzer
¢ok sayida bilesigi iceren kompleks karigimlar olmalaridir. Bu durumda
tayinlerin  girisimsiz, kararli, hassas ve tekrarlanabilir  olmasi
gerekmektedir. Bu anlamda biyosensorler, dlgiim sistemleriyle dogrudan
baglantilli ve gogu zaman taginabilir olmali, hizli, duyarh, hassas, kolay ve
ucuz tayin gibi avantajlar saglamah ve gida analizlerinde Gnemli bir
alternatif sunmalidir.

Gidalanin temel beslenme bilesenlerinden 6nemli bir kismini gekerler
olugturmaktadir. Sekerlerin meyva ve bazi sebzelerde, siit ve bal gibi
iiriinlerde, kola, sarap, meyva sulan ve gesitli alkolsiiz igeceklerde, bazi
iiretim  ve fermentasyon proseslerinde tayinleri Onem tagmaktadir.
Gidalardaki sekerlerin belirlenmesine yonelik arastirilan biyosensorierin
bityilk ¢ogunlugunu H,0, veya O, duyarli amperometrik sensorleri esas alan
enzim elektrotlan olusturmaktadir (Cizelge 2.6).
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Cizelge 2.6 Gida ve igecek endiistrisinde kullanilan amperometrik
biyosensorler

Oksijen esash biyosensorler

Tayiniyapilacak bilesikler Biyolojik materyaller
Glukoz Pseudomonas fluoresceses
H,0, Sigir karacigeri
Tirozin Seker pancan
Glutamik asit Glutamat oksidaz
Silfit Siilfit oksidaz
Okzalat Okzalat Oksidaz
Hidrojen peroksit esash bivosensérler
Tayiniyapilacak bilesikler Biyolojik materyaller
Salfit Siilfit oksidaz
Ksantin Ksantin Oksidaz
Kolesterol : Kolesterol Oksidaz
Glutamat Glutamat Oksidaz
Galsktoz Galaktoz Oksidaz
Sakkaroz Invertaz. mutorotaz, glukoz oksidaz
Glutamin Glutaminaz.glutamat oksidaz
Laktat Laktat oksidaz

Dengeli beslenme agisindan gidalarin = igerdigi metal iyonlarmin
belirlenmesi gereklidir. Metal iyonu tayinine yénelik bir biyosensérde ilke,
biyoaktif tabakada ilgilenilen reaksiyonu katalizleyen enzim aktivitesinin,
metal iyonu konsantrasyonuna bagh olarak degisimidir.

Gidalarda bulunmasi istenmeyen maddeler; pestisitler, mutajenler, alerjenler
ve mikroorganizma kontaminasyonlaridir, Pestisit ve atiklarinin
belirlenmesinde asetilkolin esteraz ve butirilkolin esteraz enzim elektrot
sistemleri kullanihir. Ayrica, gida maddelerinin dayamikiilig igin kullanilan
antioksidan ve antimikrobiyal maddelerin tayininden gida kalite kontrolii
icin yararlanilir.
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Gida maddelerinin tazelik kontrolti meyvelerde alkol, yaglarda aldehit, balik
etlerinde hipoksantin tayini ile gergeklestirilir. Ayrica sifir etinin tazeliginin
kontrolit i¢in bigak tipli glukoz seasorleri aragtirimatadir.

2.1.5.2 Tipta Uygulamalar

Biyosensorlerin tipta uygulamalan ozellikle acil servislerde, yogun bakim
iinitelerinde, birgok klinik analiz, uydu laboratuvarlarinda veya hasta
yataginda analizler icin aragtirilmaktadir. Biyosenstrierin diger analitik
sistemlere ustiinligiinlin ve biyosensdrlere karst artan ilginin en Snemli
nedeni, spesifik bir metabolitin veya tedavide kullanilan bir ilacin
konsantrasyonunun elektrokimyasal cihazlarla devamli olarak takip
edilebilme arzusudur.

Yogun bakim ve acil servis laboratuvarlarinda, dogrusalligs yitksek ve basit
sistemler kullantarak, kanin ahinmast ile sonucun verilmesi arasindaki sitre
kisalttlmaya c¢alistimaktadir. Tam kan oOrnegiyle c¢alisan olduk¢a basit
biyosensdr sistemlerinin gelistirlmesi diyabet hastalarinin kendi kendilerini
takip etmeleri i¢in arastinimaktadr.

2.2. Glukoz Biyosensorleri

Glukoz biyosensorleri biyolojik aktif materyal olarak immobilize glukoz
oksidaz igeren biyosensdr sistemleridir. GOD enzimi ilk olarak Alman
kimyact Muller tarafindan calistlougtie, Aniger kaynakhh  GOD enzimi
yaptsi en iyi aydinlatilmis olandir, bu enzim oldukga kararli ve saglam bir
yapiya sahiptir. Enzimin redoks merkezinde iki molekiil FAD prostetik grup
olarak bulunur. Ortamda B-D-glukoz bulundugunda asagidaki reaksiyon
gergeklesir;

GOD(FAD)+B-D-glukoz — GOD(FADH,) +§-glukonolakton

Fizyolojik olarak enzim ortamda O, bulunmasi durumunda indirgenmis
prostetik yapt agagidaki reaksiyonu vererek yenilenir,
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GOD(FADH,)+ O, - GOD(FAD)+ H-0:

Oksijenin dogal elektron akseptorii olarak katildig reaksiyonda FADH; ‘nin
oksidasyon mekanizmas: asagida verilmektedir;

o)

I

/u 5 s G,

AT NN -
AT Y FADH,

o

p Y R
‘é\ ;’\ /U\ ’:[ 4a- ludroperokst FAD

" FAD

Enzim elektrot sistemlerinin kullanildigs biyosensérlerin gelismesinde GOD
enziminin énemli bir pay1 vardir. Biyosensor gelistirlmesinde ilk adim 1950
li yillarda Clark ve Lyons tarafindan GOD kullantlarak atitmistir. Bu
arastirmactlar GOD enzimini O; elektrotu ile kombine ederek kanin glukoz
diizeyini 6lgmeyi bagsarmislar ve boylece analitik bir sistem olusmustur.

Glukoz konsantrasyonunu dlgmek igin {i¢ farkli metot kullaniimaktadir;

*  QOksijen sensoril ile oksijen titketiminin 6l¢iilmesi.

¢ Peroksit sensorii ile H,O, iiretiminin dlgitimesi

*  pH sensorii ile olugan glukonik asidin l¢iilmesi
Glukoz miktarinm tayini i¢in en ¢ok kullanilan yéntemler O titketimi veya
H-0, iiretiminin 6iciilmesidir.

Bir biyolojik sividaki glukoz; ¢bziinmiis oksijen etrafindaki membrani
gegerek elektrot yiizeyine ulagtifinda oksitlenerek glukonik aside doniisiir
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ve bu sirada O. harcanir. Oksijen elektrotu ile baglangigtaki O, ve reaksiyon
sonundaki ¢oziinmiis Q, Olgiilir, aradaki fark ortamdaki glukozun
oksidasyonu i¢in harcanan oksijen olup buna bagli olarak biyolojik sividaki
glukoz miktar hesaplanir.

Asagida sirasiyla glukozun oksidasyon reaksiyonunun sematik olarak
gosterilimi  ve bir glukoz biyosensdr modeli verilmistir (Sekil 2.10, Sekil
201y

chiccs glikonike asit
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Sekil 2,10 Glukozun oksidasyon reaksiyonunun sematik olarak gésterilimi

Ghilconat | S— -~»—T—A——~-~--TQ
Giukoz Saed e &
O 1Enzim
Dksien (L ol
HOy i = I

Elektrot

Immobilize enzim

Komyucu zar ‘abakas Yan gegugen zar

Sekil 2.11 Bir glukoz biyosenseriiniin gematik gosterilimi
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Diyabetik hastalar, relatif ve mutlak olarak insulin yetmezligine sahip olan
ve dolayistyla kan glukoz seviyeleri normal arahgin 75-115 mgdl (4.2-6.4
mmol.dm™) disinda seyreden kisilerdir. Bazen glukoz seviyeleri ¢ok asagtya
diiser (hipoglisemi) bu da istenmeyen durumlara ve tehlikeli suur
bozukluklarina hatta soka neden olabilir.

Bazen de kan glukoz seviyeleri yitksek diizevlerde (hiperglisemi)
seyrederek uzun vadede gézde, sinirlerde, bobrek ve kan damarfarinda ciddi
doku komplikasyonlarina sebep olabilir. Bu nedenle son yularda diyabetik
kontrolti iyilestirmek igin ¢ok yogun arastirmalar yapilmaktadir. Bu
calismarin temel hareket noktast, kan glukoz diizeylerinin hizh, hassas,
kolay,ucuz ve kompleks islem gerektirmeyecek sekilde &lgiilmesidir.
Vitcudumuz igin hayati dnem tasiyan glukoz tayininde bu dzellikleri tasiyan
biyosenstrlerin  gelistirilmesi  i¢in  halen ¢ok sayidagalisma devam
etmektedir.

Enzim elektrotu igeren ilk ticari analizér diyabetik hastalarin kaninda
glukoz tayini igin gelistirilmistir. Diyabetik hastaiarda glukoz diizeyinin
kontroliinii iyilestirmek igin ¢ok yoZun arastirmalar yapimaktadir. Bu
galigmalar sonucunda en iyi bulus implante glukoz sensdrii vasitasiyla
insulinin kana gegis hizinin feedback kontroliiniin yaptimasidir. Buna gére
glukoz sensdriiniin semasi asagida Szetlenmistir.
GOD
Glukoz + O »  Glukonik asit+ H,O,

Pt(+0.65V) (Ag/AgCl e karsi)
HzO: > O: +2H

Clemens ve arkadaslart (1977) béyle bir sensorii hastabast yapay bir
pankreasta ilk defa kullanmislardir.

GOD enzimi ile ilgili birgok arastirma yapilnug ve hala devam etmektedir.
Canhlar i¢in bliyiik onem tasiyan glukozun daha g¢abuk, daha kararh ve
siirekli tayini i¢in bu arastirmalar sitrmeye devam edecektir.
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2.3. Glukoz Oksidaz Enzimi ile ilgili Kaynak Arastirmasi

Glukoz oksidaz enzimi ile yapilan galigmalar ¢ogunlukla glukoz tayininin
oksijen konsantrasyonundan bagimsiz olarak, hidrojen peroksit araciligiyla
ol¢tilmesinde yogunlagmistir. {kinci ve figiincii nesil enzim elektrotlar
hazirlanarak tayinler gergeklestirilmistir. platin, camsi karbon, platinize
aktif karbon, karbon pastas, altin, paslanmaz ¢elik igne destek materyalleri
olarak kullanilnusg, bunlardan camsi karbon elektrot Nafyon membranlarin
ya da aracilh sistemlerin hazirlanmast durumunda cogunlukla tercih
edilmistir. Karbon pastasi, hidrofilik enzimlerin denatiirasyonuna sebep
oldugu igin bu elektrot sistemine PE! (polietilen glikol) ilavesiyle bu
sorunun {istesinden gelinmistir (Yabuki er af 1993).

Membran olarak, polikarbonat, gaz geg¢irgen membran (OMR-83 ve KE-
347), WNafyon, poliamino benzen, poliliretan silanize membranlar,
poliakrilamit (katyonik membranlar) gibi membranlar kullantimigtir,
Elektrot sistemine membranlann ilave edilmesiyle girisim dnemli 8lgiide
engellenmistir (Nafyon membranlarla askorbik asit girisiminin dnlenmesi
gibi.) .

Referans elektrot olarak Ag/AgCl iin KCl iginde doymus kalomel elektrotu
kullamihrken, mikroemiilsiyon ile glukoz sensériiniin  hazirlandig bir
caligmada referans elektrot olarak Ag/Ag fosfat kullandmustir (Chan er a/
1994).

Respons siireleri (1 dakikadan az) dikkate alindigimda respons siiresi en
dusiik olan glukoz sensorleri asagida verilmistir.

Lipit modifiye GOD ve Nafyon anyonik polimer kullanarak daldirma
yéntemi ile transduser hazirlanmigtir. Destek materyali camsi karbon, kars:
elektrot platin ve referans elektrot Ag/ AgCl elektrot, + 0,9 V anodik
potansiyelde tayin araligs 0.2 10°-3 mM arasinda olan sensdriin respons
sitresi 2 saniyedir. Nafyon membran askorbik asit girigsimini Jipit
modifikasyonu da GOD sizmasini énlemistir (Mizutani e a/ 1993).

Platin  elektrot f{izerine GOD-gluteraldehit ¢apraz baglanmasiyla
immobilizasyon gergeklestirilmistir. Referans elektrot yine Ag/AgCl
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elektrot, 1.85 V anodik potansiyelde tayin arahig 2.10°-5 mM , respons
siiresi ise 2-4 saniyedir. Platinizasyon, anodizasyon, aminosilanizasyon ve
Gluteraldehit ile capraz baglama iglemlerinin yapilmasi ile sensoriin §mrii 5
glinden 30 giine ¢ikarken, %50 hassasiyet artisi gézlenmistir (Kawakami et
al 1991,

Mikro emiiisiyon ile GOD sensoriiniin hazirlandigi sistemde, enzim iletken
olmayan bir polimer igine hapsedilmis ve organik ¢oziiciiye olan
gereksinimi ortadan kaldiracak bir yontem gelistirilmistir. Pt destek
tizerinde galisma elektrotu hazirlanitken paslanmaz gelik tiip kars: elektrot,
Ag/Ag fosfat ise referans elektrot olarak kullaniimistir. Respons siiresi 3-4
saniyedir.

Polietilen imit {izerine GOD immobilize edilerek hazirlanan sensorde,
oksijene karst segici polipropilen membran olarak bulunmakta, Clark tipli
bir Pt elektrot galisma elektrotu, yine Ag/AgCl elektrot referans elektrot
olarak kullantimaktadir.

Enzimatik reaksiyonun ping-pong mekanizmasina gore yliriidiigi
belirtilmistir. Bu tipik bir Clark O, elektrotu olan birinci nesil enzim
elektrottur ve respons siiresi 20 saniyedir.( Ramanathan et a/ 1994)

Elektropolimerizasyon yontemiyle GOD immobilizasyonunun yapildig:
caligmalarda  ise, polimerizasyon igin kullnilan monomerler; anilin ve
tiirevleri ¢ogunlukla, fenilendiamin, pirol ve tiirevleri. 4-vinil piridin, indo!
ve [Os(bpy)-(PVP),,Cl ICI kullantlmistir,

Polianilin polimerleriyle hazirlanan glukoz biyosensorlerinin respons
siireler 5 ile 40 saniye arasinda degismektedir. Bunun yamisira pirol-2-
karboksilik asit (Py-2-COOH) ve DHB (4,4 -dihidroksibenzofenon) iletken
olmayan glukoz biyosensérlerinin respons siireleri ise 3-6 saniye ye kadar
diigiiriilebilmistir.

Osmiyum (Os) polimerleriyle olusturulan sensorlere iki farkh ¢aliymada
rastianmistir. Bunlardan birinde, osmiyum polimeri‘GOD ile osmiyum
polimer/fGOD/PE] (polietilen imin) kargilagtiriimis , PEI li sistemin daha iyi
sonuglar verdigi gézlenmigtir. Buna gore, PEL I sistemin duyarlihgimn
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arttigi ve girisimin daha az oldugu farkedilmis ,ayrica PEI ilavesiyle
sensorlin pH arahigma karsi hassasiyetinin arttigr goriilmiigtiir.  Osmiyum
polimerli ikinci galismada ise bu sefer sisteme fenol ilave edilerek polifenol
(PPh) olusturulmustur. Os/GOD sensorii ile Os/GOD/PPh sensoriiniin
karsilagtirimasinda ise yine glukoza karsi hassasiyet artmis ve girsim
azalmustir (Jezkovaa ef ol 1997).

2.4. Cahsmada Kul.!zmll:m Enzim, Substrat, Tasiyieilar ve Capraz
Baglayrctlarm Ozellikleri

2.4.1. Enzim: Glukoz Oksidaz

Glukoz oksidaz (B-D-Glukoz: oksijen 1-oksidorediiktaz, E.C.1.1.3.4)
molekiil kiitlesi 160 kDa olan her iki monomerinde kofaktor olarak flavin
adenin diniikleotit (FAD) bulunduran dimer bir proteindir. Enzim
molekilintin kiitlece % 74 protein, % 16 notral.seker ve % 2 amino seker
igermektedir. Karbonhidrat igerigi % 80 civarinda mannoz ihtiva eder.
Mannoz, Asparagin, Treonin, ve serin amino asitlerine N ve O- ucundan
glukozit bagiyla baglannustir.

FAD enzime kovalent olmayan bir sekilde sikica baglidir ve proteine
uygulanabilecek kismi ¢ézme islemiyle haloenzimden ayrilabilir. Bu islem
proteinin denatiirasyonu onlenmis ithman kosullar altinda
gergeklestirilebilir. GODun apoenzimi FADm  ckstraksiyonu ile eclde
edilebilir, FAD “1im kaybetmis apoenzim biyokatalitik aktiviteye sahip
degildir ve fakat suni veya dogal olarak FAD modifikasyonuyla yeniden
olusturulabitir. Haloenzim molekiiliinii olusturan mol kiitlesi 80 000 dalton
olan iki 6zdes altbirim arasinda hem tuz kopriileri hem de hidrojen baglarini
olusturan ve merkezinde 11 aminoasit bulunduran 120 temas noktas: vardir,
Monomerler dar bir temas alani boyunca kovalent olmayan bir sekilde
birbirine baglanmigtir.

Monomerik molekiil yaklagik 60°A x 52 °A x 37 °A ¢aplarinda birbiri igine
girmis kiirelerden olusan katlanmig iki domain igermektedir. Domainlerden -
biri FAD’t baglar, digeri ise iizerinde substratin baglanaca@ bir bolge
bulundurur. Dimerlerin gaplari 70 °A x 55 °A x 80 °A ‘diir.
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Glukoz oksidaz enziminin ikincil ve igiinciil yapist sekil 2.12 ve sekil
2.13'te verilmistir. Ikincil yapisi, alt birimde 1 tane disiilfit kopriisii
bulundurur, dimerik protein % 28 heliks, % 18 yaprak olmak {izere fazla
oranda ikincil yap ihtiva eden elipsoidal bir yapidir. Enzimin tgtncil
yapist ise, birbirinden farkh iki ayr1 B-yaprak sistemleriyle karakterize
edilir. Bunlardan birisi FAD molekiiliinii baglayan domaini olustururken,
digeri aktif bolgenin kenarimi olusturan, 4 tane «-heliks tarafindan
desteklenen ve bu bolgeye yerlesmis 6 tane bityitk antiparalel f-yaprak
yapilardir. Bu B- yapraklar iki alt birim arasindaki arayiizeye yakin bir yere
yerlesmistir. Flavin zincir sistemi ise aktif bélgede huni gekline benzer
genis derin bir cep bulundurur ve dimerin ikinci molekiiliiniin kahintilanyla
bir kenar olusturmustur. Katalitik oyugun (aktif bolge) alt kismu,
izoalloksazin parcasinin 6niine yakin bir sekilde gogunlukla saklanmig olan
aspartik asit 584, tirozin 513, histidin 559 ve histidin 556 amino asit
kalintilarindan olusmaktadir, Bu bélge katalitik reaksiyon sirasinda amino
asitlerin substrata baglandigi yerdir. Ayrica fenilalanin 414, triptofan 426 ve
asparagin 514 amino asitleri de substrat ile temas kurabilecegi pozisyonda
bulunurtar. Flavin ve monomer yiizeyi arasindaki minumum mesafe 13 “A
iken izoalloksazin yarilarimin arasinda da yaklagtk 40 °A kadar bir aralik
vardir. Boylece, bu yapilarda bulunan fonksiyonel gruplar arasinda arasinda
herhangi bir etkilesimin olmasi engellenmistir.

Sekil 2.12. GOD haloenzimi
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Sekil 2.13. Glukoz oksidaz altbiriminin yapisi

Enzim f(-D- glukopiranoz igin yiiksek spesifiklige sahiptir. 2 - Deoksi
glukoz, D - mannoz ve D - fruktoz indirgenmeye daha fazla istekli olsa
da GOD enzimi

B-D glukoza karst ¢ok yiiksek bir spesifite gostermektedir (gizelge 2.7).
Bu substrat igin aktivite 100 kabul edilirse buna gore diger baz
karbonhidratlar icin aktivite degerleri ¢ok diisiiktiir.

izelge 2.7 Glukoz oksidaz enziminin diger karbonhidratlarla  3-D-
g £
glukopiranoz spesifikliginin karsilastirimas

Aktivite (%)

$-D-Glukopiranoz 100

4,6-Benziliden glukoz 1.90
6-metil glukoz 1.85
Mannoz 0.94
a-D-Glukopiranoz 0.64
Altroz, 0.16
Galaktoz 0.14

GOD enziminin katalizledigi reaksiyonda normal olarak hidrojen ahcist
(akseptorii) oksijendir, Sadece oksijenin bulundugu ortamdaki aktivitesi
hava atmosferindeki oksijeninkinin 1.5 katidir. GOD’un literatiirlerdeki
glukozun GOD ile yiikseltgendigi reaksiyonun entalpi degisimi termistorle
dlciilebilecek yeterliliktedir ve birgok glukoz biyosensor konfiglirasyonunun
temelini  olugturur. Radyoaktif olarak oksijenler etiketlendiginde,
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peroksitteki oksijenin sudan degil suda ¢6ziinen oksijenden geldigi tesbit
edilmistir.

Ag', Hg™ Cu™ Glukoz oksidaz enzimindeki FAD’in niikleotidlerine
baglanarak inhibisyon yapar.

HCN, H.S, NH;, NaF veya iiretan gibi kimyasallarla inhibe olmadig1 gibi
glukoz haricindeki diger sekerlerin ortama ilavesinde bile ancak % 15
civarinda bir inhibisyon gerceklesebilir. f-D-Glukozun anomeri olan «-D-
glukozun ortamda bulunmast bile inhibisyon yaratmaz. Bu da enzimin
substratina karst ne kadar spesifik oldugunun bir géstergesidir. Ortamda
0.01 moldm™ 8-hidroksikinolin, sodyum nitrat ve semikarbazit
bulundugunda enzim sirasiyla %11, %13 ve %20 oraninda inhibe olur.

GOD enziminin aktivitesi pH>8 ve pH<2 de hizli bir sekilde azalir. Enzim,
¢ok saf enzim preparatlar agik sari renkli ve toz halinde iken anaerobik (O,
siz) kosulda glukoz varliginda enzim renksiz haldedir. Kuru enzim
numuneleri 0 °C ta 2 yila kadar kararhdir. % 0,1 ve % 0,2 ‘lik sulu
gozeltileri ise 5 °C ta bir hafta kararlidir. GOD Enzimi 377 nm ve 455 nm
dalga boyunda maksimum absorbsiyon verir. UV 1sikta fluoresan (1sima)
vermezken, isittldiktan veya asit  ya da bazla muamelesinden sonra
koenzimi FAD dan dolayi karakteristik yesil renkli bir 1s1ma verdigi
gbzlenmistir.

Ayrnica pH 2.5” ta pepsin ve pH 7.5 ‘ta tripsin sindirim enzimlerinden
etkilenmez. GOD enzimi gida endiistrisi, tip, ¢evre gibi birgok alanda
yaygin olarak kullanilmaktadir.

GOD enzimi B-D glukozu molekiiler oksijeni elektron ahicist olarak
kullanarak, D-glukano-1.5-lakton ve hidrojen peroksite doniislimiinii
katalizleyen enzimdir. D-glukano-1.5-lakton oksidayonun basalangig
tirlinitdtir, ve ayn1 zamanda GOD ‘un zayif yarismals inhibitoriidiir.
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ey

D- Glukdnuldk ton D-Glukgnat

Bu rcaksiyonun huz sabiti pH ‘a baghdir. pH 3 “tc reaksiyon yavag iken pH
$*de reaksiyonun yartlanma omrii 10 dakikadir.

2.4.2. Substrat: $-D-Glukoz

D-Glukoz viicutta ¢n ¢ok bulunan monosakkarittir, iiziimde bol miktarda

bulundugu igin {iziim sckeri olarak adlandiriir. Polarize 15181 saga gevirir,

suda kolayhkla ¢oziinebilen 6 karbonlu bir sekerdir. Suda ¢oziindiigiinde

‘u; farkl yapin denge karniginn bulunmaktadir. Bunlar «- anomeri
%36.,5), P - anomeri (% 63) ve aldehit zincir formudur (% 0,003} (Sekil
2.14).

a-D-Glukoz Aldehit formu B-D-Glukoz

Sekil 2.14. Sulu ¢dzeltide D-glukosun farkh yapilan

2.4.3. Tasyicx

immobilizasyon islemlerinde tagtyicinmn se¢imi enzimin dogasma bagh
oldugu gibi asagidaki hususlara da baglidr:

* Tasiytcmin pargactk bityiikliigiine,

¢ tagiyrcinn yiizey alanna,

* tasiyicidaki hidrofilik gruplann hidrofobik gruplara oranina,
¢ Aagryicimin kimyasal kompozisyonuna baglidir.
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Genel olarak tasiyict tizerindeki hidrofilik gruplann artmasiyla tastyiciva
baglanacak enzim miktari artar ve bununla iliskili olarak elde edilen aktivite
degeri artmig olur. Immobilizasyon islemlerinde seliiloz, dekstran, agaroz,
jelatin ve poliakrilamit tasiyicilan kullaniimaktadir.

Kovalent baglanma metodunda tastyict tizerindeki. amino, hidroksil, tiyol,
karboksil, imidazof, siilfidrit ve fenolik vs, gibi gruplar iizerinden
enzimlerin baglanmasi gergeklesmektedir. Kovalent baglanmada baglanma
reaksiyonlari ve olusan bag tiirlerini orneklersek. diazotizasyon (destek-
N=N-Enzim), amid bag olusturma(destek-CO-NH-Enzim). alkilasyon ve
arilasyon (destek-CH,-NH-Enzim). schiff bazi olusumu (destek-CH=\-
Enzim) vs, seklinde verilmektedir

2.4.3.1 Jelatin

Jelatin, kolojenin kismi hidrolizi sonucunda elde ediien, suda ¢dziinen
ipliksi (lineer) bir proteindir. Bag dokusu, deri, kemik, kaslar ve hayvan
postunda bulunur. Molekiil agirliklart ortalama 3000 ile 200.000 arasinda
degisen jelatin kolojenini hidroliz firiinlerinin  hereojen kangimudir.
Polipeptit zincirinde en ¢ok tekrarlanan glisin-prolin-prolin ve glisin-prolin-
hidroksiprolin serisidir.

Jelatinin amino asit bilesimi; %626.4-30,5 glisin. ®o14,8-18 prolin, %013,3-
14,5 hidroksiprolin, %11,1-11,7 glutamik asit, %8.6-11,3 alanin ve azalan
sirada ise arginin, aspartik asit, lizin, serin valin, fenli alanin, treonin,
izoldsin, hidroksilizin, histidin, metiyonin ve tirozin bulunur.

Lizinin serbest amino grubu, argininin guanidin grubu ve histidinin serbest
imidazol grubu jelatine amfoterik bir yapi kazandirir. Bunlardan en
onemlileri lizinin amino grubu ile argininin guanidin grubudur. Karboksil
gruplan ise glutamik asit ve aspartik asitin fonksiyonlu gruplaridir. Amino
asit molekiilleri sulu ¢zeltide dipolar iyon olarak davranirlar, izoelektrik
noktasinda iyonize olan asidik ve bazik gruplar arasindaki denge giiglii
molekiil igi baglanmalara neden olur. Ancak diger pH degerlerinde bunlar
agtlmis diiz zincir halinde bulunurlar. Bu kiimelenme jelatinin fiziksel ve
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mekanik 6zelliklerini etkiler ve dolayisiyla da jelatin ¢Ozeltilerinin
viskozitesinde onemli derecede degisikliklere yol agar. 1zoelektrik pH ta
jelatinin viskozitesi minumumdur,

Kaynak ve elde edilis prosesine gore tip A ve tip B olmak lizere iki tip
jelatin vardir. Tip A jelatin hammadde olarak domuz derisinin kullanildig:
asidik proses ile elde edilen, tip B jelatin ise sifir derisi ve postunun
hammadde olarak kullansldigs bazik prosesle elde edilen jelatindir.
Kullanim amacina gore jelatin tipinin secimi cok 8nemlidir. Omegin,
karaagenan gibi anyonik polimerlerle tip A jelatin  kullanldiginda
istenmeyen etkilesimlerle karsilir, oysa tip B jelatin kullanilamildiginda bu
durum yasanmaz. iki jelatinin de izoelektrik pH ‘lart farklidrr, tip A ‘nin
izoelektrik pH ‘1 9 iken tip B’nin izoelektrik pH s1 5 tir (Sekil 2.15).

Sekil 2.15 Tip A ve tip B jelatininin pH diyagrann

Jelatinin en karakteristik fiziksel Ozelligi, sulu c¢ozeltide islatildiginda
tersinir elastik jeller olusturabilmesidir. Kuru jelatin agichifinin yaklasik %
40“ kadar nem absorblar. Soguk su igerisinde serbest halde sismeye
birakildigs agirhginin % 600-700°4 kadar su absorblamaktadir. Jelatinin
fonksiyonelligini yitirmemesi igin, jelatin topaklagmadan tamamen
¢Oziilmeli, asitli ortamdan uzak tutarak ve asin 1sitmaktan kaginarak
istenmeyen hidrolizi ve denatiirasyonunu 6nleme gibi hususlara dikkat
edilmelidir.

Jelatin baz1 ¢ok degerlikli metal iyonlar ile veya gluteraldehit, formaldehit

gibi aldehitlerle gapraz baglar olusturarak sertlesir. Sertlesmis jelatin suda
¢cbziinmez. Ticari jelatin, parlak sekilsiz bir madde olup, renksiz taneler
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veya ince tabakalar halinde satilir, derigik ¢ozeltileri ¢ok agik saridir. Jelatin
giintimiizde teknolojide ¢ok yaygin olarak kullaniimaktadir. Diinyada
yaklagik 250 000 ton jelatin {iretilmektedir, bunun % 60 ‘1 yiyecek
endiistrisinde % 40 ‘1 ise ilag¢ endiistrisi, fotografcilik ve diger amaglar igin
kullaniimaktadir. Cizelge 2.8°’de gida teknolojisinde jelatinin kullanimi
verilmektedir. Jelatin;

* silah sanayisinde; kii¢iik silah mithimmati i¢in dumansiz barutun
imalatinda topaklagmayr ©nlemek amaciyla koruyucu kolloit
olarak,

* polimer sanayisinde; sentetik  polimerlerin  ¢oktiiriildiigii
emiilsiyonlarin  koagiilasyonuna ve ufalanmasina yardimer olmak
amactyla, o

*  fotografcilikta; boyva igeren ¢esitli dokme filmlerde 151k filtreleri
olarak,

«  basim iglerinde; bir masterdan birka¢ kopyanin ¢ogaltilmasinda.

+  oksijen gegirmeyen film veya lamellerin eldesinde.

« ilag endiistrisinde ve gida endiistrisinde kullaniimaktadir.

Cizelge 2.8 Jelatinin eida endiistrisinde kullanimi

CRUN JELATININ FONKSIYONU
sakiz, joleli pastil seklinde sekerler ellestirici,sakizlastiricr.parlaklik verici
Lok Jellestirici,  sekerin  kristallenmesinin|

okum -

kontrolii .

Karamel. bon bon sekeri Emiilsifiye edici.sakizlastine
Peynir driinleri (krem peynir) Stabilize edici
Dondurma Uellestirici
Hazir tathilar ellestirici
'Yiyecek siisleri Jellestirici
Yogurt, eksi krema Uellestirici,stabilize edici

Is1 sokundan koruyucu. jellestirici,dolgu

Dondurulmus tathlar | naddesi olarak

Konservetiriinleri o
. . Uellestirici
(jambon,sosis.salamura et)
Mayonez En'xu.ls_lﬁy €
edici. jellestirici
ole, siisleme jeli Uellestirici
Kaplanmig sosis Uellestirici,yapistirici

Ditgitk yagh margarin
% 60°tan az yag)
[Tatldar Hellegtirici

Stabilize edici. dolgu maddes olarak
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2.4.3.2 Poliakrilamit

Poliakrilamit, genel olarak [-CH,=CHCONH,] formiilii ile gosterilen
akritamit birimlerinin tekrarindan olugan lineer bir polimerdir. Biitiin
kosullarda suda g¢bziinebilen, sert, camst pargacik goriiniimiinde 200 °C
{izerindeki  sicakliklarda  bozunarak  yumusayan  bir  polimerdir.
Poliakrilamitler kendisini meydana getiren akrilamit birimlerine nazaran
daha yiiksek sicakliklarda bozunurlar. Sudaki ¢ozeltileri oldukga viskozdur,
polimerin % agirlig1 arttikga viskozitenin gok daha fazla arttigi gorisimugtiir.

Katr poliakrilamit polimeri tamamen kuru, parlak beyaz renktedir. Ticari
olarak mevcut olan kats poliakrilamit tozlart normal kosullarda kurudur ve
genellikle % 5-15 su icerir. Higroskopiktirler, polimerin iyonik karakteri
artttk¢a su ¢ekme kapasitesi de artar, ©zellikle katyonik poliakrilamit
higroskopiktir. Katt poliakrilamitin fiziksel ozellikleri ¢izelge 2.9°de
veriimistir.

Cizelge 2.9 Kati poliakrilamidin riziksel 6zellikleri

OZELLIKLER _ ACIKLAMA
Yogunluk 1.302 g em™
Camsi gegis stcakhi 188 °C ‘
Zincir yapis Iisas olarak dogrusal veya dallannug
Kristal goriiniimi Amorf halinde (yiiksck mol kiitleli)
Coziiciileri Su. ctilen glikol. formamid
Coziinmedigi ¢oziiciiler Ketonlar, hidrokarbontlar, cterler, metanol

Yandiginda agiga ¢ikan gazlar H,. CO, CO,. NH;, NO,

Poliakrilamit bazik ortamda diisiik sicaklikta hidrolizlenirken, nétral veya
asidik ortamda yiiksek sicaklikta hidrolizlenmektedir. (Othmer 1991).

Uzerinde karboksil grubu bulunduran poliakrilamit polimerleri ve
kopolimerleri sulu ¢ozeltileri aliminyum, krom ve diger polivalent
katyoniarmin tuzlan ile etkilestiklerinde kivamlt bir jel olustururlar. Jel
olusumu, polimer molekiiliindeki amit grubunun karboksil grubuna oranina,
pH, katyonun cinsine, polimerin konsantrasyonuna ve polimerin molekiil
kiitlesine gibi kosullara bagh olarak degismektedir.

YUKSE! EXOGRET M KURULL
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2.4.4. Capraz baglayici: Gluteraldehit

Immobilizasyon isleminde tastyict iizerine inorganik ve organik
sertlestiriciler  ilave  edilerek  ¢apraz  baglama  reaksiyonlar
gerceklestiriimektedir. immobilizasyonda kullamilan ¢apraz baglayicilar
immobilize &rneklerin mekanik 6zellikleri, jellesmesi ve aktivitelerini
belirlemektedir. Jelatin bazi organik veya anorganik ¢apraz baglayicilar ile
reaksiyona girerek ¢apraz baglar olusturur ve sertlesir. Sertlestirilmis jelatin
suda ¢6ziinmez. Cahsmada jelatininin ve enzimin ¢apraz baglanmasinda
organik sertlestirici olarak gluteraldehit [OHC-(CH-)-CHO] kullanilmustir.

Aldehit gruplan jelatin ve enzimin serbest amino gruplan ile ¢apraz baglar
olusturmaktadir.

Gluteraldehit tipta dezenfel:tan olarak kullaniimaktadir. Ornegin, %2 ‘lik
gluteraldehitin % 70 “lik izopiopil alkol veya % 0,3 ‘lik bikarbonat ¢&zeltisi
igerisindeki karistmt cerrahi aletlerin viriis, bakteri, mantar ve spordan
uzaklastirllarak dezenfeksiyonunda kullaniimaktadir (Bilgehan 1992).
Jelatin ¢Ozeltisi igerisine ilave edilen capraz baglaywcilar, yiiksek
sicakliklarda jeli ¢6ziinmeyen hale getirdikleri gibi kuru ve islak jelatin
tabakalarina mekanik direng kazandirmakta ve yiiksek asidik ve bazik
ozellikleki ¢ozeltiler igerisinde bile dagiimamalarini saglamaktadir.

2.5. Calismanin Amaci

Sunulan ¢aligmada gida, icecek ve klinik tayinlerde kullanilmak {izere
glukoz  biyosensorii  gelistirilmesi  amaglanmistir.  Son  yillarda
biyosensdorlerle ilgili birgok ¢alisma yapilmasina ragmen dogru sonug veren,
hizli, hassas, kullammi pratik ve kolay olan bir biyosensor
geligtirilememistir.

Calismada Glukoz oksidaz enziminin, jelatine gluteraldehit ¢apraz
baglayicist kullanilarak immobilize edilmistir. Tastyici jelatin gluteraldehit
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ile capraz bag olusturarak sertlesir. Poliakrilamit ise aym kogsullarda ¢apraz
bag olusturararak sertlesmez. Bu nedenle poliakrilamit glukoz oksidaz
enziminin  immobilizasyonunu  gelistirmek amact ile  kullamlmigtir.
Poliakrilamit immobilizasyonda dolgu materyali olarak kullant!mustr.
immobilizasyon sonrasi ¢oziinerek uzaklastirilarak tastyic: sistemin yiizey
alaninin buna bagh olarak relatif aktivitenin arttirilmasi amaglanmistir.

Elde edilen immobilize sistemlerin birbirleriyle kargilastiniimast ve
optimizasyonu ile en iyi biyosensor gelistirilmesi amaglanmustir.

Calismada, serbest enzim, immobilize enzim ve immobilize glukoz oksidaz
elektrotlart  kimyasal ve elektrokimyasal (amperometrik) yOntemler
kullamlarak karakterize edilerek sonuglar birbirleriyle karsilastinlmistir,
Sicaklik, pH, capraz baglayici konsantrasyonu, enzim konsantrasyonu,
tekrar kullanilabilirlik, termal inaktivasyon ve kinetik parameterlerin
incelendigi ¢aligmada ayrica biyolojik 6rneklerde bulunabilecek tirik asit,
askorbik asit, gliserin, NH;" , NaC! ve KCl gibi elektroaktif bilesiklerin
hiyosensoriin cevabini ne sekilde etkiledigi aragtirilmustir.

47



3. MATERYAL ve YONTEM
3. 1. Materyal

Calismada kullandan kaynagi Aspergillus niger olan glukoz oksidaz (B-
glukoz: oksijen oksidorediiktaz EC 1.1.3.4) Sigma (A.B.D) tiriiniidiir.

Kaynagi yaban turpu (Horsheradish crude ) olan peroksidaz (POD EC
1.11.1.7) Sigma (A.B.D) iriiniidir. Militresinde 60 purpurogallin unit
olacak sekilde bidestile su ile her deney igin taze olarak hazirlanmistir.

o- Dianosidin hidrokloriir (3,3"- dimetoksibenzidin), Sigma (A.B.D) tiriidilr.

D- Glukoz, Merck’ ten (Almanya) temin edilmistir. Bidistile suda
hazirlanan ¢ozeltisi, mutarotasyonunun tamamlanmasi igin 24 saat
bekletildikten sonra kutlantimsstir.

Tastyict graniiler fotografik jelatin Croda (UK) iirintidilr.

Capraz baglayict olarak kullanilan gluteraldehit ve dolgu maddesi olarak
kullanilan poliakrilamit Aldrich Chemical Co (UK) tiriiniidiir.

Tamponlarin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar Merck‘ten (Almanya)
temin edilmis ve saflagtiriimadan kullanilmigtir.

HCI, Merck (Almanya) firmasindan temin edilmigtir.
Kimyasal deneylerde elde edilen optik yogunluk degerleri JENWAY 6105

UV/Vis model spektrofotometre ile dlgiilmiistiir.
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Elcktrokimyasal sentez dlgiimleri, Potentio-Galvanoscan Wenking PGS 95
model potansiyostat ger¢eklestirilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Elektrokimyasal él¢iim

Caligmada amperometrik analizleri gergeklestirmek amaciyla, ¢6zelti direng
problemini Onlemck igin tig elekirot potansiyostatik sistem gelistirilmigtir.
Ug elektrot sisteni, referans  ve galisma elektrodunun yerlegtirilmesinde
bityilk esneklik saglamakta ve IR (I= akim, R=direng) diisiis etkisini
minumuma  indirgemektedir.  Ayrica referans eclektrodundan  akim
gecimemesi gibi bir avantaji vardir.

Ug elektrotlu sistemde, zamanla potansiyeli dogrusal olarak degisen mikro
elektrot veya ¢alisma clektrodu, potansiyeli deney siiresince sabit kalan bir
referans elektrot ve  kargit elektrot ile ¢alisma ve referans clektrot
arasindaki potansiyel kontroliinii diizenleyen bir dis devre bulunmaktadir.
Potansiyostat daima iig¢ elektrotlu hiicre ile ¢alismakta ve sabit bir referans
elektroda karsi g¢alisma elektrodunun potansiyelini ayarlanan seviyede
tutarak fonksiyon gostermektedir.

Potansiyostat, ¢dzeltideki IR voltaj diigtisiinii kompanse ederek ¢alisma ve
referans elektrotlart arasindaki voltaj farkim istenilen degerde tutabilen
alettir. Potansiyostat, elektrolitik hiicreden gegen akimun degismesine,
elektroaktif maddenin konsantrasyonuna ve ¢ozelti direncine ragmen
potansiyeli sabit tutmaktadir. Istenilen voltajda referans elcktrodu ile
caligma  elektrodunun  potansiyelini  siireklt  karsilagtirarak  ¢alisma
elektrodundaki herhangi bir degisikligi kompanse edebilmek i¢in ¢alisma
clektrodu ile karsit elektrot arasindaki potansiyel farkint  hemen
degistirmektedir.

Potansiyostat tarafindan, caligma ile karsit elektrotlan arasinda olusturulan
akim, seri olarak karsit elektrota baglanan kiigiik bir direng tizerinden voltaj
diisiisiiniin Slgiilmesi ile tayin edilebilmektedir. Olgiimlerin alindigi alet, bu
dirence paralel baglanmig bir kaydedici olabilmektedir. Referans elektrot
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potansiyeli(Vgg) ile calisma elektrot potansiyeli (Vcg) arasindaki fark
{(V=Vge—Vce) kadar akima ihtiyag vardir ve hiicre igindeki direngten
bagimsizdir. Potansiyostatlarin gogunda ¢alisma elektrodu topraklanmistir.
Bu potansiyostatin temel 6zelligi degildir ve giiriiltityli minumuma indirmek
i¢in yaptlmaktadir,

Ug elektrotlu potansiyostatik sistemde, ana akim referans elektrot iizerinden
gecmez, bunun yerine sadece ¢alisma ve kargtt elektrotlar {izerinden geger.
Akim amplifikatérli, ¢ozelti direncinden bagimsiz olarak potansiyel
kontroliinti saglamaktadir. Cok yiiksek dirence sahip ¢ozeltilerde karstt ile
calisma elektrodu arasindaki wvoltaj disiisii, amplifikatoriin = ¢rkis
kapasitesine gore olduke¢a yiiksek olabilmektedir. Bu sistem ile iki elektrot
arasindaki potansiyel kontroliiniin saglanmast basariimistir. Bu da ii¢
elektrot sisteminin kullanilmasinin en énemii faydalarindan birisidir.

Amperometrik tayin deneyleri, her biri 1.5 cm® olan platin lgvha
elektrotlarinin (g¢aligma elektrodu ve karsit elektrot) ve Lugging kapiler
icerisinde Ag®Ag’ referans elektrotlarimin yerlestirildigi 60 ml ¢ozelti
alabilen H seklindeki elektroliz hiicresi igerisinde gergeklestirininistir. Anot
ve katot bélmeleri, 2 cm ¢apinda pordz sinterli cam ile baglanmugtir. Hiicre
azot gecisi igin uygun girisler icermektedir.

Elektroliz hiicresinde kullanilan platin elektrotlar kullantimadan 6nce 0.05
um biyiikliigindeki alimina ile parlatilarak 6nce mekanik olarak
temizienmis daha sonra nitrik asit ile kimyasal islem uygulanarak
temizlenmistir. Fiziksel ve kimyasal temizleme isleminden sonra platin
elektrotlar bidestile su ile yikanarak ylizeylerinde olabilecek safsizliklar,
aliimina ve nitrik asit uzaklastin!mstir.
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3.2.2. Enzim akfivitesi tayini ve immobilizasyon

3.2.2.1. Kimyasal metot ile serbest GOD aktivitesi tayini

Serbest glukoz oksidaz enziminin aktivitesi substrat olarak -D glukoz (%
10 w/v) kullanilarak kimyasal olarak spektrofotometrik Sigma metoduna
gére tayin edilmistir (Sigma Chemical Co).

o-Dianosidin (0.21 mmol dm™) , B-D glukoz ( % 10’luk ¢ozeltisi) ve
peroksidaz enzimi (6 purpuragallin unit) igeren reaksiyon ortamina 35 °C’ta
glukoz oksidaz enzimi (0.5 U) tlave edilerek reaksiyon baslatilmistrr.
inkitbasyon siiresi olarak 4 dakika segilmis ve bunun sonunda &meklerin
optik yogunlugu orekler ile ayni sekilde hazirlanan enzim i¢ermeyen kor
¢ozeltilerine karst kolorimetrik olarak 500 nm’de okunmugtur. Aktivite
Glgtimii ile ilgili enzimatik reaksiyon asagida verilmistir.
GOD

f-D Glukoz + H-O + O, P D- Glukonikasit -+ H-O-

Peroksidaz
H>0, +o- Dianosidin o, — o- Dianosidin g + H20

Bir iinite Glukoz oksidaz enzimi: Deney kogullarmda 1 dakikada 35 °C
‘de 1 pmol B-D Glukozu, D-glukonik asit ve H,0, ‘e doniistiiren enzim
miktart olarak tantmlanmaktadir.

Glukoz oksidaz enziminin optik yogunlugu, 500 nm’de yiikseltgenen o-
dianosidin  miktarmin  spektrofotometrik tayini yoluyla o6l¢iilmiistiir.
Mikromolar {inite cinsinden GOD aktivitesi, asagidaki formiile gore
hesaplanmistir.

A sooum/ zaman x 3.1

Mikromolar Unite =
7.5 x (GOD),y / (reaksiyon karigimi)

Zaman= 4 dakika

Reaksiyon Karigmminm Toplam Haemi= 3.1 ml

(GOD)=0.1 ml

Yiikseltgenmis 0-DNS kromofor igin milimolar ekstrinksiyon katsayisi=7.5 mmol 'dm’ cm™
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3.2.2.2. Elektrokimyasal metot ile serbest GOD aktivitesi tayini

Serbest glukoz oksidaz enziminin elektrokimyasal ySntem ile aktivite tayini
potansiyostata baglanan i kompartimanli hiicre igerisinde yapilmigtir.

Elektrokimyasal sistem, platin calisma elektrodu, platin karsit elektrot ve
Ag/AgCl elektrotlarindan olugmaktadir. Bu elektrotlar, asetat tamponu (0.035
mol dm™, pH 5.1 ) ve enzim (10 U) igeren hiicre igerisine yerlestirilerek
elektrokimyasal sistem olusturulmugtur. Kullamlan platin ¢alisma ve karsit
elektrotlar hiicre igerisine daldirtimadan dnce ylizey temizligi yaptmistir.

Potansiyostat + 0.6 V sabit potansiyele ayarlanarak hiicrenin yatigkan hale
gelmesi beklenmistir. Daha sonra 25 °C ‘ta hiicreye B-D-glukoz (50
mmoldm™) ilave edilmesiyle olusan akim tayin edilmistir.

Glukoz oksidaz enzimi, f-D-glukozun glukanolakton ve H.Os‘e
yiikseltgenmesini katalizlerektedir. Bu potansiyvelde H.O platin yiizeyinde
asagidaki reaksiyona gore yukseltgenmektedir.

B-D-Glukoz + GOD(FAD) —— Glukanolakton + GOD(FADH-)

GOD(FADH.}y + O, 5 GODFAD) + H,0;

Glukoz oksidazin elektrokimyasal aktivitesi, amperometrik metot ile tayin
edilmistir. Platin ¢alisma elektrodunda 0.6 V potansiyelde hidrojen peroksit
yiikseltgenmesi ile olusan akim glukozun yiikseltgenme hizi ile orantthdir.

3.2.2.3. Jelatin Glukoz oksidaz enzim elektrotlarinin hazirlanmasi

Glukoz oksidaz enziminin immobilizasyonunda kullanilan tasiyici jelin
hazirlanmast igin 0.75 g fotografik jelatine ¢ozeltinin son hacmi 10 em’
olacak sekilde asetat tamponu (0.05 mol dm”, pH 5.1 ) ilave edilip oda
sicakiginda 30 dakika bekletilerek sismesi saglanmistir. Daha sonra su
banyosunda 50 °C ‘ta tamamen ¢oziiniinceye kadar bekletilmistir. Jelin
sicaklijt 32 °C ‘a diigiiriilerek glukoz oksidaz enzimi ve degisik
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konsantrasyonlarda  gluteraldehit  (0.002-0.015  moldm™) gapraz
baglayicisindan ilave cdilmistir. Capraz baglayici ilavesinden sonra elde
edilen jelden 0.100 em’® “lik miktarlar ile daha énce fiziksel ve kimyasal
temizleme islemlerinden gegirilip en son bidestile su ile yikannmug platin
levhanin her iki yiizeyi ince bir film halinde kaplanmistir. Omekler, capraz
baglanma rcaksiyonunun tamamlanmast igin 48 saat oda sicakhginda
bekletildikten sonra kullanilmigtir,

Kor arnekler  yukanida  belirtildigi gibi - enzim  ilavesi  yapilmadan
hazirlanmistir.

3.2.2.4 Jelatin-poliakrilamit Glukoz oksidaz enzim clektrotiarimn
hazirlanmasi

Glukoz oksidaz enziminin jelatin destek materyaline immobilizasyonunda
elektrot yiizeyini genisletmek ve immobilize enzimin relatif aktivitesini
yikseltmek amaciyla poliakrilamit  kullambmisti,.  GOD  enziminin
poliakrilamit-jelatin  destek materyaline immobilizasyonunda kullanilan
tagiyrct jelin hazirlanmast igin 0.75 g fotografik jelatine c¢ozeltinin son
hacmi 10 ¢cm’ olacak sekilde asetat tamponu (0.05 mol dm™, pH 5.1 ) ilave
edilerek oda sicakiginda 30 dakika bekletilip sismesi saglanmig, daha sonra
su banyosunda 50 °C ‘ta tamamen ¢oziinlinceye kadar bekletilmistir. Jelin
stcakligr 32 °C “a diisiiriilerek degisik oranlarda poliakrilamit/jelatin (0.050.
0.100. 0125, 0.150. 0.200 pAA/j, g/g ) oranlart igeren jeller hazirlannustir.
Glukoz oksidaz (10 U) ve gluteraldehit gapraz baglayicisi (0.004 mol.dm’
'Y ilavesi yapiinug ve bu jel kartgimindan 0.1 em® ‘liik miktarlar ile, ylizey
alanm1 1.5 em® olan platin levhanin her iki yiizeyi ince film halinde
kaplanarak immobilize mekler hazirlanmistir. Ornekler, ¢apraz baglanma
reaksiyonunun tamamlanmast igin 48 saat 25 °C’ta  sicakhiginda
bekletifdikten sonra kullanimugtir,

Baglanmayan enzimlerin uzaklastinimass: Caligmada hazirlanan j-GOD
ve pAA-j-GOD ve kor elektrotlart kimyasal enzim aktive ve amperometrik
aktivite tayinleri yapilmadan 6nce elektrotlar asetat tamponu ile (0.05 mol
dm®, pH 5.1) 3 kez yikanarak baglanmayan cnzim ortamdan
uzaklastinlmigtir. Cahigmalarda kullanilan tiim Orneklere yikama iglemi
uygulannustir.
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Biitiin yikama ¢ozeltilerinde GOD aktivite tayini yapilarak enzim sizintist
kontrol edilmistir. Yapilan aktivite tayinleri sonucunda enzim sizmtisimnin
ihmal edilebilecek diizeyde oldugu tesbit edilmistir.

3.2.2.5. Enzim elektrotlarimin kimyasal metot ile GOD aktivitesinin
tayini

Boliim 3.2.2.4’te verilen metoda g&re hazirlanan 6meklerin  aktivite
tayinleri kimyasal olarak spektrofotometrik Sigma metoduna gire
yaptimstir (Sigma Chemical Co).

immobilize 6rnekler, o-Dianosidin ( 0.21 mmol dm™). -D glukoz ( 10 luk
¢ozeltisi) ve peroksidaz enzimi ( 60 purpuragallin unit) igeren reaksiyon
ortamma sokularak 35 °C’ta 4 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon islemi
sonunda -immobilize  ornekler  ¢dzeltiden  avrilarak  reaksiyon
sonlandirilmigtir. Daha sonra, bu 8rneklerin enzimsiz olarak hazirlanmug kor
¢ozeltilere kars1t 500 nm dalga boyunda optik yoguniuklart Slglilmiistiir.

% Relatif aktiviteler asagida belirtilen formiile gére hesaplanmustir.

ra : [ kompleksin aktivitesi/ ¢apraz baglama igin kullanilan serbest enzimin
toplam aktivitesi - enzim sizintisi ile olan aktivite kaybt ]

ma: Deney serisinde maksimum ra’ nin degeri

% Relatif aktivite : ra x 100

% Maksimum aktivite : ra x 100/ma

3.2.2.6. Enzim elektrotlarinin GOD aktivitesinin elektrokimyasal metot
ile tayini

Elektrokimyasal Gl¢timler, potansiyostata baglanan {ic elektrotlu H-tipi
hiicre igerisinde gerceklestirilmistir. Asetat tamponu ( 0.05 moldm™,
pH 5.1) igeren hiicreye, c¢alisma elektrodu olarak Bolim 3.2.2.4°te
hazirlanmig olan enzim elektrodu, platin karsit ve Ag/AgCl referans
elektrotlari  yerlestirilmistir.  Potansiyostat 0.6V  sabit potansiyele
ayarlanarak hiicrenin yatigkan hale gelmesi beklenmistir. Yatigkin hale
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gelen hiicreye B-D-glukoz (50 mmol dm™) ilave edilerek 25 "C’ta zamana
karsi akim degisimi kaydedilmistir.

3.2.3. Serbest ve immobilize glukoz oksidaz enzimin &zelliklerinin
incelenmesi

3.2.3.1. Enzim aktivitesi lizerine capraz baglayici konsantrasyonunun
etkisi

3.2.3.1.1 Kimyasal yontem

Calismada, GOD  Kkimyasal aktivitest  {zerine  g¢apraz  baglayia
konsantrasyonuu incelemek amaciyla, jelatin destek materyali {izerine
elukoz oksidaz enziminin kimyasal ¢apraz baglanmast i¢in gluteraldehit
¢apraz baglayicist kullaniimustir. Calismada bu amagla 0.002-0.015 moldm™
aralifinda gluteraldehit kullanilarak Béliim 3.2.2.4" e gore GOD elektrotlan
hazirlanmistir. Bolim 3.2.2.6 ‘da verilen metoda gore bu immobilize
Orneklerin aktivite tayinleri calisilmis ve en uygun c¢apraz baglayict
konsantrasyonu arastiriimistir.

3.2.3.1.2. Elektrokimyasal yintem

Caligmada, GOD amperometrik aktivitesi  lizerine ¢apraz baglayic
konsantrasyonunun etkisini incelemek amactyla, jelatin destek materyali
fizerine glukoz oksidaz enzimini ¢apraz baglamak igin gluteraldehit capraz
baglayicisint 0.002-0.015 moldm™ araliginda kullanarak Boliim 3.2.2.4 ‘te
belirtilen yonteme gore GOD elektrotlart hazirlannustir. Bu elektrotlarin
Bslim 3.2.2.6 'te verilen ydnteme gore amperometrik aktiviteleri tayin
edilmistir. Elde edilen sonuglara gore optimum ¢apraz baglayict
konsantrasyonu belirlenmigtir.
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3.2.3.2. Poliakrilamit ilavesinin enzim aktivitesi iizerine etkisi
3.2.3.2.1 Kimyasal yontem

Destek materyali olarak jelatin ve poliakrilamit kullanilarak Béliim 3.2.2.4
‘te verilen metota gore hazirlanan GOD elektrotiarinin kimyasal aktiviteleri
Bolim 3.2.2.6°da wverilen yonteme gore tayin edilmistir. Elde edilen
sonuglar, destek materyali olarak sadece jelatininin kullamidifi orneklerle
karsilastirilarak ~ degerlendirilmistir. Buna gdre. optimum jelatin-
poliakrilamit orani tesbit edilmis ve bundan sonraki ¢ahismalar igin
immobilize enzim elektrotlarinin hazirlanmasinda bu oran kullaniimigtir.

3.2.3.2.2. Elektrokimyasal yontem

Boliim 3.2.2.4 *te verilen yonteme gore farkli oranlarda jelatin-poliakrilamit
(0.050. 0.100. 0125, 0.150. 0.200 pAA/j, g/g) kullanilarak hazirlanan GOD
elektrotlarinin amperometrik aktiviteleri Boliim 3.2.2.6’da vevilen metoda
gore tayin edilmistir. Optimum jelatin-poliakrilamit oram tesbit edilmis ve
amperometrik aktivite degerleri sadece jelatin kullanilarak hazirlanan
ornekler ile kargilagtiritmigtir. Daha sonraki amperometrik calismalar igin
tesbit edilen bu jelatin-poliakrilamit orami kullamilarak  &mekler
hazirlanmugtir.

3.2.3.3. Jel miktarimm GOD aktivitesi iizerine etkisi
3.2.3.3.1. Kimyasal Aktivite

Je! miktarinin GOD aktivitesi iizerine olan etkisini incelemek amaciyla
0.0083g- 0.0248g (pAA+j) araliginda farklt jel miktarlan kullanilarak
Boliim 3.2.2.4 ‘te belirtilen metoda gore elektrotlar hazirlanmigtir. Elde
edilen sonuglar degerlendirilerek optimum jel miktar tesbit edilmistir.
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3.2.3.3.2. Amperometrik aktivite fizerine jel miktarmn etkisi

Amperometrik aktivite iizerine jel miktarimin etkisini incelemek amaciyla
0.0083 g- 0.0248g (pAA+)) araliginda jel miktarlart kullanlarak Bolam
3224 verilen yoanteme gore GOD  elektrotlarr  hazirlanmigtiy.
Elektrotlarin amperometrik aktiviteleri Boluim 3.2.2.6 “te verilen yonteme
gore tayin edilerek en uygun jel miktart belirlenmis ve biitiin ¢aligmalarda
bu jel miktart kullanilarak clektrotlar hazirlannigtir,

3.2.3.4. Aktivite {izerine enzim konsantrasyonunun etkisi

3.2.3.4.1. Kimyasal yéntem

Serbest enzim : Eunzim Konsantrasyonunun aktivite {izerine ¢tkisinin
incelendigi ¢aligmada 0.5U-40U araliginda degisen enzim konsantrasyonlar
denenmistir. Aktivite tayinleri Bolim 3.2.2.1'de anlatilan metoda gore
gerceklestirilmistir,

immebilize enzim : Enzim clektrotlart  degigen GOD
konsantrasyonlarinda ( 0.5U-40U) Bolum 3.2.2.4 “te belitilen yonteme
gore  bhazirlanmigur.  Elektrotlara 3 kez yikama islemi uygulanarak
baglanmayan enzim ve safsiztiklar uzaklastinlnus ve aktivite tayinleri
3.2.2.6 “te verilen yonteme gire gergeklestirlmigtir.,

3.2.3.4.2 Elektrokimyasal yontem

Serbest enzim : Serbest enzimin amperometrik aktivitesi iizerine enzim
konsantrasyonunun ctkisi Bolim 3.2.2.4 ‘te verilen ydnteme gore
cahisgtimistir. Calisma elektrodu olarak kullandan ¢iplak platinin yiizey
temizligi yapilarak 0.5 U- 40 U arasinda enzim konsantrasyonian
denenmistir.
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immobilize enzim elektrotlar: Boliim 3.2.2.4 ‘te verilen yonteme gore
0.5 U- 40 U arahiginda degisen enzim konsantrasyonlarinda pAA/j-GOD
elektrotiari hazirlanmistir. Orneklerin  amperometrik aktiviteleri Boliim
3.2.2.6 ‘ya gore tayin edilmistir. Elde edilen sonuglara gére optimum GOD
miktar1 belirlenmis ve ¢aligmada kullanilan elektrotlar i¢in bu enzim miktan
esas alinarak hazirlanmustir.

3.2.3.5. Aktivite iizerine pH’ m etkisi

3.2.3.5.1 Kimyasal yontem

Serbest Enzim : Serbest GOD aktivitesi tizerine pH in etkisini tayin etmek
i¢in pH 4-9 araliginda tampon ¢bzeltiler kullantlmistir. Bu pH ‘larda serbest
enzim aktiviteleri B&lim  3.2.2.1'de wverilen Sigma metodu ile
spektrofotometrik olarak tayin edilmistir.

immobilize enzim : immobilize GOD aktivitesi iizerine pH ctkisini tayin
etmek amaciyla Ornekler Bolim 3.2.2.4°te verilen yonteme gore
hazirlanmistir. Elektrotlarin immobilize enzim aktiviteleri pH 4-9 araliginda
tampon ¢ozeltiler kullamlarak Bolim 3.2.2.6 da verilen yonteme gore
spektrofotometrik olarak tayin edilmistir.

3.2.3.5.2 Elektrokimyasal yontem

Serbest Enzim : Serbest enzim aktivitesi tizerine pH ‘in etkisinin
elektrokimyasal yontem ile arastirildigt ¢ahismada pH 4-9 araliginda
tampon ¢ozeltiler kullanitmigtir. Caligma elektrodu olarak kullanilan platin
elektrodun mekanik ve kimyasal ylizey temizligi yapiimigtir. Bu pH’larda
amperometrik enzim aktivite tayinleri Bolim 3.2.2.4°de wverilen
elektrokimyasal metot kullanilarak gergekletirilmistir.

immobilize enzim elektrotlari : PAA/j-GOD elektrotlarinin amperometrik
aktivitesi lizerine pH etkisinin arastirildig: ¢alismada pH 4-9 araliginda
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tampon ¢ozeltileri kullamimigtir. Boliim 3.2.2.6 ‘da verilen ydnteme gore
elektrotlarin amperometrik aktiviteleri tayin edilmistir.

3.2.3.6. Aktivite iizerine sicakhgin etkisi
3.2.3.6.1. Kimyasal yontem

Serbest Enzim : Calismada 15-75 °C  araliginda degisen sicakhklarda
reaksiyonlar geceklestirilerek serbest glukoz oksidaz aktiviteleri, Bolim
3.2.2.17e gore tayin edilmistir.

Immobilize Enzim : Reaksiyon sicakliginin enzim elektrotlart {izerine
etkisinin incelendigi ¢ahsmada Bolum 3.2.2.4° te verilen ybnteme gore
pAA/j-GOD immobilize drnekler hazirlanmistir. Enzim aktiviteleri, Bolim

tayin edilmistir.
3.2.3.6.2. Elektrokimyasal yontem

Serbest enzim :  Serbest enzimin  sicakliza karst amperometrik
aktivitesindeki degisimi arastirmak amaciyla deneyler 15-75 °C sicaklik
aralifinda gergeklestirilmistir. Serbest enzim aktiviteleri Boliim 3.2.2.2° de
verilen amperometrik metot ile bu sicakliklarda tayin edilmistir.

immobilize enzim elektrotlar: : Capraz baglayict olarak 0.004 moldm-3
gluteraldehit kullanilarak pAA/j-GOD elektrotlar Baliim 3.2.2.4° te verilen
yonteme gore hazirlanmistir. Immobilize glukoz oksidaz elektrotlarinm 15-
75 °C aralifindaki sicaklikiarda amperometrik aktiviteleri Béliim 3.2.2.6°da
belirtilen metota gére tayin edilerek arastirdmistir.
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3.2.3.7. Serbest glikoz oksidaz ve immobilize enzim elektrotiarinin
termal inaktivasyonu

Serbest enzim : Serbest glukoz oksidaz enziminin 60 °C ‘ta termal
inaktivasyonunu aragtirmak amaciyla, serbest GOD enzimi (10 U) 60 °C ‘ta
farkh siirelerde ( 0 - 100 dakika ) bekletildikten sonra Bolim 3.2.2.2°de
verilen ydnteme gore aktivite tayinleri ¢alisilmistir. Elde edilen sonuglar
baslangi¢ aktivite degeri ile karsilastirlarak serbest GOD enziminin termal
inaktivasyon degisimi amperometrik yontem kullamlarak incelenmistir.

Immobilize enzim elektrotlart : Immobilizasyonun enzimin termal

yontemlere gore j-GOD ile pAA/j-GOD elektrotlart hazirlanmis ve 60 °C’ta
termal inaktivasyon deneyleri gergeklestirilmistir. Enzim elektrotlar (j-
GOD ve pAA/j-GOD), asetat tamponu (0.05 moldm™, pH 5.1) igerisinde 60
°C sicaklikta 10 dakika-100 dakika arasinda farkii siirelerde bekletilmis,
sonra Bolim 3.2.2.6’da verildigi gibi amperometrik aktivite tayinleri
gerceklestirilmigtir.

Yapilan bu termal deneyler sonucunda j-GOD ve pAA/j-GOD
elektrotlariyla elde edilen sonuglar hem birbirleriyle hem de serbest enzimin
sonuglart ile karstlagtiriimistir.

3.2.3.8. Aktivite lizerine substrat konsantrasyonunun etkisi
3.2.3.9.1 Kimyasal yontem

Serbest enzim : Serbest GOD enziminin aktivitesi {izerine substrat
konsatrasyonunun etkisini tayin etmek amactyla 1-100 mmoldm™ araliginda
degisen B-D-glukoz konsantrasyonlari kullaniinugtir. Enzim  aktivite
tayinleri Boliim 3.2.2.1 ‘de verilen metoda gore spektrofotometrik olarak
gerceklestirilmistir.
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immobilize enzim : PAA/-GOD enzim eletrotlar Bolim 3.2.2.4° te
verilen metoda gore hazilannugtir. immobilize enzim aktivitcleri Botim
3.2.2.6'da belirtilen metoda  gore 1-100 mmoldm™ substrat araliginda
spektrofotometrik olarak tayin cdilmistir.

3.2.3.8.2. Elcktrokimyasal yontem

Serbest enzim : Substrat konsantrasyonunun serbest enzimin amperometrik
I PR . - e . .. -3 ~
aktivitesi lizerine etkisini tayin etmek igin 1-100 mmoldm™ arahgmda

degisen B-D-glukoz  Konsantrasyonlart  denenmistir.  [-D-glukoz
konsantrasyonuna baglt olarak serbest enzimin amperometrik akimlar
Béliim 3.2.2.2 *de verilen metoda gore tayin edilmistir.

immobilize enzim elektrotlar : Bolim 3.2.2.4 “te verilen metoda gore
hazirlanan  pAA/-GOD  elektrotlarinin 0.05-100 mmoldm™  araliginda
degisen B-D-glukoz konsantrasyonlarinda 25 “C’ta amperometrik aktivite
tayinleri gergeklestirilmistir. Substrat konsantrasyonunun degismesi ile
amperometrik aktivitedeki degisimin aragtirildigs ¢alismada immobilize
enzimin kinetik dzcllikieri karakterize edilmigtir.

3.2.3.9. Elcktroaktif bilesikicrin enzim elektrotlarimin amperometrik
aktivitesi iizerine etkisinin arastirilmasi

Biyolojik numunelerde glukoz ile beraber genellikie askorbik asit ,iirik asit,
NH; vs. gibi kolay yiikseltgenebilen bilesikler de bulunabilmektedir. Bu
elektroaktif tanecikler, glukoz tayininde ger¢ekgi sonug alinmasim
engellemektedir. Bu nedenle 0.6 V potansiyelde askorbik asit, tirik asit,
NH,", gliserinin fizyolojik ortamla uyumlu konsantrasyonlari kullanilarak,
enzimsiz kor elektrot (pAA/)) ve pAA/j-GOD enzim elektrotlart ile
amperometrik olarak Olgiimler gergeklestirilmigtir.

Ayrica bu bilesiklere ilave olarak fizyolojik ortamda tamamen ¢éziinmiis
olarak bulunan yiiklii taneciklerin etkisini arastirmak amaciyla NaCl ve
KCrun fizyolojik ortamdaki konsantrasyonunda dl¢iimler gergeklestirilmis
ve pAA/j-GOD sensérii igin girisim etkileri aragtinlmigtir,

immobilizasyon matrisinin bu tanecikleri ne oranda engelledigini tesbit
edebilmek igin ¢iplak platin ile de aymi deneyler gergeklestirilmistir.
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3.2.3.10. Glukoz oksidaz enzim elektrotlarinin tekrar kullanumi

3.2.3.10.1. Kimyasal yéntem

Calismada, Bolim 3.2.2.4 °te verilen metotlara gére 0.004 moldm™
gluteraldehit g¢apraz baglayicisi kullanilarak hazirlanan, j-GOD ve pAA/j-
GOD immobilize Orneklerin  elektrotlarinin  tekrar  kullanilabilirlikleri
spektrofotometrik yontem ile aragtinlmigtir. Bu Omeklere &nce Bolum

sonra her iki elektrodun Boliim 3.2.2.6’te verilen metoda gore aktivite
tayinleri 3 giin araliklar ile yapilnis ve birbirleriyle karsilastininistir,

Calismada, ayrica farkh enzim konsantrasyonlariyla (0.5U, 10U, 20U)
hazirlanmig  immobilize  6rneklerin - tekrar  kullanilabilirlikleri  de
arastinlmustir. Hazirlanan bu elektrotlarin tekrar kullanilabilirlikleri Boliim

Tekrar kullanilabilirligin incelendigi ¢alismada kullantlan 6mekler ¢alisma
sliresince asetat tamponu igerisinde + 4 'C © ta buzdolabinda saklanmug ve
her kullanim sonrasinda elektrotlarin saklandizi bu asetat tamponu
yenilenmistir.

Enzim elektrotlar {i¢ giin aralikla 17 kez kullanilmistir ve gahgma yaklasik
51 giinliik bir siireyi kapsamaktadir.

3.2.3.10.2. Enzim elektrotlarmn tekrar kullanilabilirligi

Calismada, Bolim 3.2.2.4° te verilen metotlara gore hazirlanan j-GOD ve
pAA/j-GOD  enzim elektrotlarinin  amperometrik  y6ntemle tekrar
kullanilabilirlikleri test edilmistir. Bu enzim elektrotlarin amperometrik
aktiviteleri Bolim 3.2.2.6 ‘ya gore tayin edilerek tekrar kullanmimlars
aragtinilmistir. Ornekler iig gilin arahiklarla 17 kez kullaniimis ve galiyma
toplam 51 giinlitk bir stirede tamamlanmstir.
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Ayrica, farkli enzim konsantrasyonlan (5 U, 10 U, 20 U) kullamlarak
Béliim 3.2.2.4° e gore hazirlanan pAA/j-GOD elektrotlarinin amperometrik
olarak tekrar kullanimlart da arastiriarak, farkli enzim konsantrasyonlariyla
hazirlanmis elektrotdarin  tekrar kullammlar sonucunda amperometrik
aktivitelerindeki degisim incelenmigtir. Enzim elektrotlars kullanim siireleri
boyunca +4 °C ‘ta asetat tamponu igerisinde saklanmigtir,

3.2.3.11. Enzim elekirotlarinm Depolama Kararhihi

Boliim 3.2.2.4°te verilen yonteme gére, 0.004 mol.dm™ gluteraldehit ¢apraz
baglayicist ve 10U GOD kullamlarak es ornekler hazirlanmustir.  Bu
drneklere asctat tamponu ile {0.05 mol.dm™, pH 5.1) 3 kez yikama islemi
uygulanmustir. Daha sonra 1 ay ara ile drneklerin amperometrik aktiviteleri

slireyt kapsayan raf omrii ¢alismas: siiresince elektrotlar asetat tamponu
(0,05 mol dm™, pH 5.1 ) igerisinde, +4 °C’de buzdolabinda saklannustir. ,
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1Enzim Aktivitesi Uzerine Capraz Baglayir Konsantrasyonunun
Etkisi

Caligmada, GOD kimyasal aktivitesi lizerine c¢apraz baglayic
konsantrasyonunun etkisini incelemek amaciyla, 0.002-0.015 mol dm™
araliginda gluteraldehit capraz baglayicist kullanilarak j-GOD immobilize
Srnekleri hazirlanmustir.  Sekil 4.1°de goriildiigiin gibi 0.004 moldm™
gluteraldehit konsantrasyonunda maksimum aktiviteye ulagitmis daha
yiksek konsantrasyonlarda ise aktivitede hizh bir disiisin  oldugu
gdzlenmistir. ‘

4.2.Amperometrik Aktivite Uzerine Capraz Baglayici
Konsantrasyonunun Etkisi

Cahsiaada, j-GOD enzim elektrotlarinin amperometrik aktivitesi {izerine
capraz baglayict konsantrasyonunu incelemek amaciyla, 0.002-0.015
mol.dm” araliginda gluteraldehit gapraz baglayicisi kullanilmis ve Bolim

elektrotlarin amperometrik aktiviteleri tayinleri Boliim 3.2.2.6 'te verilen
yonteme gore tayin edilmistir. Sekil 4.2° de goriildiigii gibi en yiiksek
amperometrik aktivte 0.004 mol.dm™ gluteraldehit konsantrasyonu igin
belirlenmistir. Sonuglar degerlendirildiginde 0.002 mol.dm™ gluteraldehit
konsantrasyonunda diisitk bir amperometrik aktivite gozlenirken, 0.004
mol.dm™ ‘iin tizerindeki gluteraldehit konsantrasyonlarinda gittikge azalan
amperometrik aktivite degerleri dikkati gekmektedir.

Disiik ¢apraz baglayici konsantrasyonu kullamldiginda enzimin tamami
destek maddesine baglanamadig1 i¢in bir enzim sizintisi olmakta bunun
sonucunda da amperometrik olarak diiglik bir aktivite gbzlenmektedir.
Capraz baglayict konsantrasyonu arttik¢a enzim ile enzim veya tasiyici
arasinda daha fazla ¢apraz bag olusumu ile enzim inaktivasyonu ve
difizyon kisitlamasindaki artis  sonucu katalitik aktivitede diisme
goriilmektedir. Bu sonuca bagli olarak azalan aktivite degerleri kimyasal
yonteme kiyasla elektrokimyasal yontem ile daha fazla gbzlenmektedir.
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Buna gore, bundan sonraki caligmalarda g¢apraz baglayici olarak 0.004
mol.dm” gluteraldehit kullanilarak elektrotlar hazirlanmistir,

Cizelge 4.1. Jelatin-GOD immobilize enzim aktivitesi (izerine g¢apraz
baglayici konsantrasyonunun etkisi

Gluteraldehit Konsantrasyonu Relatif Aktivite

(mol.dm™) %

0.002 47

0.004 61

0.006 53

0.008 50

0.012 46

N 0.015 41
70
60

% Relatif Aktivite
o

40

30

4] 0,004 0,008 0,012 0,016 0,02

Gluteraldehit Konsantrasyonu (mol.dm™)

Sekil 4.1. Jelatin-GOD immobilize enzim aktivitesi lizerine ¢apraz baglayici
konsantrasyonunun etkisi
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Cizelge 4.2. Jelatin-GOD Enzim elektrotlarinin amperometrik aktivitesi
fizerine gapraz baglayici konsantrasyonunun etkisi

Gluteraldehit Konsantrasyonu Akim yogunlugu(i)
(mol.dm™) (uA. em?)
0,002 32
0,004 57
0,006 44
0,008 25
0.0125 23
0.0150 24
70 .
60 .
~ 50
E
2 %
T30
20
0.000 0.004 0,008 0.012 0.016 0,020
Gluteraldehit Konsantrasyonu (mol.dm™)

Sekil. 4.2. Jelatin-GOD enzim elektrotlarinin amperometrik aktivitesi
iizerine ¢apraz baglayici konsantrasyonunun etkisi
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4.3, Poliakrilamit ilavesinin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

4.3.1. Kimyasal yontem

immobilizasyonu gelistirmek amaciyla tagiyic: jelatine farkli oranlarda
poliakrilamit (0.050 - 0.200 pAA/], g/g) ilave edilerek Boliim 3.2.2.6° te
verilen metoda gore GOD elektrotlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan bu
elektrotlarmn kimyasal aktiviteleri Bsliim 3.2.2.4” de verilen ydnteme gore
spektrofotometrik olarak tayin edilmis, elde edilen sonuglar karsilastirilarak
degerlendirilmigtir. Poliakrilamit ilavesi  0.100 pAA/j oranina kadar
kimyasal aktivitede bir artig gdzlenmektedir. PAA/j oranmmn daha fazla
artinlmasi ise aktivitede disiise neden olmaktadir. Sekil 4.3 ‘ten de
goriildiigii  gibi 0.100 (g/g) poliakritamit/jelatin  oraninda en yitksek
kimyasal aktivite degerine ulasilmistir.

4.3.2. Amperometrik aktivite iizerine poliakrilamit konsantrasyonunun
etkisi

Calismada destek maddesi olarak farkh oranlarda poliakrilamit- jelatin
kombinasyonu (0.050. 0.100. 0125, 0.150. 0.200 pAA/j, g/g) kullanilarak
hazirlanan glukoz oksidaz elektrotlarinin amperometrik aktiviteleri Bslim
3.2.2.6°da verilen yonteme gore tayin edilmistir. Poliakrilamit elektrot
lizerindeki tasiyic1 yiizeyini- genisleterek enzim aktivitesini arttirmaktadir.
Sadece jelatinin kullanildigs elektrot sistemleriyle elde edilen sonuglar ile
kargtlastirildiginda poliakrilamit ilavesiyle amperometrik aktivitede % 54
oraninda artig oldugu gdzlenmistir. Buna gore optimum poliakrilamit +
jelatin orant Sekil 4.4ten de goriildiigii gibi 0.100 olarak tesbit edilmistir.
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Cizelge 4.3. Poliakrilamit ilavesinin enzim aktivitesi tizerine etkisi

PAA/j oram (g/g) % Relatif Aktivite
0.000 61
0.050 64
0.100 71
0.125 67
0.150 67
0.200 65
80
75
: /\«0\.
>
Z 65 .
<
S e ./‘
g 55
T 50 . v 4
0 0.05 0,1 0,15 0.2 0,25
PAA/I (g/8)

Sekil 4.3. Poli akrilamit ilavesinin enzim aktivitesi iizerine etkisi
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Cizelge 4.4.Amperometrik aktivite {izerine poliakrilamit konsantrasyonunun

etkisi

PAA/j Orani

Akim yoguniug‘gu (i)

S S .74 1] L (pA. cm'z)
. ..0.000 ) 3T
L 0,050 - 62
oo oo 88
N 0025 80
- 0,150 72
0,200 55
100
90
30
g
@70
1
T 0
50
40
0 0,05 0,1 0.15 0.2 0.25
PAA/T (glg)

Sekil. 4.4, Amperometrik aktivite iizerine poliakrilamit konsantrasyonunun

etkisi
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4.4, Jel Miktarimin GOD Aktivitesi Uzerine Etkisi

4.4.1. Kimyasal Aktivite

Calismada GOD aktivitesi lizerine jel miktarmun etkisini incelemek
amaciyla 0.0083-0.0248 g arah@inda tasiyict poliakrilamit ve jelatin
kullanilarak Boliim 3.2.2.4’te belirtilen metoda gore pAA/j-GOD
elektrotlart  hazirlanmustir.  Sekit 4.5 “ten de gorildiigi  gibi  jel
konsantrasyonu arttikga enzim aktivitesi azalmakta fakat belli bir degerden
itibaren artik degismemektedir. immobilize 6rneklerin aktivite ve mekanik
dayanikliklart degerlendirildiginde 0.0165 g (pAA~j) jel miktart optimum
olarak segilmistir.

4.4.2. Amperometrik Aktivite Uzerine jel miktarinin etkisi

Caligmada amperometrik aktivite tizerine jel miktaninin etkisini incelemek
amaciyla 0.0083-0.0248 g (pAA+j) aralifinda jel miktarlan kullanilarak

elektrotlar hazirlanmistir.

Elektrotlarin amperometrik aktiviteleri Béliim 3.2.2.6°te verilen ydnteme
gore tayin edilmistir. Sekil 4.6 ‘dan goriilduigii gibi jel miktart arttik¢a
sensOr aktivitesi azalmaktadir. Bu durum, elektrot yiizeyindeki jel
miktarinin  artmasiyla elektrot yiizeyinde substrat-iiriin difiizyonunun
zorlasmasindan kaynaklanmaktadir. Elektrotlarin mekanik dayanikliliklan
ve sensor aktiviteleri dikkate alindiginda en uygun jel miktar1 0.0165 g
(pAA+j) jel miktan kullanilarak elde edilmektedir. Bu sonuca gore daha
sonraki caligmalarda kullanilan &mekler 0.0165 g (pAA+j) kadar jel
kullanmilarak hazirlanmsgtr,
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Cizelge 4.5. GOD Aktivitesi tizerine jel miktarinm etkisi

Jel miktan (pAA+)) (2) % Maksimum Absorbans
0,0083 100
0,0124 87
0,0165 71
0,0206 67
0,0248 66
120
é 100
E 80 ‘\
1.
E o0 e
§ 40
20
X
0
0,01 0,01 0,02 0,02 0,03 0,03

Jel miktan (g, pAAtj)

Sekil. 4.5. GOD aktivitesi {izerine jel miktarmin etkisi
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Cizelge 4.6. Amperometrik aktivite tizerine jel miktaruun etkisi

Jel miktari (pAA+)) (g) % Maksimum Alam
0,0083 100
0,0124 96
0,0165 79
0,0206 62
0,0248 45
120 |
£ 100
=
- 80
2 40
-
< 20
0
0,005 0,010 0,015 0,020 0.025 0.030

Jel miktar: (g, pAA+))

Sekil 46 Amperometrik aktivite {izerine jel miktarinin etkisi
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4.5. Aktivite Uzerine Enzim Konsantrasyonunun Etkisi

4.5.1. Kimyasal yontem

Serbest enzim : Enzim konsantrasyonunun aktivite Uzerine etkisinin
incelendigi ¢alismada 0.5U-40U araliginda degisen enzim konsantrasyonlar
denenmistir. Aktivite tayinleri Boliim 3.2.2.1‘de anlatilan metoda gore
spektrofotometrik  ofarak  gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar
immobilize GOD clekirotlann ile karsilastirmali olarak Sekil 4.7'de
verilmistir.

immobilize enzim: Enzim konsantrasyonunun aktivite fizerine etkisinin
arastirtlmast amaciyla, degisen cnzim konsantrasyonlarmda (0.5U-40U)
GOD enzimi kullanfarak Béliim 3.2.2.4'te belirtilen yonteme gore enzim
elektrotlart hazirlannustir. Elektrotlara 3 kez yikama islemi yapilarak
baglanmayan enzim uzaklastinilmis ve aktivite tayinleri Boliim 3.2.2.4¢ te
verilen yonteme gore gergeklestirilmistir.

Sckil 4.7°de pAA/j-GOD enzim clektrotlarmin amperometrik aktivite tayin
sonuglar verilmistir. Sekilden de goriildiigii gibi serbest enzim ile yapilan
calismada serbest GOD kullantldiginda 20U’da maksimum aktiviteye
ulasilabilirken, immobilizasyon caligmasinda 10U GOD‘un
immobilizasyonu ile maksimum aktivite degerine ulastlabilmektedir, bu
noktadan sonra aktivitede Snemli bir degisiklik olmamaktadir.

4.5.2. Amperometrik aktivite iizerine enzim konsantrasyonunun etkisi

Serbest enzim : Serbest enzimin amperometrik aktivitesi iizerine enzim
konsantrasyonunun etkisini incelemek amaciyla 0.5U- 40 U} arasinda GOD
kullanilarak Boliim 3.2.2.2¢de verilen yonteme gire amperometrik aktivite
tayinleri gergeklestirilmistir. Caligma elektrotu olarak, ylizey temizligi
yapilmig ¢iplak platin elektrot ve enzimsiz olarak kaplanmig kor pAA/j
elektrotu  kullamlarakserbest enzimin amperometrik aktivitesi tayin
edilmigtir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.8 ‘de verilmistir.

73



immobilize enzim elektrotlari: Boliim 3.2.2.4 ‘te verilen yonteme gore
0.5U- 40U araliginda degisen enzim konsantrasyonlarmda pAA/j-GOD
elektrotlan hazirlanmistir. Bu elektrotlarin Boliim 4.5 ‘e gore yikamalar
yaptimig ve elektrotlarin amperometrik aktiviteleri Bolim 3.2.2.6 ‘ya gore
tayin edilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.9¢da ~verilmistir.

Calismada immobilize enzim elektrotlarinin respons siirelerine karst enzim
Konsantrasyon degerleri grafige  gegirildiginde, 0,5U-5U  enzim
konsantrasyonlart araliginda cevap siiresinin azaldigi gbzlenmekte iken,
cevap stiresi 10U ve 20U enzim konsantrasyonunda degismeden sabit
kalmaktadir. Enzim konsatrasyonu 40U oldugunda ise respons siiresinin
yeniden artmaya basladig: g6ritlmustiir (Sekil 4. 10).
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Cizelge. 4.7 Aktivite {izerine enzim konsantrasyonunun etkisi

Enzim iinitesi
) % Maksimum Absorbans
Serbest GOD | immobilize GOD
0.5 5 26
1.0 11 56
2.5 21 66
5.0 42 88
10 70 98
20 98 100
40 100 100
140
~O-- Serbest
—x~ [mmobilize
120
100 1
S 80
2
£
T 60
£
2 40
=
<20
0
0 10 20 30 40 50
Fawim Unitesi (U)

Sekil 4.7 Aktivite {izerine enzim konsantrasyonunun etkisi
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Cizelge 4.8 Serbest enzim amperometrik aktivitesi {izerine enzim
konsantrasyonunun etkisi

Akim Yogunlugu (i)
-2
Enzim (pA.cm”) —]
Konstrasyonu Serbest Enzim
U) Platin Kér (pAA/))
0.5 8 2
2,5 12 4
5.0 16 10
10 25 12
20 26 18
40 26 18
50
A —o— Platin
—O-— Kér
730
g o
< 2
e o
10
0
0 10 20 30 40 50
Enzim Unitesi (U)

Sekil 4.8 Serbest enzim amperometrik aktivitesi {izerine enzim
konsantrasyonunun etkisi
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Cizelge 4.9 PAA/-GOD  Amperometrik  aktivitesi {izerine enzim
konsantrasyonunun etkisi
Enzim Konstrasyonu Akim Yogunlugu (i)
) (pA.cm?)
0.5 28
A 70
5.0 80
10 88
20 94
40 - 94
130
100 " N
- " 3
5w
2
40
10
G 1] 20 31 40 50
Enzim Unitesi (U)
Sekil 4.9 PAA/-GOD  Amperometrik  aktivitesi  lizerine enzim

konsantrasyonunun etkisi
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Cizelge 4.10 PAA/j-GOD Sensorii igin respon siiresi enzim konsantrasyonu

iligkisi
Enzim iinitesi Respons siiresi
(V) (s)
0,5 160
2,5 160
5.0 100
10 40
20 40
l 40 100 |
- 50
40
< 5
£ 2
10
0
30 80 130 180 230 280
Zaman (s)

Sekil 4.10 PAA/j-GOD Sensdril igin respon siiresi enzim
konsantrasyonu iliskisi
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4.6. Aktivite Uzerine pH’ 1n Etkisi

Serbest Enzim : Serbest GOD aktivitesi izerine pH etkisini tayin etmek ve
optimum pH’ n tayin edilmesi i¢in pH 4-9 araliginda tampon ¢ozeltiler
kullanslarak reaksiyonlar gergeklestirilmistir. Sekil 4.11°den goriildiigii gibi
serbest GOD igin optimum pH 5.1 olarak tesbit edilmigtir.

immobilize enzim : immobilize GOD aktivitesi iizerine pH etkisini tayin
etmek igin, pAA/j-GOD elektrotlari Boliim 3.2.2.4’te verilen yonteme gére
hazirlanmistir. Elektrotlarin immobilize enzim aktiviteleri pH 4-9 araliginda
tampon ¢ozeltiler kullamlarak Bolim 3.2.2.4°te verilen ydnteme gore
spektrofotometrik olarak tayin edilmistir. pAA/j —GOD elektrotlarinin
optimum pH degeri 7 olarak tesbit edilmigitir (Sckib 4.12).

4.7. Elektrokimyasal yontem

Serbest Enzim: Serbest glukoz oksidaz enzuainin amperometrik aktivitesi
tizerine pH etkisinin arastirildig1 ¢alismada pH 4-9 arahifinda tampon
cozeltileri ile calistlmigtir. Calisma elektrotu olarak kullanilan platin
clektrot mekanik ve kimyasal yiizey temizligi yapildiktan sonra
kullanilmistir. Amperometrik enzim aktivite tayinleri Bélim 3.2.2.2°de
verilen elektrokimyasal mctod kullanilarak gerceklestirilmigtir. Serbest
GOD ‘un optimum pH degeri 5.1 olarak belirlenmis ve sonuglar Sekil
4.13’te verilmistir.

immobilize enzim elektrotlarnn : PAA/j -GOD elektrotlarin
amperometrik aktivitesi tizerine pH etkisini incelemek amaciyla Bo6lim
3.2.2.4¢e gore enzim elektrotlarr hazirlanmistir. Elektrotlarin amperometrik
aktiviteleri pH 4-9 aralifinda tampon ¢ozeltiler kullamlarak Bolim
3.2.2.6'da wverilen elektrokimyasal yonteme gore tayin edilmigtir. Sekil
4.14°te gortildig gibi pAA/j ~GOD elektrotlarinin amperometrik tayinleri
sonucunda optimum pH degeri 7 olarak tesbit edilmigtir.

GOD enziminin gluteraldehit ¢apraz baglayicist ile kimyasal capraz
baglama  yontemiyle gelistirmis  oldufumuz destek  materyaline
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immobilizasyonu sonucunda optimum pH degerinin bazik bolgeye dogru
kaydig1 gozlenmigtir. Kimyasal ve elektrokimyasal ¢alismalanin sonucunda
elde edilen degerler immobilizasyonun enzimin pH kararliligini artirdigim
ve bunun sonucu olarak daha u¢ pH larda daha yilksek enzim aktivitesi
gozlendigini gostermektedir.

Enzimlerin  aktif merkezlerinde bulunan iyonlasabilen gruplar,
iyonlagabilecekleri pH’larda enzim aktif bolgesinin konformasyonel
yapisizin Korunmastm saglarfar. Bu gruplarda ekstrem pH larda goriilen
iyonizasyon degisiklikleri enzimin aktif bolgesinde bozulmaya ve
dolayisiyla katalitik mekanizma ve konformasyonel yapin her ikisinin
birden bozulmasina neden olabilir (Erarsian 2002). Avrica, immobilizasyon
sonucunda dogal enzim ile kiyaslandiginda immobilize olmus enzim
iizerindeki bazi fonksiyonel gruplarla baglanmalara katilmts ve bundan
dolay1 mikrogevresi degismistir. Mikro ¢evresinin degismesi enzimin
optimum pH’inda yaklasik olarak 2 pH birimi kadar bir artiga neden
olmaktadir. Bu ¢altsmada da benzer bir durum s6z konusudur.
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Cizelge 4.11. Serbest GOD aktivitesi iizerine pH etkisi

pH % Maksimum Aktivite
4 76
5,1 100
5,5 88
6 85
7 78
- 8. ) . . .
9 33
120 !
100
g 80
£
=2
g a6t
=
=
BN 40
20
4 6 8 10 12

pH

Sekil.4.11. Serbest GOD aktivitesi tizerine pH etkisi
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Cizelge 4.12. PAA/j —GOD aktivitesi tizerine pH etkisi

PH % Maksimum Aktivite
4 51
5,1 67
5,5 77
6 85
7 100
8 92
9 65
120
o 100
z
.
£
-_,g 60
< 0
20
2 10 12
pH

Sekil 4.12. pAA/j —-GOD aktivitesi tizerine pH etkisi
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Cizelge 4.13 Amperometrik Serbest aktivite tizerine pH etkisi

PH % Maksimum Akim
4 44
5,1 100
5,5 76
6 72
7 68
8 44
9 28
120
100
£
2 s
£
E 60
2 4
=
N 20
0
2 6 8 10 12
pil

Sekil 4.13. Amperometrik Serbest aktivite iizerine pH etkisi
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Cizelge 4.14 PAA/j —-GOD Sensorlerinin amperometrik aktivitesi tizerine

pH etkisi
PH % Maksimum Akim
4 35
5.1 80
5.5 83
6 87
7 100
8 77
B 9 63
120
100
E 80
<
g 60
g
F 40
:’; 20
N
0
2 4 6 8 10 12
pH

Sekil.4.14. PAA/j~GOD sensorlerinin amperometrik aktivitesi {izerine pH
etkisi
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4.8. Aktivite Uzerine Sicakligin Etkisi

Serbest enzim: Secrbest glukoz oksidaz enziminin optimum sicakligint
belirlemek amaciyla 15-75 °C  sicakhk araliginda reaksiyonlar
gergeklestirilerek kimyasal aktivite tayinleri yapilnugtir. Sekil 4.15’ten de
eorifldiigi serbest glukoz oksidaz enzimi 45 °C ‘ta maksimum aktivite
gostermektedir. Daha yiiksek sicaklik degerlerine ¢ikildiinda enzimin
denatiirasyonu sonucunda aktivitenin diistiigi gozlenmektedir.

immobilize euzim : Bélam 3.2.2.4 ‘¢ gore hazrlanan  pAA/-GOD
elektrotlarinin 15-75 °C arahgindaki sicakliklarda kimyasal aktivitc tayinleri
yapildiginda serbest enzimde oldugu gibi maksimum aktivite degerine 45
°C “de ulastigi gorillmektedir (Sekil 4.16).

4.9. Amperometrik Aktivite Uzerine Sicakhigm Etkisi

Serbest enzim : Serbest glukoz oksidaz enzimin amperometrik aktivitesi
15-75 °C arasindaki sicakliklarda gahsilarak tayinler gergeklestirilmistir,
Serbest enzim ile belirtilen sicakhklarda reaksiyonlar gerceklestirilerek
amperometrik aktiviteleri slgiilmiistiir (Sekil 4.17). Sekil’den de goriildiigii
gibi en yiiksek akim yogunlugu 45°C’ ta elde edilmistir. Sicakhigin daha
fazla artirlmast akim degerinin diismesine neden olmaktadir.

immobilize enzim eclektrotlar:: Sicakhigin immobilize glukoz oksidaz
elektrotlarmm amperometrik  aktivitesi iizerindeki etkisinin arastirildigi
¢aligmalarda  deneyler 15-75 °C sicakliklari arasinda gergeklestirilerek
amperometrik aktiviteleri tayin edilmistir. PAA/j-GOD elektrotlarmin
belirtilen sicakliklarda ve 50 mmol dm™ glukoz varliginda amperometrik
aktiviteleri akim yogunlugu cinsinden tayin edilmistir. Elektrotlarin en
yiiksek akin  yogunluguna 45 °C ° ta ulastigi gozlenmistir (Sekil 4.18).
Yapilan bu sicakhk deneyler sirasinda 45 °C’in i{izerindeki sicakliklara
cikildiginda akim yogunluklarnimin diistiigii gozlenmektedir. Bu durum, bu
sicakliklarda glukoz oksidaz enziminin denatiirasyona ugramas: ve katalitik
aktivitesinin azalmast ile agiklanabilir.
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Cizelge 4.15 Serbest GOD Aktivitesi iizerine sicaklik etkisi

Sicaklik (°C) % Maksimum Aktivite
15 52
25 71
30 89
35 95
45 100
55 3i
65 54
75 6
120
100 |

g 8

260

: i

=

E a0

=

oo

0 15 30 45 60 75 90
Seakhk ("C)

Sekil 4.15 Serbest GOD Aktivitesi iizerine sicaklik etkisi
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Cizelge 4.16 PAA/j-GOD Aktivitesi tizerine sicakligin etkisi

Sicakhik (°C) % Maksimum Aktivite
15 55
25 63
30 75
35 85
45 100
55 84
65 77
75 R 46
120
100
8
£
=
£
Z 60
&~
E:
N
40
20
0 15 30 45 60 75 90
Sicakhk ("C)

Sekil 4.16 PAA/j-GOD aktivitesi iizerine stcakhgin etkisi
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Cizelge 4.17 Serbest GOD Amperometrik aktivitesi tizerine sicakhgn etkisi

Sicaklik(°C) Akim yogunlugu (i) (LA em?)

15 22

25 25

30 34

35 39

45 52

55 34

65 31

75 28
70
60
50
"“E 40
< 30

=
- 20
10
0
0 15 30 45 60 75 90
S cakl k (*C)

Sekil 4.17 Serbest GOD amperometrik aktivitesi iizerine sicakhigin etkisi
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Cizelge 4.18 PAA/j-GOD Amperometrik aktivitesi izerine sicakligin etkisi

Akim Yogunlugu (i)
Sicakhik(°C) (pA em?)
15 81
25 88
30 99
35 105
45 132
55 109
65 72
75 : 32
160
120
£ w
-
Z
40
0
0 15 30 45 60 75 90
Sicakhk ("C)

Sekil 4.18 PAA/j-GOD Amperometrik aktivitesi {izerine sicakhigmn etkisi
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4.10. Serbest glukoz oksidaz ve immobilize enzim elektrotiariin termal
inaktivasyonu

Serbest enzim: Serbest glukoz oksidaz enziminin 60 °C ‘ta termal
inaktivasyonunu arastirmak amaciyla, 10U serbest GOD enzimi 60 °C ‘ta
farkli stirelerde (10-100 dakika) bekletildikten sonra Béliim 3.2.2.2°de
verilen yonteme gore aktivite tayinleri yapumustir. Serbest GOD enziminin
60 °C* ta termal kararlilik deneyleri sonucunda itk 10 dakikada % 50 termal
inaktivasyona ugradigi, 100 dakika sonra ise %80 oraninda aktivite kaybina
ugradig gozlenmistir( Sekil 4.19).

Immobilize elektrotlar: Jelatin-GOD ve poliakrilamit-jelatin-GOD
elektrotlarinin (gluteraldehit, 10 U GOD ) termal kararhiligini incelemek

elektrotlart  hazirlanmis ve 60 °C’ta termal inaktivasyon deneyleri
gergeklestirilmigtir, Immobilize j-GOD ve pAA/j-GOD enzim elektrotlar,
60 °C’ta asetat tamponu (0.05 mol.dm™, pH 5.1) igerisinde 10 dakika-100
dakika arasinda farkli siirelerde bekletildikten sonra Bolim 3.2.2.6'da
verilen metoda gére amperometrik aktivite tayinleri gerceklestirilmistir.

Yapilan termal kararlilik deneyleri sonucunda, her iki elektrot sisteminin de
60 °C’ta serbest enzime gore termal kararhiliklaninin daha yiiksek oldugu
gozlenmistir. Serbest GOD enzimi 10 dakikalik bir siirede % 50 oraninda
termal inaktivasyona ugrarken ayni sirede j-GOD elektrotu % 30, pAA/j-
GOD elektrotu ise % 14 oraninda bir inaktivasyona ugramaktadir. Enzim
elektrotiarinm 60 °C’ta 100 dakika inkiibasyonu sonucunda j-GOD sensorii
aktivitesini % 42 | pAA/j-GOD sensorii ise % 44 oraninda korumaktadir(
Sekil 4.19).

Protein veya enzim molekiillerinin hassas tersiyer yapisimin c¢apraz bag
olusturan reaktiflerle kuvvetlendirilmesi onlarin inaktivasyona kars:
kararliliklarini artirmaktadir. Kimyasal ¢apraz baglar molekiile ags bir yapt
kazandirarak inaktivasyon hizimi azaltiriar. Enzim molekiiliiniin dogal
yapisinn sabitlestiritmesi molekiil igi ve molekiiller arasi ¢apraz baglar
olusturulmasi ile gergeklestirilir

( Wong 1992).
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Caligmada, glukoz oksidaz enzimi gluteraldehit gapraz baglayicist ile hem
jelatin, hem de poliakrilamit-jelatin olan destek maddesi kullanilarak
kimyasal ¢apraz baglama yontemine gore immobilize edilmistir.
Gluteraldehit ¢apraz baglayicisi molekiiliindeki karbonil grubu ile protein
molekiilindeki- lizin kalintilarmin  o-amino grubu, sisteinin  silfidril
gruplar, tirozin ve histidin kalintilarimin fenol ve imidazol gruplari ile baz
peptitlerin N-terminal amino gruplan arasinda spesifik olmayan tarzda
schiff bazlari olusturarak molekiiller arast veya molekiil i¢i ¢apraz baglar
meydana getirmektedir. Boylece gluteraldehit ¢apraz baglayicist ile enzim
molekiilii ags: bir yap1 kazanarak, immobilizasyon iglemi ile enzimin
inaktivasyon hizint azalmaktadir. Bu g¢alismada da benzer bir durum
gbzlenmistir.



Cizelge 4.19 Serbest GOD enzimi ve j-GOD ile pAA/j-GOD enzim
elektrotlarinin termal inaktivasyonu

60 °C’ta % KALAN AKTIVITE
inaktivasyon Serbest GOD j-GOD PAA/j-GOD
siiresi(dakika)
0 100 100 100
10 50 70 86
15 46 62 72
25 39 57 71
50 31 51 59
75 24 48 47
100 20 42 44

120

100 & —e— PAA-GOD
o ——j-GOD
= 80 —a— serbest GOD
E
= 60
=
<
< 40
S

20

0

0 20 40 60 80 100 120
Zaman (dakika)

Sekil. 4.19 Serbest GOD enzimi ve j-GOD ile pAA/j-GOD enzim
elektrotlarinin termal inaktivasyonu
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4.11. Aktivite Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Serbest enzim: Secrbest glukoz oksidaz aktivitesi iizerine substrat
konsantrasyonununun etkisi farkli konsantrasyonlardaki -D glukoz (1-100
mmol.dm™) kullanilarak incelenmistir. Serbest glukoz oksidaz enzimi igin
maksimum aktiviteye S0 mmol.dm™® B-D glukoz konsantrasyonunda
ulasthmig, bu konsantrasyondan daha  yiiksek konsantrasyonlarda ise
aktivitede onemfi bir degisiklik gézlenmemistir.

immobilize enzim: Caligmada hazirlanan pAA/j-GOD elektrotlarim [-100
mmol.dm™ arahginda degisen p-D glukoz ¢ozeltileriyle kimyasal aktivite
tayinleri gergeklestirilmistir. immobilize enzim ile 50 mmol.dm™ §-D
glukoz konsantrasyonunda maksimum aktivite degerine ulasilmistir, daha
yiiksek substrat konsantrasyonlarinda ise degisiklik tesbit edilmemistir.

Kinetik 6zellikler: immobilize ve serbest glukoz oksidaz enziminin kinetik
6zellikleri incelenmis ve ¢alisma sonuglarinin Lineveawer Burk grafikleri
Sekil 4.20 ve Sekil 4.21°de verilmistir. Bu ¢alismada V,, ve K,, sabitleri
hesaplanmistir. Serbest glukoz oksidazin Vm degeri ile immobilize glukoz
oksidazin (pAA/j-GOD) Vm degerini kargilastirdigimizda, immobilizasyon
sonucunda enzim aktivitesinde yaklastk %31 kadar bir disiis oldugu
gozlenmistir.  Genellikle, immobilizasyon islemi sonunda difiizyon
kisitlamast ve enzim inaktivasyonu gibi nedenlerden dolayr immobilize
enzimin katalitik aktivitesi orjinal enzime gore diisiis gostermekiedir. Bu
¢aligmada da benzer bir sonug elde edilmistir,

Serbest glukoz oksidaz enzimi igin;

Km = 11.10 mmol.dn™ . Vm= 0.541 umoldk'ml”

pPAA/-GOD immobilize enzim elektrotu igin;

Km=1.67 mmol.dm™, Vin= 0.372 pumoldk™'m!I"* olarak hesaplannustir.

Sonuglar karstlastinldiginda elektrot yiizeyine immobilize olmus GOD
enziminin maksimum aktivitesinin yarisina ulasmak igin gereken substrat
konsantrasyonu .(Michaclis Menten sabiti, Km) serbest enzim igin elde
edilen sabitten yaklasik 7 kat daha oldugu tesbit edilmistir.
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konsantrasyonu (Michaelis Menten sabiti, Km) serbest enzim igin elde

edilen sabitten yaklagik 7 kat daha oldugu tesbit edilmistir.

4.12 Amperometrik Aktivite Uzerine Substrat Konsantrasyonunun
Etkisi

Serbest enzim: Calismada amperometrik serbest glukoz oksidaz
aktivitesi

1-100 mmol dm” aralizinda degisen p-D glukoz konsantrasyonlart
kullanilarak tayin edilmistir. Serbest enzim maksimum akim yogunluguna
50 mmol.dm™ B-D glukoz konsantrasyonunda ulagmistir, daha yiiksek
substrat konsantrasyonlarinda herhangi bir degisiklik gozlenmemistir.

immobilize enzim elektrotlari: Bslim 3.2.2.4%¢ gbre hazirlanan pAA/j-
GOD elektrotlarinin 0.05-100 mmol dm™ araliginda degisen B-D glukoz
konsantrasyonlarina kargt akim yogunluklar arasuriimistir. PAA/j-GOD
elektrotlart ile yapilan ¢alismada maksimum akim vogunlugu degerine 50
mmol dm?® B-D  glukoz konsantrasyonunda ulasgtimisur.  Bu
korsantrasyondan daha yiiksek degerlere ¢ikildiginda akim yogunlugunda
Onemli bir artig gdzlenmemigtir. Biitiin substrat ¢alismalart degerlendirilerek
calisma boyunca yapilan tayinlerde 50 mmol.dm” B-D glukoz
konsantrasyonu kullaniimistir.

Kinetik 6zellikler: Serbest ve immobilize enzimin amperometrik yontemle
kinetik Ozellikleri arastirtidigi gahismada Lineveawer Burk grafikleri Sekil
4.22 ve 4.23’te gosterilmistir.

Serbest glukoz oksidaz enzimi igin;
Km=7.75 mmol.dm™, Im =25 pA.cm™

immobilize pAA/j-GOD enzim elektrotlar igin;
Km= 6.5 mmol.dm™, Im= 88 pA.cm™

PAA/j-GOD  senstrlerinin @ Im  degerini  serbest  enzim ile
kargilagtirdigimizda, enzim elektrotlarinin Im degerinin olduk¢a yiiksek
oldugu gbzlenmektedir. Enzim elektrotlarinda, enzim elektrot yiizeyine
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daha kisa siirede yiiksek bir akim degerine ulagilabilmektedir. Oysa, serbest
enzim ile yapilan elektrokimyasal ¢alismada ¢ozelti igerisinde dagimk
olarak bulunan enzimin ¢ok az bir kismi reaksiyona girebilmekte ve bu da
daha az elektron aktarim: olmasina neden olmaktadir. Sonug olarak, enzim
miktar1 serbest ve immobilize galisma i¢in ayni olmasina ragmen serbest
enzim % 71.6 kadar kayip ile reaksiyonu tamamlamaktadir.

(Calismada respons siiresine karst glukoz konsantrasyonulan grafige
gecirildiginde respons siiresi artan glukoz konsantrasyonuna paralel olarak
artmaktadir (Sekil 4.24). Disiik glukoz konsantrasyonlarinda reaksiyon
platin elektrot tizerindeki film yiizeyinde gerceklesmektedir. Yitksek glukoz
konsantrasyonlarmda ise hem vyiizey reaksiyonu hem de jele difiizlenen
glukozun  reaksiyonu s6z konusudur. Bu durum yitksek glukoz
konsantrasyonlannda substratin difiizyon siiresine bagh olarak respons
siiresinin uzamasina neden olmaktadir.
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Cizelge 4.20. Serbest glukoz oksidaz aktivite-substrat konsantrasyonu

iliskisi

1/S (mmol ' dm %) 1/V ( dk.ml. pmol™)

1 20,4

0,2 5,44

0,1 3,41

0,05 2,28

0,025 1,95

0,02 1,85

0,0125 1,72

0,01 1,70

1144
( dklnly/p:_n(gl’)‘

-0.50 -0,25 0,00 0.25 0,50 0.75 LS 1S5 1.50

/S (mmol''dm’)

Sekil. 4.20 Serbest GOD Kimyasal Substrat Cahismasi Lineveawer Burk
grafigi

96



Cizelge.4.21

AA/-GOD  elektrotlarmin  aktivitesi  iizerine  substrat
konsantrasyonunun etkisi

1/S( mmol ! dm *) 1/V (dk.ml pmol™)

1 7,14

0,2 , 3,25

0,1 2,85

0,05 2,72

0,025 2,71

0.02 2,69
0,0125 2,69

0,01 2,69

8-

v
(dk.md/mmol)

L0000 <075 050 025 000 025 050 075 1,00 125
1/S ( mmol'dm®)
Sckil  .4.21 pAA/j-GOD elektrotlariin  aktivitesi  {izerine  substrat

konsantrasyonunun etkisi Lineveawer Burk grafigi
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Cizelge 4.22. Serbest glukoz oksidaz amperometrik aktivite-substrat
konsantrasyonu iliskisi

1/S( mmol ~' dm *) 17V (em’. pA™")

1 0,33

0,2 0,11
0,1 0,077

0,05 0,05
0,025 0,042
| 0,02 0,04
f 00125 0.038
[ 0,01 | 0,038
SR § Ne

e 30

e e 028 R
vy (cm’/“A)

-10 -0.6 -0.2 0,2 0.6 1.0 14

1/S (mmol'.dm”)

Sekil.4.22 Serbest Glukoz oksidaz Amperometrik aktivitesi {izerine substrat
konsantrasyonunun etkisi, Lineveawer-Burk grafigi
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Cizelge 4.23 PAA/j-GOD Amperometrik aktivite-substrat konsantrasyonu
-

iliskisi
1/S( mmol ! dm ) UV (em’. yA)
20 1,5
10 0,6
2 0,125
] 0,083
0,25 0,033
0,2 0,0167
0,125 0,015
0,1 0,0143
0,05 0,0125
0,025 0.011
0,02 0,011
i 0,0125 0,011
B 0,01 0,011
2,00
180 L
Loo | ,
UV (em*uA)  L3o [ /) -
120 [ 7
oo | ~
080 [ /,/‘//
0,60 L /,//.
0,40 > T
o20 L
- ‘.(mu'f/’/. A A Ly a
8 -4 0 8 12 16 20 24
1/S (mmol'dm~)
Sekil.4.23  PAA/j-GOD  Amperometrik  aktivitesi {izerine substrat

konsantrasyonunun ctkisi, Lineveawer Burk Grafigi
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Cizelge 4.24= PAA/j-GOD Sensdrii icin respons siiresi glukoz
konsantrasyonu iliskisi
Glukoz Konsantrasyonu Respons siiresi
(mmoldm™) (s)
1 40
4 40
5 40
8 40
10 40
20 40
40 60
50 60
30 100
100 160
140
120
~100
z
3 80
=
£
N 60
2
S 40
20
0
0 30 60 90 120 150 180
Zaman (s)

Sekil 4.24 PAA/j-GOD Sensorit igin respons siiresi glukoz konsantrasyonu

iliskisi
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4.13 Elektroaktif Bilesiklerin Enzim Elektrotlarinn Amperometrik
Aktivitesi Uzerine Etkisi

Caligmada, immobilize enzim elektrotlariun elektroaktif taneciklerden ne
oranda etkilendigi arastirilmistir. Askorbik asit, Grik asit, NH,", gliserin,
NaCl ve KCI gibi fizyolojik ortamda bulunabilecek bilegiklerin fizyolojik
ortamla uyumliu konsantrasyonlari kullandarak ¢iplak Pt, enzimsiz pAA/j
(kor) ve pAA/-GOD enzim elektrotiar ife amperometrik aktivite tayinleri
gergeklestirilmistir.

Askorbik asitin 0.15 mmol dm™ ve 0.5 mmol dm™ lik konsatrasyonlar: ile
yapilan ¢ahigmalar sonucunda hem kor elektrotfar hem de enzim elektrotlari
ile onemli bir girisimin obmadigr gézlenmistir, Ayrica, iirik asit (0.5 mmol
dm™) ile yapilan amperometrik tayinler sonucunda da kor clektrotlarla
birlikte pAA/j-GOD sensiriine kargt herhangi bir girisimin olmadig tesbit
edilmistir. Bunun disinda gliserin, NH;", NaCl ve KCl gibi fizyolojik
ortamda bulunavilecek bilesiklerin de geligtilen sensér sistemiyle galisilan
deney kosullarinda girisim vermedigi gézlenmistir (Sekil 4.25 ve Sekil
4.26).

Elektroaktif bilesiklere karsi pAA/j (kor). pAA/j -GOD elektrotlarinin
relatif aktiviteleri asagtda verilen formiile gore hesaplanmigtir.

= /
RR = 1/ an

I im = Elektroaktif bilesiklere karsi enzim /kor elektrotlarin verdigi cevep
I py= Elektroaktif bilesiklere karsi giplak platin elektrotlarin verdigi cevep
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Cizelge 4.25. Ciplak platin, pAA/j-GOD ve kor (pAA/j) sensbrleri iizerine

elektroaktif bilesiklerin etkisi

Elektroaktif Madde Akim Yogunlugu (i)
: (uA.cm™?)
Piatin Kor (pAA/j)  [PAA/|-GOD

Gliserin - - -
(0.48 mM)
NH_)‘ - - -
(0.5 mM)
NaCl - - -
KCl - - -
Urik Asit 16 5 5
(0.5 mM)
Askorbik Asit
0.15 mM 10 6 6
0.5 mM 4] 27 27

e ; _

. rplatin
D kor (PAA/-GOD)
o & PAA/-GOD

%
z

40

©.5 mM Urik asic 0.1S mM 0.5 mM Askorbik
Askorhik asit asit

Elcktroaktif Bileyikler

Sekil 4.25 PAA/-GOD ve kor (pAA/j) sensorleri iizerine elektroaktif
bilesiklerin etkisi
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Cizelge 4.26. PAA/j-GOD ve kor (pAA/j) sensodrlerinin relatif responslart

Elektroaktif Madde Relatif Respons
Platin Kor (pAA/)) PAA/j-GOD
Gliserin - - -
0.48 mM)
NH," - - -
(0.5 mM)
INaCl - - -
KCl - - -
Urik Asit 1 0,31 0,31
(0.5 mM)
Askorbik Asit
0.15 mM I 0.60 0,60
0.5 mM 1 0.66 0.66
10
§ 8 B Cipluk Pt KO (DAAG)  [IPAAG-GOD
g 6
£ 4
<
N 2
0 B B B
0.5 mM 0.15mM 0.5mM
Urik asit Askorbik  Askorbik

asit asit

Elektroaktif bilesikler

Sekil 4.26. PAA/j-GOD ve kor (pAA/j) sensirlerinin relatif responslart
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4.14. Glukoz oksidaz elektrotlarimin tekrar kullanimi

4.14.1. Kimyasal yontem

Caliymada, Bolim 3.2.2.4°te verilen metota gére 0.004 mol.dm”
gluteraldehit  ¢apraz baglayicist kullanilarak j-GOD ve pAA/-GOD
immobilize drnekler hazirfanmistir. Bu 6rnekler 3 kez yikama isleminden
gecirilmistir. Daha sonra tekrar kullanim ¢aligmalart gercekiestiriimis ve
sonuglar  Sekil 4.27'da  karsilastirmali  olarak  verilmistir. Enzim
elektrotlarimin tayin sonuglart serbest enzime karst refatif aktiviteleri
hesaplanarak degerlendirildiginde, pAA/j-GOD enzimin baslangigtan
itibaren j-GOD enzimine gbre % 20 daha fazla aktivite gostererek
kararhiligini korudugu gézlenmistir. Her iki elektrot sistemi en az 17 defa 51
giinliik siire boyunca kullanifabilmektedir.

Ayrica, farkli konsantrasyonlarda (0.5U, 10U, 20U) GOD enzimi igeren
pAA/j-GOD &rneklerinin tekrar kullaniabilirlikleri de Bolim 3.2.2.4%e gore
kimyazal aktivite tayinleri yaptlarak arastirilmistir. Enzim elektrotlar ii¢
giin aralikla 17 kez kullandmistir ve caligma S1 glinlik bir siireyi
kapsamaktadir. Sonuglar Sekil 4.28 “de toplu olarak gosterilmistir.

4.14.2. Amperometrik aktivite iizerine tekrar kullanimm etkisi

Bsliim 3.2.2.4 te verilen metodlara gore hazirlanan j-GOD ve pAA/j-GOD
elektrotlarinin  amperometrik ydntemle tekrar kullaniabilirlikleri Boliim

elektrot sistemiyle elde edilen sonuglar verilmistir. Sekilden de goriildiigi
gibi  pAA/j-GOD elektrotlart j-GOD elektrotlarindan ortalama % 50
oraninda fazla aktivite degeri gostererek kararliligint korumaktadir.

Bolim 3.2.2.4° e gore farkli enzim konsantrasyonlari (5U, 10U , 20U)
kullanilarak hazirlanan pAA/j-GOD elektrotlarinin elektrokimyasal olarak
tekrar kullammlant aragtirilmistir. Baslangigta enzim konsantrasyonuna
bagl olarak amperometrik aktivite degerleri yiiksek iken 7. kullanimdan
itibaren li¢ elektrotun da amperometrik aktivitelerinin birbirine yaklastig
gozlenmistir ($ekil.4.30).
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4.15. nzim Elcktrotlarmm Depolama Kararhihklar

Enzim elektrotlarinin raf dmrii 5 ayhk bir zaman arahiginda arastirilmsstir.
immobilizasyon isleminde 0.004 mol.dm™ gluteraldehit gapraz baglayicisi
ve 10U GOD kullanilarak 5 adet e pAA/j-GOD elektrotu hazilanmigtir.
Bu omeklere asctat tamponu ile (0.05 mol.dm?, pH 5.1) 3 kez yikama
islemi yapilmustir. Daha sonra 1 ay ara ile Orncklerin amperometrik
aktiviteleri tayin edilmistir. Enzim elektrotlar aktivitelerini 4 ay siiresince
% 93 oraninda korumaktadir. Daba sonra 5.aym sonuda isc % 74 ‘lik
aktivite elde edilmistir (Sckil 4.31). Sonug olarak gelistirien pAA/j-GOD
enzim elektrotlar yitksek bir aktivite ile en az S ay siireyle kararliliklarini
korumaktadir.

Cizelge 4.31 PAA/-GOD elektrotlarinin depolama kararlihklan

Depolama siiresi (Ay) % Kalan Aktivite
l 100 L
2 - 82
3 94
4 93
5 74
130
110
<
g w H\ﬂ“——ﬂ\o
-
[
2 70
o ,
S s0
30
0 ] 2 3 4 5 6
Depolama siiresi (ay)

Sekil 4.31 PAA/j-GOD elektrotlarinin depolama kararhliklar

109



5. SONUCLAR VE TARTISMA

Sunulan ¢alismada daha 6nce literatiirde yer almayan yeni bir glukoz
biyosensdrii gelistirilmistir. Arastirmada serbest glukoz oksidaz ve
immobilize glukoz oksidaz elektrotlari elektrokimyasal olarak karakterize
edilmigtir. Ayrica serbest ve biyosensorde kullanilan immobilize enzimin
ozellikleri  kimyasal yontem ile Sigma metodu  kullanilarak
spektrofotometrik  olarak kinetik parametreler incelenmis ve sonuglar
karsilastirilmistr.

Caligmada glukoz oksidaz immobilizasyonunda tasiyict olarak jelatin
kullantdnistir. Enzim tastyiciya kimyasal ¢apraz baglama yOntemine gore
gluteraldehit ¢apraz baglayicist kullanilarak immobilize edilmistir. Ayrnica
enzim immobilizasyonunda tasiyict  jelatinin - yaminda poliakrilamit
kullamilarak biyosensoriin dzellikleri gelistiriimistir. Calismada elde edilen
bu iki tiir glukoz biyosensoriin elektrokimyasal ve kimyasal aktiviteleri
tayin edilerek incelenmistir.

Sunulan ¢alisma iki bolimden olusmaktadir; bunlar glukoz oksidaz
immobilizasyonu ve immobilize glukoz oksidaz enzim elektrodu
gelistirilmesi.

Serbest glukoz oksidaz ile yapilan ¢aligmalarda enzimin optimum sicaklik,
pH, enzim konsantrasyonu ve kinetik &zellikleri kimyasal ve
elektrokimyasal yontem kullanilarak arasturilmistir,

Kimyasal yéntem ile serbest enzimin optimum pH' 1 5.1, sicakligi 45 °C ve
kinetik Szellikleri; K, = 11.10 mmol.dm?, V., = 0541 mol dk'ml"
olarak tesbit edilmistir. Elektrokimyasal ydntem ile yapilan c¢aligmada
optimum pH 5.1, sicakhk 45 °C,

Ky =7.75 mmol.dm™, I,= 25 uA/cm’ olarak bulunmustur.

Immobilizasyonu gelistirmek amaciyla jelatine ilave olarak kullanilan
poliakrilamitin optimum orani 0.100 pAA/j olarak tesbit edilmistir. Bu
sekilde poliakrilamit polimerinin katkist ile immobilize GOD enzim
elektrotlarinin  ylizey alant -genisletilerek enzim aktivitesinde 6nemli
miktarda artis saglanmigtir.

Calismada amperometrik aktivite tizerine jel miktarinin etkisi incelenmis ve

0.0165 g (pAA+)) jel miktart kullanilarak pAA/-GOD elektrotlan
hazirlanmistir. Elektrotlarin amperometrik aktiviteleri tayin edildiginde jel
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miktarimin  amperometrik aktivite iizerindeki etkisinin Onemli oldugu
gozlenmistir. Jel miktarr arttikga sensdr aktivitesi azalmaktadr, bu durum
elektrot tizerindeki jel miktarinm artmasiyla elektrot yiizeyinde substrat-
tirlin  diffizyonunun  zorlasmasindan kaynaklanmaktadir. Elektrotlarin
mekanik dayanikliliklar: ve sensor aktiviteleri dikkate alindifinda en uygun
jel miktarr 0.0165 g (pAA+]) igin elde edilmektedir.

Cahsmada gelistirilen j-GOD ve pAA/j-GOD elektrotlarimin kimyasal metot
ile tekrar kullanimlart ¢ahgilnustir. Enzim elektrotlant igin elde edilen
sonuglar serbest enzim ile karsilastinldiginda, pAA/j-GOD elektrotlarinin
baglangictan itibaren j-GOD elektrotlarma gore % 20 daha fazla aktivite
gostererek kararhligm korudugu gdzlenmistir.

PAA/-GOD ve j-GOD elektrotlarinin amperometrik yontem ile tekrar
kullanimlan arastinldiginda, PAA/-GOD clektrotlar J-GOD
elektrotlarindan ortalama % 50 oraninda fazla aktivite degeri gostererek
kararlthgint korumaktadir. Her iki elektrot sistemi 51 giinlitk bir siirede en
az 17 defa kullanilabilmektedir.

Calismada, serbest glukoz oksidaz enzimi ve j-GOD ile pAA/-GOD
elektrotlarmin

60 °C ‘ta termal inaktivasyonu amperometrik olarak arastiridmistir. Yapilan
cahigsmalar sonucunda, serbest GOD enziminin 10. dakikadan itibaren termal
inaktivasyona ugradigi, 100 dakikadan sonra ise enzimin g¢ogunlugu
denatiire olarak %80 oranmnda aktivite kaybumn oldugu gozlenmistir.
Jelatin ve poliakrilamit-jelatin  tasiyrcisina  0.004 moldm™
konsantrasyonunda gluteraldehit c¢apraz baglayicist kullanilarak GOD
enzimin immobilizasyonunun enzimin termal kararlih@ina katkist ve ayni
zamanda immobilize enzimin termal inaktivasyonunu incelemek amaciyla
enzim elektrotlarmm amperometrik aktivite tayinleri gergeklegtirilmistir.
Yaptlan deneyler sonucunda, her iki elektrot sisteminin de 60 °C’ta serbest
GOD enzimine gore termal kararhliklarmm daha yilksek oldugu
gdzlenmistir. Serbest GOD enzimi 10 dakikada % 50 oramnda termal -
inaktivasyona ugrarken aym siirede j-GOD elektrodu % 30, pAA/j-GOD
elektrodu ise % 14 oranminda bir aktivite kaybi gostererek inaktivasyona
ugramaktadir. Serbest GOD enzimi sicaklifa maruz kaldig siire boyunca
hizli bir gekilde inaktivasyona ugrarken, enzim elektrotlarmin termal
kararliliklarini daha uvzun siire korudugu ve daha diisiik oranda aktivite
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kayiplarimin oldugu gozlenmistir Caligmada enzim molekiilii gluteraldehit
¢apraz baglayicisi ile destek maddesine kimyasal ¢apraz baglama metoduna
gore immobilize edilmigtir. Kimyasal ¢apraz baglar molekiile agsi bir yap:
kazandirarak inaktivasyon hizini azalurlar. Enzim molekiiliiniin dogal
yapisinin sabitlegtirilmesi molekiil i¢i ve molekiiller arasi ¢apraz baglar
olusturulmasi ile gergeklestirilmektedir. Bu ¢ahgmada gluteraldehit capraz
baglayicist ile enzim molekiliisabitlestirilmis ve enzimin inaktivasyon mzi
azalmisttr. Bunun sonucunda gelistirilen  bivosensorlerin  termal
kararliliklari serbest enzime gore dnemli oranda artiniimigtir.

PAA/-GOD elektrotlann ile yapilan kimyasal calismalarda, optimum
pH 7, sicaklik 45 °C, enzim konsantrasyonu 10U, capraz baZlayici
konsantrasyonu  0.004 mol.dm™, Michaelis-Menten sabiti K,=1.67
mmol.dm™ ve maksimum aktivite V,=0.372 pmoldk"n]l"‘ olarak
bulunmustur.

PAA/j-GOD elektrotlarinin amperometrik taywnleri sonucunda, optimum
pH't 7, sicaklik 45 °C, enzim konsantrasyonu 10U, ¢apraz baglayici
konsantrasyonu 0.004 mol.dm®, Michaelis-Menten sabiti K,= 6.5
mmol.dm™ ve maksimum akim yogunlugu I, = 88 pA.cm” olarak
hesaplanmustir.

Calismada elde edilen sonuglar kargilastinldiginda serbest enzim ve
immobilize enzim elektrotlarindan kimyasal ve elektrokimyasal yontem ile
elde edilen sonuglarin  uyum igerisinde oldugu goriiimektedir.
Elektrokimyasal yontemde elektrotlarin amperometrik aktiviteleri, glukoz
oksidaz enzim aktivitesinin bir fonksiyonudur. Bu kimyasal ve
elektrokimyasal ¢aligmalar sonunda elde edilen sonuglar karsilastirildiginda
agik olarak goriilmektedir.

Serbest glukoz oksidazin her iki yontemde de optimum pH’ 1 5.1, sicaklik
45 °C olarak bulunmustur.

Immobilize enzim igin her iki yontemde, optimum pH serbeste gére daha
notral pH’ a kaynmug ve 7 olarak tesbit edilmistir. Optimum sicaklik, enzim
konsantrasyonu gibi 6zelliklerin degismedigi ve sirasiyla 45 °C ve 10U
oldugu gézlenmistir.
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* Capraz baglayict olan gluteraldchit konsantrasyonunun glukoz oksidaz
* aktivitesi izerine ctkisi hem kimyasal hem de elektrokimyasal yontem ile
" incelendiginde her iki yontemde de; 0.004 moldm™ konsantrasyonunun
optimum oldugu tesbit edilmigtir. Sonuglar degerlendirildiginde 0.002
mol.dm” gluteraldehit konsantrasyonunda diisiik bir amperometrik aktivite
gozlenirken, 0.004 mol.dm™ ‘tin fizerindeki gluteraldehit
konsantrasyonlarinda gittik¢e azalan amperometrik aktivite degerleri dikkati
"~ ¢ekmekitedir.  Diistik  ¢apraz  baglayicr  konsantrasyonu  kullanildiginda
"~ enzimin tamanu destek maddesine baglanamadigi igin amperomeltrik olarak
diisiik bir aktivite gézlenmektedir. Capraz baglayict konsantrasyonu arttikga
enzim inaktivasyonunun yamnda, enzim ile destek maddesi arasinda daha
siki bir baglanma, daha siki bir jel olmakta buna bagh cnzimin hareket
serbestliginin  azalmasi, difiizyon kisitlamasinin artmasi katalitik aktivitede
~azalma ile sonuglanmaktadir,

Caligmada substrat konsantrasyonunun etkisi serbest ve immobilize glukoz
oksidaz igin hem kimyasal hem de elektrokimyasal yontemle incelenmistir.
Sonugta serbest ve immobilize enzimin her iki ydntemde de aktivitesi 50
mmoldm™ substrat konsantrasyonuna kadar artmakta bu noktadan sonra ise
substrat konsantrasyonundaki artisin aktivite iizerine bir etkisinin olmadigi
tesbit edilmistir. Bu sonuglar degerlendirilerck ¢alismada optimum glukoz
konsantrasyonu 50 mmoldm™ olarak se¢ilmistir.

Kimyasal ve elektrokimyasal yontem ile elde edilen sonuglarin Lineweaver
Burk grafikleri gizilmis ve Michaelis-Menten sabit Km, maksimum hiz Vm
ve maksimum akim yogunlugu degerleri hesaplannugtir,

Kimyasal yontem ile yapilan ¢aligmada serbest glukoz oksidaz igin;
Km = 11.10 mmol.dm™ , Vm= 0.541 pmoldk'ml™",

immobilize pAA/j-GOD elektrotlar: igin;
Km=1.67 mmol.dm™ , Vm=0.372 pmoldk"ml'I olarak hesaplanmistir.

Elektrokimyasal yontem ile akim yogunlugu-substrat grafiklerinden serbest
enzim igin;
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Km=7.75 mmol.dm™, Im=25pA/cm®,
immobilze pAA/j-GOD elektrotlar igin;

Km= 6.5 mmol.dm™, Im= 88 uA.cm‘z,
olarak hesaplanmistir.

Sonuglar degerlendirildiginde kimyasal ytntemde pAA/j-GOD enzim
Orneklerinin maksimum hiz1 serbest enzime gore disitktiir. Bu durum,
immobilize enzimin aktivitesi immobilizasyon isleminden dolayt enzim
inaktivasyonu ugramasi ve ¢apraz baglanmasi sonucunda meydana gelen ag
vapisindan kaynaklanan difiizyon kistlamasma bagh bir azalma ile
aciklanabilir.

Elektrokimyasal yontem ile elde edilen serbest enzimin akim yogunlugu
immobilize pAA/j-GOD enzim &rneklerinin akim yogunluguna gore
oldukga diisiiktiir. Serbest enzimde enzimatik reaksiyon ¢o6zeltide
olusurken, enzim elektrotlarinda elektrot yiizeyinde olusmakta ve elektrot
yiizeyinde olusan reaksiyonda elektronlar platine direk olarak
aktarilmaktadir. Elektrokimyasal dlgimlerde reaksiyon elektrota ne kadar
yakin olursa elektrodun reaksiyon hizi o kadar yiiksek olacaktir. Immobilize
pAA/j-GOD elektrotlart igin elde edilen akim yoZunlugu degerleri ife
serbest enzimin akim yogunlugu degerleri karstlastinldiginda benzer bir
durum oldugu goriilmektedir.

Calismada, farkh konsantrasyonlarda  ( 0.5U, 10U, 20U ) GOD
enzimi  igeren pAA/j-GOD elektrotlarinin tekrar kullandabilirlikleri de
hem kimyasal yéntem hem de elektrokimyasal yéntem ile arastinlnustir.
Hazirlanan glukoz biyosensérleri +4 °C’ta saklanarak 51 giinliik bir siirede
ti¢ giin araliklarla 17 kez kullamlarak her iki yonteme gore aktiviteleri tayin
edilmistir. Enzim elektrotlarinin kimyasal aktivite tayinleri sonucunda, 10U
enzim konsantrasyonundaki glukoz biyosensdrlerinin baglangigtan itibaren
diger enzim elektrotlarina gore daha stabil bir kararhhk gosterdigi
gozlenmistir.
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Enzim elektrotlarmin raf émrii 5 aylik bir zaman arahginda aragtinlnugtir.
Raf 6mrii ile ilgili gahismalar sonucunda, gelistirilen ydntem ile hazirlanan
PAA/j-GOD enzim elektrotlarinin 6nemli bir aktivite kaybi olmaksizin en
az 4 ay siireyle kararliiklari korudugu tesbit edilmistir.

Biyolojik &rneklerde tayin edilmek istenen bilesikler genellikle karmasik bir
ortamda bulunur ve birgok bilesik girisim verebilir. Caligmada biyolojik
orneklerde bulunabilecek elektroaktif askorbik asit, @irik asit, NH,", gliserin,
NaCl ve KCI gibi fizyolojik ortamda bulunabilecek bilesiklerin
biyosensoriin cevabim ne sekilde etkiledigi arastirnlnustir. Bu ¢ahsmada
¢iplak platin elektrotlarina  gére pAA/j ve

pAA/j-GOD elektrotlarimin  askorbik asitin 0.15 mmol dm™ ve 0.5 mmol
dm™ lik konsantrasyonlart ile yapilan g¢ahismalar sonucunda hem kor
elektrotlar hem de enzim elektrotlanna  6nemli bir girisimin olmadig
gozlenmistir, Bunun disinda gliserin, NH,", NaCl ve KCl gibi fizyolojik
ortamda bulunabilecek bilesiklerin de gelistilen sensor sistemiyle girigim
vermedigi gézlenmistir.

Calismada gelistirilen biyosensoriin respons siiresi 60 saniyede kararl bir
hale geldigi tesbit edilmistir. Bu deger literatiirdeki respons sonuglar ile
karsilagtinhdiginda oldukga kisadir. Bu durum glukoz tayinlerinde hizh bir
sonug elde edilmesi agisindan 6nem tasimaktadir,

Diyabetik hastalar, relatif ve mutlak olarak insulin yetmezligine sahip olan
ve dolayisiyla kan glukoz seviyeleri normal araigin 75-115 mgdl™ (4.2-6.4
mmol.dm™) disinda seyreden kisilerdir. Bazen glukoz seviyeleri ¢ok asagiya
ditser (hipoglisemi) bu da istenmeyen durumlara ve tehlikeli suur
bozukluklarina hatta soka neden olabilir. Bazen de kan glukoz seviyeleri
yiiksek diizeylerde (hiperglisemi) seyrederek uzun siirede gozlerde,
sinirlerde, bdbrek ve kan damarlarinda ciddi doku komplikasyonlfarina
sebep . olabilir. Normal kisilerde kan glukoz konsantrasyonu 9.5-10
mmoldm™tin tizerine ¢tktiginda glukoziiri meydana gelir. Glisemi ve
glukoziiride glukoz dlgtimleri acil yéntemler gerektirmektedir. Calismada
gelistirilen  glukoz biyosensorleri ile 0.05 mmoldm™ gibi ¢ok diisiik
miktarlarda ve glukozun tayini ¢ok kisa sitrede yapmak miimkiindiir ve
yontem kan, idrar 8reklerinde glukoz tayini i¢in uygundur.
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Galismada gida ve klinik uygulamalarda glukoz tayini amaciyla daha dnce
literatiirde yer almayan yeni bir glukoz biyosensorii gelistirilmistir. Hizl,
hassas, dogru, kolay sonug veren bu biyosensoriin maliyeti oldukg¢a diisiik
olup yaklagik iki aylik bir siire boyunca kararli bir sekilde en az 17 defa
tekrar kullanilabilecegi kararalihgini koruyarak en az 5 ay saklanabilecegi
tesbit edilmistir.

Ayrica bu arastirmada gelistirilen ydntem klinik ve endiistrivel alanda
onemli bircok bilesigin tayininde kullamilmak iizere baska enzimler igin
uygulanarak yeni biyosensorler gelistirilebilir.
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