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OZET

GLUKOZ TAYININE YONELIK OLARAK
KALEM GRAFIT ELEKTROT-GLUKOZ OKSIiDAZ
TEMELLI YENI BiR BiYOSENSOR GELISTIRILMESI

GOCER, Duygu
Yiiksek Lisans Tezi, Biyokimya Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Erhan DINCKAYA

Haziran 2015, 54 sayfa

Bu tezde glukoz oksidaz enziminin kalem grafit elektrot ylizeyine gesitli
immobilizasyon yontemleri kullanilarak biyosensorler tasarlanmistir. Glukoz
oksidaz enzimi kullanilarak glukoz tayinine yonelik biyosensorler olusturulmustur.
Ik olarak glukoz oksidaz enzimi jelatin ve glutaraldehit ile ¢apraz baglanarak
kalem  grafit elektrot yiizeyine sabitlenmistir.(PGE/Glukoz  oksidaz-
jelatin/glutaraldehit).Ikinci olarak farkli bir biyosensér tasarlanmistir. Bu amagla
glukoz oksidaz enzimi nafyon ve glutaraldehit ile kalem grafit elektrot yiizeyine
sabitlenerek bir biyosensor hazirlanmistir. Gelistirilen biyosensorler ile glukoz

Olgtimleri -0.7 V’ta amperometrik yontem ile yapilmistir.

Hazirlanan biyosensorlerin optimizasyon ¢aligmalarinda dncelikle optimum
enzim miktari, jelatin miktari, nafyon yiizdesi ve glutaraldehitte bekleme siiresi
gibi parametreler ¢alisilmigtir. Calisma kosullarinin optimizasyonunda pH ve
sicaklik optimizasyonu gerceklestirilmistir. Daha sonra karakterizasyon c¢aligsmalari
icinde dogrusal tayin araligi, tekrarlanabilirlik, tekrar tiretilebilirlik, girisim etkisi

ve Ornek analizi gibi baz1 parametreler belirlenmistir.

Optimizasyon ¢aligmalarindan PGE/jelatin-glukoz oksidaz/glutaraldehit
modifiye biyosensor i¢in enzim miktari, jelatin miktar1 ve glutaraldehitte bekletme
stiresi sirastyla 1,14U/mL, 20 mg ve 3 dakika olarak tespit edilmistir. Fosfat
tamponu (50 mM, pH: 7,5) ve 30°C sicakligin optimum c¢alisma kosullarini
sagladigr  belirlenmistir. PGE/jelatin-glukoz  oksidaz/glutaraldehit modifiye
biyosensor i¢in karakterizasyon galigsmalarinda 50 pM - 1000 uM araliginda glukoz

i¢cin dogrusal sonuglarin alindig belirlenmistir.
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PGE/nafyon/glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye biyosensor i¢in glukoz
oksidaz miktari, nafyon yiizdesi ve glutaraldehitte bekletme siiresi sirasiyla 1,14
U/mL, %1,5 ve 5 dakika olarak belirlenmistir. Fosfat tamponu (50 mM, pH: 7,5) ve
30°C  sicakligin = optimum calisma kosullarim1  sagladigi  belirlenmistir.
PGE/nafyon/glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye biyosensdr i¢in karakterizasyon
caligmalarinda 50 puM - 1000 uM araliginda glukoz igin dogrusal sonuglarin

alindig1 belirlenmistir.

Anahtar kelimeler : Kalem grafit elektrot, nafyon, enzim, glukoz oksidaz,

glukoz, biyosensor



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF A NEW PENCIL GRAPHITE ELECTRODE-
GLUCOSE OXIDASE BASED BIOSENSOR FOR DETERMINATION OF
GLUCOSE

GOCER, Duygu

MSC Thesis, Biochemistry Department

Supervisor : Prof. Dr. Erhan DINCKAYA

June 2015, 54 pages

In this thesis, biosensors will be created using a variety of methods to pencil
graphite electrode surface immobilization of glucose oxidase enzyme is intended.
Biosensors for detection of glucose using glucose oxidase enzymes are generated.
Firstly, glucose oxidase was crosslinked with gelatin and gluteraldehyde and fixed
on the pencil graphite electrode surface. (PGE/Glucose oxidase-gelatin/
gluteraldehyde). Secondly, a different biosensor was designed. For this aim,
biosensor was prepared by using nafiion. Glucose oxidase enzyme was fixed on
pencil graphite electrode surface with nafion and gluteraldehyde. (PGE/Glucose
oxidase /nafion/ gluteraldehyde). Glucose measurements were carried out at -0.7 V
with amperometric method by developed biosensor systems.

In optimization studies for designed biosensor, firstly, the optimal amount of
enzyme, gelatin,optimal percentage nafion and optimum glutaraldehyde duration
time were carried out. Optimization of working conditions; optimum pH and
optimum temperature also investigated. Afterwards, in the characterization studies
some paramaters such as linearity, repeatability, reproducibility, interference
effects of some compounds and sample analyses were determined.

From the optimization studies, amount of enzyme, gelatine amount and
glutaraldehyde duration time were determined as 1.14U/mL, 20 mg and 3 minutes
for the PGE/gelatine-glucose oxidase/glutaraldehyde modified biosensor.

In optimum condition, buffer system is 50 mM, pH: 7.5 phosphate buffer and
optimum temperature is 30°C. It was determined at the characterization studies on



the PGE/gelatine-catalase/glutaraldehyde biosensor that linear results are obtained

between the ranges of 50 uM to 1000 uM glucose concentration.
Amount of enzyme, nafion rate and glutaraldehyde duration time were

determined as 1.14U/ml, 1.5% and 5 minute for the PGE/nafion/glucose
oxidase/glutaraldehyde modified biosensor. Phosphate buffer (50 mM; pH 7.5 )
and 30°C were established as providing the optimum working conditions. It was
determined at the characterization studies on the PGE/nafion/glucose
oxidase/glutaraldenyde biosensor that linear results are obtained between the

ranges of 50 uM to 1000 uM glucose concentration.

Key words : Pencil graphite electrode, nafion, glucose oxidase, enzyme,

glucose, biosensor
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1.GIRIS
1.1.Biyosensorler

Biyosensorler  fizikokimyasal  dondstiiriiciiler  veya  doniistiiriicii
mikrosistemler ile bunlarla yakin iliskideki biyolojik yapilar1 birlestiren analitik
cihazlardir. Spesifik “bio” kisim spesifik oldugu analiti tanir ve “sensor” kismina
sinyal (elektriksel, optik vb. gibi) olarak iletilir.(Mohanty and Kougianos, n.d.)
Biyosensorler basitlikleri, yliksek duyarliliklart ve ger¢ek zamanli analizlere
uygulanabilirlikleri nedeniyle ¢ok farkli ve genis alanlarda kullanilmaktadir.
Biyosensorler; siklikla biyolojik analizler i¢in kullanilan bir gesit 6zel sensorlerdir
ve " International Union of Pure and Applied Chemistry " (IUPAC) tarafindan, "
kimyasal bir bilesige kars1 verilen biyolojik yanit1 optik, termal ya da elektriksel
sinyallere doniistiiren cihazlar " olarak tanimlanmaktadir (Rasooly, 2005).

Biyosensoriin temel c¢aligma prensibi  Sekil 1.1.°de oldugu sekilde
diistiniilebilir. Biyomolekiil analiti tanir ve sensor element analitteki degisimi
elektrik sinyaline doniistiirlir. Biyosensor yiizeyinde olusan etkilesimler membran
icerisinde tutuklama, fiziksel adsorpsiyon, matriks tuzaklama ve kovalent
baglanma olmak {izere dort farkli sekilde olabilir (Mohanty and Kougianos, n.d.).

EEEEBEBERBE an gegirgen Gizenekd
BB BB B - membran capsllleme
Sensdr sensar
B) Membran igerisine hapsetme C) Matriks igerisine tutuklama
EEBEEREEBE B
Je— T — s
I Iembran bag
- Sensdr
Sensdr
A) Fiziksel absorpsiyon D)Kovalent baglanma

Sekil 1.1 . Biyosensorlerin temel ¢alisma prensipleri (Mohanty and Kougianos, 2005.)

Biyosensorlerin ¢ogu basit olarak; biyoreseptor olarak adlandirilan, hedef
molekiiliin yakalandig1 biyolojik baglanma bdolgesi bu baglanma sonucu olusan
degisimi ileten iletici(transduser) ve sinyal doniistiiriicii kisimlardan olusur.
Biyoreseptor olarak bir¢ok biyomolekiil (enzimler, antikorlar, mikroorganizmalar)



kullanilabilmektedir. Biyoreseptér ve doniistiiriiciiniin tipi biyosensoriin sinifini
belirlemektedir.

1.2. Biyoreseptor Molekiiller

Biyoreseptér molekiiller olarak, antikor, enzim, protein, niikleik asitler gibi
biyolojik molekiiller ya da canli biyolojik sistemler olan hiicre, doku ve
mikroorganizmalar kullanilabilir. Biyoreseptor olarak kullanilacak molekiillerin en
onemli Ozelligi tespit edilmesi istenen hedef molekiile karsi yiiksek afinite ve
secicilik gostermeleridir(Rasooly, 2005). Biyomolekiil olarak en ¢ok enzimin tercih
edilmesi hedef molekiile karsit oldukga 6zgiil olmasindandir. Enzimler kimyasal
tepkimelere katildiklarinda proton, elektron, 1sik ve 1s1 gibi bir¢ok Olciilebilir
reaksiyon iriinii meydana getirdiklerinden, biyoreseptor olarak siklikla kullanilan
biyomolekiillerdir (Chambers et al., 2008). Ozellikle birden fazla alt iiniteye sahip
olan allosterik enzimler, dogalar1 geregi biyoreseptor olarak yiiksek potansiyele
sahiptirler. Bu tip enzimlerin substratlarina olan ilgileri, aktif bolgeleri disina
baglanacak efektdr (modiilatér) molekiiller tarafindan degistirilebilir (O’Connell
and Guilbault, 2001).

Biyokomponent olarak antikorlarin kullanildig1 biyosensorler antikor temelli
biyosensorler ya da immiinosensorler olarak adlandirilirlar. Antikorlar ve antijenler
arasinda spesifik etkilesim oldugundan immiinosensorler ile son derece spesifik ve
duyarli analizler yapilabilir. Antikorlar uygun transduserler ile eslestirilerek
hormon, ilag, wviriis, bakteri ve cevresel kirletici olan diger molekiillerin,
pestisitlerin, biyomedikal maddelerin tayini i¢in immiinosensorler gelistirilebilir
(Proske et al., 2005). Antikorlar ile tasarlanmig biyosensorlerin en 6nemli avantaji
immunojen olmalaridir. Bunun en 6nemli faydasi, hedef molekiiliin saptama
oncesinde saflagtirilmasina ihtiya¢ duyulmamasidir (Chambers et al., 2008).

Biyoreseptor olarak kullanilan birgok biyolojik molekiiliin ¢ikis noktasi
mikroorganizmalardir. Mikroorganizmalarin kendileri de biyoreseptdr olarak
kullanilabilirler. Mikroorganizmalar genis bir araliktaki kimyasal bilesikleri
metabolize edebilir. Mikroorganizmalar olumsuz sartlara uyma konusunda biiyiik
bir kapasiteye sahiptirler ve yeteneklerini gelistirerek zamanla yeni molekiiller
olusturabilirler. Cogunlukla inorganik veya organik toksik kimyasal maddelerin
tespitinde kullanilirlar ve diger biyoreseptor molekiillere gore daha gok ¢esitlilikte
kimyasal yap1 saptayabilirler. Genetik modifikasyonlara uyumlu olmalari, farkli pH



ve farkli sicakliklarda islev  gorebilmeleri mikroorganizmalar1  ideal

biyoreseptorlerden yapmaktadir (D’Souza, 2001).

1.3. Bashica Biyosensor Cesitleri

1.3.1. Elektrokimya esash biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensorler genel olarak hibrit DNA’lar, DNA bagh
ilaglar, glukoz derisimi vb. saptamalar i¢in kullanilir. Bu tiir biyosensorlerin
temelindeki ilke bir¢cok kimyasal tepkimenin iyon ya da elektronlar: liretmesi ya da
tilketmesidir. Bu durumda ¢ozeltinin elektriksel 6zelliklerinde degisimler meydana
gelir ve bu degisimler oOlgililerek parametre olarak kullanilir. Enzim temelli
biyosensorlerin pek ¢ogunda elektrokimyasal esasli ileticiler kullanilir. Bu ileticiler
ile amperometri ve/veya potansiyometri ilkelerine gore Slgiimler alinabildiginden

ozellikle amperometride oksidorediiktaz sinifi enzimler yaygin olarak kullanilir.

1.3.1.1. Amperometrik bivosensorler

Amperometri genel anlamda belli bir potansiyeldeki akim siddetinin
Ol¢iimiinii esas alir. S6z konusu akim yogunlugu c¢alisma elektrodunda
yiikseltgenen ya da indirgenen elektroaktif tiirlerin konsantrasyonunun bir
fonksiyonu olarak tamimlanmir. Ikinci elektrot referans elektrot olarak is goriir.
Kalibrasyondan sonra, akim yogunluklarindan ilgili tiirlerin konsantrasyonlarinin
belirlenmesinde yararlanilir. letici sistem olarak bir amperometrik sensdriin
kullanilmast durumunda potansiyometrik sensorlerden en biiyiik fark, iiriinlerden

sinyal olusturan tiirlin elektrot ylizeyinde tiiketilmesidir (Dingkaya, 1999).

1.3.1.2. Potansivometrik bivosensorler

Potansiyometri bilindigi gibi en genel anlamda bir ¢alisma ve referans elektrot
arasindaki potansiyel farkinin Ol¢iimiinii esas alir. Elektrot potansiyelinin
belirlenmesi dogrudan analit konsantrasyonunu tanimlar. Potansiyometrik

biyosensorlerde kullanilan temel sensorler pH ya da tek degerlikli iyonlara duyarl



cam elektrotlar, anyon ya da katyonlara duyarli iyon sec¢imli elektrotlar ve

karbondioksit ya da amonyaga yonelik gaz algilayan elektrotlardir.

1.3.2. Yari iletken temelli biyosensorler

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

MOSFET lerin, gazlarin ol¢limiine uygun hale getirilmesiyle olusan gaz
duyar sensorlerde (GASFET) adsorblanan gaz molekiillerinin disosiyasyonu ve
olusan yiikiin oksit tabakasina transferi temel ilkeyi olusturur. Bu durum tabanin
dielektrik sabitini degistirerek ve zemin akimda bir modifikasyona yol agarak

Ol¢lime imkan verir.

1.3.3. Optik temelli biyosensorler

Optik biyosensorler iletici sistem olarak optik lifler {lizerine uygun bir
yontemle uygun bir biyomolekiiliin immobilize edilmesiyle hazirlanan O6l¢iim
aygitlandir.

Etkilesim sonucu meydana gelen kimyasal ya da fizikokimyasal bir
degisimin Ol¢iimiinii esas alirlar. Sinyal, 151k yansimasi, sacilimi ya da yayimi
sonucu meydana gelir. Ornegin optik lifin {izerine enzim immobilizasyonuyla
hazirlanan optik esasli enzim sensorleri temelde absorbsiyon, fluoresans,

biyoliiminesans gibi temel ilkeler ¢ercevesinde islev goriirler.
1.3.4. Piezoelektrik temelli biyosensorler
Piezoelektrik sensorler en genel anlamda karakteristik rezonans frekansindaki

degisimleri belirleyerek bir piezoelektrik kristal ylizeyinde toplanan Ornegin

kiitlesinin 6l¢iilmesi esasina gore ¢alisan gravimetrik aygitlardir.



1.3.5. Kalorimetri temelli biyosensorler

Kalorimetri temelli enzim sensorleri, termal enzim sensorleri, enzim
termistorleri ya da entalpimetrik enzim sensorleri gibi degisik isimlerle
tanimlanirlar. Temel ilkeleri bir enzimatik reaksiyondaki entalpi degisiminden
yararlanarak substrat konsantrasyonunu belirlemekten olusur. Genellikle enzimatik
reaksiyonlarin ekzotermik dogasindan yararlanilir. Enzimatik reaksiyon sonucunda
meydana gelen sicaklik degisimi ile substrat konsantrasyonu arasindaki dogrusal

iliskiden sonuca varilir.

1.4. Bu Tez Kapsaminda Kullanilan Biyoaktif Tabaka Bilesenleri

1.4.1. Glukoz oksidaz

Glukoz oksidaz immobilize enzim biyosensorlerinin  hazirlanmasinda
oldukca tercih edilen bir enzimdir.Glukoz oksidaz oksijen varliginda glukozu
glukonalakton ve hidrojen peroksite cevirir. Enzimatik olarak iiretilen hidrojen
peroksitin elektrokimyasal tayiniyle glukoz miktarina ulagilabilir. (Cui et al., 2013;
C. Wuetal., 2015)

Glukoza spesifiklikligi genis pH ve sicaklik araligindaki yiiksek aktivitesi
nedeniyle biyosensor ¢alismalarinda tercih sebebidir. Fabrikasyon ve depolama
siireci boyunca bu ekstrem kosullara dayanikliligi ve gosterdigi yiiksek aktivite
enzimi 6ne ¢ikarmaktadir.(Wang et al., 2013)

1.4.2. Jelatin

Jelatin, sigir, domuz, koyun gibi hayvanlarin kemik, deri ve tendonlarindaki
kollajenin hidroliziyle elde edilen bir proteindir. Jelatinin yapisinda karakteristik
olarak prolin, glisin ve hidroksiprolin aminoasitlerini ¢ok bulunmaktadir. Yapisi
genel olarak tekrarlanan glisin-X-Y triplet yapisini igerir ve genellikle X prolin, Y
ise hidroksiprolindir. Bu aminoasitler, jelatinin {i¢lii bir heliks yap1 olusturmasinda

ve jellesme oOzelligi kazanmasinda etkilidirler. Jelatin, tamponda ¢6ziiliip



isitildiktan sonra oda sicakligina getirildiginde jel kivamini alir. Bu 6zelliginden

dolayi iyi ve kolay kullanilabilir bir immobilizasyon malzemesidir.

Jelatin eger biyomalzeme olarak kullanilmak isteniyorsa ¢capraz bagli olmasi
sarttir. Son zamanlarda jelatin filminin ¢apraz baglar fiziksel olarak termal 1s1 ve
ultraviyole 1sinlar yardimiyla olusturulmakta, kimyasal olarak ise formaldehit,
glutaraldehit, suda ¢o6ziinen karbodiimid, diepoksi bilesenleri ve diizosiyanatlar
gibi c¢apraz baglayict ajanlar kullanilarak elde edilmektedir. Biyosensor
caligmalarinda ise termal ve mekanik kararliligmin arttirilmasi amaciyla
immobilizasyonda genellikle c¢apraz baglayici glutaraldehit ile birlikte kullanilir
(Sezgintiirk et al., 2005).

1.4.4. Glutaraldehit

Glutaraldehit tipta Ozellikle sisteskop ,bronkoskop, endoskop gibi lensli
aletlerin sterilizasyonunda sik¢a kullanilan renksiz, sivi bir dezenfektan ve

sterilizasyon kimyasalidir. Ayni zamanda elektron mikroskoplarinda sabitleyici
olarak da kullanilmaktadir (Toxicity, 2000).

Glutaraldehit 6zellikle enzimlerin kovalent immobilizasyonunda yaygin
olarak kullanilan homo bifonksiyonel bir kimyasaldir. Homo bifonksiyonel
maddeler, proteindeki lizin kalintisinin amino gruplari gibi primer aminlerle segici
olarak etkilesime girerler. Suda ve benzen, alkol gibi susuz ortamlarda kararli ve

¢Oziinebilir olmasi nedeniyle kullanimlari ¢ok yaygindir (Kapoor, 1996)

Glutaraldehit, icerdigi iki aktif aldehit grubu ile biyosensor gelistirilmesinde
kullanilan enzim, mikroorganizma ve doku kesitleri gibi biyolojik bilesenlerin,
kitosan, kolajen, jelatin ve karragenan gibi biyolojik matriks molekiillerinin
polimerleri tizerindeki —NH; gibi gruplarla H,O ¢ikararak birlesir ve iki polimer
zincirini birbirine ¢apraz baglar. Bu esasa dayali immobilizasyon yontemi oldukga
stk kullanilmaktadir (Sezgintiirk and Dingkaya, 2005). Yntem kolay uygulanabilir
olup genellikle sistemin termal, islem ve depo kararliliklarin1 da arttirmaktadir.
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Sekil 1.2. Glutaraldehitin Haworth gésterimi

1.4.5. Nafyon

Nafyon siilfonatli perflorlanmis anyonik bir polielektrolittir. Son yillarda
redoks polimer modifiyeli elektrotlarin kullaniminin yayginlasmasi, kolay
hazirlanabilme, iyi elektriksel iletkenlik ve birgok redoks c¢ifti igin yiiksek
partitisyon katsayisina sahip olmasindan dolay1 nafyon 6nem kazanmistir. Nafyon
filmler genellikle elektrot modifikasyonunda ve biyosensor hazirlanmasinda
siklikla kullanilmaktadir (Chae et al., 2008; Y. Wu et al., 2015)(“Employing film
as,” 1995)
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Sekil 1.3. Nafyonun formiili



1.5. Kalem Grafit Elektrot ile Onceki Calismalar

Kimyasal inertlik, diisiik maliyet, cesitli algilama ve saptama uygulamalari
icin uygunlugundan dolay1 karbon elektrotlarin cesitli formlar1 elektroanalitiksel
uygulamalar i¢in kullanilabilir (McCreery, 1991; Rice, 1983). Bunlar arasinda
kalem grafit elektrodun ucuzluk, kolay ulasilabilirlik, yiiksek elektrokimyasal
reaktivite, modifikasyon ve minyatiirize edilebilme kolayligi sayesinde
elektrokimyasal sensOr tasariminda ve DNA etkilesimlerine dayali biyosensor
tasarimlarinda siklikla kullanilmistir (Gao et al., 2005).

Ozcan ve Sahin (2011), viicut sivilarinda iirik asit mevcudiyetinde
parasetamol’lin (PC) basit ve hizli bir elektrokimyasal tayini i¢in, yeni bir yaklagim
onermistir. PC'nin voltametrik belirlenmesi, 6l¢iim sirasinda elektrokimyasal
islemden, kalem grafit elektrot {izerinde ayni anda olusan N-asetil-p-

benzokinonimin’in elektrokimyasal olarak indirgemesine dayanmaktadir.

Dilgin vd. (2012), hematoksilen ile modifiye kalem grafit elektrot
(PGE/HMT) kullanarak siilfitin elektrokatalitik oksidasyonunu aragtirmak igin
yeni bir yaklagim anlatmistir. PGE/HMT elektrodun siilfit oksidasyonuna karsi
onemli bir elektrokatalitik aktivite gosterdigi gozlenmistir. Onerilen ydntem,
basaril bir sekilde atik sularda siilfidin tayini i¢in uygulanmis ve spektrofotometrik

yontem ile karsilastirilmistir.

Ensafi et al. (2012), kalem grafit elektrot kullanarak adenin ve guaninin
azalan oksidasyon sinyaline ve somon balig1 spermlerinin ¢ift sarmalli DNA’s1 ile
riboflavin etkilesimine dayali elektrokimyasal bir c¢alisma tasarlamislardir.
Calismada riboflavin ile etkilesim sonrast guanin ve adenin oksidasyon
sinyallerinin yogunlugundaki azalma riboflavinin hassas belirlenmesi i¢in bir

gosterge sinyali olarak kullanilmistir.

Mirmoghtadaie et al. (2013), somon baligmin ¢ift sarmalli DNA’s1 ile

modifiye edilmis kalem grafit kullanarak folik asit tayini yontemi onermislerdir.

Dogan, Topal ve Ozkan (2011), kalem grafit elektrot kullanarak ¢ift sarmalli
DNA ile anti kanser ilag olan fulvestrantin etkilesimini diferansiyal puls voltametri
yontemi  kullanarak incelemislerdir.  Guaninin  oksidasyon  sinyallerinin



yogunlugundaki azalma temelli etkilesim mekanizmas1 fulvestrant’in hassas

belirlenmesi i¢in bir gosterge olarak kullanilmistir.
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2.MATERYAL ve METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Cihaz ve diger ekipmanlar

Denemelerde 1IVIUM Compactstat marka potansiyostat kullanilarak 6lgtimler

gerceklestirilmistir. Diger ekipmanlar:

e Lauda RE 120 sogutmal: sirkiilator
IKA-KIMO 2 manyetik karistirici

2.1.2. Kimyasallar

Denver Instrument analitik terazi

Hanna Instruments HI 221 pHmetre

Micro 0,5 mekanik kalem

Magnum 0,5 grafit ug

Deneysel caligmalar i¢in temin edilen kimyasallar:

Aldrich)

Potasyum dihidrojen fosfat (KH.PO,) (Sigma-

Glutaraldehit (Sigma)

Jelatin (Sigma)

Nafyon (%5°1ik) (Sigma)

Glukoz (CgH1206) (Sigma)

Glukoz Oksidaz (Sigma)

Sodyum hidroksit (NaOH) ( Sigma-Aldrich)
Sodyum kloriir(NaCl) (Sigma-Aldrich)
Magnezyum kloriir(MgCl, ) (Sigma)
Potasyum kloriir(KCI) ( Sigma)

Ure (CH4N,0) (Sigma)

Tris (C4H11NO3) (Sigma)

Tribiitirin (Sigma)
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J Urik asit (CsH4N4O3) (Sigma)
o Askorbik asit (CsHgOs ) (Sigma)

Deneysel caligmalarda kullanilan ¢ozeltiler:

e 50 mM, 75 mM ve 100 mM potasyum fosfat tamponlari
(pH: 6,5-7,0-7,5-8,0)
Glukoz oksidaz (22,500 U/mL)

10 mM glukoz ¢ozeltisi
%2,5’1uk glutaraldehit
%1-%1,5-%2’lik nafyon (50 mM pH 7,5 fosfat tamponu

icerisinde)

2.2. Metot

2.2.1. Gelistirilen biyosensorlerin calisma ilkesi

Hazirlanan biyosensoriin - ¢alisma ilkesi; glukoz oksidaz tarafindan
katalizlenen asagidaki reaksiyon uyarinca tiiketilen oksijenin izlenmesini esas alir.

Bu kapsamda gergeklestirilen amperometrik dlgtimler -0,7 V’da yapilmistir.
B-Glukoz + O, Yukezoksidaz.  B_glukono-1,5-lakton + H,0,

2.2.2. PGE/jelatin-glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye biyosensoriin

hazirlanmasi

Kalem grafit elektrot (PGE) grafit kism1 1,5 cm disarida kalacak sekilde
elektrota yerlestirilir. PGE, 1 ml saf su igerisinde 1 mg 22,500 U/mL aktiviteye
sahip glukoz oksidaz ¢oziildii ve 200 uL olacak sekilde porsiyonlandi. 25 mg
jelatin iceren 38°C’de hazirlanmis enzim c¢ozeltisine daldirilip ¢ikartildi. Daha
sonra 3 dakika % 2,5’lik glutaraldehite daldirildi. Enzim ve glutaraldehit
cozeltisine daldirma islemi 5 kez tekrar edildi. Hazirlanan modifiye biyosensor
kullanilmadigi zamanlarda + 4°C’de saklandi. Sekil 2.1 ‘de tasarlanan modifiye

biyosensoriin sematik gosterimi verilmistir.
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Referans Elektrot

Cahgma Elektrodu

Vard p
Y Elektrot <€

Olgiim Hiicresi

Sekil 2. 1 Calisma diizenegi

_

gluteraldehit
( glukoz oksidaz

jelatin

Sekil 2. 2 PGE/jelatin—glukoz oksidaz /gluteraldehit biyosensorii biyoaktif tabakasi
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2.2.3. PGE/jelatin-glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye biyosensore

iliskin optimizasyon ¢calismalari

Bu kisimda PGE /jelatin-glukoz oksidaz/ glutaraldehit modifiye
biyosensorlerin hazirlanmasina iliskin parametreler; daldirma sayisi, glutaraldehitte
bekletme siiresi, enzim miktari, jelatin miktari, pH optimizasyon ¢alismalari ve
hazirlanan biyosensor ile orneklerde glukoz tayinine yonelik metodlara iliskin

bilgiler sunulmustur.

2.2.3.1. PGE/jelatin-glukoz oksidaz/glutaraldehit biyoaktif

tabakalandirma islem sayinin optimizasyonu

Olgiimler 30°C” de pH 7,5 50 mM fosfat tamponu igerisinde alindi. PGE
modifiye biyosensor hazirlanirken Oncelikle jelatin iceren enzim c¢ozeltisine
daldirildi, daha sonra glutaraldehitte bekletildi. Bu tabakalandirma islemi 2 kez, 3

kez ve 5 kez tekrar edilerek iglem sayisinin optimizasyonu gergeklestirildi.

2.2.3.2. Glutaraldehitte bekletme siiresinin optimizasyonu

Olgiimler 30°C’ de 50 mM pH 7,5 fosfat tamponu igerisinde alindi. Enzim
miktart 1,14 U/mL, jelatin miktar1 25 mg olarak sabit tutularak %2,5’luk
glutaraldehitte bekletme siiresi 3 dakika, 5 dakika ve 7 dakika olarak degistirilerek

glutaraldehitte bekletme siiresi optimizasyonu gerceklestirildi.

2.2.3.3. Enzim miktarinin bivosensor cevabi iizerine etkisi

Olgiimler 30°C’ de 50 mM pH 7,5 fosfat tamponu icerisinde alindi. Jelatin
miktart 25 mg, % 2,5’luk glutaraldehitte bekletme siiresi 3 dakika olarak sabit
tutularak enzim miktar1 0,57 U/mL, 0,855 U/mL, 1,14 U/mL, 1,71 U/mL olarak

degistirilerek enzim miktar1 optimizasyonu gergeklestirildi.

2.2.3.4. Optimum jelatin miktarinin belirlenmesi

Olgiimler 30°C’ de 50 mM pH 7,5 fosfat tamponu igerisinde alindi. Enzim
miktar1 0,855 U/mL, glutaraldehitte bekletme siiresi 5 dakika, pH 7,0 ve tampon
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konsantrasyonu 100 mM sabit tutularak jelatin miktar1 10 mg, 20 mg ve 30 mg

olarak degistirilerek jelatin miktar1 optimizasyonu gerceklestirildi.

2.2.3.5. En uyqun tampon tiiriiniin belirlenmesi

Olgiimler 30°C’ de fosfat tamponu igerisinde alindi. Enzim miktar1 0,855
U/mL, jelatin miktar1 25 mg, glutaraldehitte bekletme siiresi 3 dakika ve pH 7,5
olarak sabit tutularak Tris-HCIl, HEPES, KH,PO, ve NaH,PO, tamponlarinda

denenmistir.

2.2.3.6. Optimum tampon konsantrasyonunun belirlenmesi

Olgiimler 30°C’ de fosfat tamponu igerisinde alindi. Enzim miktar1 0,855
U/mL, jelatin miktar1 25 mg, glutaraldehitte bekletme siiresi 3 dakika ve pH 7,5
olarak sabit tutularak fosfat tamponu konsantrasyonu 25 mM, 50 mM, 75 mM ve
100 mM, olarak degistirilerek tampon konsantrasyonu optimizasyonu

gerceklestirildi.

2.2.3.7. Optimum pH’nin belirlenmesi

Olgiimler 30°C* de 50 mM fosfat tamponu igerisinde alindi. Enzim miktar
0,855 U/mL, jelatin miktar1 25 mg, glutaraldehitte bekletme siiresi 3 dakika olarak
sabit tutularak pH 6; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0 olarak degistirilerek pH optimizasyonu
gerceklestirildi.

2.2.3.8. Optimum sicakhigin belirlenmesi

Olgiimler 50 mM pH 7,5 fosfat tamponu igerisinde alindi. Enzim miktar
0,855 U/mL, jelatin miktar1 25 mg, glutaraldehitte bekletme siiresi 3 dakika olarak
sabit tutularak sicaklik 30°C, 35°C ve 40°C olarak degistirilerek sicaklik

optimizasyonu gerceklestirildi.



15

2.2.4. PGE/jelatin-glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye biyosensore

iliskin karakterizasyon ¢alismalari

2.2.4.1. Glukoz icin dogrusal tayin araligi

Biyosensor 50 mM pH 7,5 fosfat tamponu igerisinde 0,855 U/mL enzim 25
mg jelatin igceren enzim c¢ozeltisine daldirildikdan sonra 3 dakika % 2,5’luk
glutaraldehit ¢ozeltisinde bekletilerek hazirlandi. Olgiimler 50 mM pH 7,5 fosfat
tamponu icerisinde 30°C ‘de alindi.

Yapilan denemelerde 50; 100; 200; 400; 600; 800; 1000 uM glukoz

konsantrasyonlari i¢in 6l¢timler alindi.

2.2.4.2. PGE/jelatin-glukoz oksidaz/glutaraldehit modifive bivosensoriin

veniden iiretilebilirligi

Ayni yontemle PGE/jelatin-glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye dort ayri
biyosensor hazirlandi ve 400 puM glukoz konsantrasyonuna verdigi cevaplar
kiyaslandi. Biyosensorler 50 mM pH 7,5 fosfat tamponu igerisinde 0,855 U/mL
enzim 25 mg jelatin igeren enzim c¢ozeltisine daldirildikdan sonra 3 dakika %
2,5’luk glutaraldehit ¢dzeltisinde bekletilerek hazirlandi. Olgiimler 50 mM pH 7,5

fosfat tamponu icerisinde 30°C ‘de alindi.

2.2.4.3. PGE/jelatin-glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye biyosensor ile

alinan vanitlarin tekrarlanabilirligi

PGE/jelatin-glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye biyosensor ile -0,7 V’ta
400 pM glukoz i¢in 10 tane Ol¢iim alindi. Elde edilen verilerden faydalanarak

ortalama deger (%), standart sapma (S.S.), varyasyon katsayisi (%V.K.) hesaplandi.

2.2.4.4. PGE/jelatin-glukoz oksidaz/glutaraldehit modifive biyosensor

vanitina girisimeci etkisi

Olgiimler 30°C’ de fosfat tamponu igerisinde alindi. Enzim miktar1 0,855
U/mL, jelatin miktar1 25 mg, glutaraldehitte bekletme siiresi 3 dakika ve pH 7,5 50

mM fosfat tamponu igerisinde hazirlanan biyosensor kullanildi. Girisimcei etkisini



16

anlamak icin substrat olarak kullanilan glukozun yaninda askorbik asit,iirik asit ve

tribiitirin de ortama eklendi.

2.2.4.5. PGE/jelatin-glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye biyosensor ile
sentetik serumda glukoz analizi

Gelistirilen biyosensorle sentetik serum igerisinde glukoz tayini yapilmuistir.
Biyosensor 50 mM pH 7,5 fosfat tamponu igerisinde 0,855 U/mL enzim 25 mg
jelatin igeren enzim ¢oOzeltisine daldirildikdan sonra 3 dakika % 2,5’Iuk
glutaraldehit ¢ozeltisinde bekletilerek hazirlandi. Olgiimler 50 mM pH 7,5 fosfat

tamponu igerisinde 30°C ‘de alind.

2.2.5. PGE/nafyon/glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye biyosensoriin

hazirlanmasi ve ¢calismalar:

Kalem grafit elektrodun (PGE) grafit kismu 1,5 cm disarida kalacak sekilde
kalem elektroda yerlestirilir. PGE, 50 mM pH 7,5 fosfat tamponu igerisinde
hazirlanmis nafyon ¢ozeltisine (% 1) 15 dakika daldirilarak bekletildi. PGE/nafyon
modifiye elektrot 0,855 U/mL’lik enzim ¢o6zeltisi igerisine 5 dakika daldirildi.
Ardindan 5 dakika % 2,5°liik glutaraldehit ¢dzeltisine daldirildi. Islemler beser
kez tekrar edildi. Hazirlanan modifiye elektrot kullanilmadigi zamanlarda +4 °C’

de saklandi.
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Sekil 2. 3 PGE/nafyon/glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye elektrota ait

immobilizasyon semasi

2.2.6. PGE/nafyon/glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye biyosensore

iliskin optimizasyon ¢calismalari

Bu kisimda  PGE/nafyon/glukoz  oksidaz/glutaraldehit ~ modifiye
biyosensorlerin hazirlanmasina iligkin parametreler; enzim miktari, tabakalandirma
sayis1, nafyon yiizdesi, nafyonda, glutaraldehitte ve enzimde bekletme siiresi ile pH
optimizasyon c¢alismalar1 ve hazirlanan biyosensoriin sentetik serumda glukoz

tayinine yonelik metodlara iliskin yapilan ¢aligmalara ait bilgiler sunuldu.

2.2.6.1. Enzim miktarmin bivosensor cevabi iizerine etkisi

Olgiimler 30°C’de 50 mM pH 7,5 fosfat tamponu igerisinde alindi. Nafyon
yiizdesi %1, nafyonda bekletme siiresi 15 dakika, glutaraldehitte bekletme siiresi 5
dakika olarak sabit tutularak enzim miktar1 0,57 U/mL, 1,14 U/mL, 2,28 U/mL

olarak degistirilerek enzim miktar1 optimizasyonu gerceklestirildi.
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2.2.6.2. PGE/nafyon/glukoz oksidaz/glutaraldehit biyosensoériiniin

optimum bivoaktif tabakalandirma islem sayisinin belirlenmesi

Olgiimler 30°C’de 50 mM pH 7,5 fosfat tamponu igerisinde alindi. PGE
elektrot hazirlanirken oncelikle % 1°lik nafyon ¢ozeltisine 15 dakika daldirild.
Daha sonra 1,14 U/mL enzim ¢6zeltisinde 5 dakika bekletildi. Ardindan % 2,5’ luk
glutaraldehit ¢ozeltisine 5 dakika daldirildi. Bu islem basamaklar1 3 kez ve 5 kez

tekrar edilerek islem basamagi optimizasyonu gerceklestirildi.

2.2.6.3. Optimum nafyon viizdesinin belirlenmesi

Olgiimler 30°C’ de 50 mM pH 7,5 fosfat tamponu igerisinde alinmustir.
Enzim miktar1 1,14 U/mL, nafyonda bekletme siiresi 15 dakika, glutaraldehitte
bekletme siiresi 5 dakika ve pH 7,5 ve tampon konsantrasyonu 50 mM olarak sabit
tutularak nafyon yiizdesi % 0,5, % 1,0, % 1,5, %2 ve % 2,5’ luk olacak sekilde

degistirilerek nafyon yiizdesi optimizasyonu gerceklestirildi.

2.2.6.4. Nafyonda bekletme siiresinin optimizasyonu

Olgiimler 30°C° de 50 mM pH 7,5 fosfat tamponu igerisinde alinmustir.
Enzim miktar1 1,14 U/mL, glutaraldehitte bekletme siiresi 5 dakika, nafyon yiizdesi
%1 ve pH 7,5 tampon konsantrasyonu 50 mM olarak sabit tutularak nafyonda
bekletme siiresi 10 dakika, 15 dakika ve 20 dakika olacak sekilde degistirilerek

nafyonda bekletme siiresi optimizasyonu gerceklestirildi.

2.2.6.5. Glutaraldehitte bekletme siiresinin optimizasyonu

Olgiimler 30°C° de 50 mM pH 7,5 fosfat tamponu icerisinde alinmustir.
Enzim miktar1 1,14 U/mL, glutaraldehitte bekletme siiresi 5 dakika, nafyon yiizdesi
%1,nafyonda bekletme siiresi 15 dakika ve pH 7,5 tampon konsantrasyonu 50 mM
olarak sabit tutularak glutaraldehitte bekletme siiresi 2 dakika, 5 dakika ve 7 dakika
olacak sekilde degistirilerek glutaraldehitte bekletme siiresi optimizasyonu

gergeklestirildi.



19

2.2.6.6. Enzimde bekletme siiresinin optimizasyonu

Olgiimler 30°C° de 50 mM pH 7,5 fosfat tamponu igerisinde almmustir.
Enzim miktar1 1,14 U/mL, glutaraldehitte bekletme siiresi 5 dakika, nafyon yiizdesi
%]1,nafyonda bekletme siiresi 15 dakika, glutaraldehitte bekletme siiresi 5 dakika
ve pH 7,5 tampon konsantrasyonu 50 mM olarak sabit tutularak enzimde bekletme
stiresi 3 dakika, 5 dakika ve 7 dakika olacak sekilde degistirilerek enzimde

bekletme siiresi optimizasyonu gerceklestirildi.

2.2.6.7. En uyqun tampon tiiriiniin belirlenmesi

Enzim miktar1 1,14 U/mL, nafyon yiizdesi %1, nafyonda bekletme siiresi 15
dakika, glutaraldehitte bekletme siiresi 5 dakika ve enzimde bekletme siiresi 5
dakika olacak sekilde sabit tutularak 50 mM konsantrasyonda pH 7,5’luk HEPES,

Tris-HCI, potasyum fosfat ve sodyum fosfat tamponlarinda 6l¢iimler alinmistir.

2.2.6.8. Optimum tampon konsantrasyonunun belirlenmesi

Olgiimler 30°C” de fosfat tamponu igerisinde alindi. Enzim miktar1 1,14
U/mL, nafyon yiizdesi % 1, nafyonda bekletme siiresi 15 dakika, glutaraldehitte
bekletme siiresi 5 dakika ve pH 7,5 olarak sabit tutularak fosfat tamponu
konsantrasyonu 25 mM, 50 mM, 75 mM olarak degistirilerek tampon

konsantrasyonu optimizasyonu gergeklestirildi.

2.2.6.9. Optimum tampon pH’simin belirlenmesi

Olciimler 30°C° de fosfat tamponu icerisinde alindi. Enzim miktar1 1,14
U/mL, enzim bekletme siiresi 5 dakika, nafyon yiizdesi % 1, nafyonda bekletme
stiresi 15 dakika, glutaraldehitte bekletme siiresi 5 dakika ve 50 mM fosfat
tamponu pH 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 olarak degistirilerek tampon pH’sinin optimizasyonu
gerceklestirildi.
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2.2.6.10. Optimum sicakligin belirlenmesi

Olgiimler 50 mM pH 7,5 fosfat tamponu igerisinde alind1. Enzim miktar1 1,14
U/mL, nafyonda bekletme siiresi 15 dakika, glutaraldehitte bekletme siiresi 5
dakika, pH 7,5 ve tampon konsantrasyonu 50 mM fosfat tamponu olarak sabit
tutularak sicaklik 30°C, 35°C ve 40°C olacak sekilde degistirilerek sicaklik

optimizasyonu ger¢eklestirildi.

2.2.7.PGE/nafyon/glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye biyosensore

iliskin karakterizasyon ¢alismalari

2.2.7.1. Glukoz icin dogrusal tayin arahig:

Biyosensor, PGE sirasiyla % 1°lik nafyon ¢6zeltisinde 15 dakika, 1,14 U/mL
enzim ¢ozeltisinde 5 dakika, % 2,5’luk glutaraldehit ¢ozeltisinde 5 dakika
bekletilerek hazirlandi. Olgiimler 30°C’de 50 mM pH 7,5 fosfat tamponu icerisinde
alindi. Yapilan denemelerde 50; 100; 200; 400; 600; 800; 1000 pM glukoz

derisimleri i¢in Ol¢timler alindi.

2.2.7.2. PGE/nafyon/glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye bivosensor ile

alinan vanitlarin tekrarlanabilirligi

PGE/nafyon/glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye biyosensor ile -0,7 V’ta
600 uM glukoz i¢in 10 adet 6l¢im alindi. Elde edilen verilerden faydalanarak
ortalama deger (), standart sapma (S.S.), varyasyon katsayis1 (%V.K.) hesaplandi.

2.2.7.3. PGE/nafyon/glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye biyosensoriin

veniden iiretilebilirligi

Ayni yontemle PGE/nafyon/glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye ii¢ ayri
biyosensor hazirlandi ve 600 yM glukoz derisimine verdigi cevaplar kiyaslandi.

Olgiimler 30°C’de 50 mM pH 7,5 fosfat tamponu igerisinde alind.
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2.2.7.4. PGE/nafyon/glukoz oksidaz/glutaraldehit modifive bivosensor ile
sentetik serumda glukoz analizi

Tasarlanan biyosensor ile sentetik serumda glukoz tayini yapilmustir.

Olgiimler 30°C’de 50 mM pH 7,5 fosfat tamponu igerisinde alindi.
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3. SONUCLAR ve TARTISMA

3.1. PGE/Jelatin-Glukoz Oksidaz/Glutaraldehit Modifiye Biyosensoriin
Optimizasyonuna iliskin Bulgular

3.1.1. Tabakalandirma sayisinin biyosensor cevabi iizerine etkisi

PGE/jelatin-glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye biyosensor 1,14 U/mL
glukoz oksidaz enzimi ¢ozeltisiyle 20 mg jelatin kullanilarak ve % 2,5 ’luk
glutaraldehitte 5 dakika bekletilerek hazirlandi. Olgiimler 30°C” de 50 mM, pH 7.5
fosfat tamponu igerisinde alindi.

PGE elektrot hazirlanirken Oncelikle jelatin igeren enzim ¢dOzeltisine
daldirild1 ve daha sonra glutaraldehitte bekletildi. Bu islem basamaklar1 2 kez, 3
kez ve 5 kez tekrar edilerek biyoaktif tabakalandirma isleminin optimizasyonu

gerceklestirildi. Elde edilen bulgular Sekil 3.1 *de verilmistir.

415 L 2 2 kez
4 tabakalandirma
M3 kez
3,5 tabakalandirma
3 5 kez
< tabakalandirma y =0,002x +0,0712
225 R?=0,996
€
&% 2
(<]
1,5
1
y =0,0011x +0,4398
0,5 R?=0,991
0
0 200 400 600 800 1000 1200
Glukoz Konsantrasyonu (LM)

Sekil 3. 1. Biyoaktif tabakalandirma islem sayisinin biyosensdr cevabina etkisi.(Olgiimler -

0,7 V’ta kronoamperometri yontemi kullanilarak pH 7,5; 50 mM fosfat tamponu; 30°C’de

gerceklestirildi.)
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Grafikten de goriildiigii gibi 5 kez biyoaktif tabakalandirma islemi en yiiksek
cevabi vermistir ve optimum biyoaktif tabakalandirma islem basamagi 5 kez olarak
secilmistir.

Iki ve ii¢ kez tabakalandirmayla olusan membran gerek enzim aktivitesi
azlig1 gerekse reaksiyon sonucu tiikenen ve belirlenen tiir olan oksijenin diga
difiizyonuna engel olmayacak 6l¢iide gecirgen oldugu i¢in diisiik biyosensor cevabi
sergilemistir.

Bes kez tabakalandirmanin iizerine ¢ikildiginda difiizyon engeli nedeniyle

biyosensorden cevap alinamamustir.

3.1.2. Glutaraldehitte bekletme siiresinin biyosensor cevabi iizerine etKisi

PGE/jelatin-glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye biyosensor 1,14 U/mL
glukoz okssidaz enzimi ¢ozeltisiyle 20 mg jelatin kullanilarak ve % 2,5’luk
glutaraldehitte  degisen  dakikalarda  bekletilerek  hazirlandi.  Biyoaktif
tabakalandirma islemi 5 kez yapildi. Olgiimler 30°C° de 50 mM, pH 7,5 fosfat
tamponu icerisinde alindi.

Enzim miktari, jelatin miktari, pH ve tampon konsantrasyonu sabit tutularak
glutaraldehitte bekletme siiresi 3 dakika, 5 dakika ve 7 dakika olarak degistirilerek
glutaraldehitte bekletme siiresi optimizasyonu gergeklestirildi.

Optimum glutaraldehitte bekletme siiresini belirlemek i¢in 3 dakika, 5 dakika
ve 7 dakika da bekletilerek hazirlanmis ¢ farkli PGE/jelatin-glukoz
oksidaz/glutaraldehit modifiye biyosensor ile yapilan denemelerde alinan cevaplara

iliskin grafik Sekil 3.2’de verilmistir.
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Sekil 3. 2 Glutaraldehitte bekletme siiresinin biyosensér cevabn iizerine etkisi.(Olgiimler -0,7
V’ta kronoamperometri yontemi kullanilarak pH 7,5; 50 mM fosfat tamponu; 30°C’de

gerceklestirildi.)

Sekil 3.2°den gorildigi tlizere 5 dakika glutaraldehitte bekletilerek
hazirlanan PGE/jelatin-glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye biyosensor diger
modifiye biyosensorlere nazaran daha yiiksek cevap vermistir. Fakat optimum
glutaraldehitte bekletme siiresi 3 dakika olarak se¢ilmistir.

3 dakika bekletme siiresinde daha diisiik cevap alinmasi daha az ¢apraz bag
olusumu ve meydana gelen membranin daha gozenekli bir yapiya sahip olmasi
nedeniyle Olciilen tlir olan oksijenin disa diflizyonunun kolaylasmasi olarak
yorumlanabilir. Fakat 5 dakika bekletme siiresi tabakalandirma sayist da
diisiiniiliince olduk¢a uzun bir siire¢ olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Biyosensor
avantajlar1 géz oniine alindiginda daha kisa bir siire olan 3 dakika bekletme siiresi
sec¢ilmistir.

7 dakikada ise daha diisiik bir biyosensér cevabi alinmasi daha fazla ¢apraz
bag olusumu nedeniyle daha az gozenekli bir yapinin daha biiylik bir substrat

difiizyon engeli yaratmasi seklinde yorumlanabilir.

3.1.3. Enzim miktarinin biyosensor cevabu iizerine etKisi

Olgiimler 30°C* de 50 mM pH 7,5 fosfat tamponu icerisinde alind1. Jelatin
miktart 20 mg, %2,5’luk glutaraldehitte bekletme siiresi 3 dakika olarak sabit
tutularak glukoz oksidaz miktar1 0,5 mg (0,57 U/mL),0,75 mg ( 0,855 U/mL), 1mg
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(1,24 U/mL), 15 mg (1.71 U/mL) olarak degistirilerek enzim miktari
optimizasyonu gerceklestirildi ve kullanilan glukoz oksidaz enziminin miktarinin

biyosensor cevabi tizerine olan etkisi belirlendi.(Sekil 3.3)

12
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u/mL) y = 0,0106x + 0,458
2 _
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U/mL) y = 0,0066x + 0,5443
= 8 | %0,75 mg (0,855 . R2 = 0,9884
=2 U/mL)
€E 6
> 40,5mg (0,57 y =0,0037x +0,1721
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2
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Glukoz Konsantrasyonu (uM)

Sekil 3. 3 PGE/jelatin-glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye biyosensore iligkin enzim
miktar1 optimizasyonu (Olgiimler -0,7 V’ta kronoamperometri yéntemi kullanilarak 50 mM; pH 7,5

fosfat tamponu; 30°C’de gerceklestirildi.)

Farkli enzim miktarlariyla hazirlanan PGE/jelatin-glukoz
oksidaz/glutaraldehit modifiye biyosensorlerden 0,855 U/mL (0,75 mg) aktiviteye
sahip enzim kullanilarak hazirlanan biyosensoriin cevabi digerlerine gore belirgin
sekilde yiiksektir. Bu degerin daha iizerindeki enzim miktarlarinda biyosensor
yanitinin diismesi protein miktarinin artmasiyla birlikte capraz bag yiizdesinin ve
difiizyon engellinin artmasi olarak yorumlanabilir. Ayrica enzim miktarinin
artmasiyla birlikte tabakadaki protein miktarinin capraz bag oraninda artisa yol
acarak teorik olarak yiikselen glukoz oksidaz aktivitesinin gercekte diismesine de
yol agabilir. S6z konusu degerden daha diisiik enzim miktarlarina indikge ise enzim
aktivitesinin dlismesinin yani sira biyoaktif tabakadaki protein miktarinin
azalmasida gercgeklesir. Bu durum capraz bag sayis1 oraninin diismesine ve daha
gozenekli bir membran olusumuna yol agar. Sonugta enzimatik reaksiyon sonucu
biyoaktif tabakada oksijenin dis ortamdan diflizyonun kolaylasmasi ve PGE
yiizeyinde indirgenen oksijen miktarmin azalmasi biyosensor yanitinin diismesine

neden olarak yorumlanabilir.
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3.1.4. Jelatin miktariin biyosensor cevabi iizerine etkisi

Optimum jelatin miktarini belirlemek i¢in 200 pl jelatinli enzim ¢ozeltisi 15
mg, 20 mg, 25 mg ve 30 mg jelatin igerecek sekilde hazirlandi. Farkli jelatin
miktarlarina sahip bu enzim ¢ozeltileri kullanilarak hazirlanan 4 farkli PGE/jelatin-
glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye biyosensor ile yapilan denemelerde alinan

cevaplarin kiyaslandigi grafik Sekil 3.4’ de verilmistir.
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Sekil 3. 4 Jelatin miktarimin biyosensdr cevabma etkisi (Olgiimler -0,7 V’ta
kronoamperometri yontemi kullanilarak pH 7,5;50 mM fosfat tamponu ; 30°C’de gerceklestirildi.)

Sekil 3.4’den goriildiigl gibi 25 mg jelatin miktar1 optimum olarak belirlendi.
Jelatin miktar1 30 mg ’a ylikseltildiginde biyosensdr cevabi olarak en diisiik
degerler elde edilmistir. Bu sonug¢ baglica membran kalinlagmasinin yol agtigi
difizyon engellidir. 15 ve 20 mg jelatin kullanilarak hazirlanan biyosensdriin yaniti
25 mg jelatinle hazirlanan biyosensore gore oldukca diigiiktiir.

25 mg jelatin ile hazirlanan biyosensor hem daha kararli bir biyoaktif tabaka
olusturmas1 hem de glukoz konsantrasyon araliginda daha miikemmel dogrusallik

gostermesi bakimindan tercih edilmistir.

3.1.5. Tampon tiiriiniin biyosensor cevabi iizerine etkisi

En iyi tampon tiiriinii belirlemek i¢in; enzim miktart 0,855 U/mL, jelatin
miktar1 25 mg, glutaraldehitte bekletme siiresi 3 dakika ve pH 7,5 olarak sabit



27

tutularak hazirlanmis 4 biyosensorle Tris-HCI, HEPES, KH,PO, ve NaH,PO,

tamponlarinda 6l¢tim alinmastir.
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Sekil 3. 5 Tampon tiiriiniin biyosensér cevabina etkisi (Olgiimler -0,7 V’ta

kronoamperometri yontemi kullanilarak pH 7,5; 50 mM fosfat tamponu; 30°C’de gerceklestirildi.)

Tris ve HEPES tamponlarinda biyosensérden alinan cevaplar diisiik
bulunmustur. Fakat NaH,PO, tamponu ile KH,PO, tamponlar1 arasinda elde edilen
biyosensor cevaplar1 arasindaki fark daha net gozlenmektedir. Bunun nedeni
iyonlarin farkli olmasidir. Potasyum ve sodyum iyonlarmin enzimin aktif
merkezinde olusturdugu etkiden dolay1 elde edilen biyosensor cevabinda farklanma

gozlenmistir.
3.1.6. Tampon konsantrasyonunun optimizasyonu

Enzim miktar1 0,855 U/mL, jelatin miktar1 25 mg, %2,5 ’luk glutaraldehitte
bekletme siiresi 3 dakika ve pH 7,5 olarak sabit tutularak fosfat tamponu
konsantrasyonu 25 mM, 50 mM, 75 mM ve 100 mM, olarak degistirilerek tampon
konsantrasyonu optimizasyonu gergeklestirildi. 1lgili grafik Sekil 3.6.’da

gosterilmistir.
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Sekil 3. 6 Tampon konsantrasyonunun biyosensdr cevabina etkisi. (Olgiimler -0,7 V’ta
kronoamperometri yontemi kullanilarak pH 7,5 fosfat tamponu; 30°C’de gergeklestirildi.) a) 400

MM da alinan Slgiimlerin % biyosensor cevaplari b) Farkli konsantrasyonlardaki dogrusal grafikler

Elde edilen grafik sonuglarina bakildiginda tampon konsantrasyonunun
degistirilmesinin biyosensor cevabi iizerine etkisi gozlenmektedir. Tampon
konsantrasyonu 50 mM ve 75 mM oldugunda alinan biyosensor cevaplari birbirine
oldukca yakindir.

100 mM Iik tampon konsantrasyonunda biraz daha yiiksek cevaplar elde
edilmistir. Fakat bu konsantrasyondaki tamponla ¢izilen dogrusal grafikde
sapmalar gozlendigi i¢cin ve iyon siddetinin enzim aktivitesi lizerindeki olumsuz

etkisini minimuma indirmek i¢in 50 mM lik tampon konsantrasyonu 75 mM ile
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kiyaslandiginda tercih sebebidir. Calisma tampon konsantrasyonu olarak 50 mM
fosfat tamponu se¢ilmistir.

3.1.7. Tampon pH’sinin optimizasyonu

Cevre kosullar1 protein yapisindaki enzimlerin Katalitik aktiviteleri igin
oldukca onemlidir. Enzimlerin katalitik aktivitelerini etkileyen en onemli ¢evre
kosullarindan birisi ortamimn pH degeridir. Bundan dolayr immobilizasyon
sonrasinda pH aktivite iligskisindeki degisimler hakkinda elde edilen bilgiler, enzim
proteinin yapi-fonksiyon iligkisini anlamak ve biyosensoriin optimum c¢alisma
kosullarin1 belirlemek ac¢isindan 6nemlidir.

PGE/jelatin-glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye biyosensor 0,855 U/mL
glukoz oksidaz enzimi c¢ozeltisiyle 25 mg jelatin kullanilarak ve %2,5’luk
glutaraldehitte 3 dakika bekletilerek hazirlandi. Olgiimler 30°C* de 50 mM fosfat
tamponu icerisinde almmistir. Enzim miktari, jelatin miktari, glutaraldehitte
bekletme siiresi sabit tutularak pH 6;0, 6,5; 7,0; 7,5; 8,0 olarak degistirilerek
dlgiimler alind1 ve optimum pH 7,5 olarak belirlendi. Ilgili grafik Sekil 3.7°de

verilmistir.
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Sekil 3. 7 Biyosensér cevabina pH’min etkisi. (Olgiimler -0,7 V’ta kronoamperometri

yontemi kullanilarak 50 mM fosfat tamponu; 30°C’de gergeklestirildi.)

pH 6,5 ‘da en yliksek aktivite gézlenmesine ragmen pH 7,5 secilmistir.
Ciinkii biyosensoriin dayaniklilign ve kararliligt acisinda bu pH daha uygun
bulunmustur. pH 6,5 ve pH 7,5 arasindaki rolatif aktivite farki oldukga azdir.
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3.1.8. Optimum sicakhigin belirlenmesi

Olgiimler 50 mM pH 7,5 fosfat tamponu icerisinde alindi. Enzim miktar1 1,14
U/mL, nafyonda bekletme siiresi 15 dakika, glutaraldehitte bekletme siiresi 5
dakika, pH 7,5 ve tampon konsantrasyonu 50 mM fosfat tamponu olarak sabit
tutularak sicaklik 30°C, 35°C ve 40°C olacak sekilde degistirilerek sicaklik
optimizasyonu gerceklestirildi.

PGE/jelatin-glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye biyosensor 0,855 U/mL
glukoz oksidaz enzimi ¢ozeltisiyle 25 mg jelatin kullanilarak ve % 2,5’luk
glutaraldehitte 3 dakika bekletilerek hazirlandi. Biyoaktif tabakalandirma islemi 5
kez yapildi. Olgiimler degisen sicakliklarda 50 mM, pH 7,5 fosfat tamponu
iceresinde alindi. Elde edilen bulgular Sekil 3.8’de gosterilmistir.
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Sekil 3. 8 a) Biyosensor cevabi lizerine sicakligin etkisi.(600 pM glukoz i¢in)
b) Biyosensoriin dogrusal tayin araligina sicakligin etkisi.
(Olgiimler -0,7 V’ta kronoamperometri yontemi kullanilarak pH 7,5; 50 mM fosfat

tamponunda gergeklestirildi.)

Glukoz tayinine yonelik gelistirilen biyosensoriin optimum sicakliginin
belirlenmesine yonelik ¢alismalarda 30—40°C‘de diisiik sicakliktan yiiksek sicakliga
dogru PGE/jelatin-glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye biyosensor ile lglimler
alinarak akim farki degerleri Ol¢iilmiistiir. Yapilan denemeler sonucunda sicaklik
ve biyosensor cevabi arasinda olusturulan grafikten optimum sicaklik 35 C’olarak
bulunmustur. 30C ile 35C’lerde ¢izilen dogrusal grafiklerde onemli bir fark
goriilmemekle birlikte 30 C’de izilen grafigin R? degeri 35°C’dekinden daha iyi
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bulundugu ve kararlilik agisindan daha diisiik sicaklik olmasi nedeniyle calisma

sicakligi olarak 30 C ile devam edilmesine karar verilmistir.

3.2. PGE/jelatin-glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye biyosensore
iliskin karakterizasyon ¢alismalari

3.2.1. PGE/jelatin-glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye biyosensoriin
dogrusal tayin arahgi

Gelistirilen PGE/jelatin-glukoz  oksidaz/glutaraldehit  biyosensorlerinin
hazirlama ve calisma kosullarinin optimizasyonu sonrasinda, karakterizasyonu
amaciyla glukoz igin 6l¢lim araligi belirlendi. Sekil 10°da 50 yM - 1000 M aras1

amperometrik dl¢iimler ile elde edilmis dogrusal tayin araligi verilmistir.

4,5
4 y =0,0041x + 0,0244
R?=0,9953
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Sekil 3. 9 PGE/Jelatin-glukoz oksidaz/glutaraldehit biyosensoriine ait dogrusal tayin araligi
grafigi. (Olgiimler -0,7 V’ta kronoamperometri yontemi kullanilarak 50 mM; pH 7,5 fosfat
tamponu; 30°C’de gerceklestirildi.)

25 M — 1250 uM glukoz konsantrasyon araliginda 25; 50; 100; 200; 400;
600; 800; 1000; 1250 pM glukoz konsantrasyonlari igin yapilan Olg¢iimlerde
dogrusal tayin araliginin 50 yM — 1000 uM glukoz konsantrasyon araliginda
oldugu belirlenmistir. Daha yiiksek glukoz konsantrasyonlart kullanildiginda

dogrusalliktan sapmalar gézlenmistir.
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3.2.2. PGE/jelatin-glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye biyosensoriin

tekrar iiretilebilirligine liskin bulgular

Bu kisimda yapilan g¢aligmalara iligkin olarak ayni yontemle PGE/jelatin-
glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye dort ayri elektrot hazirlanmis ve 400 uM
glukoz derisimine verdigi cevaplar kiyaslandi. Bulgular Sekil 3.10’de

gosterilmistir.
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Sekil 3. 10 PGE/jelatin-glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye biyosensoriin yeniden
iiretilebilirligi. (Olgiimler -0,7 V’ta kronoamperometri yontemi kullanilarak pH 7,5; 50 mM fosfat
tamponu; 30°C’de gergeklestirildi.)

Sekil 3.10’da goriilecegi lizere ayn1 yontemle tekrar hazirlanan
biyosensorlerin cevaplari arasindaki fark %1 - 2 arasinda degismektedir. Bu sonug
cok 1iyi bir netice olarak degerlendirildi.

3.2.3. PGE/jelatin-glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye biyosensor ile
alinan yamitlarin tekrarlanabilirliine iliskin bulgular

Bu ¢alismada hazirlanan glukoz biyosensoriiniin tekrarlanabilirligi incelendi.
Olgiim hiicresi igerisinde 400 uM glukoz olacak sekilde eklemeler yapilarak -
0,7V’ta kronoamperometri yontemle dlgtimler alindi. 10 kez tekrar edilen dlgtimler
i¢in ¢izilen standart grafik yardimiyla 6rnek derisimleri saptandi. Ortalama deger
(%), standart sapma (S.S) ve varyasyon katsayisi (% V.K.) Cizelge 1’de verilmistir.
Cizelge 1’den goriildiigii gibi sonuglar kabul edilebilir sinirlar igindedir.
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Cizelge 1 PGE/jelatin-glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye biyosensore iliskin
tekrarlanabilirlik bulgular1

Aritmetik Standart .
Ortalama (uM) | Sapma (S.S.) Varyasyon Katsayisi (%)
402,3 (uM) +0,129(uM) 0,167

3.2.4. PGE/jelatin-glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye biyosensoriine
girisimci etkisi

Enzim miktar1 1,14 U/mL, jelatin miktar1 25 mg, glutaraldehitte bekletme
stiresi 3 dakika ve pH 7,5 50 mM fosfat tamponu igerisinde hazirlanan biyosensor
kullanilarak girisimci etkisi belirlendi. Bunu anlamak i¢in substrat olarak kullanilan
glukozun yaninda askorbik asit, {irik asit ve tribiitirin de ortama eklenerek 6l¢iim

alindi.
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Sekil 3.11 PGE/jelatin-glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye biyosensoriinde girisim etkisi.
(Olgiimler -0,7 V’ta kronoamperometri ydntemi kullanilarak pH 7,5; 50 mM
fosfat tamponu; 30°C’de gergeklestirildi.)

Girisimei etkisi incelendiginde askorbik asitin aktivitede diisiise yol actig
gozlenirken; tirik asit ve tribiitirinin aktivite de artisa sebep oldugu goézlenmistir.

Ortama eklenen askorbik asidin glukoz oksidaz enziminin aktif merkezindeki
aminoasitlerin 3 boyutlu yapisinda degisiklige neden oldugu diistiniilmektedir. Bu
nedenle enzimin aktivitesinde %]1,5’luk bir diisiis gozlenmektedir. Ayni sekilde
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ortama eklenen iirik asit ve tribiitirinde ise sirasiyla %7,2 ve %]1,2 oraninda alinan
biyosensor cevabinda artis goézlenmektedir. Fakat bu degerler ithmal edilebilir
diizeylerdedir. Dolayisiyla biyosensér cevabi lizerinde girisimci  etkisi

gostermedikleri ssoylenebilir.

3.2.5. PGE/jelatin-glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye biyosensor ile
sentetik serumda glukoz analizi

Hazirlanan PGE/jelatin-glukoz  oksidaz/glutaraldehit modifiye glukoz
biyosensor ile hazirlanan sentetik serumda glukoz tayini yapildi.

Olgiim hiicresinde 150 pM olacak sekilde yapay serumdan ekleme yapilir.
n=5 olacak sekilde Ol¢lim sonuglari standart grafigi yardimiyla degerlendirilir.
Olgiimler -0,7 V’ta kronoamperometri yontemi kullanilarak 50 mM; pH 7,5fosfat
tamponu; 30°C’de gerceklestirildi. Bulgular Cizelge 2’de verilmistir.

Cizelge 2 PGE/jelatin-glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye biyosensorle sentetik serumda

glukoz analizi
Yapay serum ornegindeki Biyosensor ile . .
glukoz (uM) bulunan sonug (1LM) % Geri Kazanim
150 150,7 %100,47

Elde edilen veriler degerlendirildiginde biyosensor ile alinan yanitlarin

tekrarlanabilirliginin olduk¢a yliksek oldugu belirlenmistir.

3.3. PGE/nafyon/glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye biyosensore

iliskin optimizasyon calismalari
3.3.1. Enzim miktarinin biyosensor cevabi iizerine etkisi

%1,5’luk olarak 50 mM pH 7,5 fosfat tamponu igerisinde hazirlanmis nafyon
cozeltisine 15 dakika daldirilarak bekletilen PGE modifiye elektrot farkli aktivitede
enzim ¢ozeltileri igerisine 5 dakika siireyle daldirildi ve daha sonra 5 dakika %
2,5’lik glutaraldehit ¢ozeltisine daldirilarak biyosensor hazirlandi. Bu islem 5 kez
tekrar edilerek PGE/nafyon/glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye biyosensorii
hazirlanmastir.

Olgiimler 30°C* de 50 mM pH 7,5 fosfat tamponu igeresinde alinmustir.

Nafyon ylizdesi, nafyonda bekletme siiresi, glutaraldehitte bekletme siiresi sabit
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tutularak enzim miktar1 0,57 U/mL, 1,14 U/mL, 2,28 U/mL olarak degistirilerek
enzim miktar1 optimizasyonu gerceklestirilmistir.
Kullanilan enzim miktarinin biyosensor cevabi iizerine olan etkisi Sekil

3.12°de verilmistir.
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Sekil 3. 12 Glukoz oksidaz miktarinin biyosensdr cevabi iizerine etkisi. (Olgiimler -0,7 V’ta

kronoamperometri yontemi kullanilarak 50 mM; pH 7,5 fosfat tamponu; 30°C’de gergeklestirildi.)

Farkli enzim miktarlariyla hazirlanan PGE/nafyon/glukoz
oksidaz/glutaraldehit modifiye biyosensorlerden 1,14 U/mL glukoz oksidaz
kullanilarak hazirlanan biyosensoriin cevabi 0,57 U/mL glukoz oksidaz
kullanilarak hazirlanan biyosensore gore belirgin sekilde yiiksektir.0,57 U/ ml
enzim aktivitesinde aktivite diisiisiine bagli olarak biyosensor cevabi diismiistiir.
0,57 U/ ml aktiviteye sahip enzim ¢ozeltisinde bulunan protein miktarindaki disiis
nedeniyle nafyon-enzim-glutaraldehit c¢apraz baginda da azalma meydana

gelmektedir. Bu nedenle alinan biyosensor cevaplarinda da diisiis gézlenmektedir.

3.3.2. PGE/nafyon/glukoz  oksidaz/glutaraldehit biyosensoriiniin
optimum biyoaktif tabakalandirma islem sayisinin belirlenmesi

PGE/nafyon/glukoz oksidaz/glutaraldehit biyosensorii hazirlanirken 6ncelikle
% 1’lik nafyon ¢ozeltisine 15 dakika daldirildi. Daha sonra 1,14 U/mLenzim
cozeltisinde 5 dakika bekletildi. Ardindan % 2,5’luk glutaraldehit ¢ozeltisine 5
dakika daldirildi. Bu islem basamaklar1 3 kez ve 5 kez tekrar edilerek islem
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basamag1 optimizasyonu gerceklestirildi. Olgiimler 30°C’ de 50 mM, pH 7,5 fosfat
tamponu igerisinde alindi. Elde edilen bulgular Sekil 3.13 *de verilmistir.
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Sekil 3. 13 Biyoaktif tabakalandirma islem sayisinin biyosensdr cevabia etkisi. (Olgiimler -
0,7 V’ta kronoamperometri yontemi kullanilarak pH 7,5; 50 mM fosfat tamponu; 30°C’de

gerceklestirildi.)

Grafikden de goriildiigii gibi 5 kez biyoaktif tabakalandirma islemiyle daha
yiiksek biyosensor cevabi elde edilmistir ve optimum biyoaktif tabakalandirma
islem basamagi 5 kez olarak secilmistir.

Ug kez tabakalandirmayla olusan membran enzim aktivitesi azlig1 sonucu
diisiik biyosensor cevabi sergilemistir.

Bes kez tabakalandirmanin iizerine ¢ikildiginda difiizyon engeli nedeniyle

biyosensdrden cevap alinamamustir.
3.3.3. Nafyon yiizdesinin optimizasyonu

Olgiimler 30°C” de 50 mM pH 7,5 fosfat tamponu igerisinde almmustir.
Enzim miktar1 1,14 U/mL, nafyonda bekletme siiresi 15 dakika, glutaraldehitte
bekletme siiresi 5 dakika ve pH 7,5 ve tampon konsantrasyonu 50 mM olarak sabit
tutularak nafyon yiizdesi %0,5, % 1, % 1,5, %2 ve % 2,5’ luk olacak sekilde
degistirilerek nafyon yiizdesi optimizasyonu gergeklestirildi. Elde edilen veriler
Sekil 3.14 de gosterilmektedir.
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Sekil 3. 14 Nafyon yiizdesinin biyosensor cevabi iizerine etkisi. (Olgiimler -0,7 V’ta
kronoamperometri yontemi kullanilarak 50 mM; pH 7,5 fosfat tamponu;30°C’de gergeklestirildi.)

Sekil 3.14’den goriildigi gibi %1’lik nafyon ile bes kez nafyon/glukoz
oksidaz/glutaraldehit tabakalandirma islemi tekrar edilerek hazirlanmis biyosensor
cevabr digerlerine gore daha yiiksektir. Optimum nafyon yiizdesi %1 olarak
belirlenmistir.

Nafyon yiizdesi arttikga nafyonun yapisinda bulunan negatif yiiklerden
dolay1 enzimin immobilizasyonunda sterik engellemeler karsimiza g¢ikmaktadir.
%1’den daha diisiik nafyon yilizdesi kullanildiginda ise negatif yiiklerin azlig
nedeniyle yeterli miktarda enzim, elektrot ylizeyine immobilize olamamaktadir. Bu
nedenle alinan biyosensor cevaplarindaki diisiise baglhh olarak grafige
gecilememektedir.

3.3.4. Nafyonda bekletme siiresinin optimizasyonu

Olgiimler 30°C° de 50 mM pH 7,5 fosfat tamponu igerisinde alinmustir.
Enzim miktar1 1,14 U/mL, glutaraldehitte bekletme siiresi 5 dakika, nafyon yiizdesi
%1 ve pH 7,5 tampon konsantrasyonu 50 mM olarak sabit tutularak nafyonda
bekletme siiresi 10 dakika, 15 dakika ve 20 dakika olacak sekilde degistirilerek

nafyonda bekletme siiresi optimizasyonu gergeklestirildi.
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Sekil 3. 15 Nafyonda bekletme siiresinin biyosensér cevabi iizerine etkisi. (Olgiimler -0,7
V’ta kronoamperometri yontemi kullanilarak 50 mM; pH 7,5 fosfat tamponu;30°C’de

gerceklestirildi.)

%1’lik nafyon igerisinde bekletme siiresi arttikca biyosensoreden alinan
cevaplarda azalmalar gozlenmektedir. Ayrica elde edilen cevaplarla g¢izilen
grafiklerde dogrusalliktan sapmalar gézlenmektedir. Bunun nedeni nafyona daha
uzun siire maruz kalindiginda olusan enzim-nafyon baginin enzim aktivitesinde
diisiise neden olmasidir. Dolayisiyla elde edilen grafigin egimi ve R?’si gz 6niinde
tutularak 15 dakika nafyonda bekletme segilerek ¢aligmalara devam edilmistir.

3.3.5. Glutaraldehitte bekletme siiresinin optimizasyonu

Enzim miktar1 1,14 U/mL, glutaraldehitte bekletme siiresi 5 dakika, nafyon
yiizdesi %]1,nafyonda bekletme siiresi 15 dakika ve pH 7,5 tampon konsantrasyonu
50 mM olarak sabit tutularak glutaraldehitte bekletme siiresi 2 dakika, 5 dakika ve
7 dakika olacak sekilde degistirilereck glutaraldehitte bekletme siiresi
optimizasyonu gerceklestirildi. Olgiimler 30°C* de 50 mM pH 7,5 fosfat tamponu

igerisinde alinmustir.
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Sekil 3. 16 Glutaraldehitte bekletme siiresinin biyosensdr cevabi iizerine etkisi. (Olgiimler -
0,7 V’ta kronoamperometri yontemi kullanilarak 50 mM; pH 7,5 fosfat tamponu;30°C’de
gerceklestirildi.)

Sekil 3.16°dan goriilecegi lizere en yiiksek biyosensor cevabir 5 dakika
bekletme sonrasinda elde edilmistir. 7 dakika bekletmede daha fazla ¢apraz bag ve
substrat ig¢in daha fazla difiizyon engeli olusturmustur. Bu durumda biyosensor
cevabinda diisme ile sonu¢lanmistir. 2 dakika bekletmede ise daha gozenekli ve
ince bir membran olustugu i¢in asilamayan difiizyon engeli ortadan kalkmustir.
Fakat daha gbozenekli yap1 nedeniyle daha hizli bir diflizyon gerceklesmektedir ve
bu da substratin kagmasina neden olmaktadir. Bu nedenlerden 6tiirii glutaraldehitte

bekletme siiresi 5 dakika olarak belirlenmistir.

3.3.6. Enzimde bekletme siiresinin optimizasyonu

Olgiimler 30°C’ de 50 mM pH 7,5 fosfat tamponu icerisinde alinmustir.
Enzim miktar1 1,14 U/mL, glutaraldehitte bekletme siiresi 5 dakika, nafyon yiizdesi
%1,nafyonda bekletme siiresi 15 dakika, glutaraldehitte bekletme siiresi 5 dakika
ve pH 7,5 tampon konsantrasyonu 50 mM olarak sabit tutularak enzimde bekletme
stiresi 3 dakika, 5 dakika ve 7 dakika olacak sekilde degistirilerek enzimde
bekletme siiresi optimizasyonu gerceklestirildi. Elde edilen veriler Sekil 3.17°de

gosterilmistir.
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Sekil 3. 17 Enzimde bekletme siiresinin biyosensdr cevabi iizerine etkisi. (Olgiimler -0,7
V’ta kronoamperometri yontemi kullanilarak 50 mM; pH 7,5 fosfat tamponu;30°C’de
gerceklestirildi.)

Elde edilen grafige bakildiginda 3 dakika enzimde bekletme sonucu enzim
yeterli m,ktarda yilizeye tututanamadigi i¢in biyosensor cevaplarinin ¢ok fazla
saptigi goriilmektedir. 7 dakika enzim c¢oOzeltisinde bekletme yapilarak alinan
Ol¢iim sonuglar1 degerlendirildiginde ise; daha fazla enzimin yiizeye tutunmasi
sonucu sterik engellemelerin alinan biyosensoér cevabinda diisiise neden oldugu

goriilmektedir. Tiim bu nedenlerden dolay1 5 dakika bekletme siiresi segilmistir.
3.3.7. Tampon tiiriiniin belirlenmesi

Enzim miktar1 1,14 U/mL, nafyon yiizdesi %1, nafyonda bekletme siiresi 15
dakika, glutaraldehitte bekletme siiresi 5 dakika ve enzimde bekletme siiresi 5
dakika olacak sekilde sabit tutularak S0 mM konsantrasyonda pH 7,5’luk HEPES,

Tris-HCI, potasyum fosfat ve sodyum fosfat tamponlarinda 6l¢iimler alinmistir.
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Sekil 3. 18 Tampon tiirliniin biyosensor cevabi lizerine etkisi. (600 uM glukoz standart1 i¢in
olgiimler almmustir.) (Olgiimler -0,7 V’ta kronoamperometri yontemi kullamlarak 50 mM; pH 7.5
fosfat tamponu;30°C’de gergeklestirildi.)

NaH,PO, tamponu kullanildiginda alinan biyosensor cevaplart daha yiiksek
cikmustir.

KH2PO4,Tris ve HEPES tamponlar1 kullanildiginda ise alinan biyosensor
cevaplar1 NaH;PO, tamponu ile elde edilen cevaplara nazaran daha diisiik
cikmistir. Fakat elde edilen cevaplar yiizde aktivite olarak ele alindiginda KH2PO,
tamponu HEPES ve tris tamponlarindan daha yiiksek biyosensdr cevabi
saglamistir. NaH,PO4 ve KH,PO4 tamponlarinin her ikisi de fosfat tlirevi tamponlar
olmasina ragmen elde edilen biyosensor cevaplarinda farklanma goézlenmektedir.
Bunun sebebi Na ve K iyonlarin ¢aplarinin farkli olmasi olarak yorumlanabilir.
Fakat aradaki farkin ¢ok fazla olmamasi ve KH,PO,4 1n daha ucuz olmasi ve bizim
tayin sonuglarimiz i¢in olumsuzluk teskil etmemesi nedeniyle KH,PO, ¢alisma

tamponu olarak secilmistir.

3.3.8. Tampon konsantrasyonunun optimizasyonu

Olgiimler 30°C° de fosfat tamponu igerisinde alindi. Enzim miktar1 1,14
U/mL, nafyon yiizdesi % 1, nafyonda bekletme siiresi 15 dakika, glutaraldehitte
bekletme siiresi 5 dakika ve pH 7,5 olarak sabit tutularak fosfat tamponu

konsantrasyonu 25 mM, 50 mM, 75 mM olarak degistirilerek tampon
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konsantrasyonu optimizasyonu gergeklestirildi. 1Ilgili grafik Sekil 3.19.’da

verilmisgtir.
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Sekil 3. 19 Tampon konsantrasyonunun biyosensdr cevabma etkisi. (Olgiimler -0,7 V’ta
kronoamperometri yontemi kullanilarak pH 7,5 fosfat tamponu; 30°C’de gergeklestirildi.) a)400 uM
glukoz konsantrasyonu ile farkli tampon konsantrasyonlarinda elde edilen %biyosensér cevaplari

b)Farkli tampon konsantrasyonlarindaki lineer grafikler

Cesitli tampon konsantrasyonlar1 denenerek nispeten daha yiiksek biyosensor
cevaplarmin  alindigit  tampon konsantrasyonunun 25 mM’lik tampon

konsantrasyonu oldugu belirlenmistir. Ancak enzimin bu konsantrasyonda ¢izilen
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dogrusal grafiginde yiliksek konsantrasyonlarda sapmalar g6zlenmektedir.
Dolayisiyla ¢ok az daha diisiik biyosensor yanitlarinin alindig1 ancak dogrusl tayin
aralig1 daha genis olan bir konsantrasyon olan 50 mM’lik tampon konsantrasyonu

secilmistir.

3.3.9. Tampon pH’sinin optimizasyonu

Tampon pH sinin optimizasyonu i¢in enzim miktart 1,14 U/mL enzim
bekletme siiresi 5 dakika, nafyon yiizdesi % 1, nafyonda bekletme siiresi 15 dakika,
glutaraldehitte bekletme siiresi 5 dakika olarak sabit tutularak ve 50 mM fosfat
tamponu pH 6,5, 7, 7,5 olarak degistirilereck tampon pH’simin optimizasyonu
gerceklestirildi. Elde edilen veriler Sekil 3.20 ‘de gosterilmistir.
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Sekil 3. 20 Biyosensdr cevabma pH’nin etkisi. (Olgiimler -0,7 V’ta kronoamperometri

yontemi kullanilarak 50 mM fosfat tamponu; 30°C’de gergeklestirildi.)

Grafikten anlasildig: tizere optimum pH degeri pH 6,5 olarak bulunmustur.
Ancak pH 6,5; 7 ve 7,5 i¢in elde edilen biyosensor yanitlar1 birbirlerine oldukga
yakindir. Bu nedenle daha oOnce yapilmis olan biyosensor calismalar ile
biyosensoriin kararliliglr ve dayanikliligi géz oniinde bulundurularak ¢alisma pHsi

olarak pH 7,5 secilmistir.
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3.3.10. Optimum sicakhgin belirlenmesi

Olgiimler

50 mM pH 7,5 fosfat tamponu igerisinde alindi. Enzim miktar 1,14

U/mL, nafyonda bekletme siiresi 15 dakika, glutaraldehitte bekletme siiresi 5

dakika, pH 7,5

ve tampon konsantrasyonu 50 mM fosfat tamponu olarak sabit

tutularak sicaklik 30°C, 35°C ve 40°C olacak sekilde degistirilerek sicaklik
optimizasyonu gerceklestirildi. ilgili grafik Sekil 3.21°de verilmistir.
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Sekil 3. 21 a) Biyosensor cevabi iizerine sicakligin etkisi. b) 30 ve 35 °C deki dogrusal tayin

aralikllarimin karsilastirilmas: (Olgiimler -0,7 V’ta kronoamperometri yontemi kullanilarak pH 7,5;

50 mM fosfat tamponunda gergeklestirildi.) a) 30,35 ve 40 °C lerde alman % biyosensor cevaplari

b) 30,35 ve 40 °C 1

erde cizilen dogrusal grafikler



46

Elde edilen veriler degerlendirildiginde glukoz oksidaz enziminin sicaklik
profiline uygun sonuglarla karsilagilmistir. Ancak 40°C ‘ye enzimin uzun siire
maruz kalmasi enzimin aktivitesinde diisiise neden olmaktadir. Bu neden le daha
diisiik sicaklik degerleri olan 30°C ve 35°C lerde 6l¢timler alinmistir. Cizilen lineer
grafikler incelendiginde biyosensor cevaplarit arasindaki farklarin birbirine ¢ok
yakin oldugu goriilmiistiir. Daha diisiik bir sicaklikta calismanin daha giivenilir
olacag1 ve biyosensor Omriiniin uzayacagi diisiiniildiigii i¢in 30°C ¢alisma sicakligi

olarak belirlenmistir.

3.4.1.PGE/nafyon/glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye biyosensore

iliskin karakterizasyon ¢alismalari

3.4.1.1. Glukoz icin dogrusal tayin araligi

Biyosensor, PGE sirasiyla % 1’lik nafyon ¢ozeltisinde 15 dakika, 1,14
U/mLenzim ¢o6zeltisinde 5 dakika, % 2,5’luk glutaraldehit ¢ozeltisinde 5 dakika
bekletilerek hazirlandi. Olgiimler 30°C’de 50 mM pH 7,5 fosfat tamponu icerisinde
alindi. Yapilan denemelerde 50; 100; 200; 400; 600; 800; 1000 uM glukoz
derisimleri i¢in Olgiimler alindi. 50 uM — 1000 pM glukoz konsamtrasyon

araliginda lineer sonuglar elde edilmistir.
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Sekil 3. 22 PGE/nafyon-glukoz oksidaz/glutaraldehit biyosensoriine ait dogrusal tayin araligi
grafigi
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(Olgiimler -0,7 V’ta kronoamperometri yoéntemi kullanilarak 50 mM; pH 7,5 fosfat tamponu;
30°C’de gergeklestirildi.)

3.4.1.2. PGE/nafyon/glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye bivosensor ile

alinan vanitlarin tekrarlanabilirligi

PGE/nafyon/glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye biyosensor ile -0,7 V’ta
600 uM glukoz i¢in 10 adet Ol¢ciim alindi. Elde edilen verilerden faydalanarak
ortalama deger (%), standart sapma (S.S.), varyasyon katsayisi (%V.K.) hesaplandi.

Cizelge 3 PGE/nafyon/glukoz  oksidaz/glutaraldehit  modifiye  biyosensoriiniin

tekrarlanabilirligi

Aritmetik Standart Sapma

\/ K 0
Ortalama (uM) (S.S.) (M) aryasyon Katsayisi (%)

603,148 +0,192 0,037

Elde edilen veriler degerlendirildiginde biyosensor ile alinan yanitlarin

tekrarlanabilirliginin oldukga yiiksek oldugu belirlenmistir.

3.4.1.3. PGE/nafyon/glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye bivosensoriin

yeniden iiretilebilirligi

Ayni yontemle PGE/nafyon/glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye ii¢ ayri
biyosensor hazirlandi ve 600 pM glukoz konsantrasyonuna verdigi cevaplar
kiyasland1. Olgiimler 30°C°de 50 mM pH 7.5 fosfat tamponu igerisinde alindu.
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Sekil 3. 23 PGE/jelatin-glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye biyosensoriin yeniden
iiretilebilirligi. (Olgiimler -0,7 V’ta kronoamperometri yontemi kullamlarak pH 7,5; 50 mM fosfat
tamponu; 30°C’de gergeklestirildi.)

Sekil 3.23’den goriilecegi lizere ayni1 yontemle tekrar hazirlanan
biyosensorlerin cevaplar arasindaki fark %1-2 arasinda degismektedir. Bu sonug

cok 1yi bir netice olarak belirlenmistir.

3.4.1.4. PGE/nafyon/glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye biyosensor ile
sentetik serumda glukoz analizi

Tasarlanan biyosensor ile sentetik serumda glukoz tayini yapilmistir.
Olgiimler 30°C’de 50 mM pH 7,5 fosfat tamponu igerisinde alind1.

Cizelge 3.2. PGE/nafyon-glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye biyosensorle sentetik serumda

glukoz analiz bulgulart

Yapay serum ornegine | Biyosensor ile bulunan
% Geri Kazanim
katilan glukoz (uM) sonu¢ (uM)

400 400,542 100,136

Elde edilen veriler incelendiginde 400 uM olan glukoz konsantrasyonu
biyosensor tarafindan da 400,542 uM olarak bulunmustur. Bu deger biyosensoriin

serum i¢indeki glukoz tayini igin ¢ok dogru sonug verdigini ifade etmektedir.
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4. GENEL DEGERLENDIRME

Kalem grafit elektrot (PGE) siklikla elektrokimyasal sensor olarak ve DNA
etkilesimlerine dayali biyosensorlerle kullanilmaktadir. Bu ¢alismada kalem grafit
elektrotla glukoz oksidaz enzimi kullanilarak biyosensor hazirlanmistir. Kalem
grafit elektrotla tasarlanan biyosensor caligmalarina yeni ve orjinal bir bakis agisi
getirilmistir. Bu calisma kapsaminda glukoz oksidaz enzimi kullanilarak iki farkli

biyosensor sistemi tasarlanmustir.

Olusturulan biyosensor sistemlerinde kalem grafit elektrot (PGE) yiizeyine
glukoz oksidaz enzimi immobilizasyonu gerceklestirilmis ve glukoz tayini
yapilmistir. Gergeklestirilen ilk calismada biyosensdr sistemini olusturmak i¢in
glukoz oksidaz enzimi jelatin ve glutaraldehit yardimiyla kalem grafit elektrot
yiizeyine immobilize edilmistir (PGE/jelatin-glukoz oksidaz/glutaraldehit).
Gelistirilen bir diger biyosensor sisteminde ise kalem grafit elektot yiizeyine
glukoz oksidaz enziminin immobilizasyonu nafyon ve glutaraldehit yardimiyla
gerceklestirilmistir  (PGE/nafyon/glukoz  oksidaz/glutaraldehit).  Olusturulan
biyosensor sistemleriyle Ol¢timler -0,7 V’ta kronoamperometrik metotla
yapilmustir.

Tasarlanan her bir biyosensdr icin optimizasyon ve karakterizasyon
calismalar1 yapilmistir. Calisma kosullarinin optimizasyonu amaciyla yapilan
denemelerde PGE/jelatin-glukoz oksidaz/Glutaraldehit glukoz biyosensorii igin
caligma tamponu olarak 50 mM pH 7,5 fosfat tamponu ve ¢alisma sicakligi olarak
30°C, PGE/nafyon/glujoz oksidaz/glutaraldehit modifiye glukoz biyosensérii i¢in
50 mM pH 7,5 fosfat tamponu ve ¢alisma sicakligi olarak 30°C belirlenmistir.
Tasarlanan biyosensorler igin yapilan karakterizasyon galigmalarinda ise hem
PGE/jelatin-glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye glukoz oksidaz biyosensorii igin
hem de PGE/nafyon/glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye glukoz biyosensorii igin
dogrusal tayin araligi 50 yM — 1000 pM olarak belirlenmistir.

Tasarlanan her bir biyosensor i¢in tekrarlanabilirlik denemelerinde
PGE/jelatin-glukoz oksidaz/glutaraldehit modifiye glukoz biyosensoérii igin (n=10)
400 uM glukoz konsantrasyonunda standart sapma (S.S) = +0,129 ve % varyasyon
katsayist (V.K) = 0,167; PGE/nafyon/glukoz oksidaz/glutaraldehit glukoz
biyosensorii i¢in (n=10) 600 uM glukoz konsantrasyonunda standart sapma (S.S) =
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10,191 ve % varyasyon katsayis1 (V.K) = 0,036 olarak bulunmustur. Ayrica
tasarlanan biyosensorlerle yapay serum orneklerinde glukoz tayini yapilmis

gerikazanimlar oldukea yiliksek bulunmustur.

Sonug olarak bu yiiksek lisans tezi kapsaminda kalem grafit elektrotlarin
genelde enzim temelli biyosensorler hazirlanmasinda 6zelde ise glukoz tayini igin
glukoz oksidaz temelli biyosenséler hazirlanmasinda bir ilk gergeklestirilerek

Ozgiin bir calismayla literatiire Gnemli bir katki saglayacak veriler elde edilmistir.
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