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ILETKEN POLIMER / COK DUVARLI KARBON NANOTUP
MODIFIKASYONUNA DAYALI MiKROBIYAL TEMELLI
BiYOSENSOR TASARIMI VE PARASETAMOL TAYININDE
KULLANILMASI

BAYRAM, Ezgi

Yiiksek Lisans Tezi, Biyokimya Anabilim Dali
Tez danigsmani: Prof. Dr. Erol AKYILMAZ
Mayis 2015, 59 sayfa

Bu tez ¢alimasinda biyosensor teknolojisine yeni ve orijinal bir bakis agis1
getiren parasetamol tayinine yonelik, polianilin - ¢ok duvarli karbon nanotiip
(MWCNT) - Basillus sp. - glutaraldehit modifiye mikrobiyal biyosensor
gelistirilmesi amaglandi. Bu biyosensér sisteminde anilin ve  MWCNT
kullanilarak altin (Au) elektrot yiizeyinde elektropolimerizasyon ile polianilin
kompozit yapist olusturuldu. Modifiye Au elektrot yiizeyinde MWCNT
bulunmasindan ileri gelen karboksil gruplari, EDC-NHS ile aktiflestirilerek
damlatma yontemiyle Basillus sp. yilizeye immobilize edildi. Glutaraldehit (GA)
ile gapraz baglama yapilarak mikroorganizmalarin ylizeyden kagis1 engellenmis
oldu.

Tasarlanan biyosensor sistemiyle parasetamol Olglimleri 0,5 V’ ta
amperometrik metodla yapilmistir. Bunun yanisira differensiyal puls (DP) ve
dongiisel voltammogramlar (DV) metodlar1 ile de biyosensdr cevabi tayin
edilmis ve bazi optimizasyon ¢aligmalarinda (O - 0,8) V araliginda DP metodu
kullanilmigtir. Parasetamol konsantrasyonu ile dogru orantili olarak artan akim

degerlerinden yola ¢ikilarak tayinler gerceklestirilmistir.

Gelistirilen biyosensdriin optimizasyon c¢alismalarinda Oncelikle Au
elektrot ylizeyinde olusturulan biyoaktif tabakanin bilesenlerine yonelik
caligmalar yapildi. Bu dogrultuda, optimum anilin, MWCNT, EDC-NHS,

mikroorganizma ve GA miktarinin belirlenmesine yonelik caligmalar



viii

gerseklestirildi. Calisma kosullarmin optimize edilmesi igin sicaklik ve pH
optimizasyonu caligsmalar1 yapildi. Mikrobiyal biyosensoriin karakterizasyonuna
yonelik yapilan ¢aligmalarda ise parasetamol dogrusal tayin araliginin
belirlenmesi, tekrarlanabilirlik, depo kararliligi, substrat spesifikligi, girigim
etkisi parametreleri arastirilmis ve ilag Orneklerinde parasetamol tayini

yapilmistir.

Optimizasyon c¢aligmalar1 sonucunda parasetamol tayine yonelik olarak
gelistirilen mikrobiyal biyosensor icin en uygun optimum anilin, MWCNT,
EDC-NHS, mikroorganizma ve GA miktari sirasiyla; 0,05 M, 1 mg/mL, 1: 1,5
M, 10 mg/mL ve % 0,5 bulunmustur. Calisma kosullarmin optimizasyonu
amaciyla yapilan denemelerde mikrobiyal biyosensor ig¢in calisma tamponu
olarak 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu ve ¢alisma sicaklikligi 30 °C olarak tespit
edilmistir. Mikrobiyal biyosensoriin  karakterizasyonuna iliskin  yapilan
caligmalarda 0,5 V amperometrik metot i¢in dogrusal tayin araligi 25 — 250 uM
ve tayin limiti 7,9 puM ve cevap siiresi 4,8 S olarak bulunmustur.
Tekrarlanabilirlik denemelerinde ise 250 uM parasetamol i¢in (n=7) ortalama
deger 250,65 uM, standart sapma (S.S) 1,55 uM ve varyasyon katsayis1 (V.K)
% 0,62 olarak bulunmustur. Ayrica gelistirilen mikrobiyal biyosensor ve referans

bir metot ile ilag 6rneklerinde parasetamol tayini de yapilmustir.

Anahtar kelimeler : Cok duvarli karbon nanotiip, mikrobiyal biyosensor,
anilin, parasetamol
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DEVELOPMENT OF MICROBIAL BIOSENSOR BASED ON
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In this thesis, development of a multi-walled carbon nanotube (MWCNT) -
Basillus sp. - glutaraldehyde modified microbial biosensor which brings a new
and original perspective to biosensor technology intended for paracetamol
determination. Polianiline-MWCNT composite was formed with aniline and
MWCNT on a gold electrode (Au) surface in this biosensor system. Basillus sp.
was immobilized on the electrode surface by dropping after activated of carboxl
groups by EDC-NHS. Microorganism was crosslinked by glutaraldehyde (GA)
so that prevented of running away the microorganism from the surface of the
biosensor.

Paracetamol measurements were carried out at 0.5 V with amperometric
method by developed biosensor system. In addition, detection of the response of
the biosensor by using differential pulse (DP) and cyclic voltammetry (CV)
methods and DP method was used for some immobilization studies at (0 - 0.8) V
potential range. The measurements were carried out with the determination of
increasing current values directly proportional with paracetamol concentration
using amperometric method.

In the optimization studies of the biosensor firstly bioactive layer
components such as optimum aniline concentration, optimum MWCNT amount,
optimum EDC-NHS proportion, optimum microorganism amount and optimum
glutaraldehyde concentration were carried out. In the optimization of working



conditions; optimum pH and optimum temperature were also investigated. In the
characterization studies of the biosensor some paramaters such as linearity,
reproducibility, storage stability, substrat specificity, interference effect and drug
sample analysed were determined.

From the result of the optimization studies, the optimum aniline
concentration, optimum MWCNT amount, optimum EDC-NHS proportion,
optimum microorganism amount and optimum glutaraldehyde concentration
were determined to 0.05 M, 1 mg/mL, 1 : 1.5 M, 10 mg/mL ve 0.5 %,
respectively. From the experiments the phosphate buffer (50 mM, pH 7.0) and
30°C were chosen to be optimum working conditions for the microbial biosensor.
It was determined at the characterization studies on the biosensor that linear
curves were obtained between the ranges from 25 to 250 uM paracetamol
concentration, detection limit and response time were reached 7.9 uM and 4.8 s,
respectively. At the repeatability experiments (n=7), the average value, standard
deviation, (SD) and coefficent of variation (CV %) were calculated to be 250.65
uM, £1.55, 0.62 % for 250 uM paracetamol concentration, consecutively. Also,
determination of paracetamol were carried out in drug samples by developed
biosensor and a reference method.

Keywords: Multiwalled carbon nanotube, microbial biosensor, aniline,
paracetamol.
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1. GIRiS

Biyosensorler biyolojik sistemlerin yiiksek spesifikligi ve fiziksel analiz
sistemlerinin tayin duyarliligmin birlestirilmesi ile olusan analitik sistemlerdir.
Bir biyosensoriin amaci, bir veya bir grup analitin (analiz edilecek madde)
miktari ile orantili olarak tekrarlanabilir sayisal elektrik sinyali iiretmektir.
Kullanilan biyolojik aktif materyalin biyokimyasal spesifikligi biyosensoriin
fonksiyonunu belirler. Sensorlerde, biyoaktif tabakanin spesifikligi, biyosensor
sistemlerinin se¢imliliginin yiiksek olmasindaki en onemli nedenlerden biridir.
Bunun yani sira biyolojik ilgisinin oldugu molekiil olan analiti direk tanimasi

biyosensore 6nemli bir avantaj sunmaktadir (Karube and Nakanishi, 1994).

Etkili bir biyosensoriin hazirlanmasinda biyoaktif tabakanim iletici sistem
iizerine basarili bir sekilde immobilize edilmesi Onemlidir. Biyosensorlerin,
analit tayini icin gerekli olan iletici kismi elektrokimyasal (amperometrik,
potansiyometrik ve kondiiktometrik), optik, termometrik, piezolelektrik ya da
manyetik 6zellikteki gruplardan olusabilir (Sharma et al., 2003; Velasco-Garcia
and Mottram, 2003). Biyo-clement analiti tanir ve sensdr element
biyomolekiildeki degisimi elektrik sinyaline doniistiiriir. Biyosensor yiizeyinde
olusan etkilesimler membran tuzaklama, fiziksel adsorpsiyon, matriks tuzaklama
ve kovalent baglanma olmak iizere dort farkli sekilde olabilir (Mohanty and
Kougianos, 2006).

Giintimiize kadar bir¢ok tipte biyosensor sistemi gelistirilmis olup klinik,
medikal, ¢evre teknolojileri, endiistriyel proseslerin kontrolii gibi diger bircok
alanda kullanilmaya devam edilmektedir. Geleneksel bir ¢gok metot on isleme
gerek duymaktadir. Biyosensor sistemleri 6n isleme gerek kalmaksizin duyarli
Ol¢timler yapilabilen minyatiirize sistemlerdir. Elektronik ya da elektrokimyasal
dedeksiyon bu yonleri ile diger yontemlere gore daha avantajhdir
(Balasubramanian and Burghard, 2006).

Biyosensoriin  temel c¢aligma prensibi sekil 1.1 de oldugu gibi
diistiniilebilir. Biyo-element analiti tanir ve sensdr element biyomolekiildeki

degisimi elektrik sinyaline doniistiiriir.
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Sekil 1.1. Biyosensorlerin temel galigma prensibi (Pratima, 2011)

1.1 Biyosensorlerin Siniflandirilmasi

1.1.1 Analizlenecek madde biyoaktif bilesen iliskisine gore
biyosensorlerin siniflandirilmasi

Biyosensorler farkli bir bakis agisiyla analizlenecek madde- biyoaktif
bilesen iliskisine gore su sekilde smiflandirilabilirler:

i.  Biyokatalitik esasli biyosensorler (mikroorganizma ve enzimlerin
kullanildig1 biyosensorler)

ii.  Biyoafinite esasli biyosensorler (antikor-antijen ve reseptor-ligand
gibi etkilesimlerin kullanildig1 biyosensorlerdir)



1.1.2 Biyoaktif tabaka-iletim ve ol¢iim sistemi icerigine gore

biyosensorlerin simflandirilmasi

Biyosensorler 6lgiim prensiplerine ve transduser tiirline gore asagidaki gibi

smiflandirilabilirler:
i.  Elektrokimyasal esaslt biyosensorler (Amperometri,
Potansiyometri)
ii. Optik esasli biyosensorler (Fotometri, Fluorometri,

Biyoliiminesans)

Piezoelektrik esasli biyosensorler (Kuartz kristal mikrobalans,
Mikrokantileverlar)

Kalorimetri esasl biyosensorler (termistorler)

1.1.3 Biyoaktif tabakada kullanilan biyokomponent tiiriine gore

biyosensorlerin simflandirilmasi

Biyosensorler biyoaktif tabakalarinda gorev alan biyokomponentin tiiriine

gore:

1. Enzim temelli biyosensorler

2. Hiicre temelli biyosensorler

3. DNA temelli biyosensorler

4. Antikor/Antijen temelli biyosensdrler (immiinobiyosensorler) olarak

smiflandirilirlar.

1.2 Enzim Temelli Biyosensorlerde immobilizasyon Yontemleri

Analizlenmesi hedeflenen 6rnege uygun biyokomponent ve transduser
se¢imi yapildiktan Sonra bu iki 6ge birbirine baglanmali yani biyokomponent

transduser yiizeyine immobilize edilmelidir. immobilizasyon igin kullamlan 4

temel yontem mevcuttur. Bunlar;



1. Adsorpsiyon (kovalent olmayan baglama)

2. Kovalent Baglama

3. Tutuklama

4. Capraz Baglama

Sekil 1.2. immobilizasyon yontemlerinin sematik gosterimi. a-adsorbsiyon, b-kovalent baglama, c-
gapraz baglama, d-tutuklama (http://wwwl.lsbu.ac.uk/water/enztech/immetod.html).

1.3. ideal Bir Biyosensoriin Sahip Olmasi Gereken Ozellikler

Secicilik: Ideal bir biyosensorde en dnemli parametrelerden birisi secicilik
ozelligidir. Eger yeterli segicilik mevcut degilse bu eksikligi giderecek uzun ek
islemler gerekir.

Kullanim 6mrii: Biyosensoriin kullanim omriinii kisitlayan en onemli
faktor biyolojik materyalin aktivitesindeki azalmadir. Bu durum ayrica,
biyosensoriin kalibrasyon sikligi, kararlhilik, tekrarlanabilirlik gibi diger
parametrelerini de etkilemektedir.



Kalibrasyon gereksinimi: Ideal bir biyosensdriin hi¢ kalibrasyona gerek
duymamast ya da en az kalibrasyona gereksinmesi istenir. Fakat bu 6zellik,
teorikte planlandig1 gibi, pratikte gergeklestirilememistir. Kullanim Omiirleri

boyunca biyosensorler, siklikla kalibre edilmelidirler.

Tekrarlanabilirlik: Ideal bir biyosensér icin, elektrodun ayni kosullar
altinda arka arkaya yapilan 6l¢iimlerde hemen hemen ayni sonuglarin okunmasi
istenir. Pratikte pek miimkiin olmayan bu durum g6z Oniine almarak yapilan
calismalarda  tekrarlanabilirlik parametresi mutlaka incelenmelidir.
Tekrarlanabilirlik ne kadar iyi olursa biyosensoriin uygulamalarmin da o denli iyi

oldugundan s6z edilebilir.

Kararhhk: Elektrot kararlihiginin yiikksek olmasi ideal biyosensorler igin
gereklidir. Kararhlik, kullanilan biyolojik materyalin fiziksel dayanikliligina
baghdir. Ayrica; pH, 1s1, nem, ortam, O, derisimi gibi parametrelerden de
etkilenmektedir.

Yiiksek secicilik: Biyosensore immobilize edilmis biyolojik materyalin
yalmiz  belirli maddelere karsi segici olmasi, ideal biyosensorlerin

Ozelliklerindendir.

Tayin smri:  Tasarlanan bir biyosensOriin  tayin alt  sinirinm
uygulamalardaki beklentiler ¢ergevesinde belirli bir derisim degerine kadar
inebilmesi gerekmektedir. Belirtilen bu sinir, elektrot yiizeyinin biyikligi,
biyolojik materyalin tayin edilecek maddeye afinitesi, immobilize edilen madde
miktar1 gibi faktorlerden etkilenir.

Genis olciim arahgi: Biyosensor uygulamalarinda 6lgiim araligi olarak
adlandirilan bolge biyosensorlerden alman akim - derisim egrilerinin lineer
oldugu derisim araligidur.

Hizh cevap zamani: Bir biyosensor elektrodunun cevap zamani elde
edilen akim-zaman egrilerinden anlasilabilir. Ornegin elde edilen egride
basamaklarin sekli yayvan ve genigse cevap zamani uzun (yavas), tersi sOz
konusu ise cevap zamani kisa (hizli)’dur.

Hafiza etkisinin olmamasi: Geriye donme zamani drnegin amperometrik

caligmalarda ilk Ornekten ne kadar siire sonra ikinci 6rnegin Olgiilebilecegini



belirler. Yani ilk 6rnegin ilavesinden sonra sabit akim degerleri kisa siirede

gbzlenebiliyorsa ikinci 6rnek de ayni siire sonra ilave edilebilecektir.

Basitlik ve ucuzluk: Tasarimi basit ve ucuz, kullanimi rahat biyosensorler
ideal biyosensorlerdir. Bu nedenle ilk biyosensorlerdeki karmasik ve de pahali
olan yapilar daha sonra basitlestirilmis ve mimkiin oldugunca da maliyeti

disiirilmiistiir.

Kiigiiltiilebilirlik ve sterilize edilebilirlik: Elektrotlarmin sterilize
edilebilmesi ve boyutlarinin kii¢iiltiilmesi, 6zellikle in vivo dlgiimler s6z konusu
oldugunda, biyosensor tasariminda dnemlidir. Buna karsin, biyosensor yapisina
giren biyolojik materyalin fiziksel dayaniksizligi, sterilizasyonu kisitlayan en

onemli parametredir.
1.4. Elektrosentezle Elde Edilen iletken Polimer Filmler

Iletken polimerler kimyasal ve elektrokimyasal polimerizasyon iizerinden
polimerlesirler (Heize, 1990). Yapisindaki © elektronlarmin lokalizasyonuyla
iletken oOzellik gosteren bu polimerizasyon yapilar1 diisik iyonizasyon
potansiyeli ve yiiksek elektron afinitesi gosterirler (Chen et al., 2012; Olad et al.,
2012). Elektrokimyasal polimerizasyon, film morfolojisi ve kalinligin1 daha iyi
kontrol etme sans1 sagladig1 icin genellikle daha ¢ok tercih edilir. Iletken
polimerik filmler, elektrolit ¢6zeltisi varhiginda bulunan uygun monomerin
anodik oksidasyonu (elektropolimerizasyonu) ile elektrot yiizeylerine birikirler.
Potansiyodinamik (dongiisel voltammetri), galvonastatik (sabit akimda),
potansiyostatik (sabit potansiyalde) gibi farkli elektrokimyasal yontemler
kullanilabilir (Dobhefer and Rajeshuar, 1998).

Elektropolimerizasyonda istenilen, anyonik tuz iceren uygun bir ¢ézgende
coziilen monomer, anodik potansiyel uygulamasiyla elektrot yiizeyinde okside
olur. Monomerin oksidasyon potansiyelinde, stabil olmasi ve iyonik-iletken bir
ortam saglanabilmesi i¢in ¢ozgen ve elektrolit se¢cimi olduk¢a dnemlidir. Anot;
platin, altin, cams1 karbon gibi ¢esitli materyellerden yapilabilir. Elektrokimyasal
yontem genellikle potansiyostatik (sabit potansiyelde) ya da galvanostatik (sabit
akimda) olarak gerceklestirilir. Bu teknikleri kantitatif olarak tanimlamak
kolaydir. Potansiyodinamik tekniklerden taramali voltametrik yOntem,
polimerizasyon reaksiyonun erken evrelerinde bulunan redoks prosesleri
hakkinda  kalitatif  bilgi elde etmek i¢in  kullanilir.  Ayrica,



elektropolimerizasyondan sonra, polimer filmin elektrokimyasal davranisini

incelemede de tercih edilen bir yontemdir (Lyons, 1997).

Daldirmali kaplama, sprey kaplama ve elektropolimerizasyon gibi ¢esitli

kaplama yontemleri, bir metal yiizeyini kaplamak i¢in elveriglidir.
Elektrosentezle elde edilen polimerik filmlerin bir¢ok avantaji vardir.
1. Basit ve tekrar tiretilebilme
ii. Entegre, tek tip ve dayanikli bir film olabilme
iii. Kaplama kompozisyonu kolaylikla kontrol edilebilme
iv. Farkli monomerlerin kopolimerizasyonunu saglama

v. Fonksiyonel gruplarin olusumu ve yiizey iizerine biyomolekiillerin

tutulmasi.
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Sekil 1.3. Biyomedikal uygulamalarda en yaygin kullanim alanina sahip iletken polimerler
polipirol, politiyofen, poli(3,4-etilendioksitiyofen) ve polianilin.



1.4.1. Polianilin (PANI)

Polianilinin olusum mekanizmasi anilinin yiikseltgenme reaksiyonuna
dayanir ve reaksiyonun ilk basamagi anilin molekiillerinin yiikseltgenerek
radikal katyon olustumasidir. Ilk basamakta olusan radikal katyon hizli bir
sekilde doniigiime ugrayarak para pozisyonundan biiyiiyen zincir ile polianilini
olusturur (Gaspodinova, 1995). Polianilinin emaraldin tuzunun yiiksek iletkenlik
gostermesi ve yiiksek kararliliga sahip olmasi, polimer zincirdeki m-bag:
elektrotlarinin  delokalizasyonundan dogan dort ayri1 rezonans formulii ile
gosterilmesinden kaynaklanir (Huang et al., 1986).

Anilinin sulu organik asitli ortamlarda gerceklestirilen elektrokimyasal
polimerizasyon ile sentezinde; a- sabit akiml elektroliz (Galvonostatik), b- sabit
potansiyel elektrolizi (Potansiyostatik) ve c- doniisiimlii potansiyel tarama
yontemi (DV) olmak iizere 3 yontem kullanilir. Baglica kullanilan sulu organik
asitli ortamlar, H,SO,, HCI, HBF,;, HCIO, ve sulu sulfamik asittir.
Polimerizasyon icin elektropolimerizasyon haricinde bir diger yontem olan
kimyasal polimerizasyon elektrot yiizey modifikasyonu acisindan bazi
dezavantajlara sahip olup iki yontem arasindaki farkliliklar ¢izelge 1.1° de
belirtilmistir.

Cizelge 1.1. Kimyasal ve elektrokimyasal polimerizasyon

Polimerizasyon Avantaj Dezavantaj
Uygulamalari
Genis yelpazede Ince tabaka halinde film
iretim imkani1 sentezi miimkiin olmaz.
Kimyasal Post-kovalent Sentez yontemleri karmagiktir.

Polimerizasyon . .
Y modifikasyon inkani

Ince film halinde Electrot yiizeyinden
sentezi miimkiin temizlenmesi i¢in 6zel
prosediirler gerektirir.
Elektrokimyasal

L Daha kola
Polimerizasyon y

sentezlenebilme Post kovalent modifikasyonlar
daha zordur.

Es zamanli doping
imkani




1.5. Biyosensorlerde CNT Kullanim

Karbonnanotiipler (CNT) 1991 yilinda Sumio Ijima tarafindan fulleren
isinden, fulleren hazrrlamakta kullanilan karbon-arc metoduna benzer bir
yontemle elde edilmistir. Bu sekilde karbon nanoskobik diizeyde tiibiiler
olusumlar seklinde diizenlenmistir. Bu materyalleri goriintiilemek i¢in yiiksek
¢oOziiniirlikteki transmisyon elektron mikroskobu kullanilmistir. CNT karbon
fiberlerin tamamiyla yeni bir tipidir, 2-50 arasinda degisen sayidaki grafit
tabakalarin ko-aksiyel olusumlaridir. Sumio ‘nun ilk gozleminde elde ettikleri ¢ok
tabakali nanotiiplerdir ve yaklasik olarak 2 yil sonra tek duvarlit CNT (SWCNT)
elde edilmistir (Paradise and Goswami, 2007).

CNT’ ler nanomateryallerin en fazla uygulama alani bulan tiiriidir.
Celikten 100 kat daha fazla dirence, saf elmastan daha fazla termal iletkenlige,
bakirla ayni elektriksel iletkenlige ve bakirdan daha yiiksek akim tasima
Ozelliklerine sahip olmalar1 CNT’ lerin ilgi odagi olma sebeplerindendir
(Merkogi et al.,2005; Antiochia and Gorton, 2007).

Tek duvarli (SWCNT) ve ¢ok duvarli (MWCNT) olmak tizere iki farkli tip
karbon nanotiip mevcuttur. SWCNT’ ler karbon atomlarinin grafit benzeri
atomik bir diizlemde diizenlenmesiyle karakterize edilir. Grafit tabaka yaklasik 2
nm ¢apinda silindir seklinde sarilmis durumdadir. MWCNT’ ler aralarinda 3,4 A
bosluk bulunan birgok grafit silindirlerin i¢ ice ge¢mesiyle olusurlar. MWCNT’
lerin dis ¢aplar1 1-50 nm araliginda ve i¢ ¢aplar1 ise genelde bir kag nanometre
civarindadir (Yao and Shiu, 2007).

1.5.1. CNT’lerin Coziiniirlestirilmesi

CNT’ ler (biyo)analitik denemelerde uygulanmadan oOnce ilk olarak
¢cOziiniir Uriinlere  donistiriilmelidir. Homojen CNT  dispersiyonlarinn
hazirlanmasi, ince film olusturulmasinda ve diger uygulamalarda biiyiik 6neme
sahiptir. CNT’ lerin genis kullanim olanaklarmi smirlayan en 6nemli etmen
bunlarin ¢oziiniirliikleridir (Zhao H. and Ju H., 2006; Balasubramanian and
Burghard, 2006). Cesitli materyaller bu amagla kullanilabilir. Uglardan ya da yan
duvarlardan  fonksiyonellestirme, sonikasyonla siirfaktantlarin  kullanimi,
nanotiiplerin polimerlerle sarilmalar1 ve siiperasitlerle protonlanmalar1 yaygin
olarak kullanilan metodlardir. Kullanilan bazi metodlar cizelge 1.2° de

Ozetlenmistir.



Cizelge 1.2. Karbon nanotiiplerin ¢oziiniirlestirilmesinde yaygin olarak kullanilan bazi yaklasimlar.

Coziiniirlestirici Ajan

Nafyon

Tetrahidrofuran/Li*

3-aminopropiltrietoksisilan

Daimin uglu oligomerik
poli(etilen glikol),
poli(propiyoniletilenimin-
coetilenimin) ve
poli(vinil alkol)

Glukozamin

Poli(propiyoniletilenmimin-
coetilenimin)
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Aciklama

CNT’iin elektrokatalitik
Ozelliklerini korur

Negatif yiiklii CNT ile Li+
arasinda iletken polielektrolit
tuzlar

3-aminopropiltrietoksisilan ile
CNT iletken bir ag olusturur

Polimerin amino ya da
hidroksi gruplar1 ile
oksitlenmis CNT nin
karboksil gruplar1 arasinda
reaksiyon

Glukozaminin amino gruplari
ile oksitlenmis CNT nin
karboksil gruplar1 arasinda
reaksiyon

Polimerin imido gruplar1 ve
oksitlenmis CNT” iin
karboksil

gruplari arasinda sonikasyonla

gerceklestirilen reaksiyon

Kaynak

Wang et al., 2003

Penicaud et al., 2005

Yao et al., 2000

Fernando et al., 2004

Pompeo and Resasco, 2002

Huang et al., 2002

Elektrokimyasal dedeksiyonlar igcin CNT’ ler c¢esitli konfiglirasyonlarda
elektrot sistemlerine entegre edilebilirler. Bunlar baslica su sekildedir;

e Bireysel CNT konfigiirasyonlari,

e Yonlendirilmis ya da yonlendirilmemis formdaki CNT’ lerle geleneksel
elektrotlarin modifiye edilmesi,

e CNT kompozitleri olusumu i¢in polimer matrikste entegrasyondur
(Merkogi et al., 2005).

1.5.2. CNT temelli biyosensorler

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda CNT’ lerin 6nemli biyomolekiillerin

elektrokimyasal reaktifligini ve proteinlerin (redoks merkezin i¢ kisimlarda
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gomiilli  oldugu  glikoproteinlerde)  elektron  transfer  reaksiyonlarmi
zenginlestirdigi gorilmektedir. Elektrokimyasal reaktiflikleri yaninda CNT ile
modifiye elektrotlar Onemli biyomolekiilleri (6rnegin; niikleik asitler)
immobilizasyonu ve yilizey bozunmasmin azaltilmast (NADH oksidasyon
prosesi) agisindan kullanishdir. Bu 6zellikler CNT’ leri amperometrik enzim
elektrotlarindan DNA hibridizasyon biyosensorlerine kadar genis bir aralikta
kullanisli hale getirmektedir (Wang, 2005).

Genelde amperometrik ya da voltametrik analizler i¢in cams1 karbon veya
metal elektrotlar (Au, Pt ya da Cu) kullanilmaktadir. Bu elektrotlar diisiik
duyarhlik ve stabilite, diisiik tekrar iiretilebilirlik, uzun cevap siiresi ve elektron
transfer reaksiyonlar1 i¢in yiiksek potansiyellerde kullanilmalar1 gerektigi icin
dezavantajlidirlar (Balasubramanian and Burghard, 2006). Karbon, yiiksek
elektrot cevaplar1 elde etmek igin ¢esitli kimyasal ve elektrokimyasal
yontemlerle  modifikasyona  uygundur.  Karbon elektrotlar1  karbon
oksidasyonunun yavas kinetiginden dolay1 ozellikle pozitif yonde genis bir
potansiyel araliginda kullanilabilir (Lin et al., 2004). CNT’ ler hizli elektron
transferi ve ylizey bozunmasina Kkarst dayanikli olmalar1 nedeniyle daha
avantajlidir (Balasubramanian and Burghard, 2006). Bunun yaninda aktivite
kayb1 olmadan protein immobilizasyonuna olanak saglamalari, duyarlilig
artirmalar1 ve minyatiirizasyon i¢in uygun olmalar1t CNT’ lerin avantajlari
arasindadir (Paradise and Goswami, 2007).

Elektrokimyasal tayinler igin CNT” ler ¢esitli konfigiirasyonlarda elektrot
sistemlerine entegre edilebilir.

I. Bireysel CNT Kkonfigiirasyonlar1; CNT’ ler kendilerine has iistiin
ozellikleri nedeniyle nanoprob olarak kullanilabilmenin yanisira yiiksek
¢Oziiniirlilkte goriintiileme, nanolitografi, nanoelektrotlar, ilag taginimi, sensorler
ve alan emisyon sistemleri gibi bir¢ok alanda nanoprob olarak rol oynarlar.
Elektrokimyasal nanoelektrot olarak SWCNT kullanimi gergeklestirilmistir
(Dekker et al., 2000). SWCNT’ ler nanolitografi teknigiyle diizenlenmis ve sulu
¢ozeltide dongiisel voltammetri islemi uygulanmistir (Merkogi et al., 2005). Ayni
zamanda taramali tiinel mikroskobu (STM), atomik giic mikroskobu (AFM),
elektrostatik giic mikroskobu gibi mikroskoplarda algilayic1 uglara CNT
baglanarak, goriintiileme ve elektrokimyasal 6lgiimler yapilmistir (Paradise and
Goswami, 2007; Lee, 2006).
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Il. Elektrot yiizeylerinin modifikasyonunda CNT’ ler; CNT’ler
yonlendirilmis ya da yonlendirilmemis sekilde c¢esitli elektrotlarin yiizeylerinin
modifikasyonunda kullailmistir, camsi karbon elektrotlar en fazla kullanilan
elektrottur (Deo and Wang, 2004). Yonlendirilmis olarak CNT ile
modifikasyonlar1 elektrodun yiizeyine CNT’ lerin bir tabaka seklinde
biriktirilmesi ile gergeklestirilmistir (sekil 1.4). Bu sekilde yerlestirilen CNT’ ler
elektrot yiizeyi ve redoks enzimi arasinda elektriksel iletimi saglayan molekiiler
kablolar olarak gorev yapar. Enzimin prostetik grubu ve elektrot yiizeyi arasinda
bu sekilde direkt elektron transferi redoks mediyatorlerine gereksinimi azaltir ve
reaktifsiz sensor sistemlerinin gelistirilmesi agisindan 6nemlidir. Bu sekilde

hazirlanan CNT ormanlarmin spesifik biyosensor uygulamalar1 mevcuttur.
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Sekil 1.4. Molekiiler kablolar olarak gorev yapan CNT’ lerin dikey olarak yonlendirilmesi ile
nanoorman yapilar (Wang, 2005).

MWCNT’ lerin agik ucu grafit elektrotlara benzeyen hizli bir elektron
transfer hizina sahipken SWCNT’ ler ¢ok daha yavas elektron transfer hizina
sahiptir. Bu diisiinceleri temel alan Li ve arkadaslari (2004) elektrodun yapisi ve
yoneliminin elektrokimyasal ozellikleri ic¢in kritik bir nokta olduguna
inanmaktadir. Bu nedenle, Si-mikrofabrikasyon teknigi ile uyumlu olan bottom-
up yaklasimini kullanmistir. CNT olusturulmasinda kullanilan katalitik teknikler
ile mikrolitografi ve nanolitografiyi birlestirmistir. Plazma ile zenginlestirilmis
DVD yontemini kullanarak orman benzeri dikey bir diizenleme ile
yonlendirilmis MWCNT arraylerini Ni-katalizli film iizerinde hazirlamistir.
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Yonlendirilmis CNT arraylerinin elektriksel ve elektrokimyasal 6zellikleri kiigiik
redoks molekiilleri igin karakterize edilmistir (dongiisel voltammetri ve
elektrokimyasal impedans spektroskopisi ile), bunlarin yar1 donisiimli
nanoelektrot 6zelligi gosterdikleri ve ultra duyarli bir dedeksiyon temeline
dayandiklar1 bulunmustur.

CNT ile yonlendirilmemis elektrot modifikasyonlarina bakildiginda ise, en
cok geleneksel camsi karbon elektrotlarin yilizeylerinin modikasyonu ile
karsilagiimaktadir. CNT” lerin ilk kullanimi siilfiirik asitte disperse edilen CNT
ile camsi karbon elektrotlarin yiizeyinin modifiye edilmesidir. CNT’ lerin
asitlerle muamelesi ugta ve yan duvarlarda oksijen igeren c¢esitli gruplarin
(6zellikle karboksil gruplarr) olusumunu saglar ve boyle su gibi polar
¢ozgenlerde c¢oziinirliikleri artar. Ayrica hedeflenen bir  molekiiliin
baglanmasiyla biyouyumluluklar1 artirilabilir (Balasubramanian and Burghard,
2006). Karboksil gruplarmin varliginin MWCNT’ ler arasindaki van der waals
etkilesimlerinin  bozulmasina neden oldugu savunulmaktadir. MWOCNT
demetlerinin ayrilmalarini kolaylastirir (Tsai et al., 2006). Ayrica camsi karbon
elektrotlarin yilizeyleri dimetilformamid, konsantre nitrik asit ve nafyon/su i¢inde
hazirlanmis CNT’ lerle modifiye edilmistir. Yao ve arkadaslar1 (2006)
caligmalarinda cams1 karbon elektrotlar: su iginde dispersiyonu yapilmis CNT ile
modifiye ederek elektroaktiviteyi izlemistir. SWCNT ile modifiye elektrotlarla
MWCNT ile modifiye olanlar Kkarsilastirildiginda; SWCNT ile hazirlananlarin
daha kiigiik ¢apli, MWCNT ile hazirlananlarin ise elektron transfer 6zelliklerinin
daha iyi oldugu bulunmustur. Ayrica ayni ¢apa ancak farkli uzunluga sahip
MWCNT’ ler ile yaptiklar1 galismada CNT’ lerin uzunlugunun elektron
ozelliklerinde etkili olmadigin1 bulmuslardir (Yao and Shiu, 2007).

1.5.3. CNT-Polimer kompozitleri

Kompozitler farkli maddelerin istenilen amaca yonelik, belli diizende bir
araya getirilmesi ile hazirlanan malzemelerdir. Kompozit malzemeleri
hazirlamaktaki temel amag, degisik maddelerin iyi Ozelliklerini tek bir madde
altinda birlestirebilmektir (Jiang, 2011). Iletken polimerlerin 6zelliklerini
iyilestirilebilecek ve ¢esitli teknolojik alanlarda kullanilabilecek olan iletken
kompozitlerin hazirlanmasiyla yiiksek elektriksel iletkenlige sahip, termal olarak
kararli, mekanik Ozellikleri ve alev dayanimlar1 yiiksek kompozitler elde
edilebilecegi 6n goriilmektedir (Cetinkaya, 2007). iletken polimerler arasinda

polianilin diisiik maliyeti, kolay sentezlenebilmesi, yiiksek iletkenligi, ¢cevresel
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kararliligi ve redoks oOzellikleri nedeniyle genis uygulama alanina sahiptir
(Kutanis, 2007). CNT” ler polianilin ve polipirol gibi iletken polimerlerle beraber
kullanilarak hazirlanan biyosensorlerde hidrojen peroksit tayinine ydnelik
basarili elektrokimyasal biyosensorler hazirlanmis ve biyosensor cevaplarinda
olumlu bir artis oldugu yaymlanmstir (Luo et al., 2006; Tsai et al., 2006).
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.
-
\

\

Sekil 1.5. CNT - Polimer modifiye edilmis kompozit elektrot (Luo et al., 2006).

1.5.3. CNT ve biyoaktif bilesenlerin birlikte kullanim

Yaymlanan c¢aligmalara bakildiginda temel olarak sdylenen CNT ile
modifiye olmayan elektrotlara kiyasla CNT ile modifiye edilmis elektrotlarin
daha disiik potansiyellerde elektron transfer reaksiyonlarmi artirdigr ve
sensorlerdeki yiizey bozunmasini minimize ettigidir. Bu avantaj CNT temelli
biyosensorlere olan ilgiyi artrmustir (Balasubramanian and Burghard, 2006;
Merkogi et al., 2005).

Glukoz, diyabet hastaliginin tanisinda ve fermantasyon teknolojisinde
onemli bir molekiil oldugu i¢in enzim-CNT elektrotlar1 ile tayini en fazla
gerceklestirilen analittir (Wang et al.,, 2003). Birgok strateji glukoz tayinine

yonelik enzimlerin immobilizasyonu i¢in kullanilmaktadir. Glukoz oksidaz
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(GOx) CNT iizerinde polipirol vasitasiyla immobilize edilirken bir diger
caligmada ise glukoz dehidrogenaz (GDH) kovalent olarak CHIT-CNT filmi ve
glutaraldehid (GA) ile immobilize edilmistir. CHIT-CNT-GA-GDH ile GC
elektrotlar1 modifiye edilmistir, glukoz tayini fizyolojik matrikslerde girisim
olmadan stabil ve duyarli bir sekilde tamamlanmistir.
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Sekil 1.6. Glukoz oksidaz biyosensoriiniin CNT ile modifikasyonu

Biyosensorler ve biyoyakit hiicrelerinin  tasarlanmasinda redoks
enzimlerinin kullanimin1 sinirlayan en 6nemli etmenlerden biri elektrot materyali
ve redoks proteini arasinda direk elektriksel baglantinin bulunmayisidir. Bu
sorunu agsmak icin diflizlenebilen elektron materyallerinin kullanimi, proteinlerin
redoks reaksiyonlarin1 kolaylastiran redoks tasiyicilarin  baglanmasi ve
elektroaktif  polimerlerde redoks proteinlerinin  immobilizasyonu  gibi
uygulamalar yapilmistir. Son yillarda proteinden kofaktor ekstrakte edilmekte ve
elektrot ylizeyine redoks ozelligi zenginlestirilerek immobilize edilmektedir,
daha sonra apoenzim tekrar kofaktdre baglanir ve bu sekilde ilgili enzimlerin
biyoelektrokatalitik aktivasyonu arttirilmis olur (Willner et al., 2007).
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1.6. Mikrobiyal Biyosensorler

Mikrobiyal hiicrelerin  biyobilesen olarak kullanildigi  mikrobiyal
biyosensorler organik madde tayininde siklikla kullanilan bir yontem olup pek

cok avantaji mevcuttur.

Mikrobiyal biyosensorlerin kullanilmasinin avantajlarint soyle siralamak

miumkiindiir:

Metabolize edebildikleri genis bir kimyasal araliga sahiptirler
(D’Souza, 2001),

Farkli kosullara adapte olabilir ve zamanla yeni molekiilleri degrede
edebilme yetenekleri gelisirilebilir (D’Souza, 2001),

Hem ¢o6zgen inhibisyonlarina enzim elektrotlarindan daha az
duyarhdirlar hem de optimum pH veya sicaklik degerlerinden farkli
kosullara sahip ortamlara karsi toleranshidirlar (Karube and
Nakanishi, 1994),

Dayaniklilik siireleri enzim elektrotlarina kiyasla daha uzundur
(Karube and Nakanishi, 1994),

Aktif enzim izolasyonuna ihtiyag duyulmadigindan ekonomiktirler
(Karube and Nakanishi, 1994),

Coklu kataliz tepkimelerinde 6zellikle tercih edilirler (D’Souza,
2001).

Ayn1 zamanda mikrobiyal biyosensorlerin bazi1 dezavantajlar1 da mevcuttur.

1.

Uriin ya da substratin hiicre membranindan difiizyonu daha zordur, bu
nedenle bazilar1 enzim elektrotlarindan daha uzun bir cevap zamanina
sahiptirler (D’Souza, 2001; Karube and Nakanishi, 1994), bu
problemi asmanin yollarindan bir tanesi hiicre membranlarinin
gecirgen hale getirilmesidir. Hiicreler fiziksel (dondurma ve ¢6zme),
kimyasal (organik ¢ozgenler/deterjanlar) ve enzimatik (lizozim,
papain) yontemler kullanilarak gecirgen hale getirilebilirler. En ¢ok
kullanilan teknikler toluen, kloroform, etanol, biitanol gibi ¢6zgenler
ya da N,N,N-trimetilamonyum bromiir (CTAB), Na-deoksikolat veya
digitonin gibi deterjanlardir. Boylece kimyasal muamele sonucu
hiicre membranlarindan baz1 lipidler uzaklastirilarak porlar

olusturulur, hiicre i¢inde enzim gibi makromolekiiller alikonulurken
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substrat ya da iriin gibi kiigiik molekiiller hiicre membranindan
kolayca difiizlenirler. Ancak bu uygulamalar hiicrelerin canliligini
ortadan kaldirmaktadir (D’Souza, 2001).

. Kullanildiktan sonra rejenerasyon i¢in enzim biyosensorlerine kiyasla
daha fazla zamana ihtiya¢ duyulur (Karube and Nakanishi, 1994).

. Hicreler birden fazla enzim igerirler bu nedenle se¢imlilik diistiktiir.
Ancak belirli enzimleri eksik olan mutant mikroorganizmalarla
mikrobiyal sensorler hazirlanabilir. Bu uygulama real-time analize
olanak saglayarak, endiistriyel prosesler ve c¢evresel goriintiilemede
kontaminantlarm seviyesi ile akig hizmnin in situ tayini ve analitlerin
hizli Olgiimii  i¢in gerekli olan gereksinimi karsilamaktadir.
Mikrobiyal biyosensorlerin se¢imliligini artirmak igin yapilan baska
bir uygulama hiicre gegirgenliginin arttirilmasidir. Gegirgenlik artinca
kii¢iik molekiiler kiitleye sahip kofaktorlerin birg¢ogu hiicreden disari
difiizlenir ve istenmeyen yan reaksiyonlar bu sekilde minimize
edilmis olur (D’Souza, 2001). Kiiltiir ortaminda analitin karbon
kaynag1 olarak kullanimi mikroorganizmanin analizi yapilacak analite

kars1 secimliligini arttirmak i¢in kullanilan baska bir yOontemdir

(Alpat S, 2008).

Bir biyosensoriin hazirlanmasindaki en 6nemli adim biyolojik materyali
fizikokimyasal degisimleri 6lgmeye yarayan sistem ile basarili bir sekilde
kombine edilebilecek immobilizasyon teknigi belirlemektir. Immobilizasyon
teknigi biyomateryal ve iletici sistemin arasindaki baglantiy1 saglarken ayni
zamanda tekrar kullanim i¢in stabilizasyonda yardimci olur. Biyomateryaller
adsorbsiyon, tutuklama, kovalent baglama, c¢apraz baglama ya da tiim bu
tekniklerin kombinasyonu ile immobilize edilebilirler (Lei et al., 2006; D’Souza,
2001). Canli hiicre kullanimi s6z konusu oldugunda uygulanan tekniklerin 1liml1
kosullarda gergeklestirilmesi gerekir. Ornegin, kovalent baglama, enzim ve
antikorlarm immobilizasyonu ic¢in kullanilan genel bir yontemken, hiicrelerin
immobilizasyonu i¢in kullanigli degildir. Bunun nedeni, kovalent baglamadaki
genel problemlerden bir tanesi reaktif gruplara ve diger sert reaksiyon
kosullarina maruz kalan hiicrelerin canliligini yitirmesidir. Glutaraldehid gibi
bifonksiyonel ¢apraz baglayicilar ¢esitli materyallere enzimlerin ve mikrobiyal

hiicrelerin immobilizasyonunda tercih edilen basarili bir yontemdir.

Canlt hiicreler kullanildiginda tutuklama ve adsorbsiyon teknikleri daha
kullanighdir. Genel bir uygulama diyaliz membrani gibi membranlar. Kullanarak
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iletici sisteme hiicrelerin immobilizasyonudur. Jelatin, albiimin gibi protein
yapilt materyallerden siklikla yararlanilmaktadir. Ayrica sentetik polimerler,
poliakrilamid, poliliretan temelli hidrojeller ve polivinil alkol immobilizasyon
amaciyla kullanilmiglardir. Sentetik polimerlerin kullanimini sinirlayan en
onemli sey, hiicrenin canliligini kaybetme olasiliginin bulunmasidir. Adhezyonla
immobilizasyon hiicrelerin substrat iceren sivi fazla direkt etkilesimini sagladigi
icin avantajli bir yontemdir, boylece indirgeme ya da kiitle transferi problemleri
elimine edilmis olur (D’Souza, 2001).

1.6.1. Bassillus subtilis

Bassillus subtilis toprakta, suda, havada yaygin olarak bulunan ve bitkilerin
gelisiminde katkisi bulunan gram pozitif bir bakteri tiiriidir. Bitkinin kok
bolgelerinde yasamini siirdiiren bakteri; Rhizoctonia, Fusarium, Aspergillus, ve
digerleri gibi bitki hastaligma sebep olan mikroorganizmalar ile yarisarak hayatta
kalma miicadelesi verirken bitkiyi patajonik mikroorganizmalara karsi korur
(EPA 2003). Bunun yan: sira oksijenli solunum veya gecici oksijenli solunum
yapar, 20-30°C de iirerler ve vejetatif sekilleri dayaniksiz olup, sporlar1 bazen
kaynama derecelerinde birkag saat dayanabilirler. Bassillus subtilis i¢in belirtilen
optimum pH 6,5 - 7,5 araligidir (Younis M. A., 2010).

1.7. Parasetamol

Kimyasal ad1 N-(4-hidroksifenil)etanamid olan parasetamol (asetaminofen)
agri kesici ve ates diisiiriicii ilaglarin etken maddesi olarak kullanildig:1 gibi azo
boya ve fotografik kimyasallarin yapiminda da énemli bir maddedir (Langford,
2009). Hastane atiklari, imha, kullanici atiklari ile kullanim sularma ve atik
sulara karisarak diisiik konsantrasyonda olmasina ragmen suda yasayan
organizmalara ve sulama sularina karigarak bitkilere zarar verebilmektedir
(Huber, 2005). Akut ve kronik hasarlar, dokularda birikme, hiicre ¢gogalmasinda
inhibisyona neden olma 6nemli zararlardandir (Escher, 2011). Kullanim sularina
katilan klor ile 11 farkl bilesik olusturabilmekte ve bunlar toksik bilesik olan N-
asetil-p-benzokinon imin ve 1,4-benzokinonu da kapsamaktadir (Bedner, 2006).


http://tr.wikipedia.org/wiki/Oksijenli_solunum
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HO

Sekil 1.7. Parasetamoliin kimyasal yapisi

Parasetamol oral yoldan alindiginda gastrointestinal sistemde hizla emilir.
Almmasmdan 30-60 dakika sonra maksimum plazma konsantrasyonlarina ulasir
ve bitiindokularahizla dagilir. Plazma proteinlerine baglanmasi zayiftir.
Plazma yar1 6mrii 1-4 saat olup Idrarla, parasetamol’iin % 1-3’ii degismemis
olarak atilirken % 80’1 biyolojik olarak glukuronid veya siilfat bilesikleri olarak
atilir. Analjezik etkisi yeni nesil analjeziklere gore hafif kalmis olsa da
gastrointestinal sistemde yan etkisinin hemen hemen olmamasi, giivenilirligi ve
de gebelerde kullanilabilmesi Parasetamoliin her zaman 6n planda kalmasini ve
Klasik bir analjezik olmasini saglamaktadir (Aghababian, 2010).
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N
H
Polifenol Oksidaz
)

o
N-Asetil-p-kinonimin
-‘-‘HN

Sekil 1.8. Parasetamoliin enzimatik yolla yiikseltgenme tepkimesi.
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2. MATERYAL METOT
2.1 Materyal
2.1.1 Cihaz ve diger ekipmanlar

Denemelerde Palm Sens Ins. (Hollanda) marka potansiyostat; CHI 104
model Altin (Au) ¢alisma elektrodu, CHI 111 model Ag/AgCl doygun referans
elektrodu, BASI MW-1032 model Pt yardimci elektrodu; Isolab P100 ve P1000
otomatik pipetleri, Lauda (Germany) marka termostat, Yellow line manyetik
karistirici, Sonikator LC 30 kullanild.

2.1.2 Kimyasallar

Anilin, MWCNT ( >99% saflikta, 7-15 nm c¢apinda, 0,5-10 uM
uzunlugunda), N-Hidroksisuksinimid (NHS), etil(dimetilaminopropil)
karbodiimide (EDC), glutaraldehit, parasetamol, sodyum asetat, Potasyum fosfat
monobazik, tris, hidroklorik asit, siilfiirik asit, nitrik asit, askorbik asit, {irik asit
Sigma’dan , gamma alumina (0,1; 0,05 micron) CH Instruments Inc’ den temin
edilmistir.

Elektrot hazirlanmasinda kullanilan ¢ozeltiler;

50 mM fosfat tamponu ( pH: 7,0)

e MWCNT aktiflestirilmis stispanse formda

¢0,05 M Anilin

e1 M HCI

e1 MEDC ve 1,5 M NHS

epH 7,0 50 mM fosfat tamponu igerisinde 10 mg/ml olacak sekilde
hazirlanmis Basillus sp.

*% 0,5 lik Glutaraldehit

2.1.3. Basillus sp. kiiltiir ortam

Bushnell Haas; 0,2 g/L magnezyum siilfat, 0,02 g/L kalsiyum klorit, 1,0
g/L monopotasyum fosfat, 1,0 g/L dipotasyum fosfat, 1,0 g/L amonyum nitrat,
0,05 g/L ferrik klorit icerir. 3,7 g/L olacak sekilde bidistile suda hazirlanir.
Hazirlanma sonrasi pH: 7,0 £0,2; 25°C dir.
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Test mikroorganizmasi (Basillus sp.) yatik nutriant agarda 30°C’ de 24 saat
aktive edildi. Yukarida verilen Bushnell Haas besiyeri 50 ml’ lik erlende
belirtilen miktarda hazirlandi. 121°C’ de 15 dk otoklavda steril edildi. Sterilize
edilen ortama C kaynagi olarak membran filtrasyonu ile sterilize edilen
parasetamol aseptik kosullarda, 500 mg /mL olacak sekilde ilave edildi. Basillus
sp. ile beslenmis besiyerleri 200 rpm’ de 24 saat 30°C’ de inkiibe edildi. Siire
sonunda besiyeri igerigi 700 g, +4°C’ de 15 dakika santrifiij edildikten sonra,
fizyolojik serum ile 2 kez yikandi. Yikanan hiicreler tekrar santrifij edilerek
liyofizasyon islemi gergeklestirildi. Liyofilize edilen hiicreler Au/Anilin-
MWCNT/EDC-NHS/Basillus sp./GA mikrobiyal biyosensoriiniin
hazirlanmasinda kullanildi (Akyilmaz, 2006).

2.2. Yontem
2.2.1 Biyosensoriin hazirlanmasi

Oncelikle Au elektrot fiziksel, kimyasal ve -elektrokimyasal olarak

temizlenir. Elektrot temizleme asamalar1 s6yledir;

1. 50 mM KOH igerisinde 0,2V - 1,2 V araliginda, 50 mV/s tarama
hizinda lineer sweep voltammetrisi onbes dongii uygulanir.

2. Bir miktar bulamag¢ halindeki Gamma alumina kadife bir yiizey
uizerine belli bir miktar damlatilir. Altin elektrot 6nce 0,1 sonra 0,05
mikronluk gamma alumina bulamacinda sekiz ¢izerek yavasca
gezdirilir. Bu sckilde elektrot yiizeyindeki kirlilikler mekanik
olarak temizlenmis olur. Au elektrot bidistile suyla durulandiktan
sonra adsorblanmig partikiilleri uzaklastirmak amaciyla bes dakika
etanol (%99) igerisinde sonikatorde bekletilir. Tekrardan bidistile
suyla durulandiktan sonra bes dakika da bidistile su igerisinde
sonikatorde bekletilir.

3. Au elektrodun yiizeyinin elektrokimyasal olarak temizlenmesi i¢in
0,5 M H,SO, c¢ozeltisi igerisinde -0,3V - 1,5V potansiyelleri
arasinda, 100 mV/s tarama hizinda otuz tane dongiisel
voltammogram almir. Temizleme islemlerinin ardindan elektrot

bidistile sudan gegirilerek azot gazi ile kurutulur.
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Au elektrot yiizeyinde anilin polimerizasyonun gergeklestirilme prosediirii

su sekildedir;

1. Adim : Polimerizasyon

Polimerizasyon  ¢Ozeltisinde  kullanilacak  MWCNT”  lerin
aktiflestirilmesi; H,SO4 : HNO;3 ; 3:1 oraninda hazirlanmis asit
cozeltisine 1 mg/ml olacak sekilde MWCNT ilave edilir ve karigim
2 saat sonikatorde bekletilir (Wang et al., 2005)

1 M’ lik HCIl ¢ozeltisi igerinde 0,05 M’ lik anilin ¢ozeltisi
hazirlanir.

10 ml 0,05 M anilin ¢6zeltisi, 25 ml 1 M KCI ¢ozeltisi ve 1ml
aktiflestirilmis MWOCNT temiz ve kuru bir beher icerisinde
karistirilir ve (0 - 1,5) V araliginda, 50 mV/s tarama hizinda, oda
sicakhiginda ve karanik ortamda dongiisel voltammogram ile 30
dongii  almarak altin elektrot yiizeyinde polimerizasyon
gerseklestirilir (Chawla et al., 2011). Bekleme sonrasi, nonspesifik
etkilesimlerim giderilmesi amaciyla modifiye elektrot bidistile

sudan gegirilir.

2. Adim : EDC-NHS

EDC-NHS ¢ozeltisi, 1:1 oraninda pH: 7,0; 50 mM fosfat
tamponunda 100 mg/ml (1:1,5 M) olacak sekilde hazirlanir.
Polimerizasyonu gergeklestirilmis olan elektrot bu ¢dzelti
icerisinde oda sicakliginda 1 saat bekletilir. Bekleme sonrasi,
nonspesifik etkilesimlerin giderilmesi amaciyla modifiye elektrot

bidistile sudan gegirilir.

3. Adim : Basillus sp.

Liyofilize Basillus sp. 10 mg/ml olacak sekilde pH 7,0 50 mM
fosfat tamponu icerisinde pipet ile ¢ek birak yontemiyle
karistilarak slispanse hale getirilir.

Hazirlanan siispanse karigimdan 10 pL modifiye elektrot yiizeyine
damlatilir ve +4 °C’ de gece boyu kurumaya birakilr.
Immobilizasyon islemi sonrasinda nonspesifik etkilesimlerim

giderilmesi amaciyla modifiye elektrot bidistile sudan gegirilir.
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4. Adim : Glutaraldehit ile ¢apraz baglama

pH 7,0 50 mM fosfat tamponu igerisinde hazirlanan %0,5” lik GA
icerisine ili¢ dakika boyunca elektrot daldirip c¢ikartilarak islem

gerceklestirilir.  Islem sonrasmda nonspesifik etkilesimlerin

giderilmesi amaciyla modifiye elektrot bidistile sudan gecirilir.

5. Adim : Ortam adaptasyonu

1 mM parasetamol bulunan ¢ozelti igerisinde hazirlanan mikrobiyal
sensOr daldirma yontemi ile otuz dakika bekletilir. Boylece
mikroorganizmanm analiz edilecek madde olan parasetamole

adapte olmasi1 saglanir.

Hazirlanan mikrobiyal biyosensoriin hazirlanma asamalarina iliskin sema

sekil 2.1 de gosterilmektedir.

i

Sekil 2.1. Hazirlanilan Au/Anilin-MWCNT/EDC-NHS/Basillus sp./GA mikrobiyal biyosensoriiniin

ZI

|
o

Basils . GA
— - |

?-_
—_
 —
— ]
o —

olimerzasyon EDC-NHS

—

anlin+ MWCNT
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2.2.2. Biyosensoriin ¢calisma ilkesi

Hazirlanan mikrobiyal biyosensoriin ¢aligma ilkesi; parasetamoliin +0,5 V
patansiyelinde polifenol oksidaz katalizliginde yiikseltgenerek bir kinon formu
olan N-Asetil-p-kinonimin’ a doniisiimii esasina dayanr.

/ COCH3 COCH3
¢ ¢
|
(/ﬁ +300mV ﬁ' l +2H +2¢
|
OH o
Parasetamol N-Asetil-p-kinonimin

Sekil 2.2. Parasetamoliin yiikseltgenme reaksiyonu.

Sekil 2.3.” te tasarlanan biyosensoriin ¢alisma ilkesi sematik olarak
gosterilmektedir. Polifenol oksidaz enziminin aktif merkezindeki bakirin (Cu®*)
rejenerasyonu MWCNT tarafindan saglanmaktadir.

m MWCNT (red) PPO (Cu™) D g Parasetamol
LU g MWCNT (oks) BC PPO (Cu') N-Asetil-p-kinonimin

Sekil 2.3. Biyosensoriin ¢alisma ilkesi.

2.3. AuU/Anilin-MWCNT/EDC-NHS/Basillus sp./GA Mikrobiyal
Biyosensoriiniin Hazirlanmasina Yonelik Yapilan Optimizasyon
Calhismalan

Parasetamol tayini amaciyla gelistirilen Au/Anilin-MWCNT/EDC-
NHS/Basillus sp./GA mikrobiyal biyosensoriiniin hazirlanisi ve uygulamaya
gegcirilebilmesi igin gerekli kosullarin optimizasyon ve Kkarakterizasyonuna
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yonelik caligmalar yapilmistir. Bolim 2.2.1 de belirtilen mikrobiyal
biyosensoriin  hazirlanma adimlarina yonelik karakterizasyon c¢aligmalari
kapsaminda, sirastyla; anilin, MWCNT, EDC-NHS, Basillus sp. ve glutaraldehit
miktarinin gelistirilen mikrobiyal biyosensoriin cevabimna olan etkisi belirlendi.
Parasetamol i¢in dogrusal tayin araliginin belirlenmesine yonelik c¢aligmalar
yapildi. Daha sonra optimum sicaklik ve pH’ i belirlenmesi amaciyla denemeler
yapildi. Biyosensoriin depo kararliligi ve tekrarlanabilirligine ait denemelerin
ardindan denemeler sonrasi elde edilen bilgiler 1s18inda substrat spesifikligi,

girisim etkisi, 1lag¢ lizerinden 6rnek analizi calismalar1 gergeklestirildi.
2.3.1. Anilin miktarimin biyosensor cevabina etkisi

Iletkenlik ve cevresel stabilite dzelliklerinin yiiksek olusu polianilinin MWCNT
ile kompozit olusturma alaninda en ¢ok tercih edilen iletken polimer olma
sebebidir (Chawla S. et al., 2011). Hazirlanilan Au/Anilin-MWCNT/EDC-
NHS/Basillus  sp./GA mikrobiyal biyosensoriinde, Au elektrot yiizeyi
elektropolimerizasyon yontemi kullanilarak anilin ile modifiye edilmis ve bu
boliimde degisen anilin miktarmin biyosensor cevabi lizerine etkisi incelenmistir.
Deneysel ¢alismalar pH: 7,0 50 mM fosfat tamponunda ve 30°C sabit sicaklik
altinda gergeklestirildi. Mikroorganizma miktar1 10mg/ml, glutaraldehit miktari
% 0,5, EDC-NHS miktar1 1:1,5 M ve MWCNT miktart 1 mg/ml sabit tutularak
gerseklestirilen polimerizasyon islemleri i¢in anilin konsantrasyonu 0,025 M,
0,05 M ve 0,1 M olarak degistirildi. Denemeler (0 - 0,8) V araliginda DP metodu
kullanilarak gergeklestirildi. Calismalar 1518inda en uygun anilin miktar1 tespit
edilerek denemelere devam edilmistir.

2.3.2. MWCNT miktarinin biyosensor cevabina etkisi

Polimerizasyon asamasinda anilin ile birlikte kullanlan MWCNT
hazirlamig oldugumuz mikrobiyal biyosensoriin iletkenligi ve enzim aktif
merkezinde bulunan Cu®’m rejenerasyonu i¢in kullanilan onemli bir
parametredir. Calismanin  bu bdliimiinde mikrobiyal biyosensér i¢in
kullanilabilecek en uygun MWCNT miktarina 0,5 V’ta amperometrik metot
sonuglar1 dogrultusunda karar verilmistir. Deneysel calismalar pH: 7,0 50 mM
fosfat tamponunda ve 30°C sabit sicaklik altinda gergeklestirildi.
Mikroorganizma miktar1 10 mg/ml, glutaraldehit miktar1 % 0,5, EDC-NHS
miktar1 1:1,5 M ve anilin miktar1 0,05 M sabit tutularak gergeklestirilen
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polimerizasyon islemleri igin MWCNT miktar1 0,5, 1 ve 2 mg/ml olarak
degistirildi.

2.3.3. EDC-NHS miktarinin biyosensor cevabina etkisi

Calismanin bu asamasinda altin elektrot ylizeyinde olusturulan polimerizasyon
tabakasindaki MWCNT’ lere ait serbest karboksil gruplarinin N-hidroksi
stiksinimid esterlerine aktive edilmesi amaciyla kullanilan EDC-NHS i¢in
optimum kullanim miktar1 belirlenmistir. Deneysel ¢aligmalar pH: 7,0 50 mM
fosfat tamponunda ve 30°C sabit sicaklik altinda gergeklestirildi.
Mikroorganizma miktar1 10 mg/ml, glutaraldehit miktar1 % 0,5, MWCNT
miktar1 1 mg/ml ve anilin miktar1 0,05 M sabit tutularak gerceklestirilen
mikrobiyal biyosensoriin hazirlanmasinda EDC-NHS miktar1 0,5:0,75, 1:1,5 ve
2:3 M olarak degistirildi. Denemeler 0,5 V’ta amperometrik metot kullanilarak
gerceklestirildi. Calismalar 1s18inda en uygun EDC-NHS miktar tespit edilerek

denemelere devam edilmistir.

2.3.4. Mikroorganizma miktarinin biyosensor cevabina etkisi

Enzim aktivitesinden faydalanmak {izere secilen mikroorganizma
miktarinin biyosensér cevabina olan etkisinin incelenmesi amaciyla yapilan
calismalar pH: 7,0 50 mM fosfat tamponunda ve 30°C sabit sicaklik altinda
gergeklestirildi. EDC-NHS miktar1 1:1,5 M, glutaraldehit miktar1 %0,5,
MWCNT miktar1 1 mg/ml  ve anilin miktar1 0,05 M sabit tutularak
gergeklestirilen mikrobiyal biyosensOriin  hazirlanmasinda mikroorganizma
miktar1 5, 10, 15 mg/ml olarak degistirildi. Denemeler 0,5 V’ ta amperometrik
metot kullanilarak gerceklestirildi. Caligmalardan elde edilen veriler 15181nda en

uygun mikroorganizma miktar1 tespit edilerek denemelere devam edilmistir.
2.3.5. Glutaraldehit miktarimin biyosensor cevabina etkisi

Hazirladigimiz mikrobiyal biyosensoriin mikroorganizma
immobilizasyonunda c¢apraz baglayic1 ajan olarak kullanilan glutaraldehidin
biyosensdr cevabina etkisinin incelenmesi iizerine yapilan deneysel ¢aligmalar
pH: 7,0 50 mM fosfat tamponunda ve 30°C sabit sicaklik altinda ger¢eklestirildi.
EDC-NHS miktar1 1:1,5 M, mikroorganizma miktart 10 mg/ml, MWCNT
miktar1 1 mg/ml ve anilin miktar1 0,05 M sabit tutularak gerceklestirilen

mikrobiyal biyosensoriin hazirlanmasinda daldirip ¢ikartma yontemi uygulanma
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sliresi sabit tutularak glutaraldehit miktar1 % 0,25, % 0,5 ve % 1 olarak
degistirildi. Denemeler 0,5 V> ta amperometrik metot kullanilarak
gerceklestirildi. Caligmalardan elde edilen veriler 1s1¢1nda en uygun glutaraldehit

miktari tespit edilerek denemelere devam edilmistir.

2.4. Mikrobiyal Biyosensoriin Calisma Kosullarimin
Optimizasyonu

2.4.1.  Mikrobiyal Biyosensoriin  Optimum  Sicakhgim
Belirlenmesi

Gelistirilen biyosensoriin optimum sicakliginin belirlenmesi amaciyla 20,
25, 30, 35, 40, 45°C’de olgtimler gergeklestirilerek modifiye mikrobiyal
biyosensorle farkl sicaklik degerlerinde elde edilen cevaplar incelendi. Belirtilen
sicaklik degerleri diistikte yliksege dogru gidilerek, 0,5 V amperometrik metot ile
gerceklestirildi. Deneysel ¢aligmalarda pH: 7,0 50 mM fosfat tamponu ve
optimum degerleri belirlenen Au/Anilin-MWCNT/EDC-NHS/Basillus sp./GA
mikrobiyal biyosensorii kullanildi. Optimum sicaklik degerinin belirlenmesi 100
uM parasetamol derisiminde mikrobiyal (0O - 0,8) V araliginda gergeklestirilen

DP yontemine biyosensoriin vermis oldugu cevaplar degerlendirilerek yapildi.

2.4.2. Mikrobiyal Biyosensoriin Optimum pH Degerinin
Belirlenmesi

Optimum pH degerinin belirlenmesi amaciyla 50 mM pH 5 ve 5,5 asetat;
pH 6, 6,5, 7, 7,5 fosfat ve pH 8,0 Tris-HCI tampon sistemleri kullanilmistir.
Deneysel c¢aligmalar 30°C sabit sicaklikta ve optimum degerleri belirlenen
Au/Anilin-MWCNT/EDC-NHS/Basillus  sp./GA  mikrobiyal  biyosensorii
kullanilarak gerceklestirildi. Optimum pH degerinin belirlenmesi 100 pM
parasetamol derisiminde 0,5 V’ ta amperometrik metoda mikrobiyal

biyosensoriin vermis oldugu cevaplar degerlendirilerek yapildi.
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2.5. Au/Anilin-MWCNT/EDC-NHS/Basillus sp./GA Mikrobiyal
Biyosensoriiniin Karakterizasyonuna Yoénelik Calismalar

2.5.1. Mikrobiyal biyosensoriin hazirlanma asamalarinda yiizey
karakterizasyonun impedans olciimleri ile belirlenmesi

Mikrobiyal biyosensoriin hazirlanma asamalarini takiben;

I.  Au elektrot ylizeyi temizlenmesinden sonra yalin elektrodun yiizey

karakterizasyonunun belirlenmesi

I1.  Polimerizasyon sonrasi ylizey karakterizasyonunun belirlenmesi

I1l.  Mikroorganizmanin modifiye elektrot yiizeyine immobilizasyonu
sonrasi ylizey karakterizasyonunun belirlenmesi

IV. Modifiye mikrobiyal biyosensoriin 250 uM parasetamol igeren
ortamda biyosensor cevabinin karakterizasyonu i¢in dort asamali
olarak impedans ve DV o6lgtimleri alindi. Elde edilen veriler 1s18inda
immobilizasyon agamalarinin Au elektrot yiizeyinde meydana getirdigi

degisimler izlendi.

2.5.2. Parasetamol icin dogrusal tayin arahgina yonelik
calismalar

Yapilan denemelerde 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 225, 250 uM
parasetamol konsantrasyonlar1 i¢in 0,5 V’ ta amperometrik yontem ile sirali
katim metodu kullanilarak 6lgiimler alindi. Buna ilaveten 50, 100, 150, 250, 500,
1000 uM parasetamol konsantrasyonlar1 i¢in (-0,25 - 0,8) V araliginda dongiisel
voltammogram (DV), 50, 100, 150, 250, 500, 1000 uM parasetamol
konsantrasyonlar1 igin (0 - 0,8) V araliginda differensiyal puls (DP) yontemleri
kullanilarak dogrusal tayin araligmin belirlenmesi i¢in Ol¢limler almmustir.
Cizilen kalibrasyon grafigi yardimiyla mikrobiyal biyosensoriin dogrusal tayin

aralig1 ve tayin limiti belirlendi.

2.5.3. Mikrobiyal biyosensoriin tekrarlanabilirligine yonelik
calismalar

Au/Anilin-MWCNT/EDC-NHS/Basillus sp./GA mikrobiyal biyosensorii
ile (0-0,8) V araliginda DP metodu kullanilarak 7 adet 6l¢iim alindi. Elde edilen
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verilerden yararlanilarak ortalama deger, standart sapma (S.S.), varyasyon
katsayis1 (% V.K.) hesaplandi.

2.5.4. Mikrobiyal biyosensoriin depolama kararhihgina yonelik
calismalar

Mikrobiyal biyosensoriin hazirlandigi giinden itibaren 2 giinde bir olmak
tizere 21 giin boyunca 100 uM parasetamol i¢in 0,5 V’ ta amperometrik metot ile
biyosensor cevabi izlendi. Bu siire zarfinda 6l¢iim alindigi zamanlar disinda
biyosensor +4 °C’de tutuldu. Denemeler 30 °C’de ve potasyum fosfat
tamponunda (pH 7,0; 50mM) gergeklestirildi.

2.5.5. Mikrobiyal biyosensoriin substrat spesifikligine yonelik
calismalar

Parasetamol tayini icin gelistirilen mikrobiyal biyosensdriin substratia
olan spesifikliginin tayin edilmesine iliskin yapilan olgtimlerde, 25 pM
parasetamol, askorbik asit, iirik asit, dopa, epinefrin ve glukoz ile 0,5 V’ ta
amperometrik 6l¢tim metodu kullanilarak alinan dlgtimlerde elde edilen veriler
1s51¢inda biyosensoriin parasetamol cevabi diger reaktiflere verdigi cevap ile

kiyaslandi ve % biyosensor cevabi substrat cesiti olarak grafigi ¢izildi.

2.5.6.  Mikrobiyal biyosensore girisimcilerin  etkisinin
belirlenmesine yonelik ¢alismalar

Mikrobiyal biyosensore iliskin girisimcilerin etkisi denemesinde 25 uM
askorbik asit, tlirik asit, dopa, epinefrin ve glukoz reaktifleri 25 uM parasetamol
ile birlikte kullanilmistir. Tek basina parasetamol cevabi % 100 kabul edilerek
diger reaktifler + parasetamol cevaplar1 kiyaslanarak % biyosensor cevabi -
girisimci grafigi ¢izilmistir. Denemelerde 0,5 V’ ta amperometrik 6l¢iim metodu

kullanilmstir.

2.5.7. Mikrobiyal biyosensor ile ila¢ orneklerinde parasatemol
tayinine yonelik cahismalar

Gelistirilen biyosensor ile Parol, Tamol, Minoset ilaclarinda parasetamol
miktar tayini yapilmis ve elde edilen sonuglar tablet formuna getirilmis drnekteki
spektrofotometrik tayin yontemi ile kiyaslanmistir (Martin et al., 1998).
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3. SONUCLAR VE TARTISMA

3.1. Au/Anilin-MWCNT/EDC-NHS/Basillus sp./GA Mikrobiyal
Biyosensériin Biyoaktif Tabakamin Optimizasyonuna iliskin Bulgular

Gelistirilen mikrobiyal biyosensoriin ylizey modifikasyonuna iliskin
uygulanan islemlerin kararkterizasyonunun belirlenmesi amaciyla impedans ve
DV yontemleri kullanilarak elde edilen veriler sekil 3.1 ve sekil 3.2 de

gosterilmektedir.
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Sekil 3.1. Mikrobiyal biyosensériin yiizey modifikasyonuna iligkin DV ol¢timleri. A) (0 - 0,5) V
araliginda, 50 mV/s tarama hizinda alman DV olglimleri sirasinda 50 mM pH: 7,0 fosfat
tamponunda hazirlanmis 5mM ferri-ferro siyaniir ¢ozeltisi kullanmilmustir. B) (-0,25 - 0,8) V
araliginda, 10 mV/s tarama hizinda alinan DV olgtimleri sirasinda 50 mM pH: 7,0 fosfat tamponu
¢ozeltisi kullanilmistir. Mavi: yalm Au elektrot, yesil: polimerizasyon, sar1: mikroorganizma
immobilizasyonu sonrasit alman Olglimler, pembe: 100 uM parasetamol varliginda modifiye
mikrobiyal biyosensoriin verdigi cevabin DV ol¢iimii.
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Mikrobiyal biyosensoriin hazirlanmasma yonelik gelistirilen prosediir
adimlarmin yalin Au elektrot, polimerizasyon, mikroorganizma immobilizasyonu
sonrast DV ve impedans Ol¢timleri alinmistir. Sekil 3.1 A’ da, yalin Au elektrot
ferri-ferro  ¢Ozeltisi  igerisinde  karakteristik DV  sonucunu verirken,
modifikasyonlar sonrasi alinan 6l¢limlerde degisim gosterdigi gozlenmektedir.
Belirlenen asamalarda alinan Ol¢imlerin - her birinde degisen DV
karakterizasyonu prosediir agamalarinin basarili bir sekilde gerceklestiginin

gostergesidir.
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Sekil 3.2. Mikrobiyal biyosensoriin yiizey modifikasyonuna iliskin impedans élgiimleri. Olgiimler
sirasinda 50 mM pH: 7,0 fosfat tamponunda hazirlanmig 5 mM ferri-ferro ¢ozeltisi kullanilmistir.

Alman impedans Ol¢iimlerindeki direng degisiminin modifikasyon
asamalarinda farklanmis olmasi, elektrot yiizeyinde polimerizasyon olusumunun
ve biyoaktif tabaka immobilizasyonunun gergeklestiginin gostergesidir. Sonuglar

faradaik impedans egrileriyle uyumludur.

Mikrobiyal elektrodun ylizey karakterizasyonuna yonelik yapilan
islemlerin ardindan 6l¢iim yonteminin belirlenebilmesi amaciyla (-0,8 - 0,8) V
arahiginda substratsiz ve substrath DV OGlgtimleri almmistir. Alinan 6lgiimler
neticesinde (-0,25 - 0,8) V araliginda substrat konstrasyonuyla orantili olarak
artan anodik pikler baz almarak hazirladigimiz mikrobiyal biyosensoriin

parasetamole cevap verdigi gozlenmistir.



32

Current/pA

PotentiallV

Sekil 3.3. Mikrobiyal biyosensoriin asagidan yukariya dogru 100, 250, 1000 pM parasetamol
bulunan ortamda (-0,25 - 0,8) V araligindaki DV cevaplari. Olgiimler 50 mM pH 7,0 fosfat
tamponunda 30 °C sicaklikta gerceklestirilmistir.

DV o6lgtimlerinin sonucunda gozlenen anodik pik akimindaki farklanmaya
bagli olarak DP metodu i¢in aralik belirlemesi yapilir. DP 6l¢timii igin potansiyel
araligi, anodik pik akimmin olustugu potansiyel degerlerinden yola ¢ikilarak
belirlenir. DV 6lgtimlerinde 0,6 V’ta gozlenen anodik pik akimi DP 6lgiimlerinde
0,5 V olarak belirlenmistir. Yiizeydeki elektron transferinin 6l¢limii ile belirlenen
pik potansiyellerinin, metod degisimi neticesinde ufak degisimler gostermesi
normaldir. Sekil 3.4’ te DP olglimleri neticesinde elde edilen pik akimlar1 ve
parasetamol konsantrasyonuna bagli olarak s6z konusu pik degerlerinin artisi

gosterilmektedir.
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Sekil 3.4. Mikrobiyal biyosensoriin asagidan yukariya dogru 100, 250, 1000 pM parasetamol
bulunan ortamda (0 - 0,8) V araligindaki DP cevaplari. Olgiimler 50 mM pH 7,0 fosfat tamponunda
30°C sicaklikta gerceklestirilmistir.

DP olgiimlerinde elde edilen pik potansiyel degerlerinden yola ¢ikilarak
0,3, 0,4, 0,5 ve 0,6 V potansiyellerinde amperometrik Ol¢timler alinmustir,
maksimum akim degerinin elde edildigi ve dogrusal araligin belirlendigi 0,5 V
amperometrik Ol¢iim yonteminde kullanilacak olan potansiyel degeri olarak
belirlenmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Mikrobiyal biyosensérin 25 pM lik sirali katim ile belirtilen potansiyeldeki
amperometrik akim degerlerinin karsilastiriimasi. Olgiimler 50 mM pH 7,0 fosfat tamponunda 30°C
sicaklikta gerceklestirilmistir.

3.1.1 Anilin miktarmmn biyosensor cevabina etkisine iliskin
bulgular

Mikrobiyal biyosensoriin hazirlanmasinda polimerizasyon malzemesi
olarak kullanilan anilin (0 - 1,5) V arasinda DV yontemi kullanilarak Au elektrot
ylizeyinde elektrokimyasal yolla polimerize edilmistir. Calismamizda poli
anilinin tercih sebebi iletken polimer olusumunda siklikla tercih edilen bir
yontem olmasinin yaninda CNT’ ler ile kompozit yapt olusumuna olan
elverigliligidir. Polianilinin yapisindaki amin uglar1t CNT’ lerin yapisinda
bulunan  karboksil wuglariyla  birleserek  rahatlikla ~ kompozit  yap1
olugturabilmektedir. Olusturdugumuz kompozit yapi iletkenlik ve dayaniklilik

acisindan gelistirilen mikrobiyal biyosensore biiyiik avantaj kazandirmaktadir.

Polimerizasyon tabakasmin kalinlig1 anilin miktar1 ile dogru orantili olup,
diflizyon tabakasinin artisina neden olmaktadir. Anilin miktarindaki artis ile
kalinlasan difiizyon tabakasi, miktarin azalmasi ile incelmesine ragmen
stabilizasyon ve iletkenligin maksimum diizeye ulagabilmesi i¢in s6z konusu

anilin miktarmin optimum degerinin bulunmasi esastur.
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Calismanin bu asamasinda en uygun anilin miktarinin belirlenmesi
amaciyla alinan dlglimlerde DP yontemi kullanilmistir. 0,025 M, 0,05 M ve 0,1
M anilin polimerizasyonu sonrasi alman Ol¢iimler sekil 3.6a ve sekil 3.6b° de
belirtilmistir.
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Sekil 3.6a. Optimum anilin miktarmin belirlenmesi {izerine yapilan ¢alismalarda DP yontemi ile
elde edilen sonuglar. A) 0,025 M; B) 0,05 M; C) 0,1 M anilin ile hazirlanan mikrobiyal
biyosensorlerin asagidan yukariya dogru; 50, 100, 150, 250, 500, 1000 uM parasetamol varliginda
DP yontemi kullanilarak olusan pik akim degerleri. Olciimler 50 mM pH 7,0 fosfat tamponunda
30°C sicaklikta gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.6b. Optimum anilin miktarinin belirlenmesi iizerine yapilan ¢aligmalarda DP yontemi ile
elde edilen sonuglardan olusturulan dogrusal grafikler. A) 0,025 M; B) 0,05 M; C) 0,1 M anilin,
olgtimler 50 mM pH 7,0 fosfat tamponunda 30°C sicaklikta gerceklestirilmistir.

Hem akim farklanmasmin yiiksekligi hem de elde edilen pik akimlarmnmn
parasetamol konsantrasyonuyla gosterdigi dogrusal artisin bir sonucu olarak
immobilizasyonda kullanilacak optimum anilin miktar1 0,05 M olarak

belirlenmistir.

3.1.2 MWCNT miktarimin biyosensor cevabina etkisine iliskin
bulgular

Mikrobiyal biyosensoriin polimerizasyon agamasinda immobilize edilen
MWCNT mikrar1 PPO aktif bolgesindeki Cu** m indirgenmesi ve anilin ile
polianilin-MWCNT kompozit yapismin olusumu i¢in 6nemli bir unsurdur.
Elektrot yiizeyine immobilize edilen tabakanin iletkenlik ve saglamligi kadar
onemli olan bir diger 6ge difiizyon tabakasindaki kalinligin optimal seviyede
Olmasidir. Optimum degerden daha az miktarda MWCNT kullanimi kompozit
yap1 ve elektron iletkenligi icin olumsuz etki gdsterirken, daha fazla miktarda
MWCNT kullanimmu difiizyon bariyerini arttirir. Sekil 8a ve sekil 8b’de optimum

MWCNT miktarmin belirlenmesi lizerine yapilan ¢aligmalar gosterilmektedir.
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Sekil 3.7a. Optimum MWCNT miktarinin belirlenmesi iizerine yapilan ¢aligmalarda 0,5 V’ ta
amperometrik yontem ile elde edilen sonuglar. Mavi: 0,5, kirmizt: 1, yesil: 2 mg/ml , Slgiimler 50
mM pH 7,0 fosfat tamponunda 30°C sicaklikta gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.7b. Optimum MWCNT miktarinin belirlenmesi iizerine yapilan ¢alismalarda 0,5 V’ ta
amperometrik yontem ile elde edilen sonuglardan olusturulan dogrusal grafikler. Mavi: 0,5, kirmizi:
1, yesil: 2 mg/ml, 6lgiimler 50 mM pH 7,0 fosfat tamponunda 30°C sicaklikta gerceklestirilmistir.

Elde edilen pik akimlarmin parasetamol konsantrasyonuyla gosterdigi
dogrusal artigin bir sonucu olarak immobilizasyonda kullanilacak optimum
MWCNT miktar1 1 mg/ml olarak belirlenmistir.
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3.1.3. EDC-NHS miktarimin mikrobiyal biyosensor cevabina
etkisine iliskin bulgular

MWCNT’ te bulunan karboksil uglarinin amin gruplari ile etkin bir sekilde
baglanmast amaciyla kullanilan EDC-NHS, aktiflesmenin tam olarak
yapilabilmesi i¢in dnemli bir parametredir. Mevcut karboksil gruplarmnin sayisina
ve bu guruplara baglanacak amin gruplarmin miktarma bagli olarak optimum
olarak kullanilmasi gereken EDC-NHS miktar1 belirlenmelidir. Sekil 3.9a ve
sekil 3.9b’ de degistirilen EDC-NHS miktarina bagli olarak biyosensoriin 0,5 V’

ta amperometrik yanitlar1 ve buna bagh grafigi gosterilmektedir.
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Sekil 3.8a. Optimum EDC-NHS miktarinin belirlenmesi iizerine yapilan g¢alismalarda 0,5 V’ ta
amperometrik yontem ile elde edilen sonuglardan olusturulan dogrusal grafikler. Mavi: 0,5 : 0,75,

kirmizi: 1 : 1,5, yesil: 2 : 3 M, odlgiimler 50 mM pH 7,0 fosfat tamponunda 30°C sicaklikta
gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.8b. Optimum EDC-NHS miktarmin belirlenmesi iizerine yapilan ¢aligmalarda 0,5 V’ ta
amperometrik yontem ile elde edilen sonuglardan olusturulan dogrusal grafikler. Mavi: 0,5 : 0,75,
kirmizi: 1 : 1,5, yesil: 2 : 3 M, dlgiimler 50 mM pH 7,0 fosfat tamponunda 30°C sicaklikta
gerceklestirilmistir.

Grafikten de anlasilacagi gibi 1 : 1,5 M oraninda hazirlanilarak kullanilan
EDC:NHS ile maksimum akim degerlerine ulasilmis ve dogrusal bir grafik elde
edilmistir. Bu nedenle elektrot ylizeyine yapilan immobilizasyon asamalar1 i¢in
optimum EDC:NHS oran1 1:1,5 M olarak belirlenmistir.

3.1.4. Mikroorganizma miktarimin mikrobiyal biyosensor
cevabina etkisine iliskin bulgular

Biyokimyasal tepkimenin katalizini gerceklestiren PPO enzimini barindaran ve
bu sayede biyokimyasal tepkimenin Kkatalizini gergeklestiren Basillus sp.’un
miktarsal olarak optimizasyonu i¢in 5, 10, 15 mg/mL mikroorganizma iceren
preparatlardan 10’ ar pL. modifiye elektrot yiizeyine immobilize edilmistir. Farkl
miktarlarda mikroorganizma igeren elektrotlara ait 6l¢lim sonuclar1 sekil 3.10a
ve sekil 3.10b’ de belirtirmistir.
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Sekil 3.9a. Optimum mikroorganizma miktarmnin belirlenmesi {izerine yapilan ¢aligmalarda 0,5 V’
ta amperometrik yontem ile elde edilen sonuglardan olusturulan dogrusal grafikler. Mavi: 5,
kirmuzi: 10, yesil: 15 mg/mL mikroorganizma igerir, 6lgiimler 50 mM pH 7,0 fosfat tamponunda
30°C sicaklikta gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.9b. Optimum mikroorganizma miktarmnimn belirlenmesi tizerine yapilan ¢aligmalarda 0,5 V’
ta amperometrik yontem ile elde edilen sonuglardan olusturulan dogrusal grafikler. Mavi: 5 ,
kirmuzi: 10, yesil: 15 mg/mL mikroorganizma igerir, 6lgiimler 50 mM pH 7,0 fosfat tamponunda
30°C sicaklikta gerceklestirilmistir.

Tekrarlanan Olc¢iimler sonucu grafikler degerlendirildiginde denenen iig
mikroorganizma miktarmmn da kabul edilebilir dogrusallikta oldugu
goriilmektedir. Amperometrik dlcliim neticesinde elde edilen veriler 15181inda en

yiiksek akim farklanmasi 15 mg/mL mikroorganizma kullanimida g6zlense de
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amperometrik Olcimlerde o6zellikle dnem arz eden biyosensor hafizasinin 10
mg/mL mikrorganizma miktariyla c¢alisildiginda daha diisik oldugu fark
edilmektedir. Akim farklanmasindaki yiikselis ve biyosensor hafizasi goz dniinde
bulundurularak, kullanilmasi gereken optimum mikroorganizma degerinin 10

mg/mL oldugu sonucuna varilmistir.

3.1.5. Glutaraldehit miktarimn biyosensér cevabina etkisine
iliskin bulgular

Mikrobiyal biyosensdr immobilizasyonun son asamast olan glutaraldehit
ile muamele mikroorganizmalarin elektrot yiizeyine ¢apraz baglarla tutturulmasi
amaciyla kullanilmaktadir. Glutaraldehit elektrotylizeyinde olusturdugu capraz
baglarla kafes benzeri bir yap1 olusturur ve miktariyla dogrusal oranda
olusturdugu bu yap1 daha kiigiik molekiillerin gecebilecegi darliga ulasir. Diger
taraftan toksik ozellik gdsteren bir molekiil oldugundan hiicrelerin canliligmin
devami i¢in optimum konsantrasyon miktarinin belirlenmesi biiyiik dnem tasir.
Farkli miktarlarda glutaraldehit muamelesi yapilan elektrotlara ait Ol¢clim
sonugclar1 sekil 3.11a ve sekil 3.11b° de belirtirmistir.
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Sekil 3.10a. Optimum glutaraldehit miktarinin belirlenmesi {izerine yapilan ¢aligmalarda 0,5 V’ ta
amperometrik yontem ile elde edilen sonuglar. Mavi: % 0,25, kimizi: % 0,5, yesil: % 1
glutaraldehit igerir, 6l¢timler 50 mM pH 7,0 fosfat tamponunda 30°C sicaklikta gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.10b. Optimum glutaraldehit miktarinin belirlenmesi iizerine yapilan ¢aligmalarda 0,5 V’ ta
amperometrik yontem ile elde edilen sonuglardan elde edilen dogrusal grafikler. Mavi: % 0,25,
kirmizi: % 0,5, yesil: % 1 glutaraldehit igerir, 6lgiimler 50 mM pH 7,0 fosfat tamponunda 30°C
sicaklikta gerceklestirilmistir.

Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde dogrusalligin, biyosensor
hafizasmmin  ve amperometrik Ol¢iim tutarliligmin en yiliksek degerlerde
bulundugu % 0,5 lik glutaraldehit miktar1 biyosensér immobilizasyonu ig¢in

optimum deger olarak belirlenmistir.

3.2. Mikrobiyal  Biyosensoriin Calisma Kosullarimin
Optimizasyonuna iliskin Bulgular

3.2.1. Optimum sicakhik degerinin belirlenmesi

Biyosensor sistemlerinde optimum  sicaklik degeri hem yiizey
modifikasyonunun bozulmamasi hem de Dbiyoaktif Dbilesenin aktivite
gosterebilmesi agisindan Onem taswr. Mikrobiyal biyosensoriin ¢alisma
kosullarmmdaki optimum sicaklik degeri 30°C olarak belirlenmistir. Bu deger
biyoaktif bilesenin optimum degerine yakin olup immobilizasyon tabakasinin
korunurlugu agisindan da elveriglidir. Ayn1 zamanda 30°C mikroorganizmanin
aktivasyonunda da kullanilan sicaklik degeri olup elde edilen sonug bu baglamda

da anlamlidir.



43

120

100

80

% Biyosensor Cevabi
(2]
o

0 10 20 30 40 50
T(°C)

Sekil 3.11. Mikrobiyal biyosensor icin optimum sicaklik grafigi. Olciimler 50 mM pH 7,0 fosfat
tamponunda gergeklestirilmistir.

3.2.2. Optimum pH degerinin belirlenmesi

Grafikten de goriildiigli gibi mikrobiyal biyosensor i¢in optimum ¢alisma
pH’ 1 7,0 olarak bulunmustur. Bu sonu¢ mikroorganizma ve enzimin serbest
haldeki optimum pH degeriyle uyumlu oldugundan immobilizasyon yonteminin
biyoaktif bilegsenin optimum pH degerini fazla degistirmediginin gostergesidir.
Gelistrilen biyosensoriin genis bir aralikta % 50’ nin {izerinde aktivite gostermesi

biyoaktif tabakada mikroorganizma kullanilmasinin bir avantajidir.
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Sekil 3.12. Mikrobiyal biyosensor igin optimum pH grafigi. Olgiimler 30°C sicaklhikta
gerceklestirilmistir.

3.3. Mikrobiyal Biyosensoriin Karakterizasyon Calismalarina
Tliskin Bulgular

3.3.1. Parasetamol i¢in belirlenen dogrusal tayin arahgi

Gelistirilen Au/Anilin-MWCNT/EDC-NHS/Basillus sp./GA mikrobiyal
biyosensoriiniin hazirlama ve ¢alisma kosullarinin optimizasyonunun ardindan,
parasetamol i¢in dogrusal tayin araligi belirlenmistir. Bu amagla alinan DV, DP

ve amperometrik 6l¢iim sonuglar1 ve kalibrasyon grafikleri sirasiyla sekil 3.13a;
13b, 14a; 14b ve 15a; 15b’ de belirtilmektedir.
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Sekil 3.13a. Tayin araligimin belirlenmesi i¢in (-0,25 - 0,8) V araliginda, 10 mV/s tarama hizinda
alinan DV o6l¢timleri. Asagidan yukariya dogru 0; 50; 100; 150; 250; 500; 1000 uM parasetamol
varliginda alinan 6l¢timler 50 mM pH 7,0 fosfat tamponunda 30°C sicaklikta gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.13b. Tayin araligimin belirlenmesi i¢in (-0,25 - 0,8) V araliginda alinan DV 6l¢timleri.
Asagidan yukariya dogru 0; 50; 100; 150; 250; 500; 1000 pM parasetamol varliginda alinan
dlciimlere ait kalibrasyon grafigi. Olciimler 50 mM pH 7,0 fosfat tamponunda 30°C sicaklikta
gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.14a. Tayin araliginin belirlenmesi igin (0 - 0,8) V araliginda alinan DP &lgiimleri. Asagidan
yukariya dogru 0; 50; 100; 150; 250; 500; 1000 pM parasetamol varliginda alinan 6l¢iimler 50 mM
pH 7,0 fosfat tamponunda 30°C sicaklikta gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.14b. Tayin araliginin belirlenmesi i¢in (0 - 0,8) V araliginda alinan DP 6lgtimleri. Asagidan
yukariya dogru 0; 50; 100; 150; 250; 500; 1000 uM parasetamol varlifinda alinan olgltimlere ait
kalibrasyon grafigi. Olciimler 50 mM pH 7,0 fosfat tamponunda 30°C sicaklikta gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.15a. Tayin araliginin belirlenmesi igin 0,5V’ ta alinan amperometrik 6l¢iimler her 50 sn” de
bir 25 uM parasetamol ilavesi ile elde edilmistir. Olgiimler 50 mM pH 7,0 fosfat tamponunda 30°C
sicaklikta gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.15b. Tayin araliginin belirlenmesi igin 0,5 V’ ta alinan amperometrik ol¢iimlere ait
kalibrasyon grafigi, her 50 sn’ de bir 25 pM parasetamol ilavesi ile elde edilen 6l¢iim sonuglarina
gore olsturulmustur. Olgiimler 50 mM pH 7,0 fosfat tamponunda 30 °C sicaklikta
gergeklestirilmistir.



48

3.3.2. Mikrobiyal biyosensoriin tekrarlanabilirlik denemelerine

iliskin bulgular

Denemeler sonucunda elde edilen bulgular ¢izelge 3.1’ de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Parasetamol i¢in elde edilen tekrarlanabilirlik degerleri.

Deneme Ortalama %
Sayisi ! 2 3 4 5 6 ! Deger S:S. V.K.
Bulunan

Parasetamol

Derisimi 250,16| 250,16| 248,73| 249,55| 253,22| 252,20| 250,57 250,65 | +1,55| 0,62
(nM)

Parasetamol derisimi 250 puM olup, olgtimler 50 mM pH 7,0 fosfat
tamponunda 30 °C sicaklikta (0 - 0,8) V araliginda DP metodu kullanilarak
yapilmistir. Cizelge 3.1 de goriildiigii gibi gelistirilen biyosensor birbirine yakin
0lgtim sonuglar1 vermis ve standart sapma kabul edilebilir aralikta bulunmustur.

3.3.2. Mikrobiyal biyosensoriin depolama kararhhgina iliskin
bulgular

Denemeler sonucunda elde edilen bulgular sekil 3.17° de gosterilmistir.
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Sekil 3.16. Parasetamol tayinine yonelik gelistirilen mikrobiyal biyosensor i¢in depo kararlilig:
denemesine iliskin bulgular. Kullanilan substratlarin derisimi 100uM olup, dl¢timler 50 mM pH 7,0
fosfat tamponunda 30 °C sicaklikta 0,5 V’ta amperometrik olgiimler yoluyla yapilmistir.




49

Caligsma siiresince 2 giinde bir dl¢lim alinmig ve % aktivite degeri 50’ nin
altina diigiine kadar devam edilmistir. Elektrot kullanilmadig1 zamanlar boyunca
+4°C’ de buzdolabinda bekletilmistir. Grafige bakildiginda ilk 7 giin boyunca %
90’ nin iizerinde aktivite gozlenmektedir. Bu durum biyoaktif materyal olarak
mikroorganizma kullaniminin biyosensorii daha dayanikli kilmasinin bir sonucu
oldugu gibi polimerizasyon yapisinin biyosensdre stabil bir yap1 kazandirmasinin
bir sonucudur. Sonu¢ olarak kullanilan immobilizasyon yonteminin Ve
mikroorganizmanin temel yapisinin mikrobiyal enzim kararliligin1 korudugunu

sOylemek miimkiindiir.

3.3.3. Mikrobiyal biyosensoriin substrat spesifikligine iliskin
bulgular

Polifenoloksidaz grup spesifik bir enzim oldugu i¢in fenolik bilesiklerin
oksidasyonunu katalizleyip katalizlemedigi bu calismada test edilmistir.
Tirozinaz biyosensorii ile fenolik bilesik olan dopa ve epinefrin ve genel
girisimcilerden fenolik olmayan glukoz , elektroaktif anyonik bilesikler olan
askorbik asit ve iirik asit kullanilarak olciimler yapilmustir. Ilgili bilesiklere

yonelik biyosensor cevabi sekil 3.18° te verilmistir.
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Sekil 3.17. Parasetamol tayinine yonelik gelistirilen mikrobiyal biyosensor igin substrat
spesifikliginin degerlendirilmesine iligkin bulgular. Kullanilan substratlarin derisimi 25 uM olup,
Olgtimler 50 mM pH 7,0 fosfat tamponunda 30 °C sicaklikta 0,5 V’ta amperometrik oOlgiimler
yoluyla yapilmistir.
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Mikroorganizmada bulunan polifenoloksidazin, fenol gruplarina spesifik
olusundan ileri gelen fenolik bilesiklerden dopa ve epinefrine mikrobiyal
biyosensoriin verdigi cevap olagandir. Mikrobiyal biyosensoriin, fenolik bilesik
orneklerine verdigi biyosensor cevabinin, parasetamole verilen biyosensor
cevabiyla kiyaslandiginda diisik ve ihmal edilebilir diizeyde oldugu
goriilmektedir. Mikrobiyal polifenoloksidaz enziminin parasetamole spesifik
denilebilecek diizeyde olan ilgisinin ve glukoza verilen cevabin bu denli diisiik
olmasmin sebebi, mikroorganizmanin kiiltiir ortaminda karbon kaynagi olarak
parasetamoliin kullanilmis olmasidir. Genel girisimciler olarak goriilen askorbik
asit ve iirik asite mikrobiyal biyosensoriin % 50’ nin altinda yanit géstermesi
gelistirdigimiz biyosensoriin rutin kullanima doniistiiriilebilmesi i¢in énemli bir

avantaj olarak degerlendirilmelidir.

3.3.4. Mikrobiyal biyosensor cevabina girisimcilerin etkisine
iliskin bulgular

Mikrobiyal biyosensor cevabimna girisimcilerin etkisinin incelenmesine
yonelik c¢alisma, parasetamole ek olarak glukoz, askorbik asit, iirik asit, dopa ve

epinefrinin de bulundugu ortamda l¢iimler almarak yapilmastir.
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Sekil 3.18. Parasetamol tayinine yonelik gelistirilen mikrobiyal biyosensor igin girisimcilerin
etkisinin degerlendirilmesine iligkin veriler (A) ve bulgular (B). Olgiimler 25 uM parasetamol ve

ilgili substrat kullanilarak 50 mM pH 7,0 fosfat tamponunda 30 °C sicaklikta 0,5 V’ta amperometrik
Ol¢limler yoluyla yapilmsgtir.

Veriler incelendiginde gelistirilen mikrobiyal biyosensoriin parasetamol ve
fenolik bilesikler varliginda daha yiiksek oranda cevap verdigi goriilmektedir.
S0z konusu bilesikler polifenoloksidazin substratidir ve enzimin bu bilesikleri
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yiiksetgemesi sonucu agiga ¢ikan elektronlar akim artigina neden olmaktadir.
Askorbik asit ve irik asitin % 50’ nin altinda bir akim farklanmasma sebep
oldugu goézlenmistir. Bunlara ilaveten baslica karbon kaynagi olan glukozun
mikrobiyal biyosensoriin cevabina hemen hemen hi¢ etki etmemesi biyoaktif
tabakadaki mikroorganizma temelli olusumun sensor tasariminda basarili bir

sekilde kullanilabilir oldugunun ifadesidir.

3.3.5. Mikrobiyal biyosensor ile ila¢ orneklerinde parasetamol
tayinine yonelik bulgular

Gelirtirilen mikrobiyal biyosensor ile 6rnek analizinin gerceklestirilmesine
yonelik yapilan bu ¢alismada etken maddesi parasetamol olan ilaglardan Parol,
Tamol ve Minoset kullanilmistir. Cizelge 3.2 de referans metotta kullanilan
spektrofotometrik yontem ile mikrobiyal biyosensore ait elde edilen veriler

karsilastirilarak uygulanabilirlik izlenmistir.

Cizelge 3.2. Parasetamoliin mikrobiyal biyosensor ve spektrofotomekrik tayin ile analizinin
karsilagtirilmasi.

.. 100pM i¢in
Ornek biyosensor ile Geri kazamim (%)
bulunan deger
Parol 96,08+2,3 96,08
Tamol 98,26+2,5 98,26
Minoset 98,30+2,3 98,30

Bulunan sonuglarin gerek referans metodla gerekse Ornekte bulunmasi
gereken  degerlerle paralel ¢ikmasi  biyosensoriin - rutin - sistemlerde
uygulanabilirligin yiiksek oldugunu gostermektedir.
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4. SONUC

Biyosensorler, genel olarak analizlenecek madde ile se¢imli bir sekilde
etkilesime giren biyoaktif bir bilesenin, bu etkilesim sonucu ortaya ¢ikan sinyali
Olclim sistemine aktaran iletici bir sistemin kombinasyonuyla olusturulurlar.
Biyoloji, fizik, kimya, biyokimya, mithendislik gibi pek ¢ok bilim alanmin bilgi
birikiminden multidisipliner bir anlayis ¢ercevesinde yararlanilarak ve biyolojik
molekiillerin veya sistemlerin se¢imlilik 6zellikleri ile modern elektronik
tekniklerin islem yeteneginin birlestirilmesiyle gelistirilen biyoanalitik cihazlar,
biyosensor sistemi olarak adlandirilir. Ilerleyen teknolojiyle birlikte biyosensor
sistemlerindeki duyarhilik artmakta ve giin gectik¢e rutin analizlerde biyosensor
sistemlerine olan ilgi daha yogun bir hal almaktadir. Ozellikle nanoteknolojinin
biyosensor sistemleri icerisinde kullanilmaya baslanmasiyla birlikte hizh
olmasmin yanisira aninda 6l¢lim imkanmin ve mikrosensorlerin s6z konusu

oldugu biyosensor sistemleri giinliik hayatimizin bir pargasi olmaya baglamistir.

Parasetamol olarak bilinen asetoaminofen, en fazla tercih edilen etkili bir
agr1 kesicidir. Yiksek dozda alindiginda toksik metabolit birikimine sebep
olarak, hepatoksisiteye ve nefrotoksisiteye yol agar (Matrin et al., 1998). Bu
nedenle, parasetamol miktarinin tayin edilmesi ve kontrol altinda tutulmasi

saglik agisindan 6nemlidir.

Bu c¢alismada kullanilan immobilizasyon prosediirii  6zgiin olup
parasetamol tayinine yonelik olarak gelistiren diger biyosensor tekniklerine gore;
diisiik dedeksiyon limiti, genis dogrusal araliga sahip olmasi ve mikrobiyal
biyosensor sistemlerine yeni bir bakis agisi getirmesi sebebiyle basarili bir

biyosensor sistemidir.

Gelistirdigimiz mikrobiyal biyosensoriin biyoaktif tabaka immobilizasyonu
icin anilinin MWCNT ile birlikte polimerizasyonu gergeklestirilmis ve EDC-
NHS kullanimi sonrasi aktiflesen karboksil gruplarma Basillus sp.
immobilizasyonu yapilmistir. Parasetamol, Basillus sp.” un biiyiime ortaminda
karbon kaynagi olarak kullanilarak mikroorganizmanm analiti doniigiime
ugratacak  enzimi  polifenol  oksidazin  aktivasyonu  saglanmis ve

mikroorganizmanin parasetamole adaptasyonu saglanmistir.

Au/Anilin-MWCNT/EDC-NHS/Basillus sp./GA mikrobiyal

biyosensoriiniin  ¢alisma  kosullarnin  optimizasyonuna yonelik yapilan
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caligmalarda optimum sicaklik degeri 30°C, optimum pH 7,0 fosfat tamponu
olarak belirlenmistir. Mikrobiyal biyosensoriin karakterizasyonuna iliskin
yapilan ¢aligmalarda 0,5 VV amperometrik metod i¢in dogrusal tayin araligi 25 -
250 uM olarak bulunmustur. Tekrarlanabilirlik denemelerinde ise 250 uM
parasetamol i¢in (n=7) ortalama deger 250,65 uM, standart sapma (S.S) =1,55 ve
varyasyon katsayisi (V.K) % 0,62 olarak bulunmustur. Yapilan substrat
spesifikligi denemelerinde parasetamole olan ilgi diger substratlara oranla ¢ok
daha fazladir. Askorbik asit ve iirik asit literatiirlerde (Chu et al., 2007) de
belirtildigi gibi elektroaktif girisimciler olduklarindan hem substrat spesifikligi
hem de girisim etkisi denemelerinde donilisime ugratilmasma ragmen

gelistirdigimiz biyosensor sisteminde bunun diisiik oranda oldugu gézlenmistir.
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