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OZET

Bu calismada, kolesterol tayini icin yeni bir amperometrik biyosensor
gelistirildi. Bu amacla siilfiirik asit ortaminda piroliin ve anilinin
elektropolimerlesmesiyle  platin/polianilin-polipirol  elektrot  hazirlandi.
Kolesterol oksidaz enzimi hazirlanan platin/polianilin-polipirol elektrot iizerine
immobilize edildi. Kolesterol tayini, enzim elektrodun yiizeyindeki enzimatik
tepkime sonucu olusan hidrojen peroksidin +0,70 V’da yiikseltgenmesine
dayanarak yapildi. Kolesterol biyosensoriiniin cevabina pH’min ve sicakhi@in
etkisi incelendi. Biyosensoriin kolesterol icin dogrusal calisma arahgi (1,8.10'5 -
5.10° M) olarak tespit edildi. Immobilize enzimin Kwm, Vmaks degerleri
hesaplandi. Biyosensoriin tekrar kullanilabilirligi ve raf omrii tayin edildi.

Hazirlanan biyosensorle biyolojik sivida (kan) kolesterol tayini yapildi.
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ABSTRACT

In this study, a new amperometric biosensor for determination of cholesterol
oxidase was developed. For this purpose platinum/polypyrrole-polyaniline
electrode was prepared by electropolimerization pyrrole and aniline in
sulphuric acid media containing pyrrole. Cholesterol oxidase has been
immobilized on the surface of platinum / polypyrrole-polyaniline electrode.
Determination of cholesterol was performed by means of oxidation of hydrogen
peroxide liberated during the enzymatic reaction on the surface of the enzyme
electrode at +0,70V (Ag/AgCl). The effects of pH and temperature on the
response of the cholesterol biosensor were investigated. The linear working
range of biosensor was 1,8.10° — 5.10° M of cholesterol concentration. Value of
Kwm and V., of immobilized enzyme were estimated respectively. Reuse number
and storage stability were determined of the biosensor. Determination of

cholesterol was carried out in biological fluid (in blood) by biosensor.
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1. GIRIS

Enzimlerin kullanim1 ¢ok eski caglara dayanir. Ilk caglarda insanlar bilingsiz olarak
ekmek hamuru, peynir, kimiz, yogurt gibi gidalarin hazirlanmasinda enzimlerin
islevlerinden yararlanmiglardir. Enzimlerin yapisi1 ve tepkime mekanizmalarinin
aydinlatilmasiyla enzimler gida, ilag, kozmetik, tekstil, temizlik maddeleri gibi ¢esitli
endistriyel maddelerin  iiretiminde, iiretime yonelik ¢esitli tepkimelerin
katalizlenmesinde ve fizyolojik rahatsizliklarin tedavisinden tipta tani ¢alismalarina
kadar uzanan yeni birgok alanda kullanilmaya baglanmistir [1]. Enzimoloji
konusundaki gelismeler 1897°de Biichner‘in canli maya hiicrelerinden ilk aktif
enzimi ekstre etmesiyle baslamistir. Biichner bu calismasiyla enzimlerin katalitik
aktivitelerini i¢inde bulunduklar1 hiicrelerin yasamsalligina bagli olmaksizin farkl
ortamlarda da devam ettirdigini gostermistir. 1926°da Sumner enzimlerin protein

yapisinda oldugunu ortaya koymus ve ilk enzim saflagtirmasini gerceklestirmistir [2].

Enzimler canli hiicrelerden elde edilmis protein yapisindaki biiylik bilesiklerdir.
Degisik avantajlarindan dolay1 enzimler cesitli kimyasal tepkimelerde katalizor
olarak kullanilmaktadir. Bitki , hayvan dokular1 ve mikroorganizmalardan elde edilen
cok sayidaki enzim yapilarina ve kontrol ettikleri tepkime mekanizmalarina gore
karakterize edilmislerdir. Karakterize edilen bu enzimlerin ticari ve saf sekillerinin
bulunmasi endiistriyel uygulamalarda kullanilmalarini saglamaktadir. Enzimlerin
spesifik olmalar1 ve tepkimeleri katalizleme kabiliyetleri onlarin biyokimyasal,

endiistriyel ve analitik alanlarda uygulamalarini cazip hale getirmektedir [3].

Dogal enzimler yiiksek molekiil kiitlesine sahip protein yapisinda olup suda
¢Oziiniirler. Ancak ¢oOzelti halinde kararliliklarinin  smirli  olmasi, ortamdan
ayrilmasinin ¢ok zor olmasi, tepkime denetimlerini giliglestirmelerini ve enzimlerin
tekrar kullanimlarinin miimkiin olmamasi immobilize enzim diisiincesini ortaya
cikarmistir. Sonugta immobilizasyon ile enzimlerin sicaklik, mekanik ve kimyasal

kararliliklarinin arttirilmasi ile tekrar kullanilabilmeleri miimkiin kilinmistir [4].



Bu ¢alismada, kolesterol tayini i¢in yeni bir amperometrik biyosensor gelistirildi. Bu
amagla siilfiirik asit ortaminda piroliin ve anilinin  elektropolimerlesmesiyle
platin/polianilin—polipirol elektrot hazirlandi. Bu elektrot kullanilarak serbest
kolesterol oksidaz enziminin aktivitesi incelendi. Daha sonra, kolesterol oksidaz
enzimi hazirlanan platin/polianilin—polipirol elektrot iizerine immobilize edildi.
Kolesterol tayini, enzim elektrodun yiizeyindeki enzimatik tepkime sonucu olusan

hidrojen peroksidin +0,70 V’da yiikseltgenmesine dayanarak yapildu.



2. GENEL BILGILER

2.1.Enzimler

Enzimler canli hiicrede meydana gelen kimyasal tepkimeleri katalizleyen veya
diizenleyen biyokatalizorlerdir. Organizmadaki organik molekiillerin yapimi, yikima,
kas hareketleri ve solunum gibi fizyolojik olaylar enzimler yardimiyla

yiritiilmektedir. Bu sebeple hayat enzimatik tepkimelerin tiimiidiir denilebilir.

Enzimler dort temel acidan ¢ok gii¢lii katalizdrlerdir:

1. Enzimler son derece etkilidirler. Siradan kimyasal katalizorlere gore tepkimeleri
10°-10"" kez daha hizli gerceklestirebilmektedirler. Enzimler gosterdikleri bu hiza
ulagirken pH, sicaklik, basing agisindan olduk¢a i1limli kosullarda c¢alisabilmeyi
miimkiin kilarlar. Enzimlerle katalizlenen reaksiyonlar fazla enerji gerektirmezler.
Ayrica en kolay bulunan, en ucuz, en emniyetli ¢oziicii olan su igerisinde ¢aligmak
enzimler i¢in miimkiin olmaktadir. Mesela amonyak elde etmek i¢in kullanilan Haber
prosesinde azot baglamak icin 200-1000 atm basing ve 500°C sicaklik gereklidir.
Ama azot baglayan bir bakterinin bu islemi yaparken yiiksek basing ve sicakliga
ihtiyaci yoktur.

2. Enzimler kimyasal katalizorlere gore ¢ok daha degisik kimyasal reaksiyonlari
katalizleyebilirler.

3. Enzimler reaksiyonun tipine ve substrata son derece spesifiktirler. Boylece yiiksek
verim ve ¢ok az sayida yan iiriin meydana gelir.

4. Enzimlerin ¢ok ¢esitli dogal kontrol mekanizmalart vardir. Enzimlerin aktivitesi,
icinde bulunduklar1 sartlara gore diizenlenebilir. Ayrica kontrol edici kiigiik

molekiiller de enzimatik aktiviteyi azaltabilir ya da arttirabilir [5].

Enzimler tepkimenin baglamasi i¢in gerekli olan aktivasyon enerjisini diisiiriirler. Bir
enzim daima bir gesit tepkimeyi kontrol eder. Biyosensor yiizeyi arttikca enzim

aktivitesi de artar.



Hiicre i¢inde iiretilmelerine ragmen hiicre disinda da etki gosterebilirler. Enzimlerin
kontrol ettigi tepkimelerin ¢ogu cift yonliidiir. Genellikle protein yapili olmalarindan

dolay1 proteinlerin etkilendigi faktorlerden etkilenirler [6].

Enzimlerde proteini olusturan amino asitlerin sayisi, dizilis sirast ve molekiillerin
yapisi belirli bir diizen i¢indedir. Bu diizen enzimin substrata se¢iciligini saglar. Bazi
enzimler yalnizca proteinden olusurken bazilar1 protein yaninda protein olmayan bir
kisim igerirler. Bu tip enzimlerde enzimin protein kismia “Apoenzim”, denir.
Koenzim ya da kofaktér enzime kovalent bagliysa “Prostetik grup* adi verilir.
Koenzimler genellikle vitamin tiirevleri, ve organik molekiillerden olusur. Apoenzim
ve koenzim birlikte “Holoenzim* diye adlandirilir. Holoenzimin biiyilik bir kismini
apoenzim olusturur. Apoenzim tek basina katalitik aktivite gostermez. Enzimin

gercek aktivitesi sadece koenzim ve apoenzim bir arada oldugunda gézlenir [7].

Enzim molekiiliiniin belirli bir bolgesinde belirli amino asitlerin olusturdugu bir
kisim bulunur. Protein zincirinin bu bolgesi enzimin katalitik etkisinden sorumlu
olup “Aktif bolge* olarak tanimlanir. Substrat ve eger varsa koenzim, bu merkeze
hidrojen baglari, hidrofobik etkilesimler, iyonik baglar veya kovalent baglar ile
baglanir. Substratin doniisiimiine katilan ve katalitik prosesi yiirliten amino asit yan

zincirleri de aktif merkezi olustururlar [6].

2.1.1. Enzimlerde secicilik

Enzimler yiiksek secicilige sahip katalizorlerdir. Bu seciciligi bes kisimda incelemek

miimkiindiir [7].

e Mutlak Secicilik : Bu durumda enzim belirli bir substrati katalizleyerek belirli bir
lirline doniistiiriir.  Orne@in iireaz, iireyi hidrolizlerken ve maltaz, maltozu
monosakkaritlerine pargalarken bu tiirden segicilik gosterirler.

o Grup Segiciligi : Grup seciciligi gosteren enzimler yapisinda belirli bir grup
bulunduran tiim substratlar1 katalizler. Proteini parcalayan proteolitik enzimlerin

¢ogu grup seciciligi gosterir.



o Tepkime ya da Bag Seciciligi : Bu gruptaki enzimler belirli bir tepkime tiiriinii
katalizler ve substrat yapisinda bulunan belirli bir baga se¢icidir. Organik esterlerin
hidrolizini katalizleyen lipazlar bu tiir secicilige 6rnek olustururlar.

o Sterokimyasal Secicilik : Bu gruptaki enzimler substratin belirli bir sterokimyasal
seklini katalizler. Diger sterokimyasal sekillere kars1 etkisizdir. Laktik dehidrojenaz,
laktik asidin yiikseltgenmesinde L-Laktik asidi yiikseltgerken, D-Laktik aside kars1
katalitik aktivite gdstermez.

¢ Biitiin bu seciciliklerden farkli olarak diger bir secicilik tlirii ayn1 enzimin farkli
kaynaklardan elde edilmis analoglarinin ayni substrata farkli etkiler gostermesi
seklindedir. Ornegin polipeptit baglarmin hidrolizini katalizleyen kimotripsin ve
tripsin enziminin aktif bolgesindeki amino asit yan zincirlerindeki  farklilik

nedeniyle, peptit baglarini farkli yerlerden kirarlar [8].

2.1.2. Enzim aktivitesi

Enzim aktivite birimi (Unite) yaygin olarak standart kosullarda 1 dakikada 1umol
substrat1 triine doniistiiren enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir. Bu tanmim
Uluslararas1 Biyokimya Birligi tarafindan 1965 yilinda kabul edilmistir [8]. Ancak
gida endiistrisinde kullanilan enzimlerin bir ¢ogu i¢in bu tamim farkli sekillerdedir,
¢linkii bu enzimler hammaddedir ve enzimatik olarak aktif protein miktarinit 6l¢gmek
olanaksizdir. Bu nedenle derisik ham enzim preparatlar1 icin aktiflik mL enzim
basma enzim birimi (Unite) (Unite/mL enzim ¢ozeltisi) olarak veya preparatin
icerdigi protein miktar1 tayin edilmisse mg toplam protein basina Unite (Unite / mg
protein) olarak da tanimlanabilir [7]. 1 saniyede 1 mol substrati iirline doniistiiren

enzim aktivitesine / katal denir.

Enzim aktivitesini etkileyen faktorler, enzimler tarafindan katalizlenen tepkimelerin
aktivitesini dolayistyla hizin1 etkileyen faktorler; enzim derisimi, substrat derisimi,
sicaklik, pH, iyonik aktivite, inhibitér veya aktivatorlerin derisimi, tepkime
tiriinlerinin derisimi ve 6zellikleri, sistemdeki akiskan kuvvetler, 1s1k ve diger fiziksel

faktorler olarak siralanabilir. Bu faktorlerin enzim tepkimeleri iizerine olan etkilerini



saptamak icin etkisi 6l¢iilmek istenen faktor disindaki kosullar sabit tutularak sadece

bu faktoriin farkli degerlerindeki enzimli tepkime hizlar1 6l¢tiliir [1].

2.2. Kolesterol Oksidaz Enzimi

Kolesterol oksidaz ¢esitli mikroorganizmalardan saflastirilan iki iglevli bir enzimdir.
Bu enzim merkezde iki tepkimeyi Kkatalizler. Ilk tepkimede kolesteroliin,
yiikseltgenmesini, ikinci tepkimede ise olusan yiikseltgenme {iriiniiniin kolesterol-4-
en-3-on’a doniisiimiinii saglar ve bu sirada asagida da verildigi gibi H,O, agiga ¢ikar

[9-13].

CHy

CH;

B alarter ol Ok s cas

Kalesterol + O

Kolesteral-4-en— 3 —on + H:O,

1975’ten beri kolorimetrik tayin ile serum igindeki serbest kolesteroliin
hesaplanmasinda bu enzim kullanilmaktadir [9,14,15]. Serum icindeki toplam
kolesteroliin hesaplanmasi klinik teshisler i¢in gereklidir. Kolesteroliin yiiksek degeri
bazi damarlarin g¢eperlerinde birikerek damarlarin tikanmasina, tiroit bezinin az
calismasindan kaynaklanan tiroit bozukluguna, bobrek tubuluslarinin dejenerasyonun
yol actig1 bir hastaliga, ve seker hastaligina ve sariliga sebep olur. Diisiik degeri ise
boynun Oniinde bulunan tiroit bezinin fazla ¢alismasindan ileri gelen bir bozukluga

ve kansizliga sebep olur [16,17].

Kolesterol oksidaz steroitlerin izomerizasyonunu ve oksidasyonunu saglayan
koenzim olarak FAD tasiyan bir enzimdir [9,11]. Enzimin protein yapisinda 492 tane
amino asit kalintis1 vardir. Aktif merkezdeki amino asitler His447, Glu361°dir.En
onemli amino asit kalintis1 Glu361’dir. Glu361 mekanizmadaki izomerizasyon

basamaginda bir proton alicis1 gibi gorev yapar. Sekil.2.1.’de Glu361 kiigiik sar1



toplar olarak gosterilmistir. Proteine bagli FAD, enzimin mavi renkte gdsterilen -

sarmal 1ile ¢cevrelenmistir [16].

Sekil 2.1. Kolesterol oksidaz enziminin ii¢ boyutlu yapist

2.2.1. Kolesterol oksidazin kaynaklari

Kolesterol oksidaz farkli ortamlarda bulunan mikroorganizmalardan elde edilmistir.
Bunlarmn siniflandirilmasi yillar boyunca gelistirilmistir. Ilk defa Turfitt, Nocardia
erythropolis  mikroorganizmasindan  enzimi  saflastirmis  ve  kolesteroliin
ylkseltgenmesi {izerine etkilerini incelemistir. Stadtman ve arkadaslar1 ekstrakte
edilen serbest enzimin inkiibasyonundan 4-kolest-3-on ‘u elde etmislerdir. Bu
gelismelerden sonra bir¢ok mikroorganizmada bu enzim bulunmustur. Kolesterol
oksidazin elde edildigi mikroorganizmalar agsagida verilmistir [18,19].

e Corynebactericum

e Arthrobacter

e Nocardia erythropolis ve Rhodococcus eryhcopolis



e Nocardia rhdochrous ve Rhodococcus rhdochrous
e Mycbacterium

e Pseudomonas

o Schizopyllum commune

e Brevibacterium cholesterolicum

e Streptoverticillium cholesterolicum

o Streptomyces violascens

e Rhodococcus

Streptomyces bakterisinden elde edilen kolesterol oksidazin 6zellikleri [17]:

Sistematik ad1 : E.C.1.3.3.6 kolesterol oksijen oksidorediiktaz

Gortintimii : Donmus toz hali saridir.

Molekiil kiitlesi : Yaklasik 59 kDa ( jel filtrasyonu ile )
[zoelektrik noktast  :5,1+0,1 ve 5,4 +0,1

Inhibitérleri : Iyonik deterjanlar , Hg ™, Ag ™

En iyi pH :6,5-7,5

En iyi sicaklik :37°C

pH kararlilig1 :4,0-9,0

Termal kararlilig: :70 ° C ‘ nin altinda

Kararlilig1 :37 ° Cdeen az bir ay

Farkli kaynaklardan elde edilen enzimin 6zelliklerinde farkliliklar goriliir (Cizelge

2.1)[18].



Cizelge 2.1. Cesitli kaynaklardan elde edilen enzimlerin 6zelliklerinin

karsilastirilmast
Bakteri ad1 Optimum | Optimum Km Ma Inhibitor-
pH sicaklik leri
Nocardia 7 32°C 55-45-69 — —
+ 0,3 mM
Rhodococcus — — — 80-40 —
kDa
Brevibacterium 7 37°C — 55k Da —
Sterolicum
Streptomyces 7 37°C 4,5- 59 kDa Iyonik
6,7.107*'M deterjan-
lar,
Hg™, Ag™
Pseudomonas 7 37°C — 56kDa | Fe'",Zn"",
Hg™

2.2.2. Tepkime mekanizmasi

Kolesterol oksidaz enziminin katalizledigi tepkime mekanizmasi [Sekil 2.2]’de

gosterildigi gibidir. Katalizleme iki safhada gerceklesir. Ilk tepkime kolesteroliin

kolest-5-en-3-on‘a yiikseltgenmesi, ikinci tepkime ise kolest-5-en-3-on‘ un kolest-4-

en-3-on ‘ a donilisiim tepkimesidir [19].
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Sekil 2.2. Kolesterol oksidaz enziminin tepkime mekanizmasi [19]
2.2.3. Kolesterol oksidazin uygulama alanlar:
¢ (Gida analizlerinde kolesterol tayini amactyla kullanilir.

Kolesterol Oksidaz

Kolesterol + O, - kolestenon + H,O,

katalaz

H,0, + metanol » formaldehit + 2 H,O

Formaldehit + NH, " + 2-asetilaseton——» Lutidin Boyar maddesi+ 3 H,O

Katki maddesi olarak yumurta sarisi igceren gidalarda kolesterol tayini amact ile

kullanilir [6].
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¢ Klinik analizlerde kolesteroliin belirlenmesi amaciyla kullanilir. Kolesterol esteraz,
kolesterol oksidaz ve peroksidaza bagli enzimatik kolorimetrik metot kolay duyarl
ve Ozeldir. Bu yiizden de rutin analizler i¢in uygundur. Bu da asagidaki kimyasal

reaksiyonlara dayandirilmaktadir.

Kolesterol esteraz

Kolesterol esteri + H,O > Kolesterol + Yag asidi

Kolesterol oksidaz

Kolesterol + O, » Kolest -4-en-3-on + H,0O,

Peroksidaz

H,0O, + 4-aminofenazon + fenol » Kinonimin boyasi

Bu ornekteki ilk tepkimede kolesterol esterleri kolesterol esteraz tarafindan
kolesterol ve yag asitlerine hidrolizlenir. Ikinci tepkimede kolesterol, kolesterol
oksidaz tarafindan kolest-4-en-3-on ve H,O,‘ ye yiikseltgenir. H,O,, peroksidaz
katalizorliigiinde  4-aminofenazon ve fenol varliginda renkli 4-[p-benzokinon-
monoimino]fenazon olusumunu saglar. Indikatdr ve stokiyometrik olarak eslesmis
tepkimeler yardimiyla kolesterol derisimine ulasilir [21]. Etkin enzim gii¢lii bir

bocek oldirtcidir [22].

2.2.4. Analitik uygulamalan

Analitik inceleme olarak kolesterol oksidazin kullanimi i¢in bir¢ok yeni uygulamalar
vardir.

a) Farkli 6rnek tiirlerinde kolesteroliin saptanmasi i¢in kullanilir. Bu 6rnekler

» Serumda toplam ve esterlesmis kolesterol tayini

» Yiiksek ve diigiik yogunluklu [HDL-LDL] lipoprotein 6lgiilmesi

b) Hiicrelerdeki kolesterol tayini ve enzimlerin yol actig1 hiicre zarlarinin
pargalanmasinin tespit edilmesi

c¢) Insan safras1 ve safra taslarindaki toplam kolesterol tayini
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d) Kemiliiminesans ve floresans yontemleriyle kolesterol tayini

e) Biyosensor yapimi ve enzimin polimer matrikse immobilizasyonu

Genelde kolesterol tayini yontemlerin ¢cogu H,O, Olglimiine dayanir. Bu sebeple bu
yontem dolayli bir yontemdir. Bunun sebepleri cesitlidir. Birinci olarak H,O,* in
renk olusturan bilesenlerle eslesmesi sonucunda yiiksek seviyede renk verici
maddeler olusur. Bu da daha hassas kolesterol Slciimesini saglar. ikinci olarak,
H,0, nin redoks tepkimesi agik bir sekilde saptanir. Bu da kolay voltametrik ve

amperometrik 6lgme yapilmasini saglar [18].

2.3. Kolesterol

Kolesterol 3-hidroksi-5-dehidro kolestan olup, hayvansal organizmalarda en ¢ok

bulunan bir steroldiir. A¢ik formiilii agsagida verimektedir.

CHy

CH;

Kolesterol

Insan viicudunda bulunan kolesteroliin bir kismi besinler ile disaridan alinirken
biiylik bir kismi da yag asitleriyle esterlesmis haldedir. Kolesterol, kan plazmasinda

steroit bilesiklerinin sentezinde ¢ikis maddesi olarak kullanilir [14,15].

Kolesterol yasam icin gerekli olan mum kivaminda yagimsi bir maddedir. Beyin,
sinirler, kalp, barsaklar, kaslar, karaciger basta olmak iizere tiim viicutta yaygin
olarak bulunur. Viicut kolesterolii kullanarak hormon, D vitamini ve yaglar1 sindiren
safra asitlerini iretir. Bu islemler i¢in kanda ¢ok az miktarda kolesterol bulunmasi
yeterlidir. Kanda fazla miktarda kolesterol bulunmasi kolesteroliin kan damarlarinda
birikmesine, damarlarin daralmasina, sertlesmesine yol acgar. Kolesterol hangi

organmin damarlarinda birikirse o organa ait hastaliklar ortaya ¢ikar. Ornegin kalbi
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besleyen atar damarlarda kolesterol birikimi olursa, gdgiis agrisi, kalp krizi gibi
sorunlar olusur. Bobrek damarlarindaki birikim ise yliksek tansiyon ve bdbrek

yetmezligine yol acabilir [20].

Kolesterol normal kosullarda kanda ¢6ziinmez. Kanda ¢dzlinmesi i¢in karacigerde
bir proteinle birlesmesi gerekir. Bu kolesterol ve protein birlesimine lipoprotein adi
verilir. Cok ¢esitli lipoprotein tiirleri vardir bunlarin en Onemlileri asagida

verilmigtir. 5° e ayrilir.

e Diisiik yogunluklu lipoproteinler (LDL): Kan kolesteroliiniin yaklasik %70’ini
tasimaktadirlar. Kan damarlar1 duvarlarina girebilmek i¢in yeterince kiigiiktiirler ve
damarlara zarar verirler. Kotii bir kolesterol olarak adlandirilirlar.

e Yiiksek yogunluklu lipoproteinler (HDL): Viicudun kullanmadigi kolesterolii
karacigerden safraya bosaltmak iizere tasir. Kolesteroliin bir cins ters naklini yaptigi
i¢in 1yi tiir kolesterol olarak adlandirilirlar.

e Silomikronlar

e Cok diisiik yogunluklu lipoproteinler

e Ara yogunluktaki lipoproteinler

Kanda toplam kolesterol ve LDL kolesteroliin yiiksek olmas1 yiiksek risk
olusturmaktadir. Ayrica HDL kolesteroliin diisiik olmasi da bir risktir. Normal
sartlarda insan kan plazmasinda 130-260mg/100 mL kolesterol bulunur. Bunun

tizerindeki degerler yiiksek kolesterol seviyesi olarak bilinir [20].
2.4. Biyosensorler
Biitiin canlilar yasadiklar1 ortamdaki degisimleri derhal algilaylp yasamlarini

siirdiirebilmek i¢in degisimlere uymaya calisirlar. Iste bu algilama mekanizmasi

biyosensorlerin hiicre disi [in vitro] kullanimi i¢in temel olusturmustur [25].
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Biyosensor, biyolojik olaylardaki biyokimyasal degisimleri algilayarak, biyolojik

olayin teshisine imkan taniyan bir 6l¢gme sistemi olarak tanimlanabilir [25].

Biyosensorlerin tarihi 1950°1i yillarin ortalarinda L.C. Clark’in kandaki glukoz
seviyesini Olgmesiyle basladi. Clark ve Lyons’un gelistirdigi birinci nesil
biyosensorlerde elektron alici olarak oksijen kullanilirken, ikinci nesil

biyosensorlerde elektron alict olarak redoks medyatdrleri kullanilmaya baslanmistir

[25].

Glukoz+ O, —%%2 Glukonik asit+H,O,

GOD=Glukozoksidaz

GOD-FADH, + M, = GOD-FAD +M

ind

+2H,

M,, =M =redoks medyatori

Ucgiincii nesil biyosensorlerde enzimin indirgenme yiikseltgenme merkezi ile elektrot
ylizeyi arasinda dogrudan elektriksel iletisim saglanmis ve indirgenme yiikseltgenme

medyatorlerine gereksinim kalmamugtir [25].

Biyosensorlerde  biyobilesen olarak enzimler yanminda doku Kkiiltiirleri,
mikroorganizmalar, organeller, antikorlar ve niikleik asitler de kullanilabilmekte ve
Olcme teknigine gbére amperometrik, potansiyometrik, termal, piezoelektrik, akustik

veya optik sensorler olarak adlandirilmaktadirlar [25].

Biyosensorlerin yliksek spesifikligi yaninda; renkli ve bulanik ¢ozeltilerde genis bir
derisim aralifinda dogrudan dlgmeye olanak saglamak gibi iistiinliikleri vardir. Fakat
reseptor olarak adlandirilan biyobilesenlerin pH, sicaklik, iyon siddeti gibi ortam

kosullarindan etkilenmesi biyosensoriin kullanim émriinii kisaltmaktadir [25].
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Medyatorler ve ozellikleri: Medyatorler oksidorediiktazlarin  koenzimlerinin
yenilenmesinde onemli rol oynarlar. Enzim ¢6zlinmiis sekilde degilse koenzimin
hareketi azalir ve elektronlarin elektrot ve koenzim arasinda tasinmasi igin bir
medyatore gereksinim duyulur. Medyatoriin - tatmin  edici  bir fonksiyon

gosterebilmesi i¢in asagidaki 6zellikleri de saglamasi gerekir [25].

- Kolay indirgenip yiikseltgenebilmesi,
- Yiikseltgenmis ve indirgenmis seklinin kararli olmasi,
- Cozeltideki oksijen ile tepkime vermemesi,

- Hiicre i¢i uygulamalar i¢in zararli olmamasi.

Ferrosen yukarida belirtilen biitiin sartlar1 saglayan bir maddedir. Medyatorler inert
veya elektroaktif bir polimer ile immobilize edilir. Iyon degistirici polimerler (nafyon
gibi) ve iletken polimerler (polipiroller, polianilinler, poliindoller gibi) bu amacla
kullanilir . Son zamanlardaki yapilan ¢alismalarda biyosensorlerde enzimin
indirgenme ylikseltgenme merkezi ile elektrot yiizeyi arasinda dogrudan elektriksel

iletisim saglamis oldugundan redoks medyatorlerine gereksinim kalmamustir [25].

2.4.1. Biyosensorlerin uygulama alanlar

Biyosensorler tip, tarim, gida, eczacilik, ¢evre kirliligi, savunma sanayi ve birgok

endiistriyel alanda o6zellikle otomasyon ve kalite kontroliinde ¢ok oOnemli rol
oynarlar. Bugiine kadar 180°den fazla farkli madde i¢in biyosensor hazirlanmis olup,
bunlardan ancak 25 kadar ticari olarak iiretilmektedir. Biyosensorlerin uygulama

alanlarinin bazilar1 Cizelge 2.2°de verilmistir [25].

Biyosensorler; gida maddeleri, metabolitler, vitaminler, antibiyotikler, ilaglar gibi
organik maddeler ile bazi anorganik bilesikler yaninda enzimler, virlisler ve

mikroorganizmalarin tayininde kullanilirlar [25].

Hi¢ kuskusuz biyomedikal sektor biyosensdrler i¢in en iyi pazardir. Bu alanda

uygulama olanagi bulunan ilk biyosensorler enzim sensorleridir. Ticari olarak
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tiretilen ilk biyosensor ise seker hastaligi teshisi icin kan ve idrarda glukoz tayininde

kullanilan glukoz oksidaz elektrodudur [25].

Cizelge 2.2. Biyosensorler i¢in uygulama olanaklari

Klinik teshis, biyomedikal sektor

Proses kontrolii

Biyoreaktor kontrolii

Gida iiretim ve analizi

Tarim ve veterinerlik

Bakteri ve viriis teshisi

Ila¢ analizi

Endiistriyel atik su kontrolii

Cevre koruma ve kirlilik kontrolii

Maden isletmelerinde zehirli gaz analizleri

Askeri uygulamalar

Son yillarda tibbi analizorlere enzim elektrodlar takilarak yogun bakim {initelerinde

kullanilmaya baslanmistir. Biyoteknoloji ve gida endiistrisinde basta glukoz olmak

lizere bircok monosakkarit, aminoasitler, organik asitler (laktik asit) iire ve alkol

tayinlerinde enzim sensorleri kullanilmaktadir. Ayrica, gidalardaki yabanct maddeler

(pestisitler, toksinler ve hormonlar vb.) yaninda aroma ve tazelik gibi kompleks

degiskenlerin tayininde de biyosensorler kullanilabilir. Toprak, hava ve su kirliliginin

kontroliinde mikrobiyal sensdrler ve enzim sensorleri kullanilmaktadir. Ilaglarin kétii

amagla kullanimi1 ve uyusturucu ile miicadelede biyosensorler kullanilabilir. Béylece

uyusturucu madde arayan kopeklerin yerini biyosensorler alabilir ve bdylece

giimriiklerde, karakollarda daha kisa siirede sonug aliabilir [25].
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2.4.2. Biyobilesenler

Enzimler, mikoorganizmalar, organeller, doku kesitleri, antikorlar , niikleik asitler ve
biyolojik zarlar i¢ine yerlesmis kimyasal reseptorler, sensorlerde biyobilesen olarak
kullanilirlar. Biyoreseptorler analizlenecek maddeyi doniisime ugratir ve bu
doniisiime eslik eden degisimler doniistiiriicii tarafindan algilanir. Yiiksek
spesifikliklerinden dolay1 enzimler en yaygin kullanilan biyomateryallerdir. Uygun
bir enzimin bulunamamasi veya enzimin kararsiz olmasi ve birden c¢ok sayida
maddenin tayini durumlarinda hiicre sistemleri ve tercihen mikroorganizmalar

kullanilir [25].
2.5. iletken Polimerlerle Déniistiiriicii Hazirlanmasi
2.5.1. Tletken polimerler

Iletken polimerler konusundaki ¢alismalar 1950’lerde baslanustir. Tletkenlikleri oda

sicakliginda 10° S/cm olan yar iletken polimerler 1950-1960 yillari arasinda
tiretilmistir. Giinlimiizdeki anlayisa uygun iletken polimerler 1970’lerin sonunda
ortaya ¢ikmaya baglamistir. Shirakawa ydntemiyle {iretilen poliasetilenin yiikseltgen

ile dop edilmesi sonucunda iletkenliginin 10°® kat arttirildig1 gériilmiistiir [26].

Iletkenlik konusunda en onemli adim 1979°da Diaz’mm pirolii elektrokimyasal
yontemle yiikseltgeyerek polipirolii iiretmesiyle atilmistir. Polipirol anot iizerinde
tiretilebilmis ve giiclii bir film olarak yiizeyden cikarildiginda iletkenligi 100
S/cm’ye ulasabilmistir. Benzer sekilde, elektroyiikseltgenme yoOntemiyle iletken

politiyofen anot iizerinde tliretilebilmistir [26].
2.5.2. Elektrokimyasal polimerlesme mekanizmasi
Polipiroliin elektrokimyasal olusma mekanizmas1 Sekil 2.3’de verilmektedir.

Reaksiyon sulu veya susuz c¢oOzeltilerde ve oksijensiz ortamlarda anodik

yiikseltgenme ile baglar ve devam eder. Polipirol kimyasal olarak da iiretilebilir.
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Sekil 2.3°de goriildiigii gibi radikal katyonlar dimerlesip tekrar yiikseltgenme veya
baska monomere katilip sonra ylikseltgenmektedir. Olusan dikatyon iki proton
kaybedip nétiirlestikten sonra yiikseltgenme ile baslayan basamaga tekrar donmekte
ve bu mekanizma polimerlesme duruncaya kadar tekrarlanmaktadir. Elde edilen
polimerin yapisi, mol kiitlesi, iletkenligi ve fiziksel dayanikliligi deney kosullarina
gore degiskenlik gosterir. Coziicli olarak genellikle dielektrik sabiti yliksek olan
ancak niikleofilik karakter gostermeyen organik ¢oziiciiler tercih edilir. Anot olarak
platin levha, camsit karbon veya indiyum kalay oksit (ITO) cami kullanilr.
Elektrolitlerin yiiksek potansiyellerde bozunmamasi istenir ve tetra alkillerin BF4
veya CIO4  tuzlar tercih edilir. Bu anyonlar ayn1 zamanda polimerler i¢in en uygun
dopantlardir. Anot potansiyelinin de asir1 yilikseltgenmeye neden olmayacak sekilde
diistik tutulmasi gerekir. Asir1 ylikseltgenen polimerin ana zincirindeki konjuge c¢ift
baglar kirilir ise konjugasyon kesintiye ugrar ve iletkenlik diiser. Ornegin polipirol
sulu ¢ozeltide Ag/AgCl referans elektroduna gore +0,8 volttan daha yiiksek
potansiyellerde asir1 oksitlenerek iletkenligini kaybedebilir [26].



Sekil 2.3.a) Piroliin elektrokimyasal yiikseltgenme ile polimerlesme mekanizmasi
b) Anilinin kimyasal polimerlesmesine ait onerilen mekanizma [26,27]
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Sekil 2.3.(Devam) a) Piroliin elektrokimyasal yiikseltgenme ile polimerlesme
mekanizmasi b) Anilinin kimyasal polimerlesmesine ait dnerilen
mekanizma [26,27]

2.5.3. iletken polimerlerle enzim immobilizasyonu

fletken  polimer  elektrotlarin  elektroanalitik  uygulamalarinda,  enzim
immobilizasyonuna siklikla rastlanilmaktadir. Cizelge 2.2’de goriildiigii gibi enzim

kullanilan biyosensorlerin genis bir uygulama alani bulunmaktadir [26].

Aizawa ve Foulds tarafindan yapilan ¢aligmalarin ardindan enzimler ¢esitli iletken
polimerlerle immobilize edilmistir . Enzim molekiiline monomer kimyasal olarak
baglanabilmekte ve ardindan iletken polimer elektrolizle iiretilebilmektedir. Bu

yontem ile kovalent bagl enzim elektrot elde edilmektedir [26].
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Birden fazla enzimin iletken polimerlere immobilize edilmesiyle de biyosensorler
hazirlanabilmektedir. Laktat dehidrojenaz ve laktat oksidaz enzimlerinin poli
(fenilendiamin) polimerine immobilize edilmesiyle c¢ok hassas biyosensorler

hazirlanmistir [26].

2.6. Biyobilesen immobilizasyonu

Biyosensorler farkli 6zellikteki iki elemanin [dOniistiirlici ve biyobilesen]
kombinasyonu ile olusurlar. Uygun biyoreseptor ve doniistiiriicii secildikten sonra
bunlarin birbirine baglanmasi asilmasi gereken en onemli sorundur. Bu baglama
islemi biyoreseptdr immobilizasyonu olarak tanimlanir. Baglama isleminde cok
degisik yontemler kullanilabilir. Hangi yontemin kullanilacagi secilen doniistiiriicti
ve biyoreseptdre gore belirlenir. Immobilizasyon biyoreseptoriin kararlilig1 ve tekrar
kullanim1 agisindan biiylik avantaj saglar. Biyosensor immobilizasyonunda baslica

dort yontem kullanilmaktadir [28].

2.6.1. Kovalent baglama

Enzimler dogrudan doniistiiriicli veya onceden uygun bir film veya tabaka ile
kaplanmis doniistiirliciiye kovalent olarak baglanabilirler. Enzimler aktiflestirilmis
doniistiirlicii ylizeylerine baglanabilecegi gibi dnceden uygun bir materyale kovalent
baglanarak immobilize edilen enzim preparatinin doniistiiriicii ylizeyinde bir film

veya tabaka olusturmasiyla da biyosensorler hazirlanabilir [28].

Enzimlerin kovalent baglanmasinda dikkat edilecek Onemli nokta, baglanmanin
enzim aktivitesi i¢in aktif merkezdeki amino asitler {izerinden gergeklesmemesi ve
bu gruplarin sterik olarak rahatsiz edilmemesidir. Kovalent baglanma enzim

molekiilii izerindeki fonksiyonel gruplar {izerinden gerceklesir [28].
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2.6.2. Tutuklama

Biyoreseptdriin bir membran veya tabaka icerisinde hapsedilmesidir. Enzimler
makromolekiiler yapili proteinler olup polimer jel tabakalarda ve daha basit olarak
diyaliz membranlarinda tutuklanabilirler. Bu yontem enzimler yaninda organeller,
hiicreler ve antikorlar i¢in de uygulanabilir. Elektrokimyasal polimerlesme diger bir

tutuklama yontemidir [28].

2.6.3. Capraz baglama

Bu yontem biyosensor hazirlanmasinda daha c¢ok tutuklama ve kovalent baglama
yontemlerinin kombinasyonu seklinde uygulanir. Capraz baglayici1 reaktif olarak
gluteraldehit, heksametilen diizosiyanat, diflorodinitrobenzen, bismaleimidoheksan,
disiiksinilsuberat sik kullamlir. 1ki fonksiyonlu reaktifler enzimler yaninda
organeller, hiicreler ve antijenlerin immobilizasyonunda da uygulanir. Baz1 ¢apraz

baglayicilarin formiilleri Sekil 2.4 de verilmistir [28].

@)
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H,C—C ~ N=—C=—0
/ H
HG o (H2C)g
= \
H,C— C\ N=—C=—70
H
Glutaraldehit Hekzametilendiizosiyanat
NCO NG,
NCS CHj NO, F
F
2-Izosiyanato-4-izotiyosiyanato-toluen 1,5-difloro-2,4-dinitrobenzen

Sekil 2.4. Bazi bifonksiyonel reaktiflerin kimyasal formiilleri
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Capraz baglamada iki yontem kullanilir:

Daldirma yontemi

Elektrot once enzim ve capraz baglayicinin bulundugu karisima veya enzim,
albumin, jelatin gibi, suda ¢oziinen protein ve capraz baglayicinin bulundugu
karisima daldirilir, sonra kendi ekseni etrafinda homojen bir enzim tabakasi elde
edilecek sekilde dondiiriiliir. Bundan sonra elektrot glisin ¢ozeltisine daldirilarak
notiirlestirilir ve ¢apraz baglayicinin fazlasi ve diger reaksiyona girmeyen maddeler
yikanarak uzaklastirilir. Yontem cok kolay ve o6zellikle kiigiik doniistiiriiciiler i¢in

cok uygundur [28].

Dogrudan baglama yontemi

Bu yontemde yaklasik 10 uL enzim ¢ozeltisi bir kilcal boru yardimiyla doniistiiriicii
ylizeyine ince bir tabaka olusturacak sekilde damlatilir (Sekil 2.5 (a)). Daha sonra
capraz baglayici reaktif ilave edilir (Sekil 2.5 (b)). Bu yontemde daldirma yontemine

gore daha az biyobilesen ile ¢alisilabilmektedir [28].

=}
[=]

: <
& ‘/ — Enzim tabakas
(&)

(b

Sekil 2.5. Direkt baglama ile enzim immobilizasyonu(a) Enzim ¢6zeltisi
b) ¢capraz baglayici reaktif ilave edilmesi [28]
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2.6.4. Adsorpsiyon

Bu yontemde biyobilesenin film veya tabakaya adsorbe olmasi saglanir.
Biyobilesenlerin kimyasal yapis1 ve fiziksel durumuna gore immobilizasyon yontemi
belirlenir. Enzimler i¢in uygulanan tiim immobilizasyon yoOntemleri protein
yapisindaki diger biyoreseptorler igin de uygulanabilir. Ornegin; hayvan ve bitki
dokular1 zar yapisinda olduklarindan farkli immobilizasyon yontemleri uygulamak

gerekir [28].

Immobilizasyon yontemine gore biyosensorlerin  ortalama Omiirleri asagida

verilmigtir.

Adsorpsiyon: 1 giin, Membranda tutuklama: 1 hafta
Fiziksel tutuklama: 3-4 hafta Kovalent baglama: 4-14 ay

2.7. Enzim Sensorleri

Biyosensor teknolojisindeki ilk drnekler 6zellikle amperometrik ve potansiyometrik
temelli enzim elektrotlari seklinde ortaya ¢ikmiglardir. Bu durumun en 6nemli nedeni
o tarihteki bilgi ve teknolojik birikimin, s6z konusu caligmalar icin yeterli diizeye
ulagsmig olmasidir. Biyosensor teknolojisinde kullanilan biyoaktif materyal

siralamasinda enzimlerin yeri Sekil 2.6’ da verilmistir [29].
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Sekil 2.6. Biyosensor teknolojisinde kullanilan biyoaktif materyal siralamasinda
enzimlerin yeri

2.7.1. Genel calisma ilkesi

Enzim sensorleri, biyobilesen olarak enzimin kullanildig1 iletici ve dOlgme
sisteminden olusur. Diger biyosensorlerde oldugu gibi enzim sensdrlerinde de
biyoaktif tabakanin i¢ ve dig yiizeylerinde =zarlar, sinyali yiikselticiler, mikro
islemciler, kaydedici veya bilgisayar sistemleri amaca yonelik olarak kullanilabilir.

Bir enzim sensoriiniin genel gosterimi Sekil 2.7°da verilmistir [29].
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Sekil 2.7. Bir enzim sensoriiniin genel gdsterimi
(A: Analizlenecek madde, B: Immobilize enzim tabakasi, C: Iletici eleman,
D: Olgme sistemi)

Bir enzim elektrodunda enzimi i¢eren biyoaktif tabaka, enzimin katalizledigi tepkime
uygun bir iletim ve Ol¢lim sisteminin uzantisi olan bir iletici ile birlestirilmektedir.
Iletim sistemi biyoaktif tabakada gergeklesen enzimatik tepkime sonucu olusan
triinin miktarindaki  artis1 tespit edebilecek sekilde secilmelidir. Biyoaktif
tabakadaki ve biyoaktif tabaka iletici ara yiizeyindeki derigimlerin hizli bir sekilde
dengeye ulasabilmesi icin difiizyon engelini en aza indirmek amaciyla biyoaktif
tabaka kalinliginin miimkiin oldugunca ince olmasi gerekmektedir. Bunun yan1 sira
biyoaktif tabakada sabit bir substrat derisimi saglayabilmek i¢in dlgme ¢dzeltisinin
yeterli bir sekilde karistirilmasi gerekmektedir. Iletici sistemin 6lgme sistemine
gonderdigi sinyal biyoaktif tabaka ile iletici ara ylizeyindeki derisimlerdeki
degisiklige baghdir. Ancak s6z konusu derigimler denge halinde 6l¢me ¢ozeltisindeki
derigimlerle orantili oldugu i¢in ¢ogu zaman kalibrasyon grafigi ¢izilerek sonuca

varilir [29].

2.7.2. Enzim sensorlerinin siniflandirilmasi

Enzim sensorlerinin siniflandirilmast en yaygin sekilde, enzimatik tepkime sonucu

olusan sinyalin belirlenme ilkesine gore yapilmaktadir (Cizelge 2.3).
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Cizelge 2.3. Enzim sensorlerinin siniflandirilmasi[29]

1. Elektrokimyasal Esasli Enzim Sensorleri
a. Amperometrik esasli enzim sensorleri
Birinci nesil amperometrik enzim elektrotlari
Ikinci nesil amperometrik enzim elektrotlar

Ugiincii nesil amperometrik enzim elektrotlar

b. Potansiyometrik esasli enzim sensorleri
Protona duyarli potansiyometrik enzim elektrotlari
Amonyuma duyarli potansiyometrik enzim elektrotlari
Karbondioksite duyarli potansiyometrik enzim elektrotlari

Diger iyonlara duyarl potamsiyometrik enzim elektrotlar

c. Yari iletkenleri esas alan enzim sensorler,

Enzim alan etki transistorleri (ENFET)

2. Optik esasli enzim sensorleri;
Absorpsiyon esasli optik enzim sensorleri.
Floresans esasli optik enzim sensorleri.

Biyoluminesans esasli optik enzim sensorleri.

3. Kalorimetrik esasli enzim sensorleri

4. Piezoelektrik esaslt enzim sensorleri

Elektrokimyasal esasli enzim sensorleri

Elektrokimyasal esasli enzim sensdrleri, enzim sensorleri icerisinde en yaygin
kullanim alani bulmus tiirii olugturur. Bu durumda, enzim sensorlerinin dolayisiyla

biyosensorlerin ilk ortaya ¢ikan drnekleri elektrokimyasal enzim sensorleridir [29].
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Amperometrik esasli enzim sensorleri

Amperometri genel anlamda belli bir potansiyeldeki akim siddetinin dl¢limii esas
alir. S6z konusu akim yogunlugu calisma elektrodunda yiikseltgenen ya da
indirgenen elektroaktif tiirlerin derisimlerinin bir fonksiyonu olarak tanimlanir. Ikinci
elektrot referans elektrot olarak 1is goriir. Kalibrasyondan sonra, akim

yogunluklarindan ilgili tiirlerin derisimlerinin belirlenmesinde yararlanilir [29].

Iletici sistem olarak bir amperometrik sensoriin kullanilmasi  durumunda
potansiyometrik sensorlerden en biiylik fark olusan iiriinlerden sinyal olusturan tiiriin

elektrot yiizeyinde tiiketilmesidir [29].

2.8. Performans Faktorleri

Hazirlanan biyosensoriin  hedeflenen amaglar c¢ercevesinde kullanilabilir olup
olmadigina ancak performans faktorlerinin ayrintili bir sekilde belirlenmesinden

sonra karar verilebilir [29].

2.8.1. Kararhhk

Bir enzim elektrodunun kararlilign diger faktorlerde yeterli kosullar saglandiktan
sonra onun pratik kullanilabilirliginin en 6nemli belirteclerinden biridir. Kararlilik
biyosensdr dmriintin uzunlugu hakkinda fikir verir. Uzun 0miir ayn1 materyalle ¢ok
sayida analizin yapilabilecegini gosterir. Bu durum da ig giicii ve maliyet agisindan

Oonemli avantajlar saglar [29].

Doganin temel ilkeleri c¢ercevesinde basta organik molekiiller olmak iizere tiim
maddeler kacinilmaz bir yikima ugrarlar. Dolayisiyla biyosensorlerin de bir dmrii
vardir. S6z konusu 0miir onlarin depolama ve ¢alisma kosullart agisindan baglica iki
durumda incelenir. Dogal olarak kullanilmadan ideal kosullarda depolandigindaki

Omiir ile siirekli ¢alisma kosullarindaki 6mrii farkli olacaktir [29].
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Biyolojik materyal agisindan enzim sensoriiniin kararliligi incelendiginde enzimin
saflik diizeyi, kaynag1 ve immobilizasyon yontemi gibi degiskenlerin 6nem tasidigi
goriiliir. Genelde fiziksel immobilizasyon ydntemlerinin kullanilmasi durumunda
biyosensor omrii kimyasal yontemlere gore daha kisadir. Enzimin saflik diizeyi
ylkseldik¢e dogal ortamindaki bilesenlerinden uzaklastigi icin kararlilikta azalma

s0z konusu olabilir [29].

2.8.2. Tayin aralig: ve tayin sinir1

Kalibrasyon grafiginde substrat derisimiyle sensOr cevabi arasindaki iligkisinin
dogrusal oldugu derisim araligina “dogrusal aralik” denir. Bu dogrusal grafigin en alt
siirt tayin sinir1 olarak tanimlanir. Bu deger bir kesinlik ve dogruluk ifade eder.
Tayin sinir1 kalibrasyon grafiginin, dogrusal kisminin uzatilarak x eksenini kestigi

nokta olarak tanimlanir [29].

Potansiyometrik ~ enzim sensorlerinde  kalibrasyon grafigi substrat (yada
tirlin])derisiminin logaritmas1  ile  potansiyel arasinda ¢izilir. Buna karsilik
amperometrik esaslt enzim sensdrlerinde substrat (veya liriin) derisimiyle akim
arasinda dogrusal grafikler elde edilir. Ancak biitiin grafikler Michaelis-
Menten esitliginin kapsami igindedirler . Genelde tayin smirmm 10°M’dan daha
diistik  bir deger olmasinin 6nemi vurgulanir. Amperometrik esasli  enzim
sensOrlerinde  digerlerine nazaran oldukc¢a yiliksek duyarliliklara erisebilmek

miimkiindiir [29].

Dogal olarak dogrusal tayin araliginin ve tayin sinirinin ¢aligma ic¢in uygunlugu,
hedeflenen analizde analizlenecek maddenin analiz ortamindaki diizeyi ve girisim
yapabilecek diger maddelerle birlikteliginden 6nemli 6l¢iide etkilenmektedir [29].

Bunun yani sira biyosensdr cevabini etkileyen degiskenlerin dogrudan sensor
kalibrasyonunu etkileyecegi gozden uzak tutulmamalidir. Ornek olarak enzim
sensorleri incelendiginde baslica pH sicaklik ve girisim yapan maddeler sensor

cevabimi  etkileyerek tayin aralifim  degistirebilirler. Calisma pH’sindan
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uzaklasilmasiyla biyoaktif tabakadaki toplam enzim aktivitesinde degismeler olabilir.
Ikincisi ise enzimatik tepkime uyarinca tiiketilen yada iiretilen ve sinyal olusumuna
yol agan tiirlerin pH degisimiyle beraber disosiasyon degerlerinin degismesidir. Bu
durum tayin edilecek maddenin aktif tiirlin derisiminde degisiklige neden olarak
sensOr cevabinda degismeye yol acabilir. Boylece pH farklanmasiyla kalibrasyon

egrisinde degisimler ortaya ¢ikar [29].

Sicaklik, enzim sensoriinlin cevabini optimum sicakliktan uzaklasilmasi durumunda
olumsuz yonde etkiler. Bu, Ozellikle termal kararligi diisilk enzimlerde geri
doniisiimsiliz bir denaturasyonla da sonuglanabilir. Buna karsilik cesitli kimyasal
tirlerin difiizyon hizlarinin sicaklikla artmasi enzim sensor cevabinda bir artisa

neden olur [29].

Herhangi bir girisim yapan madde enzim sensorii cevabini baslica ii¢ sekilde
etkileyebilir. Bu etkilesimlerden birincisi, girisim yapan maddenin etkisinin temel
sensOr lzerinde, ikincisi biyoaktif tabakadaki enzim iizerinde, {igiinciisii ise;
enzimatik tepkimedeki bilesikler iizerinde gostermesiyle gerceklesir. S6z konusu
durumlara 6rnek olarak sirasiyla katyon secici temel sensdrlerin ortamdaki diger
katyonlardan etkilenmesi, inhibitor veya aktivatorlerin veya mutlak 6zgiil olmayan
enzimler icin benzer substratlarin biyoaktif tabakadaki enzim aktivitesini etkilemesi
ve ortamda bulunabilecek bazi indirgen veya ylikseltgen maddelerin enzimatik
reaksiyonun substrat veya lriinleriyle etkilesmesi verilebilir. Sonugta enzim sensorii
cevabindaki degisim kalibrasyon grafiginde degismeye ve cogu zaman tayin
araliginda ve tayin sinirinda degismeye yol agar. Bu gibi problemleri ortadan
kaldirmak veya en aza indirmek i¢in, temel sensor segilirken analiz ortaminda onu
etkileyecek unsurlarin varligi dikkate alinmalidir. Enzim aktivitesi agisindan
aktivatorlerin maksimum diizeyde ilavesine buna karsilik inhibitorlerin
uzaklastirilmasina 6nem verilmelidir. Aktivator ve inhibitdr etkisi biyaoaktif
tabakadaki enzim aktivitesinin arttirtlmasiyla biiyiik dl¢iide engellenebilir. Enzimatik
tepkimenin substrat ve iriinleriyle girisim yapan maddelerin varligt 6nemli bir

problemdir. Bu problem girisim yapan maddenin bir 6n islemle uzaklastirilmas: ya
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da tepkime bilesenlerinden girisim yapan maddenin etkilemedigi bir tanesine duyar

bir temel sensor kullanilmasiyla ¢oziime kavusturulabilir [29].

2.8.3. Secimlilik

Secimlilik diger analiz sistemleriyle kiyaslandiginda biyosensorlerin  varlik
nedenlerinin en On siralarinda gelmektedir. Kullanilan biyomateryal agisindan
bakildiginda enzimler genel anlamda secimlilik siralamasinda antikor ve niikleik
asitlerden sonra gelirler. Ancak bu genel yaklagim mutlak 6zgiil enzimler s6z konusu
oldugunda gecersizdir. Dolayisiyla mutlak spesifik bir enzim s6z konusu oldugunda
secimlilik de en iist seviyelere ylikselir. Buna karsilik 6zgiilligi diisik enzimler,
grup Ozgil enzimler, kismi saflastirilmis enzim preparatlari, dokular ve

mikroorganizmalar se¢imlilik agisindan bir takim olumsuzluklara sahiptirler [29].

Bir biyosensoriin se¢imliligi iizerinde baglica, sensorle girisimler, biyokatalizorle

girisimler ve pH etkili olmaktadir.

Sensorde meydana gelebilecek girisimleri engellemenin en iyi yolu drnekteki diger
maddelere cevap vermeyen ve yalnizca ilgilenilen biyokatalitik tepkimeyi
izleyebilecek bir sensoér kullanmaktir. Ornegin; kanda iire tayinine yonelik bir
biyosensorde temel sensdr olarak NH; a duyarli bir iyon secimli elektrodun
kullanilmasi1 ortamda bulunan Na® ve K’ iyonlarinin girisimine neden olur. Buna
karsilik temel sensor olarak NHj; ‘a duyarli bir sensér kullanilmasi bu istenmeyen

durumu ortadan kaldirir [29].

Amperometrik sensorler potansiyometrik olanlara nazaran bir Olgiide daha
ozgiildiirler. Secilmis sabit bir potansiyelde is gormelerine ragmen, s6z konusu

kosullarda elektroaktif maddelerin varlig1 girisime neden olabilir [29].

Secimliligi etkileyen diger onemli degisken biri olan biyokatalizatorle girisim,
enzimler s6z konusu oldugunda, iki baslik altinda incelenebilir. Bunlar yarismali

substratlar ve enzimi aktive veya inhibe eden maddelerdir. Eger enzim iireaz
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[substrat :iire], iirikaz [substrat: iirik asit], aspartaz [substrat: aspartik asit] gibi
yanlizca bir substratla tepkime verme 6zelligine sahipse yarigsmali bir baska substrat
girisimi s6z konusu degildir. Ancak alkol oksidaz gibi grup ozgiilliigline sahip
enzimler (substrat: diisiik molekiil kiitleli primer alkoller) veya amino asit oksidazlar
(substrat: amino asitler) s6z konusuysa esas tayin edilecek tiiriin yaninda digerlerinin
de varolmasi girisim etkisine yolagar. Bu durumda bazi 6n islemlerin yapilmasi
gereksinimi dogar. Bir enzim sensoriinde enzim aktivitesi 6lgme ortamindan gelen
inhibitér ve aktivatorlerden de etkilenir. En énemli inhibitorler Ag”, Hg,™ ve Cu®”
gibi metal iyonlar1, organofosfatlar ve tiyol bilesikleridir. Basta oksidazlar olmak
tizere pek cok enzimin aktif merkezinde yeralan serbest tiyol gruplarini bloke
ederler. Ortamda bulunabilecek enzim aktivatdr veya inhibitorleri, enzim aktivitesini
degistirecegi i¢in hatali sonuglara ulagilmasina neden olurlar. Bu nedenle

analizlenecek 6rnek igeriginin iyi yorumlanmasi biiyiik onem tasir [29].

Ortamin pH’s1 da se¢imliligi etkileyen 6nemli degiskenlerden biridir. pH etkisi hem
enzime hem de sensore degisik sekillerde etkir. Bilindigi gibi her enzim en yiiksek
diizeyde aktivite gosterdigi bir optimum pH’ya sahiptir. Immobilizasyon sonucu bazi
durumlarda tastyicinin yapisina bagli olarak optimum pH’da kaymalar olabilir.
Bunun yanisira ilgili enzimatik tepkimede yiiklii substratlarin sézkonusu olmasi
durumunda pH’ye bagli olarak bu subtratlarin yiik durumlarindaki degisimler de
secimlilik tlizerine etki edebilir. Ayrica temel sensoriin de, Ozellikle bazi tiir
elektrodlarda optimum cevap igin belirli pH gereksinimleri vardir. Ileriki faktor
arasindaki uyum, teorik olarak pH zorlamalarinin yerine, en pratik bir sekilde,
hazirlanan biyosersoriin en hizli, en kararli ve en duyarli cevap verdigi optimum pH

degerinin deneysel olarak belirlenmesiyle elde edilir [29].

Gergekte tayin araligmin da segimlilik iizerinde bir etkisi vardir. Ornegin; bir 6lgme
yapilacak ortamda analizlenecek hedef maddenin yaninda girisim yapabilecek bir
baska maddenin varolmasi durumunda, hedef maddeye iliskin tayin aralig1 biiytik
Oonem tasir. Oldukca diisiik tepkimelere inebilen bir tayin araliginda, 6rnekteki hedef

maddenin Onemli Ol¢lide seyreltilerek tayinine olanak varsa, girisim yapacak
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maddenin konsantrasyonunu bu islemler sonucunda tayin sinirlar1 disina ¢ikarilmasi

miimkiin olabilmektedir. Bu durum sonugta se¢imlilige 6nemli bir katki saglar [29].

2.8.4. Cevap siiresi

Biyosensorlerin biiyiik bir hizla yayginlasmasinin en 6nemli nedenlerinden biri, ideal
bir biyosensoriin de temel niteliklerinden olan pratik bir islemle kisa siirede sonug
verebilmesidir. Cok sayida 6rnegin so6z konusu oldugu rutin analizlerde miimkiin
olan en az 6n islemle en kisa silirede elde edilen sonug biiyiilk 6nem tagimaktadir.
Cevap siiresi ile kastedilen, biyosensdriin, analizlenecek maddenin bulundugu ortama
temas ettigi andan itibaren 6lgme diizeneginden sonucun okundugu ana kadar gecen

stiredir [29].

Bir biyosensdriin cevap siiresi 3 ana asamada meydana gelen olaylar tarafindan

etkilenir. Bunlar;

1. Substratin analiz ortamindan zar yiizeyine ne kadar hizli, difiizlendigi,

2.Substratin zar i¢ine ne kadar hizl difiizlendigi ve biyokatalizoriin aktif merkezi ile

ne kadar ¢cabuk tepkime verdigi,

3.0Olusan iiriiniin 6l¢ilildiigii yer olan sensor yiizeyine ne kadar hizli difiizlendigi.

Bu ii¢ olay1 etkileyen baslica unsurlar da ¢ozeltinin karistirma hizi, substrat derisimi,
enzim derisimi , optimum pH, sicaklik ve sensor ylizeyinde veya biyoaktif tabaka
ylizeyinde herhangi bir zarin kullanilip kullanilmadigi ve kullaniliyorsa niteligidir.
Bu unsurlardan karistirma hizinin artist cevap siiresini  kisaltirken, substrat
derisimindeki artis uzamasina yol acar. Enzim miktarinin artig1 ve optimum pH’ya
yakinlagma cevap stiresini kisaltir. Ancak enzim miktar1 artis1 biyoaktif tabaka
kalinlagmasina yol acacagi i¢in diflizyon problemini arttirabilir ve cevap siiresi uzar.
Bu sorun spesifik aktivitesi yliksek enzim preparatlarinin kullanimiyla giderilebilir.

Sicaklik difiizyonu olumlu yonde etkileyerek cevap siiresinin kisalmasina yol agar.
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Ancak enzimin optimum sicakligindan uzaklagmasinin enzim aktivitesinde bir

diismeye neden olacagi gézden uzak tutulmamalidir [29].

Biyosensorler i¢in cevap siiresi genel olarak birkag saniye ile birka¢ dakika arasinda
degisir. 5 dakikaya kadar olan degerler kabul edilebilir. Ancak 10 dakika gibi bir siire
olduk¢a uzun kabul edilir. Dogal olarak bir biyosensdriin en az siirede en ¢ok sayida
analize imkan vermesi sadece cevap siiresiyle sinirli bir durum degildir. Yeni bir
Ol¢iime hazir hale gelebilmesi i¢in gereken polarizasyon, denge veya yenilenme gibi

islemlerin aldig siire ¢ogu zaman cevap siiresinden ¢ok daha fazla bir siire alir [29].
2.8.5. Tekrarlanabilirlik

Hazirlanan bir biyosensor ile tekrarlanabilirlik denemelerinin en basiti ayni bir
ornekle ardarda o6lgme yapilmasi ve elde edilen degerlerden standart sapma ve
korelasyon katsayisinin hesaplanmasidir. Her zaman standart kalibrasyon grafigi
¢izme gereginden kaginilmasi durumunda, standart ilave yontemlerinden yararlanilir.
Bu amagcla analizlenecek oOrnek Olgiiliir, ardindan gercek degeri bilinmeyen bu
Oornegin Olgme sonuglarina gore yaklasik iki kati derisimde bilinen bir standart
eklenir ve Olgme islemi gerceklestirilir. Bu yontem sensér cevabinin Ornek
derisimiyle dogrusal degistiginin bilindigi durumlarda agagidaki bagint1 yardimiyla
hesaplanir [29].

ruCs
(r(u+s)—ru)

Bagintida Cu: Bilinmeyen Ornegin derisimini, Cs: Eklenen standardin
konsantrasyonunu, ru: bilinmeyen 6rnegin sensor cevabini, r[u+s]: bilinmeyen 6rnek

ve eklenen standardin sensor cevaplari toplamini ifade eder [29].
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2.8.6. Diger performans faktorleri

Bir biyosensoriin performansini etkileyen diger oOnemli faktorlerden biri de
maliyettir. Maliyet genelde biyosensoriin hazirlanmasi1 giderleri ile séz konusu
biyosensorle yapilan bir analizin giderlerinin toplamidir. Hazirlanma giderlerinin az
olmasit durumunda genelde bu fasildan analiz basina gelecek gider katkisi
azalacaktir. Dogal olarak biyosensoriin kullanilma kararliligi bu faktorii biiyiik

Olciide etkileyecektir [29].

Ozellikle ¢evre ve savunma gibi alanlarda kullanilacak bir biyosensor icin tagmabilir
olmasi bliylikk Oonem tasir. Tasmabilirlik beraberinde kullanim kolayligin1 ifade
edecek sekilde basit olma niteligini de igeriyorsa daha yaygin kullanim olanagi
ortaya ¢ikacaktir. Ancak pratik kullanim i¢in basitlestirilmis sistemlerin, ¢ogu zaman
karigik sistemlere nazaran hatali olabilecegi gbzden uzak tutulmamalidir. Genelde bu
gibi sistemlerden acil durumlarda bir fikir edinmek amaciyla ya da diger tlirden bir

analizin miimkiin olmadig1 kosullarda yararlanilmalidir [29].
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3. DENEYSEL KISIM
3.1. Cihazlar ve Malzemeler
3.1.1. Elektrokimyasal analiz cihazi

Amperometrik dlgme islemlerinde BAS Epsilon-EC-Ver 1.40.67NT elektrokimyasal

analiz cihazi kullanild.

3.1.2. Hiicre ve elektrotlar

Amperometrik dlgme islemlerinde, Sekil 3.1° de verilen {i¢ elektrotlu hiicre sistemi
kullanildi. Referans elektrot olarak BAS RE-5B no’ lu Ag/AgCl, karsit elektrot
olarak MW-1032 no’ lu platin tel ve ¢alisma elektrodu olarak 0,5 cm® yiizey alanli ve

polianilin-polipirol ile kaplanmig Pt levha elektrotlar kullanildi.

Sekil 3.1. Kaplama ve 6l¢gme yapmada kullanilan hiicre sistemi
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3.1.3. pH metre

Tampon c¢ozeltilerinin pH’ larmin 6lgmesinde ORION Model 720A pH-iyonmetre

cihazi kullanild.
3.1.4. Su banyosu

Sabit sicaklik calismalarinda Grant W14 Marka termostatli dolasimli su banyosu

kullanilda.
3.1.5. Mikro pipet

5 uL - 500 pL ¢ozelti ilaveleri icin Volac marka + 0,05 pL hassasiyeti olan mikro
pipetler kullanildi.

3.1.6. Azot gaza

Cozeltide ¢oziinmiis oksijeni uzaklastirmak i¢in, inert gaz olarak Kargaz firmasindan

temin edilen yiiksek safliktaki [ % 99,999] azot gazi kullanildu.

3.1.7. Saf su

Cozeltilerin hazirlanmasinda kullanilan saf su GFL Marka saf su cihazindan temin

edildi.

3.1.8. SEM analizi

Hazirlanan elektrotlarin yiizey fotograflari gekme islemlerinde Gazi Universitesi Fen

Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji boliimiindeki Jeol-JSM-6060 LV marka cihaz kullanildi.
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3.2. Kullanilan Reaktifler ve Ozellikleri

Calismada kullanilan kimyasal maddelerin adlari, saflik dereceleri ve temin

edildikleri firmalar Cizelge 3.1°de verildi.

Cizelge 3.1. Caligmada kullanilan kimyasal maddelerin adlari, saflik dereceleri ve
temin edildikleri firmalar

Kimyasal Madde Saflik Dereceleri | Temin  Edildigi
Firma
Pirol (C4HsN) %97,0 Fluka
Anilin %99.5 Aldrich
Glutaraldehit (CsHgO,) %25d=0,78 Aldrich
Sodyum hidroksit (NaOH) - Fluka
Hidroklorik asit (HCI) %36.5 Merck
Sodyum Monohidrojen fosfat | - Merck
(Na,HPOy,)
Sodyum Dihidrojen fosfat (NaH,PO4) | Merck
Siilfiirik asit (H>SO4) %98 ﬁ:ﬁi
Hidrojen Peroksit (H,0O,) 0435 l\l\zzgi
Sigir Serum Albumin (BSA) -
Triton X-100 : Merck
Kolesterol - Merck
Propan 2-ol ) Merck

3.2.1. Kullanilan c¢ozeltiler

Siilfiirik asit ¢ozeltisi: Derisik siilfiirik asitten belli bir miktar alinip uygun sekilde

seyreltilerek derisimi 0,1 M olan ¢6zelti hazirland.
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Fosfat tamponu: Monosodyum fosfat monohidrat ve disodyum fosfat heptahidrat
belli bir miktar tartilarak saf suda ¢6ziildii, hazirlanan ¢6zeltinin pH’ s1 0,1 M NaOH
ile 7,2’ e ayarland1 ve ¢ozeltideki analitik derisimi 0,1M olacak sekilde seyreltildi.
Farkli pH ve derisimlerdeki tampon ¢ozeltileri hazirlamak i¢in ayni yol izlendi.

Tampon ¢6zelti 6l¢iilii balonda buzdolabinda saklandi.

Enzim ¢ozeltisi: Toplam aktivitesi 100 U ve miktar1 5,0 mg olan kolesterol oksidaz
enzimi alind1 ve saf suda c¢oziildiikten sonra hacim Olciili balonda 10 mL’ye
tamamlandi [10 iinite/mL]. Deney sirasinda kullanilacak olan enzim ¢d6zeltisi
buzdolabinda bekletildi, ancak uzun siire kullanilmadigi durumlarda ¢ozelti derin

dondurucuda saklanda.

Glutaraldehit ¢ozeltisi: % 25 ’lik glutaraldehit ¢ozeltisinin seyreltilmesiyle %5’ lik

glutaraldehit ¢ozeltisi hazirlandi.

Kolesterol ¢ozeltisi: 0,0193 g kolesterol, 2,56 mL propan 2-ol igerisinde ¢oziildii.
Uzerine 0,4 mL Triton X-100 ilave edildi. Hazirlanan ¢dzeltinin homojenligini
saglamak amaciyla ¢ozelti iyice karistirildi. Daha sonra fosfat tamponu [pH = 7, 0,1

M] ile hacmi 25 mL* ye tamamland1 ve +4°C’ da saklandi.

Sodyum hidroksit ¢ozeltisi: Kat1 sodyum hidroksitten belli bir miktar tartilip suda
¢oziilerek 0,1 M, 250 mL ¢o6zeltisi hazirlanda.

Hidrojen peroksit ¢ozeltisi: %30’luk hidrojen peroksit ¢ozeltisinden belli bir miktar
aliarak 1,0 M’lik stok ¢ozelti hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden belli miktarlarda alinip
seyreltilerek 1.107, 1.10™, 1.10° M’lik hidrojen peroksit ¢ozeltileri hazirland.

Hidroklorik asit ¢ozeltisi: Derisik HCI’ den belli bir miktar alinip uygun bir sekilde
seyrelterek 0,1 M 250 mL ¢ozeltisi hazirlandi.
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3.3. Platin Yiizeye Siilfiirik Asit ortaminda Polipirol-Polianilin Kaplanmasi

Elektrot yiizeyinin hazirlanmasi: Kaplama isleminden once platin levhanin yiizeyi
mekanik, kimyasal ve elektrokimyasal olarak temizlendi. Once yiizey sifir numara
zimpara ile parlatildi, sonra aleve tutuldu. 5 dakika stire ile sirasiyla aseton, etil alkol,
derisik HCI ve derisik nitrik asit ¢ozeltisi i¢erisinde bekletildi. Elektrot yiizeyi bol saf
su ile yikandiktan sonra 5 M H,SO4 i¢inde -2,0 V - +2,0 V arasinda tarama
yapilarak elektrokimyasal olarak temizlendi. Tekrar saf su ile yikandi1 ve kurutuldu.

Her kaplama isleminden 6nce yiizey, bu sekilde temizlendi [30].

Temizlenmis Pt levha elektrodunun yiizeyi bir iletken polimer olan polipirol ve
polianilin ile kaplandi. Polipirol ve polianilin elektrot ylizeyine piroliin ve anilinin
elektropolimerlesmesi ile biriktirildi. Elektropolimerlesmede iiclii elektrot sistemi
kullanildi (Sekil 3.1). Calisma elektrodu olarak platin levha (0,5 cm?), karsit elektrot
olarak platin tel ve referans elektrot olarak da Ag/AgCI elektrot kullanildi. Enzim
elektrot yapiminda kullanilmak iizere polianilin-polipirol elektrot hazirlandi. Bu
amacla 0,00-0,7 V arasinda 50 mV/s tarama hizinda ¢evrim alinarak (doniisimlii
voltametri ile) anilinin ve piroliin platin yiizeyde elektropolimerlesmesi
gerceklestirildi. Kaplama isleminden sonra elektrot ylizeyi tampon ¢dozeltisi ile
yikandiktan sonra kullanilmak {izere tampon i¢inde bekletildi ve bdylece platin/
polianilin/polipirol  elektrot hazirlandi. Hazirlanan  platin/polianilin-polipirol

elektrodun yiizeyinin taramali elektron mikroskobu (SEM) ile fotografi ¢ekildi.

3.3.1. Elektrotlarin hidrojen perokside duyarhhg.

Bolim 3.3’ de belirtildigi sekilde hazirlanan polianilin-polipirol kaplanmis platin
elektrotlar kolesterol biyosensorii yapiminda kullanilacagindan ve enzimatik
reaksiyon sonucunda elektroaktif tiir olarak hidrojen peroksit olustugundan, bu
elektrotlarin ve platin elektrodun hidrojen peroksite duyarliligi ve dogrusal ¢alisma

aralig1 belirlendi. Bu {i¢ elektrot i¢in yapilan islemler asagida kisaca agiklandi.
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Platin [Pt] elektrodunun hidrojen perokside duyarliligi

Yiizey alani 0,5 cm® olan ve Béliim 3.3’de belirtildigi sekilde temizlenen ve ¢alisma
elektrodu olarak kullanilan platin levha elektrodun, hidrojen perokside duyarliligini
belirlemek amaciyla Boliim 3.3’de kullanilan {i¢ elektrot sistemli elektrokimyasal
hiicre kullanildi. Elektrokimyasal hiicreye pH’ s1 7,0 olan 10 mL, 0,1 M fosfat
tamponu ilave edildi. Suda ¢oziinmiis olan oksijeni uzaklasgtirmak amaciyla 10
dakika azot gazi1 gecirildi. Kararli akim elde etmek i¢in ¢alisma potansiyeli olarak
secilen +0,70 V sabit potansiyelde platin elektrot dengeye getirildi. Elektrodun
dengeye gelmesi icin yaklasik bir saat beklendi ve kararli akim kaydedildi. Boliim
3.2.1°de belirtildigi sekilde hazirlanan 1,0x10° M stok ¢ozeltisinden mikro pipet
yardimiyla elektrokimyasal hiicreye hidrojen peroksit ilave edildi ve bir dakika
stireyle N, gaz1 gegirildi. + 0,70 V sabit potansiyel uygulanarak her 5 dakika
sonundaki akimlar kaydedildi. Hidrojen peroksit derisimine karsi akim degerleri
grafige gecirildi [kalibrasyon egrisi] ve platin elektrodun hidrojen perokside dogrusal

cevap verdigi aralik belirlendi.

Platin / Polipirol (Pt/PPy) elektrodunun hidrojen perokside duyarlilig:

Boliim 3.3 de anlatildigi gibi hazirlanan Pt/PPy elektrot calisma elektrodu olarak
kullanildi ve hidrojen peroksite duyarliligi Platin (Pt) elektrodunun hidrojen
perokside duyarliligi’de anlatildig: sekilde belirlendi.

Platin / Polianilin(Pt/Pani) elektrodunun hidrojen perokside duyarliligi

Boliim 3.3’ de anlatildig1 gibi hazirlanan Pt/Pani elektrot ¢alisma elektrodu olarak
kullanildi ve hidrojen peroksite duyarliligi Platin (Pt) elektrodunun hidrojen
perokside’de anlatildig: sekilde belirlendi.
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Platin / Polipirol—Polianilin(Pt/PPy-Pani) elektrodunun hidrojen perokside duyarliligi

Boliim 3.3° de anlatildigr gibi hazirlanan Pt/PPy-Pani elektrot calisma elektrodu
olarak kullanild1 ve hidrojen peroksite duyarhiligi Platin (Pt) elektrodunun hidrojen
perokside’de anlatildig: sekilde belirlendi.

Platin / Polianilin-polipirol— (Pt/Pani-PPy) elektrodunun hidrojen perokside
duyarlilig

Boliim 3.3” de anlatildigi gibi hazirlanan Pt/ Pani-PPy elektrot calisma elektrodu
olarak kullanild1 ve hidrojen peroksite duyarlilig1 Platin (Pt) elektrodunun hidrojen
perokside’de anlatildig1 sekilde belirlendi.

3.4. Calisma Potansiyelinin Belirlenmesi

Bolim 3.3’ de hazirlanan polianilin-polipirol elektrodunun hidrojen perokside
duyarlilig1 arastirilirken, hidrojen peroksidin  yiikseltgenebilmesi i¢in uygun
potansiyelin belirlenmesi amaciyla, gesitli ¢alisma potansiyellerinde kalibrasyon
egrileri ¢izildi. Bu potansiyeller sdyledir: +0,70; +0,60; +0,50; +0,40; +0,30 V; +0,20
V. Her bir potansiyelde c¢izilen kalibrasyon egrilerinden en iyi ¢alisma potansiyeli

belirlendi.

3.5. Film Kalinhigina Cevrim Sayisinin Etkisi

Literatiirde film kalinliginin ¢evrim sayisiyla ve devreden gecen yiik ile iliskili
oldugu belirtilmektedir, ancak kullanilan cihazda dogrudan yiik saymak miimkiin
olmadigindan film kalinliginin elektrodun hidrojen perokside duyarliligina etkisi
kaplamadaki c¢evrim sayis1 degistirilerek incelendi. Bu amagla Bolim 3.3°de
anlatildig1 sekilde hazirlanan elektrotlar i¢in sirasi ile polipirol i¢in 5, 10, 15, 20, 25,
ve 60 ¢evrim alimarak denendi. Polianilin i¢in ise 5, 15, 30, 45, 55, 65, 70 ¢evrim
sayilar1 denendi. Sonra uygun c¢evrim sayisinda platin-polipirol elektrodun
hazirlanmasi i¢in elektrot yiizeyi polipirol ve polianilinin farkli ¢cevrim sayilarinda

kaplandi.
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3.6. Kolesterol Biyosensoriiniin Hazirlanmasi

Bir tiip icerisinde 100 pL kolesterol oksidaz, 100 pL fosfat tamponu, 50 pL
glutaraldehit ve 3 mg sigir serum albumin [BSA] dan olusan ¢ozelti hazirlandi.
Boliim 3.3’e gore hazirlanan platin/ polianilin/polipirol elektrodun her bir ylizeyine
bu karistmdan 50 pL  damlatildt ve ¢oziiciiniin uzaklasmasi i¢in beklendi.
Biyosensor kullanilmadigr zamanlarda buzdolabinda +4°C’ da fosfat tamponunda
bekletildi. Hazirlanan biyosensoriin yukarida anlatilan her asamasi igin elektrot

ylizeyinin taramali elektron mikroskobu [SEM] ile fotografi ¢ekildi.

3.7. Kolesterol Biyosensoriiniin Calisma Sartlarinin Belirlenmesi

3.7.1. pH’ nin etkisi

Boliim 3.6’a gore hazirlanan biyosensoriin amperometrik cevap akimi iizerine pH’
nin etkisini incelemek i¢in dnce biyosensor, derisimi 100 mM pH’ s1 5 olan 10 mL
fosfat tamponunda oda sicakliginda +0,7 V’da dengeye getirildi. Sonra stok
kolesterol ¢ozeltisinden, hiicredeki derisimi 5.10° M olacak sekilde ilave edildi.
Daha sonra +0,7 V sabit potansiyelde amperometrik cevap akimi olgiildii. Ayni
islemler derisimi 100 mM ve pH’ s1 5,0; 5,5,6,0; 6,5;7,0; 7,5; 8,0; 8,5; olan fosfat
tamponlar1 ve 5.10° M kolesterol ¢ozeltileri igin de tekrarlandi. Farkli pH’ lardaki
her bir ¢ozelti i¢cin + 0,70 V sabit potansiyelde 6l¢iilen amperometrik cevap akimlari
pH’ ya kars1 grafige gecirildi ve grafikten biyosensoriin optimum calisma pH’ s1

[7,0] belirlendi.

3.7.2. Sicakhgin etkisi

Bolim 3.6’e¢ gore hazirlanan biyosensoriin amperometrik cevap akimi {izerine
sicakligin etkisini incelemek i¢in dnce biyosensor, derisimi 100 mM pH’ s1 7,0 olan
10 mL fosfat tamponunda 20°C” da +0,7 V’da dengeye getirildi. Sonra derigimi 100

mM pH’ s1 7,0 olan fosfat tamponunda hazirlanmis stok kolesterol ¢ozeltisinden
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hiicredeki derisimi 5.10° M olacak sekilde ilave edildi. Daha sonra +0,7 V sabit
potansiyelde amperometrik cevap akimi 6l¢iildii. Ayni islemler 20, 30, 35, 37, 40,
50, 60, 65°C sicakliklari i¢in de tekrarlandi. Farkli sicakliklardaki her bir ¢ozelti i¢in
+ 0,70 V sabit potansiyelde Ol¢iilen amperometrik cevap akimlari sicakliga karsi
grafige gecirildi ve grafikten biyosensoriin optimum c¢alisma sicakligr [60°C]
belirlendi. Calisma sartlarinin kolay olmasindan dolayr bundan sonraki deneylerde

calisma sicakligi olarak 25°C seg¢ildi.

3.7.3. Substrat derisiminin etkisi

Bolim 3.6.°e gore hazirlanan biyosensoOriin amperometrik cevap akimi iizerine
substrat derisiminin optimum sartlarda etkisini incelemek i¢in dnce biyosensor, +0,7
V’da dengeye getirildi. Sonra biyosensoriin kolesterole cevabinin ve ¢alisma
araligin  belirlenmesi  i¢in  1.10%-3.10* M kolesterol derisimi arahiginda
amperometrik cevap akimlar1 dl¢ilildii ve bulunan degerler kolesterol derigimlerine
kars1 grafige gecirildi [Michaelis-Menten egrisi]. Bu grafikten yararlanarak
biyosensoriin ¢alisma araligir belirlendi.  Enzim sabitleri olan K, ve Vus'1

belirleyebilmek icin Lineweaver-Burk grafigini ¢izildi.

3.7.4. Biyosensoriin tekrar kullanilabilirliginin belirlenmesi

Boliim 3.6’a gore hazirlanan ve dengeye getirilen biyosensdriin optimum sartlarda
tekrar kullanilabilirligini  belirlemek i¢in 5.10° M kolesterol derigiminde arka
arkaya yapilan 6l¢gmeler sonucu elde edilen amperometrik cevap akimlarina karsi
Olcme sayisi grafige gecirildi ve bu grafikten Slgiilen akim degisimleri kullanilarak

aktivitedeki azalma degeri hesaplandi.
3.7.5. Biyosensoriin raf omriiniin belirlenmesi
Boliim 3.6’a gore hazirlanan ve dengeye getirilen biyosensdriin optimum sartlarda

raf omriinii  belirlemek i¢in biyosensor 25 giin boyunca 4° C’ da buzdolabinda

bekletildi. Ug giinde bir defa olmak iizere 5.10° M kolesterol derisiminde
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biyosensoOriin amperometrik cevap akimi oOlgiildii. Bekletme siiresine karsi cevap
akimlar grafige gegirildi ve bu grafikten Olclilen akim degisimleri kullanilarak

aktivitedeki azalma degeri hesaplandu.

3.7.6. Biyosensoriin cevap siiresinin belirlenmesi

Boliim 3.3.’e gore hazirlanan ve dengeye getirilen biyosensoriin optimum sartlarda
cevap siiresini belirlemek i¢in 5.10° M kolesterol derisiminde +0,7 V’da cesitli
zaman araliklarinda devreden gegen akim degerleri kaydedildi. Zamana kars1 6l¢iilen
amperometrik cevap akimlar grafige gecirilerek akim degisiminin sabit kaldig: siire

biyosensoriin cevap siiresi [ 300 s ] olarak belirlendi.

3.7.7. Biyolojik sivida [kanda | kolesterol tayini

Biyolojik sivida ki kolesterol tayini i¢in 5 kisiden kan drnegi alindi. Ornek alma
islemleri saglikli bireylerden yapildi. Bu ornekler steril kaplara alindi ve muhafaza
edildi. Kan &rneklerinden ayni anda 2 parelel numune alindi. Orneklerden biri
karsilagtirma yapmak amaciyla Saglik Kiiltiir Spor Daire Baskanligi biyokimya
laboratuvarinda analiz i¢in birakildi. Diger kan ornekleri ise tarafimizdan analiz

edilmek tizere getirildi ve hemen buzdolabina konularak muhafaza edildi.

Kan 6rneklerinin analizi i¢in 6n islemler uygulandi. Kan analizleri genellikle kan
serumunda yapildigi i¢in dncelikle kan 6rneklerinden bir miktar alind1 ve 3000 rpm’
de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda iistte kalan [kan serumu] kismi
alindi. Daha sonra analiz sirasinda girisim yapabilecegini diisiindiiglimiiz proteinleri
bulunduklar1 kan serumu ortamindan ayirmak i¢in %10’luk triklorasetik asit
kullanildi ve ¢oken proteinler sonucu olusan c¢okelek siiziilerek ortamdan
uzaklagtirildi. Proteinleri ¢oktiiriilmiis kan serumu analiz yapilincaya kadar

buzdolabinda muhafaza edildi.
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Kan serumunda kolesterol tayini i¢in seyreltme islemleri yapildi. Bu islem kan
serumundaki kolesterol derisiminin biyosensoriin dogrusal c¢alisma arali§ina

getirilmesi i¢in yapildi.

Kan serumundan belli hacimlerde alindi ve 20 defa seyreltme olacak sekilde
biyosensoriin bulundugu hiicre ortamina ilave edildi. Olgiilen akim degerlerinden
kalibrasyon grafigi kullanilarak kolesterol derigimi tayin edildi. Her numune i¢in 3

parelel deney yapildi ve standart sapma degerleri hesaplandi.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu calismada platin yiizey iizerine iletken bir polimer olan polipirol ve polanilin
kaplandi. Ayrica bu film elektrot iizerine kolesterol oksidaz enzimi bir protein olan
albumin ve capraz baglayicit olarak glutaraldehitin varliginda immobilize edildi.
Hazirlanan biyosensoriin analitik ve biyokimyasal 6zellikleri incelendi. Bilindigi gibi
enzimatik reaksiyonlarin bir kisminda tepkime iirinii olarak H,O, ag¢iga c¢ikar.
Hazirlanan enzim elektrotlarin ¢ogu, uygulanan sabit potansiyelde c¢alisma
elektrodunun yiizeyinde enzimatik tepkime sonunda olusan H,O;’ in ylikseltgenmesi

esasina dayanmaktadir [31- 33]. H,O, asagidaki tepkimeye gore olugsmaktadir.

0,  Kolestrol

7\
i

Olusan hidrojen peroksit platin elektrot yilizeyinde sabit bir potansiyelde asagidaki
tepkimeye gore ylikseltgenmektedir [31].

H,0, — O, +2H" +2¢

Yiikseltgenmenin meydana gelecegi bir potansiyelde ¢alisildiginda devreden gecen
anodik akim olusan hidrojen peroksitin derisimi, dolayisiyla kolesterol derisimi ile
orantilidir. Bu ¢alismanin prensibi de yukaridaki prensiple ayni olmakla beraber daha
once polipirol-polianilin kolesterol oksidaz enziminin serbest ve immobilize edilmis
sekli ile ilgili bir ¢aligmaya rastlanmamaistir. Bu yiizden yapilan bu ¢alisma orjinal bir

calismadir.
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Bu calismada Pt/Pani-PPy elektrodu ile enzimatik reaksiyon sonucunda olusan
hidrojen peroksidin dolayisiyla kolesteroliin Olciilmesinde ¢ozeltide ve elektrot

yilizeyinde gerceklesen olaylar sematik olarak Sekil 4.1.” de gosterilmektedir.

//"\ Hz'ﬂz “H s

Elektrokimyasal "
Tepkime b 7'!I." |

FH| ..'I'.
-~ \Fp,n_p:?— Enzirm .-’/ \\-

+0.7Y 0,
\__h:z_f_,/ Kalestenan

Pt Pani-ppy
Biyokimyzsal Tepkime

Enzim
‘h\\ /’ Kolestrol
\

Sekil 4.1. Kolesterol’iin kolestenona ylikseltgenmesi sirasinda elektrot yilizeyinde
gerceklesen elektron aktarimi

Sekil 4.1°e gore kolesterol elektronlarini enzime vererek kolestenona ytikseltgenir.
Elektronlar1 alan Enzim-FAD kompleksi indirgenir. Yeni bir substrat molekiilii ile
tepkimeye girebilmesi i¢in enzimin yeniden yiikseltgenmesi gerekir, bu nedenle
enzim elektronlar1 oksijene elektron vererek yeniden ylikseltgenmis hale geger.
Sonra hidrojen peroksit +0,70 V’da elektrot ylizeyinde yiikseltgenir. Bu elektrodun
uzun siire kullanilabilmesi i¢in enzimin siirekli ylikseltgenmis halde bulunmasi

gerekir.

Bu c¢alismada Pt/polipirol-polianilin film elektrotla kolesterol oksidaz enziminin
immobilize sekline ait analitik ve biyokimyasal 6zellikler incelenmis olup bunlarla

ilgili sonuclar ve yorumlar1 asagida sunulmustur.
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4.1. Calisma Potansiyelinin Belirlenmesi

12

10

Ai(nA)

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
E (mV)

Sekil 4.2. Polianilin-Polipirol kapli film elektrodun farkli ¢calisma potansiyellerinde
duyarliliginin belirlenmesi

Sekil 4.2 ° da ise Pt/Pani-PPy elektroda ait potansiyel ¢alismasi goriilmektedir. 0,2-
0,7 V arasinda sabit hidrojen peroksit derisiminde 6 farkli potansiyelde akim
siddetleri Ol¢lilmiis ve potansiyele karsi akim siddeti grafige gecirilmistir. Grafik
incelendiginde diisiik potansiyellerde akim siddetinin diisiik oldugu ve potansiyel
artttkca Ocililen akim siddeti degerlerinin artifi goriilmektedir. En yiiksek akim
degerinin dl¢iildiigii 0,7 V bundan sonraki ¢aligmalarda en iyi ¢aligma potansiyeli

olarak belirlendi.
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4.2. Cevrim sayisinin belirlenmesi

1,2

0,8
Ai(nA) ¢
0,6 ¢
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0] 10 20 30 40 50 60 70
Cevrim savisi

Sekil 4.3. 1.107" M sabit hidrojen peroksit derisimde polipirol elektrodun ¢evrim
sayisina kars1 duyarliligi

Sekil 4.3’de polipirol film elektrodun 0,7 V ve 1.107 M sabit hidrojen peroksit
derisimde c¢evrim sayisiyla akim siddetindeki degisim incelenmektedir. Sekilden
goriildigi gibi diisiik ¢evrim sayilarinda akimlarin yiiksek oldugu ve gevrim sayisi
arttikca akim siddetinin diistiigii goriilmektedir. En yliksek akim siddetinin 6l¢iildigi

5 ¢evrim optimum ¢evrim sayisi olarak belirlendi.
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Sekil 4.4. 1.10* M Sabit hidrojen peroksit derisimde polianilin elektrodun ¢evrim
sayisina kars1 duyarliligt

Sekil 4.4’de polianilin film elektrodun 0,7 V ve 1.10* M sabit hidrojen peroksit

derisimde c¢evrim sayisiyla akim siddetindeki degisim incelenmektedir. Sekilden

goriildiigi gibi diisiik ¢evrim sayilarinda akimlarin yiiksek oldugu ve gevrim sayisi

arttikca akim siddetinin diistiigii goriilmektedir. En yliksek akim siddetinin 6l¢iildiigi

10 ¢evrim optimum ¢evrim sayisi olarak belirlendi.
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Sekil 4.5. 16-16 ¢evrimde Pt/PPy-Pani elektrodun hidrojen peroksit derisimine karsi
duyarlilig

25 4

20 -

15 -

Ai{pA)
10 -

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 G0
H-O-Derisimi 10-* (imM)

Sekil 4.6. 16-16 ¢cevrimde Pt/ Pani- PPy elektrodun hidrojen peroksit derisimine
kars1 duyarlilig
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Sekil 4.7. 16-16 Sabit cevrimde polipirol-polianilin film elektrotun farkli hidrojen
peroksit derigimlere kars1 duyarlilig

Sekil 4.6 ve Sekil 4.7 incelendiginde ayni ¢evrim sayisinda kaplanmis olan Pt/ Pani-
PPy elektrodunun Pt/PPy-Pani elektroduna gore ayni hidrojen peroksit derisiminde
daha ytiksek akim siddetine sahip oldugu goriilmektedir. Bu yiizden bundan sonraki
calismalarda cevrim sayis1 olarak 16 polipirol ve 16 polianilinin kullanildig1 ve
polipiroliin iistte oldugu elektrodun kullanilmasina karar verildi. Bunun sebebi olarak
polianilinin kaplama potansiyelinin 1,0 V’ dan daha yiiksek olmasi ve dolayisiyla

bizim kaplama potansiyelimizde [0,7 V] filmin bozulmasidir.

4.3. Pt/Polianilin-Polipirol filminin SEM fotografi

Boliim 3.3° e gore hazirlanan Pt/Polianilin-Polipirol filminin Sekil 4.8’ de verilen
SEM fotografinda, karnabahar yapilar1 goriilmektedir. Bu yap1 yiizeyin polipirolle

kaplandigini gostermektedir.
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Sekil 4.8. Pt/Polianilin-Polipirol filminin SEM fotografi

4.3.1. Pt/Polipirol-Polianilin Filminin SEM Fotografi

Boliim 3.3’ a gore hazirlanan Pt/Polipirol-polianilin filminin SEM fotografi Sekil
4.9 de goriilmektedir. Sekil 4.8 de Pt/ Polianilin-Polipirol filmi incelendiginde
karnabahar yapilar1 gorilmektedir. Sekil 4.9 incelendiginde ise karnabahar
yapilaririin belli bir diizeyde bozuldugu ve bunun ise polianilinden kaynaklandigi

sOylenebilir. Litaratiirde de bu yap1y1 destekleyen caligsmalar mevcutur [34].
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Sekil 4.9. Pt/Polipirol-Polianilin filminin SEM fotografi

4.4. Kolesterol Biyosensoriiniin Calisma Sartlari ile ilgili Sonuclar

4.4.1.Farkh elektrotlara enzim immobilizasyonu ile aktivite degisiminin

incelenmesi

Bu calismada filmin yapisini olusturan polimerler tek tek ve birlikte elektrot
ylizeyine kaplanarak enzim immobilizasyonu gerceklestirildi. Bunun ig¢in polipirol
iizerine enzim, polianilin ilizerine enzim, polipirol-polianilin film iizerine ve
polianilin-polipirol iizerine enzim immobilize edilerek akimdaki  degisimler

incelendi.
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Sekil 4.10. Polipirol film elektroda enzim immobilizasyonuyla aktivitenin

incelenmesi

Ik olarak polipirol ile kaplanmis film iizerine enzim immobilizasyonu

gerceklestirildi ve akim degisimleri incelendi. Derisim arttik¢a akim degerlerinin

arttig1 gorildii ( Sekil 4.10).
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Sekil

4.11.Polianilin film elektroda enzim immobilizasyonuyla aktivitenin

incelenmesi
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Ikinci olarak polianilin ile kaplanmis filme enzim immobilizasyonu gerceklestirildi
ve akim degisimleri incelendi (Sekil 4.11.). Derisim arttik¢a akim degerlerinin arttig1
goriildii. Ancak bir Onceki polipirol film {izerine yapilan immobilizasyonla
karsilastirildiginda polipirolle kapl filme ait akim degerlerinin daha yiiksek oldugu

goriildil.

4,5 *

3,5 *

Ai(pA) 2,5 *

1,5

0,5

0 5 10 15 20 25 30 35
Kolesterol Derisimi 10 -2(mM)

Sekil 4.12. Polianilin-Polipirol film elektroda enzim immobilizasyonuyla aktivitenin
incelenmesi

Daha sonra polianilin-polipirol ile kaplanmis filme enzim immobilizasyonu

gerceklestirildi ve akim degisimleri incelendi. Derisim arttikca akim degerlerinin

yine arttig1 gorildi (Sekil 4.12).
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Sekil 4.13. Polipirol-Polianilin film elektroda enzim immobilizasyonuyla aktivitenin
incelenmesi
Son olarak polipirol-polianilin ile kaplanmis filme enzim immobilizasyonu
gerceklestirildi ve akim degisimleri incelendi. Derisim arttikca tek basina polipirol
veya polianilin varligindaki kadar bir artig goriildii (Sekil 4.13). Polipirol-polianilin
film ile Polianilin-polipirol film karsilastirildiginda Polianilin-polipirol filme enzim
immobilize edildiginde daha yiiksek akim degerlerinin gozlendigi ve dolayisiyla bu
filme ait aktivite degerlerinin daha yiiksek oldugu goriildii. Bu nedenle bundan

sonraki ¢aligmalarda film olarak Polianilin-Polipirol film elektrot secildi.
4.4.2. Pt/Polipirol- polianilin-enzim-glutaraldehit-albumin filminin fotografi

Boliim 3.6’ a hazirlanan Pt/Polipirol- Polianilin-enzim- filminin SEM fotografi Sekil
4.14°de goriilmektedir. Bu fotograf bir onceki Pt/Polipirol-Polianilin  filmi ile

karsilastirildiginda polianilin yapisinin degistigi ve bunun kolesterol oksidazdan

kaynaklandig1 sdylenebilir. Bu yapi literatiirlerle uyum halindedir [34].
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Sekil 4.14. Pt/Polipirol-Polianilin-Enzim-Glutaraldehit-Albumin
fotografi

4.4.3. pH’ nmin etkisi

filminin SEM
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0.5 ¢
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Sekil 4.15. Biyosensoriin aktivitesine pH’ nin etkisi
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Bolim 3.6’a gore hazirlanan biyosensor ile yapilan deneyler sonunda (0,7 V) elde
edilen amperometrik cevap akimlar1 pH’ ya kars1 grafige gecirilerek Sekil 4.15° de
verildi.  Sekil incelendiginde diisiik pH degerlerinde 6l¢iilen amperometrik cevap
akimmin kiiclik oldugu, pH degerleri biiylidiikce amperometrik cevap akiminin
blyiidiigli goriilmektedir. Cevap akimindaki bu artis optimum pH degerine
yaklastikca beklenen bir durumdur. Grafik incelendiginde maksimum cevap akimi
pH 7,0°de gozlenmistir. Literatiirler de ise degisik destek materyallere immobilize
edilmis kolesterol oksidaz i¢in pH degerleri 7,4; 7,0; 6,5; 7,25 olarak bulunmustur
(34-36). Bulunan bu deger literatiir verileri ile uyusmaktadir. 7,0’den sonraki pH
degerlerinde cevap akimi tekrar azalmaya baglamistir. Enzim ve substrat
molekiillerinde asidik ve bazik gruplar oldugundan (E-S) aktiflesmis kompleksinin
en kolay bir sekilde olusmasi, yani hizinin maksimum olmasi i¢in bu gruplarin belirli
bir iyonlasma durumunda olmas1 gereklidir. Bunun disindaki iyonlagmalarda (E-S)
kompleksinin olusumu zorlasacak ve tepkime hizi diiseceginden akimlardaki azalma

beklenen bir durumdur [37].

4.4.4. Sicakhgin etkisi
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Sekil 4.16. Biyosensoriin aktivitesine sicakligin etki
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Boliim 3.6’a gore hazirlanan biyosensor ile yapilan deneyler sonunda elde edilen
amperometrik cevap akimlar1 (0,7 V ve pH=7) sicakliga kars1 grafige gecirilerek
Sekil 4.16° da verildi. Sekil 4.16. incelendiginde diisiik sicaklik degerlerinde enzimin
diisiik aktivite gosterdigi ve amperometrik cevap akimlarinin sicaklik arttik¢a arttigi
goriilmektedir. Maksimum cevap akiminin 60 °C’ da oldugu gézlenmistir. 60 °C’dan
sonra enzimin aktivitesinin distiigi goriilmektedir. Aktivitede ki bu diislislerin
enzimin protein yapisinin ve yiiksek sicakliklarda denatiire olmasi ve bundan aktif
merkezin ve enzim aktif merkezindeki koenzimin etkilenmesinden ileri geldigi
sOylenebilir. Ancak maksimum cevap akiminin gézlendigi 60 °C oldukga yiiksek bir
sicakliktir. Literatiirlerde de degisik destek materyallere immobilize edilmis
kolesterol oksidaz icin 49; 40; 40; °C gibi sicakliklar bulunmustur (34,35,36).
Calisma kosullarinin kolay olmasimni saglamak, rutin analizlerde daha kolay
uygulanabilir olmasi ve uzun inkiibasyon siirelerinde yliksek sicakliklarda enzim
aktivitesinin azalmasindan dolay1r bundan sonraki ¢alismalarda oda sicakligi olan

25°C segildi.

4.4.5. Substrat derisiminin etkisi
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Sekil 4.17. Biyosensoriin aktivitesi lizerine kolesterol derisiminin etkisi [Michealis-
Menten grafigi, pH=7 ve 25°C]
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Sekil 4.18. Biyosensdriin aktivitesi iizerine kolesterol derisiminin etkisini gosteren

Lineweaver-Burke grafigi
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Sekil 4.19. Kolesterol biyosensorii i¢in kalibrasyon grafigi



63

Bolim 3.6° a gore yapilan deneyler sonunda elde edilen sonuglardan, kolesterol
derisimine karsi amperometrik cevap akimlar1 [pH=7 ve 25°C] grafige gegirilerek
Sekil 4.17.” de verildi. Sekil 4.17. incelendiginde akimlarin belli bir derisime kadar
dogrusal olarak artti§i ve bu derisimden sonra dogrusalliktan saptigi sdylenebilir.
1.10°-5.10° M araliginda dogrusal bolge oldugu, bu bélgenin dogrusalligmin iyi
oldugu [R*=0,996] ve kolesteroliin kantitatif tayini igin kullanilabilecegi sdylenebilir
[Sekil 4.19 pH=7 ve 25°C]. Daha sonra 1/[S] degerlerine kars1 1/V degerleri grafige
gecirilerek Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Kolesterol oksidaz enzimi igin spesifik
olan Km ve V,us degerlerini bulmak icin Bolim 3.6.” a goére yapilan deneyler
sonunda ¢izilen grafiklerden Sekil 4.18. [pH=7 ve 25°C] kullanilarak gozlenen Km
degeri 3,3 mM V4 ise 5,26 mM/dakika olarak hesap edildi. Literatiirlerde degisik
destek materyallere immobilize edilmis farkli kaynaklardan saflagtirilmig kolesterol
oksidaz enzimi i¢in Km degerleri 0,41; 2,72; 9,8; mM [38,39,35] Viaks 1s€ 0,908;
1,495 mM/dakika [40,41] olarak bulunmustur.

4.4.6. Biyosensoriin tekrar kullanilabilirligi
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Sekil 4.20. Biyosensoriin tekrar kullanilabilirliginin incelenmesi

Bolim 3.6° a gore yapilan deneyler sonunda elde edilen amperometrik cevap

akimlar1 6lgme sayisina kars1 grafige gecirilerek Sekil 4.20.” da(pH=7 ve 25°C)
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verildi. Sekil 4.20 incelendiginde 6lgme sayisi arttikca akimlarda azalma oldugu
goriilmektedir. Akimlardaki bu diismelerin zamanla enzim aktivitesindeki
degismeden kaynaklandigi soylenebilir. Biyosensoriin 30 6lgme sonunda baglangic
aktivitesinin yaklasik % 82’sini korudugu goriilmektedir. Biyosensoriin zamanla
aktivitesinin ¢ok fazla de§ismemesi kullanilan immobilizasyon tekniginin iyi
oldugunu gostermektedir. Tekrarlanabilirlik biyosensér icin ¢ok &nemli olup
hazirlanan biyosensorle arka arkaya fazla sayida analiz yapabilecegimizi
gostermektedir. Rutin analizlerde tek Olgmede kullanilan kitler maliyet agisindan
pahal1 oldugu icin bu sekilde hazirlanan bir biyosensor daha avantajlidir. Bulunan
sonug literatiir degerleri ile karsilastirildiginda hazirlanan biyosensoriin tekrar

kullanilabilirliginin olduk¢a iyi oldugu sdylenebilir [40,42].

4.4.7. Biyosensoriin raf omrii

Ai(nA) 2 -

0,5

(ziin

Sekil 4.21. Biyosensoriin raf dmriiniin belirlenmesi

Bolim 3.6° ya gore yapilan deneyler sonunda elde edilen amperometrik cevap
akimlar1 giline kars1 grafige gegirilerek Sekil 4.21° de (pH=7 ve 25°C) verildi. Sekil
incelendiginde ilk onbir giin boyunca alinan 5 Sl¢lim sonunda ayni cevap akimi

gbzlenirken 11.giinden sonra akimin biraz diistiigii akimin biraz diistiigii, 11.giinden
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15.gline kadar alinan 3 Olgiim i¢in ayni akim degerinin Olgiildiigi ve 20.glinden
sonra 23.giine kadar alinan tek dl¢giimde yine akimin bir miktar diistiigii goriildi. Bu
ise biyosensoriin 23 giin sonunda baslangi¢ aktivitesinin yaklasik % 60’ 1
korudugunu gostermektedir. Ancak 11. giine kadar akimlardaki azalmanin ¢ok fazla
olmadig1 ve baslangi¢ aktivitesini korudugu goriilmektedir. Ayrica enzimin aktif
merkezinde sicakligin, havanin ve bazi kimyasal maddelerin etkisi ile degisiklikler
meydana gelmesi ya da aktif merkezdeki gruplarin g¢evresindeki diger gruplarla
etkilesmesi sonucu biyosensoriin aktivitesinde zamanla meydana gelen azalma
beklenen bir sonugtur. Biyosensoriin raf Omriiniin uzun olmasi kullanilan
immobilizasyon yonteminin iyi oldugunu goéstermektedir. Bulunan sonucun literatiir

degerleri ile karsilagtirildiginda oldukga iyi oldugu sdylenebilir [43,44].

4.4.8. Cevap siiresi
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Sekil 4.22. Biyosensoriin cevap siiresi

Bolim 3.6° ya gore yapilan deneyler sonunda elde edilen amperometrik cevap
akimlar1 zamana karsi grafige gecirilerek Sekil 4.22° de verildi. Olgiilen
amperometrik cevap akimlarina karsi ¢izilen zaman grafiginden (Sekil 4.22.) akim

degisimlerinin sabit kaldig1 300 s’ lik siire cevap siiresi olarak belirlendi. Genelde
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biyosensorler i¢in cevap siiresinin 5 dakikay1 gegmemesi istenir [29]. Bulunan sonug

bu degere yakin bir degerdir.
4.4.9. Biyolojik sivida (kanda) kolesterol tayini

Biyolojik sivilarda yapilan kolesterol analizi sonunda Olciilen amperometrik cevap
akimlarina kars1 gelen derisim degerleri kalibrasyon grafigi kullanilarak hesaplandi
ve Cizelge 4.1 wverildi. Bulunan sonucglar, enzimatik kit kullanilarak
spektrofotometrik olarak oOlgiilen hastane sonuglar1 ile kiyaslandiginda yaklagik
olarak % 30’ a yakin 6nemli bir fark oldugu gozlendi. Biyokimyasal o6l¢melerde
%20’ ye kadar olan farkliliklar normal kabul edilebilir. Ancak burada farkin % 30
¢ikmasinin nedeni deneysel hatalar olabilecegi gibi hastanede bulunan sonuclardan
da kaynaklanabilecegi diisliniilebilir. Ciinkii hastanede kullanilan cihazin

kalibrasyonunun tam yapilamamis olmasi boyle bir sonucu dogurabilir.

Cizelge 4.1. Kan numunelerinde hesaplanan kolesterol igerigi

Kan Sonug Enzimatik kit
numunesi | [mg/100mL] kullanilarak
spektrofotometrik
olarak olciilen
hastane
sonucu
[mg/100mL]
1 160+4 218
2 110%3 157
3 105£2 153
4 7812 119
5 76+1 112

4.4.10. Farkh yontemlerle bulunan kolesteroliin( Kanda) karsilastirilmasi

Hazirlanan biyosensdrle Sekil 4.19.” daki kalibrasyon grafigi kullanilarak bulunan
kolesterol degerleri, kit kullanilarak spektrofotometrik yontemle bulunan kolesterol
degerlerine karsilik grafige gecirilerek Sekil 4.23° de verilmistir. Sekil 4.23

incelendiginde dogrunun egiminin bire yakin olmasi kolesterol biyosensorii ile elde
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edilen sonuglarin kit kullanilarak spektrofotometrik yontemle elde edilen sonuclarla
uyumlu oldugunu gostermektedir. Bu ise hazirlanan biyosensorle kan serumunun

bozucu etkisi olmaksizin serumda kolesterol tayini yapilabilecegini gostermektedir.
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Sekil 4.23. Kanda kolesterol tayininde yontemlerin uyumlulugu

Sonug olarak; bu ¢alismada hazirladigimiz kolesterol biyosensoriiniin;

- Dogrusal ¢aligma aralig1 oldukga genistir [1 10° M-5.10"M].

- Tekrar kullanilabilirligi yiiksektir [30 O6l¢cme sonunda biyosensdriin aktivitesini
%82 oraninda korudugu goriilmiistiir].

- Raf 6mrii uzundur [ 23 giin ve 9 6l¢lim sonunda baslangi¢c amperometrik cevabinin
yaklagik % 60’ 1 korumaktadir].

- Hazirlanan biyosensor i¢in cevap siiresi 300 s olarak bulunmustur. Bu siire
literatiirde verilen degerlerle karsilastirildiginda normal bir siiredir.

- Polipirol-polianilin filmle yapilan biyosensordeki immobilize enzime ait gdzlenen
K, degeri 3,3 mM ve Vs degeri ise 5,26 mM/dakika bulunmustur.

- Hazirlanan biyosensor ile biyolojik sivida [kanda] birden fazla numunede kolesterol
tayini yapilabilmekte ve bu da rutin analizlerde kullanilan ve fazla maliyet getiren
tek kullanimhik kitlerin yerine hazirlanan biyosensoriin - kullanilabilecegini

gostermektedir.
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- Literatiirlerde kolesterol oksidaz enziminin degisik filmlere immobilizasyonu ile
hazirlanmis biyosensorler mevcuttur. Yine polipirol film {izerine kolesterol oksidaz
enziminin immobilizasyonu ile hazirlanmis biyosensdrler mevcuttur. Ancak
polianilin-polipirol film tizerine kolesterol oksidazin immobilizasyonu ile ilgili bir
calismaya rastlanmamistir. Bu yiizden ¢alismada kullanilan film orijinal oldugu igin

hazirlanan biyosensor orjinaldir.
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