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TiYOFEN ESASLI iLETKEN POLIMER SENTEZI,
KARAKTERIZASYONU VE BIiYOKIMYASAL SENSOR
UYGULAMALARININ ARASTIRILMASI

(074

Tiyosemikarbazon matrisleri, biyosensor uygulamalar1 icin grafit elektrot
iizerinde biyomolekiil immobilizasyonu ile matris 6zelliklerini arastirmak amaciyla
elektrokimyasal oligomerizasyon ile insa edilmistir. Glukoz oksidaz (GOx) enzim
immobilizasyonu i¢in ¢apraz baglayici olarak gluteraldehit (GA) kullanarak amino
grubu igeren oligomerik tiyosemikarbazonlar basariyla uygulandi. Modifiye edilen
yiizey SEM ve FT-IR ile karakterize edilmistir. Glukoz biyosensor igin
elektrokimyasal Ol¢limler, enzim aktivitesinden kaynaklanan oksijen tiiketimi
izlenerek Ag/AgCl elektroduna karsilik -0,7 V ortam kosullarinda yapildi. Bunun
yani sira pH, enzim miktari, dogrusallik, kararlilik ve tekrarlanabilirlik i¢in
optimizasyonlar ayrintili sekilde incelenmistir. Optimize edilmis biyosensor
0,05 mM ile 1 mM glukoz miktar1 arasinda ve 10 sn’ lik tepki siiresince dogrusallik
gostermektedir. Ayrica K,, ve Vpax gibi kinetik parametreler hesaplandi.
Amperometrik sistemin yan1 sira sistemin analitik dzellikleri Akis Injeksiyon Analizi
(FIA) ile analitik karakterizasyonu degerlendirildi. Elde edilen yeni biyosensor

tasarimi ile gercek bir numune i¢indeki glukoz miktar1 analiz edilmistir.

Anahtar  Sozciikler: Enzim immobilizasyonu, immobilizasyon  matris,

tiyosemikarbazon
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SYNTHESIS OF THIOPHENE BASED CONDUCTING POLYMER,
CHARACTERIZATION AND INVESTIGATION OF BIOSENSOR
APPLICATIONS

ABSTRACT

Thiosemicarbazone (TSC) matrices are constructed by electrochemically
oligomerization on the graphite electrodes to investigate their matrix properties in
terms of biomolecule immobilization for the biosensor applications. Amino
functionalized oligomeric TSCs were successfully applied for the glucose oxidase
(GOx) immobilization using glutaraldehyde (GA) as the crosslinker. Scanning
electron microscopy (SEM) and fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR)
measurements are used to characterize the modified surface. Electrochemical
measurements of the GOx biosensor were performed at ambient conditions at -0.7
versus Ag/AgCl electrode by following the oxygen consumption resulting from the
enzyme activity, in the presence of glucose substrate. As well as optimization of pH
and enzyme amount, linearity, operational stabilities and repeatability are
investigated in detail. The optimized biosensor shows a very good linearity between
0.05 mM and 1.0 mM glucose with a 10 s response time. Kinetic parameters such as
Ky and V. are also calculated. Besides the batch configuration, the analytical
characteristics of the system were also evaluated in flow injection analysis (FIA)
mode. Finally, the new biosensor configuration was applied for glucose

determination on a real sample.

Keywords: Enzyme immobilization, immobilization matrix, thiosemicarbazone
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BOLUM BIR
GIRIS

Bilim ve teknolojideki hizli gelismeler fiziksel ve kimyasal ozellikleri farkls,
iiretimi kolay ve genis kullanim alani olan yeni malzemelerin iiretilmesi ihtiyacini
dogurmustur. Bu nedenle polimerler son yillarda en ¢ok calisilan konulardan biri

olmustur.

Bir polimeri olusturan en kiiclik molekiile monomer adi verilir. Monomerler
birbirlerine kovalent baglarla baglanarak kendilerinden daha biiyiik molekiiller
olustururlar. Orta biiyilikliikte olusan molekiillere oligomer adi verilirken, yiizlerce
monomerin birlesmesinden olusan daha biiyilk makro molekiillere ise polimer adi
verilir. Uygun kosullar altinda bir¢ok molekiiliin bir araya gelip birleserek yiiksek
molekiil agirlikl bilesikleri olusturmasi islemine de polimerizasyon denir (Davis,

2003).

Polimerlerin hafif olmalari, sekillendirebilme kolayligi, esnek yapilari, diisiik
yogunluklu olmalari, anti-korozyon oOzellik gostermeleri, kimyasal olarak inert
oluglari, elde edilis maliyetlerinin diisiik olmasi, istenilen 1sisal ve mekanik
Ozelliklere sahip olarak sentezlenebilir oluslar1 ile bazilarinin elektrigi iletme 6zelligi
bize sagladiklar1 avantajlardir. Bu avantajlar sayesinde genis uygulama alanlarina

sahiptirler (Uzun ve ark, 2013).

Polimerler metallerle kiyaslandiginda; polimerlerin genellikle metallerden daha
hafif ve ucuz oldugu, kolay sekil alabildigi fakat; iletken olmadiklar1 goze
carpmaktadir. Metallerin ise zor islenebilen, agwr, pahali olmalarinin aksine
iletkenlikleri yiiksek maddeler oldugu bilinmektedir. Polimerler ile metallerin {istiin
ozellikleri bir araya getirilerek iletkenlik 6zelligi tasiyan polimerlerin elde edilmesi
miimkiin olmustur. Bu amagla hazirlanan polimerler de iletken polimer olarak

adlandirilmislardir (Sagak, 2004).



Bu c¢alismada tiyofen-2-karbaldehit tiyosemikarbazon (TSC) monomerinin
sentezi, elektrokimyasal polimerlesmesi ve glukoz biyosensorii gelistirilmesi
amaglandi. Tiyofen-2-karbaldehit tiyosemikarbazon elektrokimyasal yontemle
asetonitril  ortaminda  Tetrabiitilamonyumhegzaflorofosfat (TBAPFs) destek
elektroliti kullanilarak polimerlestirildi. Polimer FT-IR, SEM ve iletkenlik 6lgtimleri
ile analiz edildi. Glukoz oksidaz enzimi polimer kapl grafit elektrot lizerine ¢apraz
baglayict ile tutuklandi ve enzim aktivitesi artan glukoz derigimi ile ortamda
belirlendi. Enzim elektrot i¢in Lineweaver-Burk grafigi cizilerek Michaelis-Menten
sabiti hesaplandi. Hesaplanan K,, ve V.« gibi kinetik parametrelerin yaninda
biyosensorde reseptor olarak gorev yapan glukoz oksidaz enziminin optimum pH ve

calisma kararlilig1 gibi degerler de hesaplanmistir (Seven ve ark, 2013).

1.1 iletken Polimerler

[letken polimerler; metallerin elektriksel iletkenliklerini polimerlerin kimyasal ve
mekaniksel 6zellikleriyle birlestirerek, metallerle yar1 iletkenler arasinda iletkenlige

sahip olan polimerlerdir.

Iletken polimerler konusundaki ¢alismalar 1950 lerde baslamustir. iletkenlikleri
oda sicakhginda 10 S/cm olan yari iletken polimerler 1950-1960 yillar1 arasinda
iretilmistir. Giinlimiizdeki anlayisa uygun iletken polimerler 1970’ lerin sonunda
ortaya ¢ikmaya baglamistir. Shirakawa yontemiyle iiretilen poliasetilenin yiikseltgen
ile dop edilmesi sonucunda iletkenliginin 108 kat arttirildig1 goriilmiistiir (Shirakawa
ve ark, 1977). Iletkenlik konusunda en 6nemli adim 1979’ da Diaz’ n piroli
elektrokimyasal yontemle yiikseltgeyerek polipirolii liretmesiyle atilmistir. Polipirol
anot {lizerinde iiretilebilmis ve gili¢lii bir film olarak ylizeyden ¢ikarildiginda
iletkenligi 100 S/cm’ ye ulasabilmistir. Benzer sekilde elektro yiikseltgenme
yontemiyle iletken politiyofen anot lizerinde {iretilebilmistir (Sahmetlioglu ve ark,

2013).



1.1.1 Tletken Polimerlerin Yapisi

Bir polimerin iletken 6zellik gosterebilmesi i¢in yapisinda konjuge cift bag iceren
zincir bulunmast gerektigi belirtilmistir. Konjuge polimerlerde elektriksel
iletkenligin yapida yer alan konjuge m baglar1 ile saglandig ise Berets ve arkadaglar1
tarafindan ileri siiriilmiistiir. Bu sebepten dolay1 ¢ikis maddesi olarak kullanilacak
polimer zincirinde korunabilen aromatik veya konjuge karbon- karbon ¢ift baglar1

bulunduracak yapida olmasi gerekmektedir (Tuncagil ve ark, 2009).

Ancak konjugasyon, iletkenligin saglanabilmesi i¢in tek basmna yeterli degildir ve
polimerlerin iletkenliginin doplama islemi ile arttirilmas: gerekmektedir. Konjuge
polimerlerdeki doping olayi, polimerin ylikseltgenmesiyle veya indirgenmesiyle
meydana gelen bir yiik degisimi reaksiyonudur. Yiikseltgenme ve indirgenme islemi
polimere iletkenlik 6zelligi kazandirir. Kimyasal tiirlerin neden oldugu yiikseltgenme
sonucunda pozitif yiiklii polimer meydana gelir ve yapiya anyon girer. Ayni sekilde

indirgenme ile olusan negatif yiiklii polimer yapisina katyon baglanir.

1.1.2 Iletken Polimerlerin Biyosensorlerde Kullanilmasi

Iletken polimerler {izerine yapilan ¢alismalar modern bilimin énemli bir parcasi
olmaktadr. Iletken polimerler yalitkan polimerlerle birlikte kullanilarak
biyosensorlerde, pH sensoOrlerinde ve gaz sensOrii olarak teknolojide birgok
uygulama alan1 bulmustur. Iletken polimerlerin kullanildig1 sensérlerin birgok tiirii
hem kimyasal hem de biyolojik amaglh olarak kullanilmaktadir. Biyolojik sensorler
analitik, biyokimya ve mikroelektronik bilim dallarinin birlikte uyumlu kullanilmasi
ile olusturulan cihazlardir. Bir biyosensor genel olarak uygun bir enerji iletim cihazi
ile yakin temasta olan bir biyolojik bilesenin kullanilmasi ile olusur. Analiz ¢ozeltisi
ile biyolojik bilesenin biyokimyasal reaksiyonu sonucunda olusan sinyaller,
dedektorde elektrik sinyaline g¢evrilerek okunur. Biyolojik ¢ozeltinin pH’ ndaki
degisime cevap olarak Olciilen iletken polimerin elektronik iletkenligindeki

degisiklik, biyolojik molekiiller icin sensér amacli kullanilabilir (Ekiz ve ark, 2013).



Iletken polimerlerin elektrokimyasal olarak iiretilmeleri sirasmda polimerlere
mediatorler, enzimler, kompleks yapici ligandlar ve antikorlar baglanabilir. Iletken
polimer kullanilan biyosensorler amperometri, potansiyometri ve ¢ozelti iletkenligi

Olctimii gibi yontemlerden yararlanilarak kullanilirlar (Meerholz ve Heinze, 1995).

1.2 Tiyosemikarbazonlarin Genel Ozellikleri

Bir ¢ok tiyosemikarbazon ligant1 aldehitlerle ve ketonlarla tiyosemikarbazid
bilesiklerinin kondenzasyonu sonucu meydana gelir. Tiyosemikarbazonlar, karbonil
bilesigi ve tiyosemikarbazidin etanol/su karistiminda 1:1 oraninda 1 saat geri
sogutucu altinda refluks edilmesiyle elde edilmektedir. Reaksiyon kondenzasyon

reaksiyonudur ve su ¢ikis1 gerceklesir (Chen ve ark, 2002).

H,N-NH—-C(=S)-NH; + R-CHO — R—-CH=N-NH-C(=S) -NH;, + H,O

Sekil 1.1 Tiyosemikarbazonlarin genel eldesi

Tiyosemikarbazonlarin olusum mekanizmasi Sekil 1.2 deki gibidir ve bu olusum

mekanizmasi soyle agiklanabilir:

Reaksiyon, karbonil bilesiginin bir kisminin tuz halinde oldugu ve H* iyonu
konsantrasyonunun yiiksek oldugu ortamda daha kolay gerceklesir. Karbonil
bilesigindeki oksijen atomunun elektronegativitesi karbon atomundan c¢ok daha
yiiksektir ve bundan dolay1 C=0 polardir. Bu polarlik C*'=0%, elektronca zayif bir
merkez olan karbonil karbonunu niikleofilik saldirilara kars1 acik bir pozitif merkez
haline getirir. Diizlemsel yapilar1 nedeniyle niikleofilller karbon atomuna altindan ve
iistiinden rahatlikla saldirir (Siang ve ark, 1998). Katilma reaksiyonu basinda trigonal
yapida olan bilesik, gecis asamasinda tetragonal olmaya baslar ve oksijen atomu
negatiflesir. Geg¢is halinin ve {iriiniin olusmasma negatif oksijen atomu neden olur.

Ancak bu reaksiyona indiiktif ve elektronik etkiler de etki etmektedir.
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Sekil 1.2 Tiyosemikarbazonlarin olusum mekanizmasi

Tiyosemikarbazon genis tedavi edici 6zelligi olan bilesik smifina aittir. Bu smifin
bircok liyesi antineoplastik, anti-inflammatory, tuberkulosik, anti-HIV aktiviteleri
gostermektedir. Kanser hiicrelerine karsi sitotoksik aktivitesi hala arastirma

konusudur (Odaci ve ark, 2008).

Tiyosemikarbazonlar ¢dzeltide tion ve tiol tautomerlerinin bir denge karisimi

halinde bulunurlar (Sekil 1.3).

R=N-NH-C(=S}-NH, &— » R=N-N=C(-SH)-NH,
o @ @ @ 1 @ 6 )

(a) Tion (b) Tiol

Sekil 1.3 Tiyosemikarbazonlarin tion ve tiol tautomerleri

Bu sebeple hazirlanma kosullarma goére (6zellikle pH) kompleks, katyonik,
anyonik ve noétral olabilir. Metal kompleksi olustururken tion yapidaki molekiil
(Sekil 1.3 a) notral bidentat olarak davranir. Tiol yapidaki molekiil (Sekil 1.3 b) ise
negatif yliklii bidentat olarak hareket eder (Wei ve ark, 2008). Bununla birlikte
tiyosemikarbazonlarin birgok tion grubu metal kompleksleri tanimlanirken, tiol

yapidaki metal kompleksleri yeterince tanimlanmamaigstir ( Shailendra ve ark, 2006).



1.2.1 Tiyosemikarbazidlerin Genel Ozellikleri

Tiyosemikarbazonlarin  bilesenlerinden  biri  olan  tiyosemikarbazidler,
potasyumtiyosiyanat ile hidrazinin susuz alkoldeki reaksiyonu ile elde edilir (Tojal

ve ark, 1999). Genel sentez mekanizmas1 Sekil 1.4’deki gibidir.
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Sekil 1.4 Tiyosemikarbazidlerin genel sentez mekanizmasi

Tiyosemikarbazidler, serbest halde su ve etanolde ¢dziinebilen, renksiz, uzun,
ince ya da plaklar halinde kristallerdir ve erime sicakhigi 180-181°C’ dir (Liu ve ark,
2007). Tiyosemikarbazid iizerinde ii¢ ayr1 azot atomu bulunmaktadir. Her bir azot
atomu {iizerinde de ortaklanmamis elektron ciftleri bulunmasma ragmen yalniz bir
azot atomu karbonil grubuna saldirir. 1 ve 2 numarali azot atomlar1 tizerinde bulunan
elektronlar karbonil grubu ile delokalize oldugundan bu atomlar niikleofilik
ozelliklerini kismen kaybederler. 3 numarali azot atomunda ise boyle bir
delokalizasyon s6z konusu olmadigindan tiyosemikarbazid bu azot atomu ile

karbonil gruplarma saldirir (Lobana ve ark, 2009).
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Sekil 1.5 Tiyosemikarbazid molekiili

1.3 Biyosensorler

Canlilarm cevrelerindeki degisimi algillama ve yanit verme mekanizmalari,
biyosensorlerin gelistirilmesi icin temel olusturmaktadir. Biyosensorler; genelde

biyolojik analizler i¢in kullanilan bir ¢esit 6zel sensordiir ve *‘ International Union of



Pure and Applied Chemistry’’ (IUPAC) tarafindan, ‘‘kimyasal bir bilesige karsi
verilen biyolojik yanit1 optik, termal ya da elektriksel sinyallere doniistiiren cihazlar’’

olarak tanimlanmaktadir.

Biitiin canlilar yasadiklar1 ortamdaki degisimleri derhal algilayip yasamlarini
siirdiirebilmek icin degisimlere uymaya c¢alisirlar. Iste bu algilama mekanizmasi
biyosensorlerin hiicre dis1 (in vitro) kullanimi i¢in temel olusturmustur. Biyosensor,
biyolojik olaylardaki biyokimyasal degisimleri algilayarak, biyolojik olaym teshisine

imkan tantyan bir 6lgme sistemi olarak tanimlanabilir (Gambhir ve ark, 2001).

Biyosensorlerin tarihi 1950’11 yillarm ortalarinda L. C. Clark’ i kandaki glukoz
seviyesini Ol¢mesiyle basladi. Clark ve Lyons’ un gelistirdigi birinci nesil
biyosensorlerde elektron alict olarak oksijen kullanilirken, ikinci nesil
biyosensorlerde elektron alici olarak redoks medyatdrleri kullanilmaya baglanmistir

(Telefoncu, Timur ve Odaci, 2009).

Glukoz oksidaz
Glukoz + O, » Glukonik asit + H,O,

Uciincii nesil biyosensorlerde enzimin indirgenme yiikseltgenme merkezi ile
elektrot yiizeyi arasinda dogrudan elektriksel iletisim saglanmis ve indirgenme

yiikseltgenme medyatorlerine gereksinim kalmamustir.

Biyosensorlerin yiiksek spesifikligi yaninda, renkli ve bulanik ¢dzeltilerde genis
bir derisim araliinda dogrudan 6lgmeye olanak saglamak gibi iistiinliikleri vardir.
Fakat reseptor olarak adlandirilan biyobilesenlerin pH, sicaklik, iyon siddeti gibi
ortam kosullarindan etkilenmesi biyosensoriin kullanim Omriinii kisaltmaktadir.
Enzim ¢oziinmiis sekilde degilse koenzimin hareketi azalir ve elektronlarin elektrot
ve koenzim arasinda taginmasi i¢in bir medyatore gereksinim duyulur (Guisan,

2006).



Medyatoriin sahip olmasi gereken 6zellikler su sekildedir :

e Kolay indirgenip yiikseltgenebilmesi,
e Yiikseltgenmis ve indirgenmis seklinin kararli olmas,
e (ozeltideki oksijen ile tepkime vermemesi,

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

Ideal bir biyosensdriin sahip olmasi gereken dzellikler sunlardir:

- Secicilik

- Kullanim 6mrii

- Kalibrasyon gereksinimi

- Tekrarlanabilirlik

- Stabilite

- Yiiksek duyarhlik

- Yeterli diizeyde tayin sinir1
- Genis 6l¢iim aralig1

- Hizl1 cevap zamani

- Hizl1 geriye donme zamani
- Basitlik ve ucuzluk

- Kiiciltiilebilirlik ve sterilize edilebilirlik

a-) Secicilik

Ideal bir biyosensdrde en dnemli parametrelerden biri segicilik dzelligidir. Eger

yeterli se¢icilik mevcut degilse bu eksigi giderecek uzun ek islemler gerekir.

b-) Kullanim Omrii

Biyosensoriin kullanim 6mriinii kisitlayan en 6nemli faktor biyolojik ¢eviricinin
aktivitesindeki azalmadir. Bu durum ayrica, biyosensoriin kalibrasyon sikligi,

kararllik, tekrarlanabilirlik gibi diger parametrelerini de etkilemektedir.



c¢-) Kalibrasyon Gereksinimi

Ideal bir biyosensoriin hi¢ kalibrasyona gerek duymamasi ya da en az
kalibrasyona gereksinmesi istenir. Fakat bu 6zellik, teorikte planlandig1 gibi pratikte
gerceklestirilememistir. Kullanim Omiirleri boyunca biyosensorler siklikla kalibre

edilmelidirler.

d-) Tekrarlanabilirlik

Ideal bir biyosensor icin, elektrodun ayni kosullar altinda arka arkaya yapilan
Olciimlerinde hemen hemen ayni sonuglarin okunmasi istenir. Pratikte pek miimkiin
olmayan bu durum g6z Oniine alinarak yapilan calismalarda tekrarlanabilirlik
parametresi mutlaka incelenmelidir. Tekrarlanabilirlik ne kadar iyi olursa

biyosensoriin uygulamalarimin da o denli iyi oldugundan s6z edilebilir.

e-) Kararhhk

Elektrot kararliligimin yiiksek olmasi ideal biyosensorler igin gereklidir.
Kararlilik, kullanilan biyolojik materyalin fiziksel dayanikliligina baghdir. Ayrica;

pH, 1s1, nem, ortam, O, derisimi gibi parametrelerden de etkilenmektedir.

f-) Yiiksek Duyarhhk

Biyosensore immobilize edilmis biyolojik materyalin yalniz belirli maddelere

kars1 duyarl olmasi ideal biyosensorlerin 6zelliklerindendir.

g-) Yeterli Diizeyde Tayin Sinir1

Tasarlanan bir biyosensoriin tayin smirmin belirli bir derisim degerinin altinda
olmas1 gerekmektedir. Belirtilen bu sinir, elektrot yilizeyinin biiyilikligii, biyolojik
materyalin tayin edilecek maddeyle baglanti kurma egilimi, immobilize edilen

madde miktar1 gibi faktorlerden etkilenir.



h-) Genis Ol¢iim Arahg

Biyosensor uygulamalarinda Olglim  araligit  olarak adlandirilan  bolge

biyosensorlerden alinan akim-derigim egrilerinin lineer oldugu derisim araligidir.

1-) Hizh Cevap Zamam

Bir biyosensor elektrodunun cevap zamani elde edilen akim-zaman egrilerinden
anlasilabilir. Ornegin elde edilen egride basamaklarm sekli yayvan ve genisse cevap

zamani uzun( yavas) , tersi soz konusu ise cevap zamani kisa( hizli) dir.

i-) Hizh Geriye Donme Zamam

Geriye donme zamani 6rnegin amperometrik ¢alismalarda ilk 6rnekten ne kadar
stire sonra ikinci drnegin dlgililebilecegini belirler. Yani ilk 6rnegin ilavesinden sonra
sabit akim degerleri kisa siirede gdzlenebiliyorsa ikinci 6rnek de ayni siire sonra

ilave edilebilecektir.
j-) 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 miimkiin oldugunca da maliyeti diistiriilmiistiir.
k-) Kiiciiltiilebilirlik ve Sterilize Edilebilirlik

Elektrotlarin sterilize edilebilmesi ve boyutlarmin kiiciiltiilmesi biyosensor

tasariminda onemlidir. Buna karsin, biyosensor yapisina giren biyolojik materyalin

fiziksel dayaniklilig, sterilizasyonu kisitlayan en 6nemli parametredir.
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1.3.1 Biyosensor Bilesenleri

Biyosensorler, genel olarak analizlenecek madde ile se¢imli bir sekilde etkilesime
giren biyoaktif bir bilesenin, bu etkilesim sonucu ortaya ¢ikan sinyali ileten bir
iletici sistemle birlestirilmesi ve bunlarin bir 6l¢iim sistemiyle kombinasyonuyla

olusturulurlar.

’7 Olgiim Cihazi

Tletici

.....

112311 Bivoaktif Tabaka
OOOO Analit
O 0

Sekil 1.6 Bir biyosensdriin genel sematik gosterimi

Biyosensor teknolojisinde kullanilan analitlere 6rnek olarak; metaller, substratlar,
aktivatorler, inhibitorler, enzimler, koenzimler, hormonlar, antikorlar, antijenler,
niikleik asitler, mikroorganizmalar, makromolekiiller, viriisler, organik ve anorganik

maddeler verilebilir.

Biyosensorlerin  ana gorevi, Dbiyolojik bir olayin elektrik sinyaline
dontstiiriilmesidir. Biyosensorler, biyobilesen (biyoreseptorler) ve fiziksel bilesen

(transduserler) olmak iizere iki ana kistmdan olusur (Ru ve ark, 1999).

BIVOSENSOR -

Elektrokimyasal
*Potansivometrik
sAmperometrik
*Transistdrler
Optik

*Fotometri -
‘Florimes | mentronix
*Luminesans
Kiitle Degisimi
Piezoelekmik
Is1 Degisimi
*Termistérler

Enzimler
Dokukesitleri
Mikroorganizmalar

I }"LBTL}"E\( Organeller
Immunoajanlar

Niikleik asitler
Feseptérmolekiileri

VERI TOPL AMA
(Degerlendirme)

BIVOBILESEN FiZIKSELBILESEN

Sekil 1.7 Biyosensorlerin yapisi ve ¢aligma prensibi
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1.3.2 Biyobilesenler

Biyobilesenler, biyosensorler de kullanilan ve analiz edilecek madde ile spesifik
bir etkilesime giren biyoaktif bilesenlerdir ve biyoreseptorler olarak da adlandirilirlar
(Satija ve ark, 2011). Enzimler, doku kesitleri, mikroorganizmalar, organeller,
immuno ajanlar, niikleik asitler ve reseptdr molekiilleri sensorler de biyobilesen

olarak kullanilirlar.

1.3.3 Biyobilesen Immobilizasyonu

Uygun biyobilesen ve fiziksel bilesen secildikten sonra bunlarm birbirine
baglanmas1 en 6nemli sorundur. Bu baglanma islemi biyobilesen immobilizasyonu
olarak adlandirilir. Baglama isleminde cok degisik yontemler kullanilabilir. Hangi
yontemin kullanilacagi secilen biyobilesen ve fiziksel bilesene gore belirlenir.
Immobilizasyon biyobilesenin kararlilig1 ve tekrar kullanimi agisindan biiyiik avantaj

saglar. Biyobilesen immobilizasyonunda baslica 4 yontem kullanilmaktadir.

1.3.3.1 Kovalent Baglama

Biyobilesenin dogrudan fiziksel bilesen ylizeyine ya da dnceden uygun bir film
veya tabaka ile kaplanmis fiziksel bilesene kimyasal bir reaksiyon sonucu kovalent

baglanmasidir.

Enzimlerin kovalent baglanmasinda dikkat edilecek 6nemli nokta, baglanmanin
enzim aktivitesi i¢in aktif merkezdeki amino asitler lizerinden gerceklesmemesi ve
bu gruplarin sterik olarak rahatsiz edilmemesidir. Kovalent baglanma enzim

molekiilii izerindeki fonksiyonel gruplar iizerinden gerceklesir.

1.3.3.2 Tutuklama

Biyobilesenin bir membran veya tabaka icerisinde hapsedilmesidir. Enzimler

makromolekiiler yapili molekiiller olup polimer jel tabakalarda ve daha basit olarak
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diyaliz membranlarinda tutuklanabilirler. Elektrokimyasal polimerlesme diger bir

tutuklama yontemidir.

1.3.3.3 Capraz Baglama

Bu yontem biyosensor hazirlamasinda daha ¢ok tutuklama ve kovalent baglama
yontemlerinin kombinasyonu seklinde uygulanir. Capraz baglayici reaktif olarak
gluteraldehit, heksametilen diizosiyanat, diflorodinitrobenzen, bismaleimidoheksan,
disiiksinilsuberat sik kullanilir. iki fonksiyonlu reaktifler enzimler yaninda
organeller, hiicreler ve antijenlerin immobilizasyonunda da uygulanir. Baz1 capraz

baglayicilarin formiilleri Sekil 1.8 ° de verilmistir.

o
NO;
H.C—C - 5
* N=—C=—0 Y
HaQ o} (HzC)e Mo ,»:.i;' .
HoC c Ne—=—==0
H o
Gluteraldehit Hekzametilendiizosiyanat 1,5-difloro-2,4-dinitrobenzen

Sekil 1.8 Baz1 bifonksiyonel reaktiflerin kimyasal formiilleri

Capraz baglamada iki yontem kullanilir:

a-) Daldirma Yontemi

Elektrot 6nce enzim ve capraz baglayicinin bulundugu karisima veya enzim,
albumin, jelatin gibi, suda c¢oziinen protein ve capraz baglayicinin bulundugu
karigima daldirilir, sonra kendi ekseni etrafinda homojen bir enzim tabakasi elde
edilecek sekilde dondiiriiliir. Bundan sonra elektrot glisin ¢ozeltisine daldirilarak
ndtiirlestirilir ve ¢apraz baglayicinin fazlasi ve diger reaksiyona girmeyen maddeler
yikanarak uzaklastirilir. Yontem ¢ok kolay ve 6zellikle kiigiik dontistiiriicliler i¢in

uygundur.
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b-) Dogrudan Baglama Yontemi

Bu yontemde yaklasik 10 pl enzim ¢ozeltisi bir kilcal boru yardimiyla
diiniistiirlicii ylizeyine ince bir tabaka olusturacak sekilde damlatilir. Daha sonra
capraz baglayici reaktif ilave edilir. Bu yontemde daldirma yontemine gore daha az

biyobilesen ile ¢alisabilmektedir.

Enzim ¢bzeltisi Capraz baglayict
T reaktif = A
= ';:;.:15:"
\\\ - / — b /"I ‘\\-»
h_—q_‘ lf_df \k'“ﬂ—u‘ ‘7———-"’/ Enzim tabakas:
) (b)

Sekil 1.9 Dogrudan baglama ile enzim immobilizasyonu a) Enzim ¢ozeltisi (b) Capraz baglayici

reaktif ilave edilmesi

1.3.3.4 Adsorpsiyon

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

gerekir.

Immobilizasyon ydntemine gdre biyosensorlerin ortalama Omiirleri asagida

verilmistir.

Adsorpsiyon : 1 giin
Membranda tutuklama : 1 hafta
Fiziksel tutuklama : 3-4 hafta
Kovalent baglama : 4-14 ay
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Bu c¢alismada, biyobilesen olarak glukoz oksidaz enzimi kullanildi ve glukoz
tayini i¢in yeni bir biyosensor gelistirildi. Enzimlerin dis etkenlerden etkilenmesi ve
pahali oluslarindan dolay1 tekrar kullanilmalar1 amaciyla, polimerizasyon tepkimesi
esnasinda monomerlerin bulundugu ortama enzimlerde ilave edilerek, enzimlerin
polimer zincirleri arasinda immobilize edilmesi saglandi. Bu sayede immobilize
edilen enzimler tekrar kullanilabilir ve istenildigi anda reaksiyona son verilebilir hale

getirildi.

Elde edilen bu biyosensor ile biyosensdrde reseptor olarak gorev yapan glukoz
oksidaz enziminin K, ve V. gibi kinetik parametrelerinin yaninda, optimum

sicaklik, optimum pH, raf dmrii ve ¢alisma kararlilig1 gibi degerler de incelenmistir.

1.4 Biyosensorlerin Calisma Prensibi

Biyosensorlerin calismasi sirasinda ilk Once substratin ¢ozelti icerisinden
biyosensor yiizeyine tasmmasi gerceklesir. Substratin taginmasi difiizyon, karistirma
vb. gibi ¢esitli sekillerde olabilir. Substrat biyokatalizoriin aktif bélgesine diflizlenir.
Biyokatalizor polimerik gozenekli membrana (seliilozik diyaliz membrani gibi)
emdirilmis veya algilayici ile polimerik membran (selofan, seliiloz asetat/nitrat,
polivinil alkol, poliliretan vb) arasma sandvi¢ edilmis veya polimerik bir jel i¢cinde
hapsedilmis olabilir. Bu hapsetme islemi i¢in poliakrilamid, jelatin, kalojen, agaroz
vb. gibi dogal veya sentetik polimerler kullanilabilir. Biyokatalizor ve substrat
arasinda reaksiyon meydana gelen bu etkilesme sonucu gaz molekiilleri (O, CO,,
NH;, vb) salinabilir veya kullanilabilir, se¢imli iyonlar (H', NH,", diger tek
degerlikli anyon ve katyonlar) olusabilir, 1s1 ortaya c¢ikar veya kaybolur, optik
yogunluk degisebilir, elektron salinabilir veya kullanilabilir (Anik ve ark, 2008).
Biyokatalizor ve substrat reaksiyonu sonucu olusan iiriin algilayic1 yiizeyine tasinir.
Algilayic1 ylizeyinde yukarida bahsedilen degisimler algilanip elektriksel devrelerle
dlciilebilecek bir boyuta doniistiiriiliir. Olgiilen elektriksel sinyal analit derisimiyle

orantilidir.
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1.5 Enzimler ve Ozellikleri

Enzimler, canli hiicreler tarafindan sentezlenen, protein yapisinda olan ve
biyolojik aktiviteye sahip molekiillerdir. Temelde biitlin biyokimyasal reaksiyonlar

enzimler tarafindan katalizlenir.

Enzimler tepkimenin baglamasi i¢in gerekli olan aktivasyon enerjisini diistiriirler.
Bir enzim daima bir ¢esit tepkimeyi kontrol eder. Biyosensor ylizeyi arttikga enzim
aktivitesi de artar. Hiicre icinde iiretilmelerine ragmen hiicre disinda da etki
gosterebilirler. Enzimlerin kontrol ettigi tepkimelerin ¢ogu ¢ift yonliidiir. Genellikle

protein yapili olmalarindan dolayi proteinlerin etkilendigi faktorlerden etkilenirler.

1.5.1 Enzimlerin Calisma Mekanizmast

Enzimin hangi substratla ¢alisilacagini saptayan kismi apoenzim kismidir. Demek
ki apoenzim kismiyla substrat arasinda bir iligki vardir. Alman kimyacis1 EMIL
FISCHER tarafindan bunun kilit anahtar uyumu gibi olacagi savunulmustur.
Koenzim kismi daha ¢ok kimyasal baga yakin olarak islev gosterir, 6rnegin ester
baglarin1 pargalar. Enzimin apoenzim kismi bir ya da birkag yerinden (aktif
bolgelerden) substrat molekiiliine yapisir ya da baglanir (yani bir enzim-substrat
kompleksi olusturuyor) ve bu arada koenzim kismi substrat iizerindeki baglarla
gergek anlamda birlesmeye veya baglanmaya giderek onu pargalar. Enzimlerin
kimyasal yapilari, 6zellikle iigiinciil yapilar1 tam olarak bilinmediginden (ilk yapis1
aciklanan enzim riboniikleaz, 124 aminoasitten meydana gelmistir) c¢alisma

mekanizmalar1 da halen tam anlamiyla agikliga kavusturulamamaistir.

1.5.2 Enzim Reaksiyonlarinin Kinetigi

Enzimler reaksiyon kinetigi ve mekanizmasi yOniinden kimyasal katalizorlere
benzerler. Reaksiyonda dnce enzim ile substrat arasinda bir ara bilesik olusur. Bu
kararsiz ara bilesigin olusma hizi enzim ve substrat derisimine baglidir. Reaksiyon

kosullar1 ve enzim derisimi sabit tutulurken substrat derisimi arttirilirsa reaksiyon
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hiz1 belli bir maksimum degere erisir. Bu degerden sonra, substrat derigimi artirilsa
bile reaksiyon hizinda bir degisme gozlenmez. Bunun nedeni, ortamdaki enzim
molekiillerinin ortam substrat molekiillerini kargilayamamasidir. Bagka bir deyisle
enzim-substrat ara bilesiginin olusum hizinda enzim derisiminin kisitlayici rol
oynamasidir. Enzimlerin bu davranisi 1913 yilinda L. Michaelis ve Menten

tarafindan Onerilen bir mekanizmayla agiklanmustir.
E+S = ES = P+E (1.1)

Burada; E enzimi, S substrati, ES arabilesigi ve P iriinii gostermektedir. Bu

mekanizmanin kinetik analizi 1926’da Brips ve Haldane tarafindan yapilmistir.

(‘a

Enzim + Substrat

¢ € € _

Enzim-substrat kompleksi Enzim-iiriin kompleksi
ES EP Enzim + Uriin

E P

Sekil 1.10 Enzim-substrat iligkisi (E enzimi, S substrati, ES ara bilesigi ve P iirtinii géstermektedir)
Reaksiyon hiz1 i¢in;

__ Vmax.[S]
Vo = —Km+[S] (1.2)

Esitliginde elde edilir. Bu esitlik (1.2)’ de goriildiigii gibi belli bir degerden sonra
substrat derigiminin artirilmasiyla tepkime hizinin artmayip sabit degerde kalmasini
saglar. Bu denklem Michaelis-Menten esitligi ve “K,,” de Michaelis-Menten sabiti

diye tanimlanir. Fiziksel olarak K, katsayis1 enzim ve substratin birbirine olan

17



ilgisini gdstermektedir. Enzim ve substrat arasindaki ilgi fazla ise oldukca diigiik

substrat derisimlerinde enzimi substrat ile doyurmak miimkiin olur (Devlin, 1997).

Lineerlestirmek i¢in esitlik (1.2) nin tersi alinir ve diizenlenirse ;

— = (1.3)

Vo Vmax Vmax [S]

denklemi elde edilir. (1/[S]) degerine kars1 (1/V) grafigi ¢izildiginde asagidaki dogru
elde edilir.

Sekil 1.11 Reaksiyon hizinin substrat derisimi ile degisimi (Devlin, 1997)

Lineweaver -Burk Grafigi

v e
| Egim : Ku/Vanas

! U[s]
1Ky

Sekil 1.12 Lineweaver-Burk grafigi (Devlin, 1997)

Enzimin Km degeri bulunurken Sekil 1.12 ‘de  goriinen ve (1.3) denklemi ile

tanimlanan Lineweaver-Burk ¢iziminden yararlanilir.

Michaelis-Menten esitligi, ¢oziinmiis substratlar ve kiitle aktarim kisitlamasi
olmayan sistemler i¢in gegerlidir. Bu nedenle ¢0ziinmez substrat sisteminde ve
immobilize enzimlerde difiizyon kisitlamalarindan dolayr goriiniir K., degerleri

verilir.
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Enzim reaksiyonlarinin hizi kimyasal kinetikten farklilik gdstererek, sicaklikla
Once artar; sonra azalir ( Sekil 1.13). Baska bir deyisle enzim aktivitesi belirli bir
optimum sicakliga kadar artar, sonra 1sisal deaktivitasyon nedeniyle diiser. Enzimatik
reaksiyonlar, kimyasal reaksiyonlarda oldugu gibi bu optimum sicakliga kadar

Arrhenius kanununa uyar. Bu bolgede reaksiyon hiz sabiti ve maksimum hiz i¢in;

k=A.e T (1.4)
Vin=k.[E]o (1.5)
yazilabilir. Bu esitlikler birlestirilirse ;

V= [Elo.Ae ™" (1.6)
[Eo].A=0 sabit ise

InV=Ina -Ea/RT (1.7)

bulunur. Belirli sicaklik degerlerine karsi gelen maksimum reaksiyon hizlar1 son
elde edilen esitlige gore grafige gegirilirse elde edilen dogrunun egiminden enzimin
aktivasyon enerjisi hesaplanir ( Sekil 1.14).

[ 3
11 ?m

Tope

>
T

Sekil 1.13 Sicaklikla reaksiyon hizinin degisimi (Devlin, 1997)

mv,

=
LT

Sekil 1.14 Aktivasyon enerjisinin belirlenmesi (Devlin, 1997)
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1.5.3 Glukoz Oksidaz Enzimi

Glukoz oksidaz (GOx) aktivitesi ilk defa 1904’de Maksimow tarafindan
Aspergillus Niger (A.Niger)’de saptanmistir. Enzimin oksidatif etkisi oldugunu
belirleyen Miiller (1928), saflastirilan enzimin sahip oldugu sar1 rengin, biinyesindeki
prostetik grupta (flavin adenin diniikleodit, FAD) kaynaklandigin1 6ne siirmiistiir.
Keilin ve Hartree (1948), oksidasyonun FAD tarafindan ger¢eklestirildigini; enzimin
aciga ¢ikardigi H,O, ile antimikrobiyel aktivite gosterip antibiyotik olarak
davrandigini belirlemislerdir. Enzim ticari olarak ilk kez 1952 yilinda iiretilmeye
baslanmistir. Onceleri enzim kaynagi olarak Penicullum notatum ve Pencillum
glaucum kullanilmis olup, giiniimiizde Aspergillus niger veya Pencillum

amagasakienese kullanilmaktadir (Tirkes ve ark, 2002).

Hidrojen peroksit iiretimine neden olan oksidaz enzimi temelli biyosensorler
yaygin  olarak  kullanilmaktadir. Son  zamanlarda iletken  polimerlere
biyokatalizérlerin immobilizasyonu ile ilgili caligmalar dikkate deger bir sekilde
artmaktadir. Polipirol, polianilin, politiyofen ve tiirevlerini iceren iletken polimerler

ise elektrokimyasal olarak iiretilen enzimatik elektrotlarin baslicalaridir.
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BOLUM iKi
DENEYSEL KISIM

2.1 Monomer Sentezi

Tiyosemikarbazonlar, tiyokarbonilhidrazinlerin sulu ¢ozeltisi ( 10 mL suda 0,003
mol) ve tiyofen-2-karboksaldehidin etanoldeki ¢ozeltisi (10 mL suda 0,003 mol) ile
25°C* de 3 saat boyunca karistirilmasiyla sentezlendi. Sentez sirasinda sistemden
stirekli olarak Argon gazi gegirildi. Sogumaya birakildiktan sonra ¢okelti siiziildii ve

tekrar kristallendirildi (Sing ve ark, 2006).

H

AW N“w// QAN/““

NH

Sekil 2.1 Tiyofen-2-karbaldehit tiyosemikarbazon molekiilii sentezi
2.2 Oligomer Sentezi

Tiyofen-2-karbaldehit tiyosemikarbazon (TSC) monomeri elektrokimyasal olarak
sabit potansiyelde polimerlestirildi. 0,005 g monomer ve 0,387 g TBAPFqs 10 mL
asetonitrilde ¢Ozildii. Daha sonra bu karisim elektrokimyasal polimerlesme
hiicresine konuldu. Elektrokimyasal olgiimler {i¢lii elektrot sistemi ile yapilmistir.
Karsit elektrot olarak Pt tel ; referans elektrot olarak, Ag/AgCl ; calisma elektrodu
olarak grafit elektrot kullanilmistir. Grafit ¢cubuk zimpara kagidi ile iyice parlatilmis
ve distile su ile iyice yikanmistir. Elektrokimyasal oligomerizasyon reaksiyonu,
grafit elektrot iizerinde oda sicakliginda 1 saat boyunca +2V sabit potansiyelde
biriktirme yapilarak gergeklestirildi.

2.3 Capraz Bagh Enzim Cozeltisinin Hazirlanmasi

Glukoz oksidaz enziminin ¢alisma elektrodu olan enzim elektroduna tutuklamak

icin ¢apraz baglayiciya ihtiya¢ duyuldu. Bunun i¢in ¢aligmamizda ¢apraz baglayici
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olarak glutaraldehit kullanildi. Gluteraldehit, 6zellikle enzimlerin kovalent

immobilizasyonunda siklikla kullanilan biyofonksiyonel bir reaktiftir.

Gluteraldehit ilk olarak Quiocho ve Richards tarafindan karbosipeptidaz enzimini
stabilize etmek icin kullanildi. Gluteraldehit proteinleri birbirine baglayarak

stabilitesini arttirir.

Glutaraldehit ile bir enzim molekiilii asagida gosterildigi sekilde baglanir.

E-NH, + OHC(CH,);CHO + E-H,N
}
E-N=HC(CH,);CH=N-E’

Sekil 2.2 Gluteraldehidin bir enzim molekiiliine baglanis

Gluteraldehit ile enzimlerin baglanmasi genellikle ndtral pH veya ona yakm bir

degerde gerceklestirilir.

Enzim ve capraz baglayici orant %1 olacak sekilde hazirlandi. 5 pLL gluteraldehit
ve 5 uL glukoz oksidaz enzim ¢ozeltisi karistirilarak cevaba bakmak i¢in gerekli olan

capraz bagl enzim ¢ozeltisi hazirlandi.

2.4 Enzim Elektrodunun Hazirlanmasi

Uclii elektrot sistemi kullanilarak elektrokimyasal diizenek hazirlandi. Grafit
elektrot lizerinde oda sicakliginda potansiyostat cihazinda +2V sabit potansiyelde
biriktirme iglemi yapildiktan sonra oligomerik TSC kaplh grafit elektrot iizerinde
GOx immobilizasyonu i¢in, GOX enzimi ve ¢apraz baglayicidan 5 uL. damlatilip 2
saat kurumaya birakildi. Immobilizasyondan sonra bag yapmayan enzim
molekiillerini uzaklastrmak i¢in grafit elektrot ylizeyi dnce saf suyla sonra fosfat
tamponu ile yikandi. Hazirlanan ¢apraz bagli enzim elektrot ¢calisma elektrodu olarak

kullanildi.
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2.5 Biyosensoriin Olusturulmasi

Elektrokimyasal diizenek ign pH 4,5 olacak sekilde 50 mM sodyum asetat
tamponu iceren elektrokimyasal diizenek hazirlandi(Bard ve Faulkner, 1980). -0,7 V’
a karsilik referans elektrot olarak Ag/AgCl ve karsit elektrot olarak Pt kullanildi. Her
caligmadan sonra bag yapmayan molekiilleri uzaklastirmak i¢in elektrot distile su ile
yikand1 ve tampon ¢ozelti yenilendi. Biyosensor cevaplar1 akim yogunlugu pA/cm’ ve
akim sinyali pA olacak sekilde elde edilmistir. TSC/GOx matrisi dontistimli
voltametri ile elektrokimyasal olarak incelenmistir. DOniisiimlii  voltametri
Olciimlerinde daha 1iyi redoks davranisi elde etmek icin 5 mM (Fe(CN)ﬁ)3 M ve 50
mM asetat tamponu kullanilmistir. Sinyaller -0,1 V ve 0,5 V potansiyel araliginda
10 mVs™ dan 150 mVs™’a kadar farkli tarama hizlarmda geri doniisiimlii olarak

kaydedilmistir.
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BOLUM UC
DENEYSEL BULGULAR

3.1 Kullanilan Kimyasallar

Glukoz Oksidaz (EC 1.1.3.4, 50 U/mg), gluteraldehit c¢ozeltisi (%25), tetra
biitilamonyumhekzaflorofosfat (%98, TBAPF6) , D(+) glukoz Sigma-Aldrich
firmasindan, asetonitril (ACN) Merck firmasindan temin edilmistir. Ayrica monomer
sentezi i¢in gerekli olan biitiin kimyasallar Sigma-Aldrich firmasindan saglanmistir.
Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler analitik saflikta olup herhangi bir

saflagtirma islemi yapilmadan kullanilmistur.

3.2 Kullanilan Alet ve Cihazlar

3.2.1 Fourier Transform Infrared Spektrometresi (FTIR)

Perkin Elmer Paragon 1000 markali FT-IR cihaziyla PETKIM Kalite Kontrol ve
Teknik Servis Miidiirliigii Ar-Ge Laboratuvari’nda gergeklestirildi.

3.2.2 Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)

Grafit elektrot iizerinde elde edilen numunelerin ylizey analizi Dokuz Eyliil
Universitesi Metalurji ve Malzeme Miihendisligi Boliimii’nde JEOL JSM-6060
markali taramali elektron mikroskobu (SEM) ile yapilmastir.

3.2.3 Potansiyostat
Deneysel caligsmalar boyunca doniisiimlii voltametrik analizler (ACN/TBAPFs)

coziicli-destek elektrolit iceren elektrokimyasal hiicrede Palmsens marka

potansiyostat ile gerceklestirilmistir.
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3.2.4 Elektroliz Hiicresi

Elektrokimyasal hiicrede ; RW001 markali ve 3,05 capinda ¢alisma elektrodu
olarak grafit elektrot, Metrohm firmasindan temin edilen ve karsit elektrot olarak

kullanilan Pt ve referans elektrot olarak Ag/AgCl kullanilmigtir.

3.2.5 Kronoamperometri

Kronoamperometri Ol¢imleri Radiometer markali elektrokimyasal Olgiim

tinitesinde gerceklestirildi.

3.3 Deneysel Bulgular

3.3.1 FT-IR Analiz Sonuclart

Sentezlenen monomer ve oligomerik TSC filmin yapisi FT-IR ile karakterize
edilmistir. Monomer ¢6zeltide tion ve tiol tautomerlerinin bir denge karigimi halinde
bulunur. 2570 cm” de gdzlenen C-SH gerilmesi gozlenmediginden dolayr 1018-
1092 cm™ araliginda C=S gerilmesi gozlenmektedir. Bu aralikta gozlenen yogun
bantlar molekiiliin kat1 halde tion formunda oldugunu gostermektedir. 3147-3343
cm” de amin grubu titresimi goriilmektedir 1531-1653 cm™ bolgesinde (C=N)
azometin den dolayr yogun pikler goriilmektedir. Tiyosemikarbazon molekiiliinde
716-680 ve 605-597 cm™ bolgelerindeki tiyofen halkasima ait pikler 703 cm™ ve 755

1

cem™ de gozlenmistir. 1087 cm™ ve 1056 cm” de gozlenen yogun bant dopant

anyonu varligmi ve konjugasyon olusumunu gostermektedir.
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3.3.2 SEM Analiz Sonucglart

TSC/GOx enzim elektroduna ait taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiileri
sekillerde goriilmektedir. Bu bulgular bize glukoz oksidaz enziminin oligomerik
TSC i¢inde basarili bir sekilde tutuklandigint gostermektedir. Sekil 3.5 ‘de saf grafit
elektrodun SEM goriintiisii goriilmektedir. Sekil 3.6 da grafit elektrodu iizerinde
elektrokimyasal olarak sentezlenen TSC molekiilinin SEM  goriintiisii
goriilmektedir. Sekil 3.7° de olusan tabakanin diiz bir ylizey oldugu goriilmektedir.
GOx enzimi yiizey iizerine immobilize edildiginde ylizeydeki degisiklik enzimin

varligini gostermektedir.

Sekil 3.5 Saf grafit SEM goriintiisti

y

18ky X4, 6806 Srm 89 48 SEI

Sekil 3.6 Saf grafi t+ TSC SEM gériintiisii
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11 48 SEI

Sekil 3.7 Saf grafit + TSC + enzim SEM goriintiisii

3.3.3 TSC/TBAPF’ nin Glukoza Amperometrik Cevabi

TSC nin amperometrik cevap calismalari, grafit elektrot iizerinde kaplanmis
TSC/GOx, karsit elektrot olarak Pt tel ve referans elektrot olarak Ag/AgCl igeren ii¢
elekrotlu bir sistem i¢ginde ve tampon (pH:4,5) ortaminda gerceklestirildi. Deneye
baslamadan once ¢Ozeltiye sabit akis hizinda oksijen gonderilip, boylece ¢ozeltinin
oksijence doygun hale gelmesi saglandi (Dan ve ark, 2008). Calisma voltaj
-0,7 V’ a ayarlanarak elektrot amperometrik olarak isleme alindi. Amperometrik
akim -0,7 V’ da GOx ve oligomer elektrot arasindaki indirgenme yiikseltgenme olay1

temeline dayanarak H»O, yiikseltgenmektedir.

Elektrodu kararli hale getirmek i¢in substrat igermeyen ¢ozeltide kararli hal akim
degerine ulasincaya kadar sabit gerilimde elektroliz yapildi. Kararli hal akim
degerine ulastigi zaman Ol¢liim ortamina bilinen derisimlerdeki substrat (glukoz)
cozeltisinden belli hacimde eklenerek, bu derisime karsilik gelen kararli hal akim
degeri (enzim elektrot aktivitesi) Olciildii. Daha sonra glukoz cozeltisi ile 6lgiim
ortamindaki glukoz derisimi arttirilmis ve yeni kararli hal akim degerinin eldesi i¢in
beklenmistir. Deneyler sirasinda manyetik karistiric1 kullanilarak karistirma islemi
yapildi, karistirict kapatilarak akimin sabitlenmesi beklendi. TSC/GOx enzim

biyosensoriiniin cevap siiresi 10 sn. olarak belirlendi.
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Sekil 3.9 TSC/TBAPF¢” nin glukoz konsantrasyonuna karsi amperometrik cevabina ait kalibrasyon

grafigi

Ayrica TSC/TBAPFs’ nin glukoza cevabi Akis injeksiyon analizi (FIA) ile
incelendi. Akis injeksiyon analizi uygulamasi amperometrik yontem ile ayni
deneysel kosullarda (optimum pH ve enzim miktar1 gibi) gerceklestirildi. FIA ile

enzim biyosensor cevabi 25 sn. olarak gézlenmistir.

32



@i

Alam (uA)

al

T T T T T T T 1
-] .5 5.0 75 e 125 150 175 Fi-N-]

Glulkoz Konsantrasyonu (mb )
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Sekil 3.11 Akis injeksiyon analizi ile glukoz konsantrasyonuna karsi biyosensér cevabina ait

kalibrasyon grafigi
3.3.4 Elektrokimyasal Sonuclar

Grafit elektrot tizerinde oligomerik TSC/Gox filminin elektrokimyasal aktivitesi 5
mM Fe(CN)63'/4' (HCF) ve 0,1 M KCI redoks sistemiyle doniisiimli
voltamogramlari ile 6l¢iilmiistiir. +0,3 V da goriilen pik HCF ’nin yiikseltgenmesine
karsilik gelmektedir. Geri donilisiimlii olan bir elektron transfer mekanizmasi elde
edildi. Sekil 3.12° de 10 mVs™ * den 150 mVs™ * e artan tarama hizlarinda katodik
ve anodik pik potansiyelleri hemen hemen sabit degerleri muhafaza ederken CV pik
akimlarmin arttig1 gézlenmektedir. Ayrica ek olarak tarama hizinin karekokiiyle pik

akiminm dogrusal olarak degistigi goriilmektedir (Sekil 3.13).
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Sekil 3.13 Oligomerik TSC/GOx elektrodunun tarama hizlarinin karekdkiiyle akimin degisimi

Sekil 3.14° de saf grafit elektrot, elektrokimyasal olarak dimerlesme gdsteren
elektrot ylizeyinde kaplanan TSC molekiilii ve glukoz oksidaz enziminin
immobilizasyonu sonucu olusan grafit elektrodun 100 mV/s sabit tarama hizinda
elektrokimyasal davramiglarinin  karsilastrmali  olarak  goriildiigii  doniistimlii

voltamogramlar goriilmektedir.
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Sekil 3.14 Saf grafit, oligomer elektrot ve modifiye GOx elektrodun sabit tarama hizinda dénisiimlii

voltamogramlarinin karsilastirilmasi

3.3.5 pH Etkisi

Serbest glukoz oksidaz enzimi i¢in maksimum aktivite pH 4,5 ° de goriilmiistiir.
25°C° deki pH optimizasyonlari i¢in ortamm pH degeri 4,0 ile 5,5 arasinda
degistirilmistir. Glukoz oksidazin pH 4 den daha diisiik asidik ortam igerisinde
denatiirize olmasindan dolayr pH optimizasyonlar1 enzim elektrotlar1 icin pH 4,0’

dan baglatilmistir. Grafik incelendiginde maksimum biyosensér cevabi pH 4,5 de

gozlenmistir.

10 5
100 4 I
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50
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30 4

20 —r—r—_— v - - - - - +
g 40 42 44 45 4B 50 52 54 5.6

pH

Sekil 3.15 TSC i¢in glukoz oksidaz aktivitesi iizerine pH etkisi

35



3.3.6 Enzim Miktari Etkisi

Amino grubu igeren oligomeric tiyosemikarbazon iizerinde biyomolekiilii
immobilize etmek ve molekiiliin kararliligini1 saglamak amaciyla ¢apraz baglayici
olarak %1’ lik gluteraldehit kullanilmistir. Enzim miktarinin biyosensor cevabi
iizerine etkisini incelemek amaciyla gluteraldehit miktar1 sabit tutularak glukoz
oksidaz enziminin farkli miktarlarini iceren biyosensorler hazirlandi. En yiiksek yanit
ve duyarlilik 1 mg GOx enzimi ile elde edilmistir. Enzim miktar1 2 mg’ dan daha
diisiik oldugunda uygun olmayan matris olusumu ve homojen olmayan bir tabaka
problemleriyle karsilasiimistir. Olciimler 25°C” de 50 mM sodyum asetat tamponu ile
pH 4,5 da gerceklestirilmistir. Enzim miktarinin akima karsilik verdigi cevaplar

Sekil 3.16” da goriilmektedir.
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Sekil 3.16 Enzim miktarinimn olusturulan biyosensor cevabi iizerine etkisi

3.3.7 Enzim Elektrotlarin Kullanim Kararlilig

Enzimler kendi katalitik aktivitelerini c¢ok kolay kaybettikleri ve denatiire
olduklar1 i¢in enzimlerin dikkatli depolanmasi ve bakimi ¢ok Onemlidir. Enzim
elektrotlarinin tekrar kullanilabilirlik bakimindan stabilitesi 1 giinde 25°C* de 50
basarili 6l¢iim yapilarak calisilmistir. Biyosensoriin zamanla aktivitesinin ¢ok fazla
degismemesi kullanilan immobilizasyon tekniginin iyi oldugunu gostermektedir.
Tekrarlanabilirlik biyosensor i¢cin ¢ok Onemli olup hazirlanan biyosensorle arka

arkaya fazla sayida analiz yapabilecegimizi gdstermektedir. Rutin analizlerde tek
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Olgmede kullanilan kitler maliyet agisindan pahali oldugu i¢in bu sekilde hazirlanan

bir biyosensor daha avantajlidir.
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Sekil 3.17 TSC/GOx galisma kararlilig
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BOLUM DORT
TARTISMA VE SONUC

Bu tez ¢aligmasinda tiyofen-2-karbaldehit tiyosemikarbazon (TSC) monomerinin
sentezi, elektrokimyasal polimerlesmesi ve glukoz biyosensorii gelistirilmesi
hedeflenmistir. Bu amagla glukoz oksidaz enzimi oligomerik TSC esasli matris
iizerinde grafit elektrot yiizeyinde basarili bir sekilde tutuklanarak TSC/GOx enzim
elektrodu elde edildi.

Calismanin birinci asamasinda tiyofen-2-karbaldehit tiyosemikarbazon (TSC)

molekiili sentezlendi.

Calismanin ikinci asamasinda sentezlenen TSC molekiilii elektrokimyasal
oligomerizasyon ile ¢alisma elektrodu olarak kullanilan grafit elektrot {izerinde
asetonitril i¢cinde +2V’ da 1 saat boyunca biriktirme yapildi. Daha sonra glukoz
oksidaz enzimi c¢apraz baglayici olarak kullanilan gluteraldehit ile grafit elektrot
iizerinde immobilize edildi. Bu sekilde hazirlanan TSC/GOx elektrodu, immobilize
edilen biyomolekiiliin biyosensér uygulamalarini incelemek amaciyla enzim
elektrodu olarak kullanilmistir. FT-IR sonuglarinda TSC molekiiliiniin oligomer
halde oldugu, SEM sonuglarinda ise tiyofen-2-karbaldehit tiyosemikarbazonun
homojen bir yiizeye sahip oldugu ve glukoz oksidaz enziminin varligi

anlasilmaktadir.

Gelistirilen glukoz biyosensoriinlin optimizasyon caligmalari sonucunda uygun

enzim miktar1 ve pH degerleri sirastyla 1 mg ve 4,5 olarak belirlenmistir.

Son adim olarak TSC/GOx matrisinin ¢aligma kararlilii, elektrokimyasal ve
amperometrik  Ol¢im  sonuglar1  degerlendirildi.  Gelistirilen  biyosensoriin
karakterizasyonuna iligkin c¢aligmalarda glukoz i¢in dogrusal tayin araligi
amperometrik ¢aligmalar sonucunda 0,05-1 mM konsantrasyonlar1 arasinda oldugu
ve cevap siiresinin 10 sn. oldugu belirlenmistir. Elektrokimyasal lgiimler 100 mVs™

sabit tarama hizinda gergeklestirilmis olup anodik ve katodik akim degerlerinin
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grafit elektrot, oligomerik TSC elektrot ve modifiye edilmis GOx elektrotta sirasiyla
arttig1 gozlenmistir. Modifiye GOx enzim elektrodunun 10 mVs™* den 150 mVs™ ¢
artan tarama hizlarina bakarak elektrokimyasal dl¢iimler sonucunda GOx enziminin
diftizyon seklinde tutuklandigini sdyleyebiliriz. Deney sonuclariyla ilgili kinetik
parametreler degerlendirildiginde bu ¢alismada K, degeri 0,75 mM ve Vax degeri
6,3 pA/cm’® bulunmustur ve 50 kullanim sonunda %13 aktivite kayb1 gozlenmistir.
Bulunan sonuglar literatiirde film matrisi lizerinde olusturulan GOx enzim
immobilizasyonu igeren biyosensorler ile karsilastirildiginda tiyofen ve pirol yan
grubu ile vinil alkol kopolimerinde tutuklama yOntemiyle yapilan enzim
immobilizasyonunda K, degeri 22,58 mM ve Vnax degeri 1,97 umol/dk oldugu
goriilmiistiir (Sahmetlioglu ve ark, 2006). Polifenantrolin ile yapilan g¢alismada,
glukoz oksidaz enziminin kovalent baglanmasiyla olusturulan biyosensérde Km
degeri 0,64 mM ve glukoz i¢in dogrusal tayin araligi 0,05-2 mM olarak belirtilmistir
ve yapilan calismada polifenantroline ait ¢alisma kararliligi belirtilmemistir
(Oztekin ve ark, 2011). Polianilin/poli(akrilonitril-akrilik asit kopolimeri) ile yapilan
kompozit film ile glukoz oksidaz eniziminin adsorpsiyon ile tutuklanmasiyla
olusturulan biyosensorde Km degeri 18 mM, dogrusal tayin araligi 5 uM- 5 mM ve
40 kullanim sonunda aktivite kaybmin olmadig1 gézlenmistir (Arslan ve Ustabas,
2011). Km degerinin diger yapilan caligmalara gore diislik oldugunun gézlenmesi
hazirlanan TSC/GOx enzim elektrot yapisinda TSC molekiiliiniin substrat olarak
kullanilan glukoza yatkinligini ve olusturulan enzim elektrodunun biyosensor olarak
kullanilabilecegini gostermektedir. Biitiin sonuglar degerlendirildiginde TSC/GOx
enzim elektrodu ile kolay ve hizli uygulanabilir bir glukoz sensor sistemi

kurulabilecegi goriilmiistiir.
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