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OZET

Bu ¢alismada kolin tayini i¢in kolin oksidaz ve medyatdre dayali yeni bir amperometrik
kolin biyosensorii gelistirildi. Biyosensor, Pt yiizeyde piroliin polivinilsiilfonat varliginda
elektrokimyasal olarak polimerlesmesi ve sonrasinda medyatdr varliginda kolin oksidaz
enziminin polipirol-polivinilsiilfonat filmi iizerine ¢apraz baglama yontemiyle immobilize
edilmesiyle hazirlandi. Medyator olarak Toluidin mavisi O (TBO) kullanildi. Kolin
oksijenli ortamda kolin oksidaz enzimi araciligiyla betaine yiikseltgendi. Reaksiyon
sonucunda betain yaninda hidrojen peroksit olustu. Hidrojen peroksit toluidin mavisi ile
reaksiyona girerek medyatorii indirgedi. Kolin tayini, indirgenmis medyatoriin -0,23 V ’da
elektrot iizerinde ylikseltgenmesine dayanilarak yapildi. Hazirlanan biyosensoriin kolin
tayini i¢in ¢aligma aralig1 belirlendi. Biyosensor cevabina substrat derisiminin, pH’ nin ve
sicakligin etkisi arastirildi. Biyosensoriin tekrar kullanilabilirligi ve raf dmrii tayin edildi.
Biyolojik ortamlarda olabilecek girisimlerin biyosensor cevabi lizerine etkileri incelendi.
Biyosensoriin sentetik kan numunesindeki performansi belirlendi.
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ABSTRACT

In this study, we report a new choline oxidase and mediator based amperometric choline
biosensor for the determination of choline. A biosensor was prepared by
electropolymerization of pyrrole in the prensence of polyvinylsulfonate on the surface of a
platinum electrode and immobilization of choline oxidase with crosslinking procedure in
the presence of the mediator onto PPy-PVS film after the electropolymerization process.
Toluidine Blue O (TBO) was used as a mediator. Choline is oxidized to betaine and
hydrogen peroxide by choline oxidase in oxygenated media. Mediator reduced by reaction
with hydrogen peroxide. The amperometric response was based on the electrocatalytic
properties of TBO. The changes in the anodic current at -0.23 V vs Ag/AgCI produced by
TBO was proportional to the choline concentration changes in sample. Linear operating
range of the biosensor was determined. The effects of substrate concentration, pH and
temperature on the response of the choline biosensor were investigated. The operational
and storage stability of the biosensor were identified. The effects of initiatives which may
be in biological media were examined. The performance of biosensor has been observed in
synthetic blood sample.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Agciklamalar

°C Derece Celcius

g Gram

mM Milimolar derisim

mV Milivolt

ppb Milyarda bir

S Saniye

M Mikromolar derigim
nA Mikroamper

pmol Mikromol

Ai Akim farki
Kisaltmalar Aciklamalar

AChE Asetilkolin esteraz
ALT Alanin transaminaz
ATP Adenozin trifosfat

BOS Beyin omurilik s1visi
BSA S1g1r serum albumini
ChOx Kolin oksidaz

FAD Flavin adenin diniikleotit
FIA Akis enjeksiyon analizi
NAD Nikodinamid adenin diniikleotid
PPy Polipirol

Pt Platin

PVS Polivinil siilfonat

TBO Toluidin mavisi O



1. GIRIS

Kolin (trimetil etanolamin) kimyasal formiilii (CHs)sN*(CH,),OH X olan kuaterner
amonyum bilesigidir ve suda ¢oziinen temel bir besin maddesidir [1,2]. B vitamini tiirii

olan kolin, insan viicudundaki 6nemli metabolik yollarda rol oynamaktadir [3].

Insanlar sadece ¢ok az miktarda Kkolin iiretebilir, ancak saglikli kalabilmek icin diyetini

tiiketirler [4].

Kolin ii¢ ana fizyolojik amag icin gerekli olan 6nemli bir besindir: (1) hiicre zarlarina ve
zar-Gtesi sinyali saglamak icin bir yapi saglayan fosfatidilkolin ve sfingomyelin gibi
fosfolipidlerin sentezinde Onemli bir rol oynar ve karacigerdeki asirt trigliseritlerin
tasinmasi i¢in onemlidir; (2) kolin, metaboliti olan betainin 6nemli bir kaynagidir ve
homosistein metabolizmasi i¢in gerekli olan dnemli bir metil grubu dondriidiir. (3) bellek
ve kas kontrolii ile ilgili bir norotransmiter olan asetilkolinin 6nciil maddesidir. Bu
nedenle, kolin kantitatif tayini, 6zellikle Alzheimer ve Parkinson gibi noérodejeneratif

hastaliklarin teshisinde 6nemlidir [5].

Fosfolipid
sentezi

Kolin (Sekil 1.2.b.)

Karacigerdeki
trigliseridlerin
diizenlenmesi

Asetilkolin
sentezi

Betainin
sentezi

Metil grubu
donori

Sekil 1.1. Kolinin insan viicudundaki temel fonksiyonlari



Kolin fosfatidiletanolamin metiltransferazin (PEMT) etkisiyle karacigerde sentezlenir
(Sekil 1.3) [6]. Endojen biyosentez, insanlarda kolinin taleplerini karsilamak i¢in yeterli
degildir ve yeterince kolin bulunmayan gidalarla beslenme karaciger yaglanmasi ve
karaciger hiicre 6limiine neden olmaktadir [7,8]. Diyet kolin; serbest kolin, fosfatidilkolin
(lesitin), fosfokolin, sfingomiyelin ve gliserofosfokolin formlarindan temin edilir

(Sekil 1.2). Bu kolin tiirevlerinin hepsi kolini {iretmek i¢in hidrolize edilebilir [7].

S OH
a. Betain ,..-T:AT

b. Kolin SN~ OH

c. Fosfokolin i
(Pcho)

d. Gliserofosfokolin
IGPCho)

e. Fosfatidilkelin T T Tl P N
=~ - Fa-.-;.
{PtdCho) | g~ o

=

Sfingomiyelin HN*%DH P*"'ﬂ oH
<) = i > %o \ﬁ
N T

Sekil 1.2. Kolin tiirevi bilesiklerin kimyasal yapilari [7]




Kolin, asetilkolinin asetilkolin esteraz enzimi ile ve hiicre plazma zarmin 6nemli bir

bileseni olan fosfatidilkolinin fosfolipaz D enzimi ile hidrolizinin bir tirtintidiir [9].

Asetilkolin
_KoLiN )
fosfokolin 4°\ ¥ *Betain dimetilglisin
seramld 7 o
CDP-kolin ¥°
sfi ngomlyelm\_)/_\ .-_f
. Fosfati "k°l'“ Meti(onin Homosnsterl,ndw sistein
iasilgliserol .~ i iridoksin {Vitamin
5 2 ]§ S-adenosil et == T(;b;lamm(Vmaml?\Blﬂ
lizofosfatidil-kolin R metiyonin tetrahidrofolat 5. metll tetrahidrofolat
l Fosfatidil- 2 37 dihidrafol. o Rlboﬂavln(V|tam|n B2)
etanolamin Protein senteziigin ihidrofolat gty mwuentetrahldrofolat
trombosit aktive kullanilabilir aminoasit
edici faktor L £
ol _208F  DNA sentez ve tamiri igin
FOLIKASIT pirimidin bazi

kullanilabilir monomer

Sekil 1.3. Kan ve karacigerdeki kolin fonksiyonlarin1 gosteren diyagram [10]

Kolin oksidaz enzimi yardimi ile kolin, betaine yiikseltgenir. Bu reaksiyon sonucu oksijen

harcanirken iki mol hidrojen peroksit agiga ¢ikar (Sekil 1.4).

CHy o 02 CHy |, H202 CHy
HiC-N 7 2= H N " = HCN

CH, O, CH;0 Hy0, O, CH;0
Kolin Betain Aldehit Betain

Sekil 1.4. Kolinin betaine donisimii

Kolin, ¢ok sayida bitki ve hayvan organlarin bir ana bileseni olarak ¢ok farkli alanlarda
bulunabilir. Ornegin; safra, beyin, yumurta sarisi, serbetciotu, belladona, strophantus.
Insan anne siitiindeki temel besin olarak ya da farkli biyolojik sivilarin kurucu maddesi
olarak amniyotik sivida bulunur [9]. Kolin igeren birtakim besinler Cizelge 1.1°de

gosterilmistir.



Kolin, noral tiip defektleri, yagh karaciger hastalig1 ve diger patolojilerin riskini azaltmada

onemli bir rol oynamaktadir [4].
ABD Ulusal Bilimler Akademisi Enstitiisii Gida ve Beslenme Kurulu, erkekler i¢in giinde
550 mg, gebe olmayan kadinlar i¢in giinde 425 mg, hamileler igin giinde 450 mg kolinin

yeterli bir alim seviyesi oldugunu belirledi [7].

Cizelge 1.1. Kolin igeren birtakim besinler ve kolin miktarlari [11]

Hayvansal ve Miktari Miktari(g) Kolin (mg) 100 g’daki
Bitkisel Gidalar kolin(mg)
Greyfurt 1 adet 2469 19 8
Badem 1 kase 143g 74 52

Fistik 1 kase 1469 77 53
Pismis fastlye 2 kase 354g 108 31
Ispanak 1 porsiyon 4549 113 25
Yumurta 1 adet 50g 147 294
Tavuk 0,5 porsiyon 2279 150 66
Sit(%1 yagh) 1 quart 9769 173 18
Brokoli 1 porsiyon 4549 182 40
Mezgit baligi 0,5 porsiyon 2279 190 84
Bugday tohumu 1 kase 113g 202 179
Soya fasilyesi 1 kase 1869 216 116

Sigir cigeri 5 ons 1429 473 333


https://en.wikipedia.org/wiki/Almonds
https://en.wikipedia.org/wiki/Spinach
https://en.wikipedia.org/wiki/Broccoli

Asetilkolin sentezi
Kol Lipid sentezi ve taginmasi
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Bugday tohumu GPCho Plazma PtCho
SM I
)
Z | T/-"* %%, Erkek:Ginde 550 mg 10 pmal.I* kelin
‘ | y — > " >
FA N IS Kadin: Giinde 425 mg 1.0 pmaol.* PrdCho
—
=
Kolin Eksikligi:
Peho Karaciger yaglanmasi
Cok basarr!akll PtdChe  Hidraliz Tnp:lam Eili;seLi;Iwbuzukluklar
Ekstraksiyon GPCh Kolin Fazlahg:
0 . .
M Hipotansiyon
Viicutta balik kekusu
Kolinerjik etkiler

Sekil 1.5. Kolin igeren bilesimlerin diyet alimi, metabolizmasi ve saglik durumu arasindaki
iliskileri

insanlardaki plazmada aclik kolin derisimleri 7-20 pmol.I* araliginda yani ortalama
10 pmol.I* olarak bildirilmistir [12].

Insanlar kolince eksik beslendiklerinde, kas hiicrelerinde (miyositler) direngsizligin arttig1
[13] ve plazma homosistein derisiminin yiikselmesinden kaynaklanan [14], serumda
kreatin fosfokinazin arttigi belirlenmistir. Kolin eksikligi karaciger hastaliginda da rol
oynayabilir. Karaciger ALT enziminin seviyesinin artmasi da bunun bir isaretidir [15].
Kolinin asetilkolin sentezinde de gorev almasindan dolayi, hayvanlar iizerinde yapilan
caligmalar ile kolince eksik beslenmenin beynin hazifa kisminda fizyolojik ve psikolojik

onemli sorunlar olusumuna neden oldugu ortaya ¢ikarilmistir [16,17].

Alzheimer hastalig1 (AH) 6zellikle altmis yasin lizerinde artan zihinsel islev bozuklugunun
en sik goriilen nedenidir. Bu norodejeneratif hastalikta, kolinerjik eksiklik ile zihinsel islev
bozuklugunun baglangici, seyri ve derinligi arasinda net bir iliski kurulabilir. Hastaligin
sebebi kesin olarak bilinmemektedir. Giiniimiizde hastaligin semptomatik tedavisinde en

cok kullanilan yontem, kolinerjik eksikligin klinik tablo ile olan yakin iliskisi nedeniyle



asetilkolinin sinaptik aralikta daha uzun kalmasini saglamaktir [18]. Yapilan arastirmalar
ile kolin eksikliginin Alzheimer hastaligini olusturma riskinin oldukca yiiksek oldugu

goOsterilmistir [19].

Ayrica 1-8 yas arast ¢ocuklarda gilinliikk 1000 mg, 9-13 yas aras1 ¢ocuklarda giinliik 2000
mg, 14-18 yas arasinda gilinliikk 3000 mg, 19 yas ve iizerinde giinlilk 3500 mg’in {istiinde
kolin tiiketiminin hipotansiyon gibi olumsuz etkilere yol agtigi belirlenmistir.
Hipotansiyona ek olarak, yiiksek kolin aliminin diger yan etkileri arasinda, trietilamin
iiretiminden kaynaklanan viicudun balik gibi kokmasi ve terleme, kusma ve ishal gibi

kolinerjik etkileri bulunmaktadir [12].

Beyin dokusu, serum, gidalar ve pestisit gibi maddelerde kolin tayini yapilabilmektedir.
Kolin miktarm belirlemek i¢in kromatografik (Sivi kromatografisi, Iyon kromatografisi,
Gaz kromatografisi-Kiitle Spektrumu) [20,21], spektroskopik (1H-NMR, AAS, UV)
[22-24] ve elektrokimyasal (Amperometrik, Potansiyometrik, Kondiiktometrik) [25-27]
yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemler hizli, duyarli, tekrarlanabilir, verimli ve yiiksek
seciciliktedir. Elektrokimyasal yontemlere gore digerlerinin maliyet, karmasik cihaz yapisi,
bazi maddelere kars1 duyarlilik sorunu ve geri dondiiriilemez bir sekilde adsorbe olmus

maddelerin tayin edilememesi gibi birtakim nedenlerden dolay1 dezavantajlart vardir.

Literatiirde elektrokimyasal bir yontem olan kolin biyosensori ile ilgili ¢aligmalar vardir
[9,28-51]. Amperometrik kolin biyosensorlerinin ¢ogu enzimatik tepkime sonucu agiga
cikan hidrojen peroksitin (H,O,) anodik potansiyellerde dogrudan oksidasyonuna
dayanilarak yapilmigtir [28-39]. Biyolojik sivilarda bulunan ve elektrokimyasal olarak
aktif olan askorbik asit, iirik asit ve parasetamol gibi tiirler bu potansiyellerde kolayca
okside edilir ve akim ireterek bir girisim etkisi olustururlar [28-30,33-37]. Bu problem,
medyatorler kullanilarak ¢aligma potansiyelinin diisiiriillmesiyle 6nlenebilir [9,40,46,49].

Literatiir incelendiginde prusya mavisi, metilen mavisi gibi medyatorlerin kullanildig:
caligmalar yapildigr gorilmiistiir [9,46]. Ancak medyator olarak toluidin mavisi O
(TBO)’nun kullanildig1 bir ¢calismaya rastlanmamistir. Calismamizda da bu amagla, TBO
kullanilarak, caligilan yiikseltgenme potansiyelleri diisiiriilmiis ve boylece girisim etkisinin

azaltilmasi avantaj1 saglanmistir.



Calismamizda koline duyarli yeni bir amperometrik biyosensoér hazirlandi. Bu amagla
Platin/Polipirol-polivinilsiilfonat (Pt/PPy - PVS) elektrodu piroliin elektrokimyasal olarak
polimerlesmesiyle hazirlandi. Daha sonra kolin oksidazin medyatér (TBO) varliginda
capraz baglama yontemiyle immobilizasyonu saglanarak Pt/PPy - PVS-ChOx(TBO) enzim
elektrodu elde edildi. Kolin tayini, enzimatik reaksiyon sonucu indirgenmis olan
medyatoriin, -0,23 V elektrot potansiyelinde yiikseltgenmesi esasina dayanilarak yapildi.
Enzim elektrodun en iyi ¢alisma kosullar1 belirlendi ve performansin: etkileyen faktorler
incelendi. Daha sonra biyolojik sivilardaki elektroaktif tiirlerin tayin tizerine bozucu etkisi

arastirilarak, elektrodun sentetik numunedeki 6l¢iim performans: degerlendirildi.






2. GENEL BILGILER

2.1. Enzimler

Katalizorler kimyasal tepkimelerin hizin1 arttiran ve katalitik tepkime sonucunda kendisi
degisiklige ugramayan tiirler olarak tanimlanabilirler. Kimyasal bir tepkimenin katalizi
termodinamik agidan, s6z konusu tepkimenin aktivasyon enerjisi disiiriilerek meydana
getirilmektedir. Reaktantlar ve tepkimedeki geg¢is durumu arasindaki serbest enerji farki
aktivasyon enerjisidir. Aktivasyon enerjisindeki bu diisiis ya ge¢is durumunun katalizor
tarafindan stabilize edilmesi ya da katalizoriin tepkime i¢in daha diisiik enerjili yollar

bulmasiyla gerceklesir [52].

Katalizorlerin bahsedilen bu 6zellikleri gbz oniinde bulundurularak enzimler, genellikle
protein yapisinda biyokimyasal katalizorlerdir. Canli organizmalarda kimyasal tepkimeleri
katalize ederler ve higbir yan {iriin olugmasina izin vermeden spesifik olarak yiizde 100’liik
bir lirlin verimi saglarlar (Sekil 2.1). Cogunlukla renksizdirler ve bazen yesil, sari, mavi,

kirmizi ya da kahverengi olabilirler. Suda ya da tuz ¢ozeltisinde ¢oziinebilirler [53,54].

gecis durumu

Serbest ' ) ) /

Enerji

Ekatalizien memis

‘Ekatal’tzi

ES
enzim katalizii reaksiyon AG

Reaksiyon Koordinah

Sekil 2.1. Enzim tarafindan katalizlenen ve katalizlenmeyen tepkimelerin karsilastirilmasi

Enzimler genel olarak alt1 biiyiik sinifa ayrilir. Bunlar kisaca sunlardir:

1. Oksidorediiktazlar: Yiikseltgenme indirgenme reaksiyonlarini katalize eden enzimlerdir.
2. Transferazlar: Fonksiyonel bir grubun transfer reaksiyonunu katalize eden enzimlerdir.

3. Hidrolazlar: Bu enzimler gesitli baglarin hidrolizini yani hidrolitik reaksiyonlar katalize

ederler.
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4. Liyazlar: C-C, C-O ve C-N arasindaki baglar hidrolizden ve oksidasyondan farkli bir
yolla kiran veya bu atomlar arasina bir ¢ift bag ilave eden enzimlerdir.

5. Izomerazlar: Izomerizasyon reaksiyonlarini yani bir molekiil icindeki geometrik ve
yapisal degisiklikleri katalize eden enzimlerdir.

6. Ligazlar (Sentetazlar): C-O, C-S, C-N ve C-C arasinda bir bag olusmasini saglarlar. Bu
enzimler genellikle ATP'deki veya diger trifosfatlardaki pirofosfati hidrolize ederek iki

molekiiliin birbirine baglanmasini katalize ederler [55].

Enzim Komisyonunca, her enzim i¢in, enzimin Kkatalize ettigi reaksiyonu belirleyen bir
sistemik isim ve enzimin durumunu kesinlikle ortaya koymak igin bir siniflandirma

numarasi verilmistir.

Enzimlerin smiflandirilmalarinda doért diziden olusan sayilar kullanilmaktadir. Dizide yer
alan birinci say1, enzimin hangi smifa ait oldugunu gostermektedir. Ikinci, iiciincii ve
dordiincii sayilar alt ve daha alt siniflarim1 agiklamaktadir. Bunu bir 6rnekle agiklamak
gerekirse, 6rnegin siniflandirma numarasi 1.1.1.1. olan enzim, yani "Alkol dehidrogenaz"
ele alindiginda, bu numara dizisinde ilk siradaki 1 sayist enzimin oksidorediiktaz sinifinda
bulundugunu, ikinci dizideki 1 sayisi, verici (donér) maddenin CH—OH grubu iizerine
etki yaptigim, {igiincii 1, akseptdr olarak NAD" ve NADP"*den yararlandigini, dérdiincii 1
ise dogrudan dogruya enzimin sistemik adi olan "Alkol:NAD oksidorediiktaz"t

aciklamaktadir [56].

Enzimlerin aktivite gostermeleri i¢in gerekli olan ve protein yapisinda olmayan genellikle
metal iyonlarindan olusan yan gruplari ‘kofaktdr’ olarak adlandirilir. Ornegin piruvat kinaz
kofaktor olarak K*’a, heksokinaz Mg?**e ihtiyag duyar. Enzimlerin aktivite gdstermek igin
ihtiyag duydugu kompleks organik molekiillere ise ‘koenzim’ denir. Ornegin siiksinat
dehidrogenaz enziminin koenzimi FAD‘dir. Spesifik atomlarin veya fonsiyonel gruplarin
aktarrminda koenzimlerin rolii biyiiktiir. Enzimin koenzim veya kofaktorii ile birlikte ve
katalitik bakimdan tamamen aktif durumuna ise ‘holoenzim’ adi verilir. Koenzim ve
kofaktor enzimden ayrilacak ve enzim inaktif hale gelecek olursa, enzimin diyalize
edilemeyen ve yalmz proteinden meydana gelmis bu inaktif sekli ise ‘apoenzim’ olarak

adlandirilir [57].
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Enzimlerle tepkimeye giren kimyasal molekiillere substrat adi verilir. Enzimler genellikle
bir tek substrat1 liriine doniistiiriir. Enzim molekiillerinde aktif merkez denilen 6zel bir
bolge bulunur. Aktif merkez substrata uyumlu ii¢ boyutlu bir ylizey olusturan ve bag yapim
ile yikiminda gorev alan amino asit yan zincirleri igerir. Aktif bolgeler, enzimin toplam
hacmine oranla kiigiik bir kismini olusturur, bir yarik ve girinti iginde yer alirlar. Spesifik
baglanma olay1, atomlarin aktif bolgede belirli bir sekilde diizenlenmeleri sonucu meydana
gelir. Substrat sahip oldugu sekil ile bolgeye tam oturabilmelidir. Fischer’in enzimle
substrat arasindaki bu anahtar kilit modeli kataliz olayinin sterospesifikligini iyi bir sekilde
aciklamaktadir (Sekil 2.2). Aktif merkez substrati baglayarak bir enzim-substrat (ES)
kompleksi meydana getirir. ES kompleksi, enzim-iirin (EU) kompleksine déniisiir ve

enzim {iriinden ayrilir [58].

Bununla beraber, daha sonra yapilan galismalarda bazi enzimlerin aktif bolgelerinin
formunu koruyan bir yapida olmadigi belirlenmistir. Koshland’in modeline gore aktif
merkez esnek yapidadir; substrat varliginda, proteinin tersiyer yapisinda olusan bir
degisiklikle, enzim substratin1 katalize uygun en dogru bi¢imde baglayacak bicimsel bir
degisiklige ugrar. Bu ikinci ¢esit baglanma modeline etkilesme sonucu uygunluk ( induced
fit ) adi verilir (Sekil 2.3) [59].

Aktif Substrat Uriin
Bolge lve 2

. @7 *ﬂfﬁ

Substrat

Enzim-substrat Uriin 1 ve 2
Kompleksi

Sekil 2.2. Enzim substrat iligkisi (anahtar kilit modeli)
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Enzim-substrat
Kompleksi

Sekil 2.3. Enzim substrat iliskisi (uygunluk modeli)

Enzimler tarafindan katalizlenen reaksiyonlarin hizini etkileyen en O6nemli faktorler;
sicaklik, ortam pH’s1 ve substrat derisimidir. Substrat derisimi arttikga enzimatik tepkime
hiz1 baslangigta dogrusal olarak artar. Daha sonra dogrusalliktan sapar ve belli bir substrat
derisiminden sonra hiz maksimuma ulasir. Bu noktadan sonra substrat derisiminin artmasi
ile tepkime hizim1 artirmak miimkiin degildir. Bunun nedeni, bu durumda enzimin

substratina karst doygun durumda olmasidir.

Enzim, substrat ve koenzim molekiilleri asidik veya bazik gruplara sahiplerdir. “ES”

kompleksinin en kararli sekilde olusmasi, yani olusma hizinin maksimum olmasi igin bu
gruplarin belirli bir iyonik formda olmas: gereklidir. Bunun disindaki formlarda “ES”

kompleksi zayiflar ve reaksiyon hizi diiser. Bu, optimum bir pH’da reaksiyon hizinin en
yiiksek olmasi demektir. Optimum pH’nin altinda veya iistiinde enzimatik reaksiyon hizi
azalmaktadir. Cok asir1 uglarda ise, enzim inaktive olabilmektedir. Bundan dolayi, enzim
calismalarinda pH’yr optimum noktada sabit tutmak igin tamponlar kullaniimaktadir.
Kullanilan tamponun cinsi, substratin yapis: ve enzimin elde edildigi kaynak gibi faktorler

optimum pH’y1 etkilemektedir [57].

Sicaklik arttikga molekiillerin hareketliligi de arttirdigindan kimyasal ve biyokimyasal
tepkime hizlarinda da artis olur. Protein yapisinda olan enzimler, belirli bir sicaklhiktan
sonra denatiire olmaya baslarlar. Bu durum, enzim molekiiliiniin ilk olarak tersiyer
yapisinin ve sicaklik arttikca da sonrasinda sekonder yapisinin bozulmas: anlamina gelir.
Enzimin aktif merkezi yapinin bozulmasindan etkilenir ve tepkime hizi ani olarak diisiis
gosterir (Sekil 2.4) [58].
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Sekil 2.4. Sicakliga bagl olarak enzim aktifliginin degisimi

Daha o6nce de belirtildigi gibi enzim tepkimelerinin hizi kimyasal kinetikten farklilik
gostererek, sicaklikla 6nce artar; sonra azalir. Enzim aktivitesi belirli bir optimum sicakliga
kadar artar fakat sicaklik denatiirasyon sicakligina yaklastikca hiz artisi yavaslar ve
birdenbire keskin olarak sifira diiser [60]. 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_EajRT

r'm = k3.[E]o yazilabilir.

Eger bu iki esitlik birlestirilip gerekli hesaplamalar yapilip grafige gecirilirse elde edilen

dogrunun egiminden enzimin aktivasyon enerjisi hesaplanir [61].

Enzim reaksiyonlarinda, sabit enzim derisimde substratin iiriine doniisme hizi 1913°de
Michealis ve Menten tarafindan incelenmis ve bir bagint1 ile verilmistir. Bu, hiperbolik bir

bagintidir, matematiksel ifadesi ve grafigi Sekil 2.5°de verilmistir.

Tepkime hizi, V

Vmak'[s]
K+ [S]

V=

K Substrat derigimi, [5]

Sekil 2.5. Enzim kinetiginde Michealis-Menten grafigi ve bagintisi
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Bu grafikte V; tepkime hizi, Vya; maksimum tepkime hizi, 1/2Vya; yart maksimum
tepkime hizi, [S]; substrat derisimi ve Ky; maksimum tepkime hizinin yarisina karsilik
gelen substrat derisimidir. Vi Ve Kp, bir enzimin kinetik 6zelliklerini belirleyen iki
temel sabittir. Bir enzimin Vg ’s1 ne kadar biiyliik ve/veya Kp’si ne kadar kiiglik ise
kinetik bakimdan o derece etkin demektir [60].

Enzim miktarlarinin saptanmasimin zor olmasi Ve birgok enzimin saf orneklerinin
bulunmamasi nedeniyle, enzim miktar1 yerine enzim iinitesi kullanilmaktadir. Enzim
aktivitesi ise turnover sayist ile ifade edilir. Turnover sayisi, enzim molekiilii tarafindan bir
saniyede Uriine gevirilen substrat molekiilii sayisidir. Birgok enzimin turnover sayisi
1,0x10*tiir. Baz1 enzimler 1,0x10° turnover sayisina sahiptir. Katalaz 4,0x10"1ik bir deger
ile bilinen en fazla turnover sayisma sahiptir. Ikinci en yiiksek olarak karbonik anhidraz
4,0x10>’lik bir degere sahiptir. Turnover sayisi yalnizca saf enzim igin ifade edildiginden
enzim aktivitesi, spesifik aktivite ile belirtilir. Spesifik aktivite 1 mg protein basina enzim
tinitesi (EU/mg protein) olarak agiklanir. Klinikte, biyolojik sivilarda &lgiilen enzim
aktiviteleri optimum sartlarda 1 saniyede 1 mol substratin tirtine doniisiimiinii katalizleyen

enzim miktar1 olarak tanimlanir. Bu birim, uluslar aras1 birim (katal) olarak kabul edilir.

Klinikte enzim ¢aligsmalari ¢ok biiyiik pratik 6neme sahiptir. Bazi hastaliklarin nedenlerinin
belirlenmesinde 6zellikle de kalitsal genetik hastaliklarda enzim eksikligi, bir ya da daha
fazla enzimin total azalmasi ve enzimin fazla aktivitesinin bazi hastaliklara neden oldugu
diistintilmektedir. Kan plazmasi, eritrosit veya doku numunesinde bulunan enzimin aktivite
Olclimii kesin hastalik tanisi icin oldukc¢a 6nemlidir. Bununla birlikte giinlimiizde sadece
tipta degil, ayn1 zamanda kimyasal endiistri, gida prosesi ve ziraatte de kullanilan 6nemli
pratik araclardir. Bugiin yaklagik 2000 kadar enzim tanimlanmis, bunlarin bir¢ogu saf elde
edilerek kinetikleri incelenmis ve 200’den fazlas1 kristallendirilmistir. Ancak yapilan
genetik calismalar heniliz tespit edilememis bircok enzimin var oldugunu

gostermektedir [62].
2.1.1. Oksidaz enzimleri
Biyokimyada oksidorediiktazlar elektronlarin bir molekiilden digerine aktarilmasini

saglarlar ve oksidaz enzimleri bunlarin alt simifin1 olustururlar. Bu biyolojik katalizorler

molekiiler oksijenin (O;) elektron alici olarak bulundugu indirgenme-yiikseltgenme
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tepkimelerini katalizleyen enzimlerdir. Oksidazlarin gorev aldigi enzimatik reaksiyonlar
sonucunda genellikle substrattan cikarilan hidrojen ve elektronlar, koenzim iizerinden
dogal kosubstrat olan oksijene aktarilirilar. Sonug olarak oksijen, su veya hidrojen
perokside (H20,) indirgenir [63].

2.1.2. Kolin oksidaz enziminin 6zellikleri

E.C. 1.1.3.17 olan kolin oksidaz (kolin — oksijen 1 — oksidorediiktaz) enzimi (Sekil 2.6)
kofaktor olarak FAD’1in kullanildig: iki yari tepkime sonunda kolinin betain ve hidrojen
peroksite doniisiimiinii katalizler. Birinci yari tepkimede kolinin hidroksil protonu hizli bir
sekilde yakalanir ve ara triin olarak alkoksit meydana gelir. Bu tepkimeden sonra
alkoksitin a — karbonundan flavinin N(5) atomuna hidrid iyonu transferi gerceklesir.
Boylece kolin betain aldehite doniisiir ve flavin yiikseltgenmis olur. Devaminda betain
aldehit enzimin aktif bolgesinde hidratlanarak gem — diol kolin olusumu gergeklestirilir.
Ikinci yar1 basamakta ise gem — diol kolin esas iiriinii olan glisinin betaine yiikseltgenmesi
gergeklesir. Bu yar1 tepkimelerde, yiikseltgenmis flavin tarafindan oksijene iki elektron

aktarilarak H,O,’e indirgenmesi saglanir.

His99, enzimin aktif bolgesinde yer alan fonksiyonel bir gruptur. Bu grup enzim — alkoksit
kompleksinde FAD’1n en uygun sekilde yerlesimini saglar. Substratin baglandigi ana grup
ise Glu312’dir. Bu grup da trimetilamonyum gruplariyla elektrostatik etkilesime girerek
substratin en ideal sekilde yerlesiminde gorev alir. Onemli bir baglanma noktas1 olan
His351 grubu hidrid iyon transferinde substratin konumlanmasinda gorev alir ve kolinin
yiikseltgenmesi sirasinda kararlilig1 saglar. Temel olarak oksijen flavini yiikseltgediginde,
kolin reaksiyonunda minimum etkinin olugsmasin1 saglayan grup Val464 grubu
kalintilaridir. Son olarak enzim bagl flavinin aktif bolgenin polaritesinin ve kolinin glisin
betaine doniisimiinde kararliligin saglanmasinda gorev alan grup His 466°dir. Kolin
oksidaz enzimindeki bu aktif ii¢ histidin bolgesi de siiperoksit anyonlarmin elektrostatik

kararliliginda ve oksijen tarafindan indirgenmis flavinin kararliliginda goérev almazlar [61].
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Kolin Oksidaz

CH, OH
|
HsC —N’—/—

M3

20,

Sekil 2.6. Kolin oksidazin {i¢ boyutlu yapis1 [61]

2.2. Biyosensorler

Biyomateryaller; biyolojik unsurlarla etkilesim halinde olan yapilar veya yiizeylerdir. Bu
materyallerin gelistirilmesi ¢alismalar1 1960’11 yillarda baslamistir. Yaklagik elli yillik bir
stiregte hizli bir gelisim gosteren liretim ¢aligmalar1 giinlimiizde yeni bir bilim dali haline
gelmis ve artik “Biyomateryal Bilimi” olarak adlandirilmaktadir. Biyomateryaller; tip,
biyoloji, kimya, doku miihendisligi, bilgisayar ve malzeme bilimlerinin de ortak bir
paydasi olarak degerlendirilmektedir. Biyomateryal biliminin, son yillarda adindan sik¢a
soz ettiren ve pek cok farkli alanlarda yaygin kullanimi bulunan bir alt dali da

“Biyosensorler”dir.

Biyosensorler, analiz edilecek madde ile se¢imli bir sekilde etkilesime giren biyoaktif bir
bilesenin, bu madde ile etkilesimi sonucu ortaya c¢ikardig:i sinyalin, ileten bir iletici
sistemle birlestirilmesi ve bu etkilesim tiriinlerinin bir 6l¢tim sistemi ile Sl¢iilmesi olarak
tanimlanabilir. Daha genel bir ifade ile, bir biyosensor; biyolojik bir ajanla birlestirilmis
olan fiziko-kimyasal detektordiir ve bu yapr istenilen {irliniin analizi amaciyla

kullanilmaktadir [64].

Tiim canlilar yasadiklar1 ortamdaki degisimleri hizlica algilayip yasamlarini stirdiirebilmek
icin bu degisimlere adapte olmaya ¢alisirlar. Iste bu algilama mekanizmasi biyosensdrlerin

hiicre dis1 (invitro) kullanimi ve gelistirilmesi i¢in temel olusturmustur [65].

Biyosensor sistemleri {i¢ temel bilesenden olusmaktadir. Bunlar; “biyo algilayict/

biyobilesen”, “transdiiser/doniistiiriicti” ve “dedektor” bolimleridir (Sekil 2.7). Biyolojik
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algilayici elementin segiciligi ile, gevirici hedef analitin derisimiyle orantili olarak sinyal
retir. Bu sinyal proton derisimindeki degisimden, amonyak ve oksijen gibi gazlarin
salinmasi ya da yiikseltgenmesi, 1sik emisyonu, absorpsiyon ya da reflektans, 1s1 emisyonu,
kiitle degisimi ve bunun gibi degisimlerden kaynaklanir. Sinyal doniistiiriicti yardimiyla
akim, potansiyel, sicaklik degisimi, 1s181in absorpsiyonu, ya da elektrokimyasal, termal,
optik olarak ya da piezoelektrik anlamda kiitle artisiyla Glgtilebilir forma gevrilir. Sinyal

ayrica ileriki analizler igin giglendirilebilir, islenebilir ya da depolanabilir [66].

Substrat

1.050

3

Uriin

Son iiriin Ol¢iim

Déniistiiriicii Cogalma

Sekil 2.7. Biyosensorlerin genel yapist [64]

Biyosensorler sekiz parametreye gore nitelendirilirler:

1- Duyarlilik: Cihazin dlgiilecek maddedeki miktar degisimine bire bir cevap vermesi
demektir.

2- Segicilik: Cihazin sadece analiz edilecek maddedeki 6zglinliigiinii gosterir. Cihaz baska
reaktiflere ilgi gdstermez ve hatali sonug vermez.

3- Olgiim araligi: Cihazin lgebildigi analit derisiminin araligidur.

4- Olgiim siiresi: Cihazin dlgme hizini gosterir.

5- Tutarlilik: Cihazin sonuglarindaki tutarlilig: belirtir.

6- Tespit sinirt: Cihazin tespit edebilecegi en diisiik derisimini ifade eder.

7- Omrii: Cihazin, performansinda gozle goriiliir bir azalma olmadan verdigi hizmet
stiresidir.

8- Kararlilik: Belirli bir siire i¢inde cihazin duyarliligindaki degisimleri dikkate alan bir

kalite 6l¢iim degeridir [64].
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2.2.1. Biyosensorlerin tarihcesi

Biyosensorlerin tarihi 1950’11 yillarin ortalarinda L.C. Clark’in Cincinnati Hastanesi’nde
(Ohio, ABD ) ameliyat sirasinda kanin O, miktarin bir elektrot ile izlemesiyle baglar. 1962
yilinda Clark ve Lyons, Glukozoksidaz (GOD) enzimini O, elektrodu ile kombine ederek
kanin glukoz diizeyini Olgmeyi basarmiglardir. Boylece yeni bir analitik sistem
olusturmuslardir. Bu sistem bir yandan biyolojik sistemin yiiksek spesifisikligini (enzim)
diger taraftan ise fiziksel sistemin (elektrot) tayin duyarliligini birlestirmis ve genis
spektrumlu bir uygulama olanagi bulmustur. Bir biyolojik sividaki glukoz ve ¢oziinmiis
oksijen elektrot etrafindaki membran1 gecerek elektrot yiizeyine ulagtiginda glukoz
oksitlenerek glukonik aside donisiir ve bu sirada O harcanir. Ortamdaki glukoz bittiginde
O, elektrodu ile baslangigtaki ve reaksiyon sonundaki ¢oziinmiis O, dl¢iiliir. Aradaki fark
ortamdaki glukozun oksidasyonu i¢in harcanan O3 olup buradan biyolojik sividaki glukoz

miktart hesaplanir [64].

2.2.2. Biyobilesen

Biyosensorlerin biyobilesenleri sadece analitin secici olarak taninmasindan sorumlu
degildir, ayn1 zamanda doniistiiriicli lizerinde izlenen kimyasal sinyalin olusumu ve nihai
olarak son cihazin duyarhiligindan sorumludur. Iki ayri kategoriye ayrilabilirler: katalitik

ve katalitik olmayan.

Katalitik grup; enzimleri, mikroorganizmalari ve dokulari igerir. Bu elementleri i¢eren
cihazlar, metabolitlerin milimolar ile mikromolar araliginda izlenmesi i¢in uygundur ve
stirekli izleme igin kullanilabilir. Katalitik olmayan (afinite) biyobilesen, antikorlari (veya
antijenler), lektinleri, reseptorleri ve niikleik asitleri igerir. Bu biyobilesenler, mikromolar
ile pikomolar arasindaki derisimlerde hormonlarin, steroidlerin, ilaglarin, mikrobik
toksinlerin,  kanser isaretleyicilerinin ve viriislerin 6l¢iilmesinde tek kullanimlik cihazlar

icin daha uygundur [67].

2.2.3. Biyosensorlerin calisma mekanizmasi

Biyosensorlerin  galismasi esnasinda, Oncelikle biyosensor Yiizeyi Tlizerine ¢ozelti

icerisinden substrat tasinir. Difiizyon, karistirma vb. gibi ¢esitli yontemlerle substratin
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tasinmasi gergeklestirilebilir. Substrat bir gozenekli membran (seliilozik diyaliz membran:
gibi) iizerine absorplanmis veya donistiiriicti ile polimerik membran (selofan, seliiloz,
asetat/nitrat, polivinil alkol, poliiiretan vb. ) arasina sandvig edilmis veya polimerik bir jel
icinde hapsedilmis olan bir biyobilesenin aktif bolgesine difiizlenir. Biyobilesen polimerik
olabilir. Hapsetme islemi igin akrilamid, jelatin, agaroz vb. gibi dogal ya da sentetik
polimerler kullanilabilir. Substrat ile biyobilesen tepkimeye girerler. Gergeklesen tepkime
sonunda gaz molekiilleri (O, CO,, NHs, vb. ) kullanilabilir ya da salinabilir, segimli
iyonlar olusabilir (H*, NH, *, diger tek degerlikli anyon ve katyonlar), 1s1 agiga ¢ikar veya
kaybolur, optik yogunluk degisebilir, elektron salinabilir ya da kullanilabilir. Biyobilesen
ve substratin tepkimesi sonucunda meydana gelen tiriin, dondstiiriici yiizeyine tasinir ve
burada yukarida anlatilan degisimler algilanip elektriksel devrelerle oSlgiilebilecek bir
boyuta cevrilir (Sekil 2.8). Olciilen elektriksel sinyal ile analit derisimi dogru
orantihdir [68].

‘ Biyosensor ‘
Ornek l | Biyoreseptsr Transduser ‘ ’ Elektronik ‘ ‘ Veri igleme
Enzimler
LJ—» Antibadiler Elektrodlar
A OA Nukleik asitler Transistérler

@O0 ﬂ Mikroorganizmalar e
—p Termistérler
A H Dokular ||[|E::> ﬂ[l:> Mikroelektronik
ﬂ Optik fiberler
L+ o Hlcreler

O A Piezoelektrik
]—» Yapay biyolojik kristaller
reseptorler

Sekil 2.8. Biyosensorlerin genel ¢alisma mekanizmasi [69]

2.2.4. Doniistiiriiciiler (transdiiserler)

Doniistiiriicliler biyosensorlerin biyo-algilayict islemi ile {iretilen sinyale cevap veren ve
giiclendirilebilir, depolanabilir, goriintiilenebilir ve analiz edilebilir bir formda cevabi
ciktilayan fiziksel bilesenleridir. Bunlar, elektrokimya, elektrik iletkenligi, fliioresans,
optik, kiitle algilama ve spektrometri dahil olmak iizere bir¢ok farkli fiziksel ilkeye
dayanmaktadir [67].
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Déniistiirtictiler dort grupta incelenebilir:

1) Elektrokimyasal doniistiriiciiler
- Amperometrik esasli
- Potansiyometrik esash

- Konduktometrik esasl

2) Optik dondstiiriiciiler
- Absorbans 6l¢limiinii temel alanlar
- Floresans veya fosforesans dl¢timiinii temel alanlar

- Kirilma indisini temel alanlar
3) Kiitle degisimini temel alan doniistiiriiciiler

4) Is1 degisimini temel alan doniistiiriiciiler

- Termistorler

Ticari olarak {iretilen tiir ve sayilari, yayinlanan makale sayis1 ve dlciilen madde ¢esitleri
dikkate alindiginda, elektrokimyasal Ol¢clime dayali sistemlerin digerlerine kiyasla g¢ok
daha yiiksek oranda ilgi gordiigii sOylenebilir. En yaygin kullanilan elektrokimyasal

algilayicilar ise potansiyometrik ve amperometrik esasli olanlardir [70].

2.2.5. Biyobilesen immobilizasyonu

Doniistiirtici ve biyobilesenlerin kombinasyonu ile olusan biyosensérlerde, biyobilesenin
dontistiicii tizerinde sabitlenmesi asilmasi gereken en 6nemli sorundur. Bu sabitleme islemi
biyobilesen immobilizasyonu olarak tanimlanir. Sabitleme isleminde farkli yontemler
kullanilabilir. Hangi yontemin kullanilacagi secilen doniistiiriicii ve biyobilesene gore
belirlenir. Immobilizasyon, biyobilesenin kararliligi ve tekrar kullanimi agisindan biiyiik

avantaj saglar [65].
2.2.6. Enzim immobilizasyonu
Endiistriyel uygulamalarda ¢ogunlukla sulu ¢ozeltiler kullanildigindan, katalizor olarak

kullanilan serbest enzimin aktivitesini yitirmeden tekrar elde edilmesi miimkiin degildir.

Serbest enzim, tepkime ortamindan istendigi anda uzaklastirlamaz ve bu nedenle
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reaksiyonun kontrolii ¢ok gii¢ bir hal alir. Tepkimenin istenilen zamanda durdurulmasi igin
ortama enzimin etkinligini durduran bir madde yani inhibitor eklenebilir. Fakat serbest
enzim tarafindan Kkirletilmis olan tepkime {irlinlerine inhibitér de yeni bir Kirlilik unsuru
olacaktir. Endiistriyel proseslerde bu faktorlerin tiimii maliyeti oldukga arttirmaktadir.
Bunun yaninda serbest enzimler siirekli {iretim sistemlerine de uygulanamazlar. Enzimlerin
tekrar kullanimi maliyet agisindan da onemlidir. Bundan dolay: enzimlerin bir matrikse

immobilizasyonu gergeklestirilir [71].

2.2.7. Enzim immobilizasyonunda kullanilacak malzemelerin 6zellikleri

Immobilize enzimlerin aktivitesi, mevcut yiizey alani, gozeneklilik, hidrofilik karakter,
reaksiyon kosullar1 ve immobilizasyon icin segilen metoda baglidir. Genel olarak, tiim
enzimlerin immobilizasyonu i¢in kullanilan malzemelerin asagidaki ozellikleri tasimasi

gerekir:

(a) enzim baglanmasi igin gerekli olan reaktif fonksiyonel gruplarin varligi

(b) mikro ortamdaki degisikliklerle kararlilik (pH, iyonik mukavemet)

(c) enzim kararliligin1 saglamak ve sizintiy1 6nlemek

(d) substratlarin ve reaksiyon iirlinlerinin serbestge diflizyonuna izin vermek

(e) tespit edilenlerin segicilik ve duyarliligini saglamak

(f) kolay hazirlanma ve diigiik maliyet

(9) immobilizasyon yonteminin enzimin aktivitesini degistirebilen toksik veya denatiire

reaktifler icermemesi [72].

2.2.8. Enzim immobilizasyon metotlari

Enzimi sabitlemek i¢in kullanilan yontem, immobilize biyokatalizorleri igeren birgok
pratik uygulama ve cihazin gelistirilmesi i¢in 6nemli bir adimdir. 1950'de ilk kez enzim
immobilizasyonu kullanilmaya baglanmistir. Bundan sonra, enzim aktivitesini veya
bi¢imini etkilemeyen ve genis bir yiizey yelpazesine uygulanabilecek yeni ve daha etkili
yontemlerin gelistirilmesine yonelik onemli cabalar gosterildi [72]. Enzimin yiiksek
aktivite ile elektrot yiizeyinde ince tabaka icerisine fiziksel olarak baglanmasi kovalent

veya kovalent olmayan metotlarla meydana getirilir. Basitce immobilizasyon, serbest bir
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enzimin elektrot yiizeyinde yar1 gegirgen bir membran kullanilarak tutulmasi ile

gergeklestirilir [73].

Immobilize enzimlerin serbest enzimlere tstiinliikleri vardir. Bunlar;

- Stizme , santrifiijleme Vvb. gibi yontemlerle reaksiyon sonunda ortamdan kolayca
uzaklastirilabilir ve tirtinlerin enzim tarafindan kirletilmesi problemi ortadan kalkar.

- pH, sicaklik vb. ¢evre Kosullarina kars1 daha dayaniklidir.

- Bir¢ok kez ve uzun siire kullanilabilir.

- Stirekli iglemlere uygulanabilir.

- Serbest enzime gore daha kararlidir.

- Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir.

- Birbirini takip eden ¢ok basamakli reaksiyonlar i¢in uygundur.

- Baz1 durumlarda, serbest enzimden daha yiiksek aktivite gosterebilir.

- Enzimin kendi kendini pargalama (otoliz) ihtimali azalir [74].

- Mekanik ¢aligmalar i¢in uygundur.

- Otomatik islemlere imkan verir.

- Endiistriyel boyutta nemli ekonomi saglarlar [75].

Enzim immobilizasyon yontemlerinin sematik olarak gosterimi Sekil 2.9°da verilmistir.

Enzim fmmobilizasyon

Yontemleri
Baglama Tutuklama
i Enzim . .
Capraz Kopolime- Tas1yictya Jelde Mikro Lipozom
Baglama oP Baglama Tutuklama | | Kapsiilleme Teknigi
rizasyon -

i7i Adsorpsiyon . . - . -
FLZIkS. el pen Iyonik Selat Kovalent Bivospesifik
Adsorpsiyon ve Capraz . c. - .
* Baglama Baglama Baglama Baglama
Baglama = =

Sekil 2.9. Enzim immobilizasyon yontemleri
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Fiziksel veya kimyasal olarak immobilize edilen enzimlerin, diger maddelerle etkilesimi

daha azdir ve daha iyi bir kararlilik gosterirler.

Tasiyiciya baglama yontemleri

Tasiyiciya baglama enzim molekiiliiniin protein yapisindan yararlanilarak gergeklestirilir.
Bu baglamada molekiil yiizeyindeki fonksiyonel gruplar, iyonik gruplar ve hidrofobik

bolgeler gorev alirlar.

Enzim immobilizasyonunda kullanilacak olan tasiyicilar reaktif degillerse yardimci bir
reaktif ile aktive edilmeleri gerekir. immobilizasyon islemi, oda sicakligi, nétral pH vb.
gibi normal kosullarda yapilir. Tasiyict biiyiik 6lgiide hidrofobik karakterli olmamakla
birlikte suda ¢6ziinmemeli, suda islanabilmeli, ayrica mekanik kararli olmalidir. Bu tiir
tastyicilarin segiminde, enzim-tasiyict bagmin aktivite i¢in zorunlu gruplar iizerinden
olmamasi, tagiyicinin enzim tarafindan parcalanmamasi, mikroorganizma iiremesine engel

olmasi, pH ve ¢oziiciilere kars1 dayanikli olmasi gibi 6zellikler tagimasina dikkat edilir.

e Kovalent baglama

Enzimlerin kovalent olarak reaktif tasiyicilara baglanma islemi genellikle sulu ortamlarda
yapilir. Reaktif tasiyict ve enzimdeki baglanmaya olanak saglayan fonksiyonel gruplar

Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Enzimin baglanmasini saglayan fonksiyonel gruplar

Reaktif Gruplar
Tasivict Enzim
OH NH»
COOH NH»
NH: COOH, NH:z
COOH NH;
COOH NH,
CH,COOH CH,CON;
CHO NH;
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Kovalent baglanmanin enzim aktivitesi icin gereksinim duyulan gruplar iizerinden
yapilmamasi ve baglanma sirasindaki sterik engellemeler sebebiyle bu gruplarin rahatsiz
edilmemesi enzimin tasiyictya baglanmasinda dikkat edilecek 6nemli noktalardir.
Tasiyiciya kovalent baglanma enzim zincirindeki aminoasitlerin tasidigi fonksiyonel

gruplar ile meydana gelir (Sekil 2.10).

o))

Kovalent Bag

Sekil 2.10. Kovalent baglama

e Adsorpsiyon

Enzim immobilizasyonunda uygulanan en eski ve en basit metottur. Suda ¢6ziinmeyen

tastyicilarda adsorpsiyon yontemi, enzim immobilizasyonunda fazlaca kullanilmaktadir.

Yontemin temeli, enzim c¢ozeltisi ile yiizey aktif suda ¢6ziinmeyen bir adsorbanin
karigtirllmas1 ve fazla enzimin iyice yikanarak uzaklastirnllmasina dayanmaktadir
(Sekil 2.11). Van der Walls kuvvetleri enzimin tasiyiciya baglanmasimda etkin olan
kuvvetlerdir. Iyi bir adsorpsiyon meydana getirmek igin genellikle adsorban bir 6n

islemden gegirilmelidir.

Enzim immobilizasyonunda en ¢ok kullanilan adsorbanlar; aktif karbon, gozenekli cam,
diatome topragi, kalsiyum karbonat, kiil, silikajel, bentonit, hidroksiapatit, nisasta, gluten

ve kalsiyum fosfattir.

Suda ¢oziinmeyen tastyici tizerinde bir enzimin adsorpsiyonu ¢oziici, pH, sicaklik, enzim-
adsorban oran1 ve iyon siddeti gibi faktorlere baglidir. Adsorpsiyon igin optimum
kosullarin saptanmasi, aktivitenin énemli 6l¢iide geri kazanilmasi i¢in ¢ok Onemlidir.
Adsorpsiyon mekanizmasi genellikle ¢ok karigiktir ve birgok olasiliktan hangisinin

meydana geleceginin 6nceden belirlenmesi zordur.
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Y Ontemin yararlart; enzimin immobilizasyon isleminin basit olmasi, farkl sekil ve ylikteki
tastyicilart segme imkani vermesi ve immobilizasyonu uygularken ayni zamanda enzim
saflagtirllmasina imkan tanimasidir. Yontemin zararlari; immobilizasyon isleminin kolay
olmasina ragmen optimum kosullarin belirlenmesi ¢ok zordur. Enzimle tasiyici arasinda
kuvvetli bir baglanma olmazsa, bu durumda desorpsiyon sonucu enzim serbest halde

reaksiyon ortamina gecer ve iriinlerin Kirlenmesine sebep olur.

Crimy) (i) (i) (o)

Sekil 2.11. Adsorpsiyon

e Iyonik baglama

Suda c¢oziinmeyen ve iyon degistirme yetenegine sahip tasiyicilara enzimin iyonik
baglanmasi temeline dayanan bir yontemdir (Sekil 2.12). Bazi durumlarda fiziksel
adsorpsiyon da iyonik baglama yaninda etkili olmaktadir. Iyonik baglama ¢ok yumusak
sartlarda meydana geldiginden, enzimin konformasyonunda ve aktif merkezde degisiklige
sebep olmaz. Ancak; enzim ile tastyic1 arasindaki bag kovalent bag kadar giiglii olmadig:

icin enzim kagis1 s6z konusudur.

+ ¥ o+ + 7%
R R R R R
| | | | |

Sekil 2.12. Iyonik baglama

+
R
|

e Selat baglama

Bir takim transizyon metallerinin selat yapma o6zelliklerine dayanarak enzimlerin organik
ve inorganik tasiyicilara baglanmasi mimkiindiir. Yontem ilk kez 1971 yilinda

uygulanmistir ve daha sonra da kullanilmaya devam edilmistir.
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e Biyospesifik baglama
Enzimler ile antikorlar ve lektinler arasindaki biyospesifik etkilesimden yararlanilarak
immobilizasyonunun yapildigi yontemdir. Lektinler, spesifik karbohidrat atiklarini igeren

enzimlere kuvvetlice baglanirlar.

Spesifik monoklonal antikorlarin1 suda ¢oziinmeyen materyale baglayarak hazirlanan

tastyicilar ile enzim immobilizasyonu basarili bir sekilde yapilmistir.

Capraz baglama yontemleri

Enzim molekiilleri arasinda kovalent baglar olusturan kiiglik molekiillii, bi veya multi
fonksiyonel reaktifler suda ¢6ziinmeyen kompleksleri meydana getirirler (Sekil 2.13).
Capraz baglanma derecesi ve immobilizasyon, protein ve reaktif derisimine, pH ya da
immobilize edilecek enzime olduk¢a bagimlidir. Capraz baglanmada intermolekiiler

baglanmalar ve intramolekiiler baglanmalar ger¢eklesmektedir.

Bu yontemde enzim immobilizasyonu 4 farkli sekilde gerceklestirilir:

- Enzimin yalniz bifonksiyonel reaktif ile tepkimesi

- Enzimin ikinci bir protein varliginda bifonksiyonel reaktif ile tepkimesi

- Enzimin suda ¢dziinen bir tasiyicida adsorpsiyonundan sonra bifonksiyonel reaktif ile
tepkimesi

- Enzimin bifonksiyonel reaktif tarafindan aktive edilmis polimer tasiyici ile tepkimesi
En cok bilinen capraz baglama reaktifleri; gluteraldehit, heterosiklik halojentirler,
kloroformat ve karbonildiimidazol, bioksiranlar, divinilsiilfonlar, pbenzokinon, transizyon

metal iyonlar1 ve epiklorhidrinlerdir.

En ¢ok kullanilan ¢agraz baglama reaktifi gluteraldehitdir.
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Gapraz Baglar

Sekil 2.13. Capraz baglama

Kopolimerizasyon yontemleri

Enzimlerin kopolimerizasyon reaksiyonunda bir polimer matriksine monomerlerden biri
gibi davranarak baglandigi yontemdir. Polimer matrikse tutuklamaya benzemektedir fakat

bu yontemin enzim kagisinin 6nlenmis olmasi gibi {istlinliigii bulunmaktadir.

Tutuklama yontemleri

Tutuklama prensip olarak bir enzim molekiiliinii belirli bir ortamda kalmaya zorlamaktir.
Boylelikle enzim bulundugu yerden disartya cikamaz. islem, polimer matriks icindeki
kafeslerde uygulanabilir veya yar1 gegirgen membranlar igerisinde mikrokapsiilleme ile
gergeklestirilebilir. Enzim molekiiliiniin fiziksel ya da kimyasal olarak herhangi bir
tastyictya baglanmamis olmasi, bu yontemi kovalent baglama ve capraz baglama ile

immobilizasyondan ayiran en 6nemli 6zelliktir.

e Polimer matrikste tutuklama

Enzimin polimerizasyon ve g¢apraz baglamanin olustugu ortamda bulunmasi ile, ¢apraz
baglanma sonucu meydana gelen odaciklarda (kafes) tutuklanmasina dayanan yontemdir
(Sekil 2.14). Bu amagla en ¢ok kullanilan polimer; N,N’- metilenbisakrilamit ile ¢apraz

baglanmis poliakrilamittir.

Yontemin temeli, enzim ¢ozeltisi iginde yiliksek derecede capraz bagli bir polimerin
meydana getirilmesidir. Polimerlesme sonucu enzim molekiilleri ¢apraz bag aglari arasinda

tutuklanip, bunlarin ana ¢ozeltiye gegmeleri engellenmektedir.
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Uygun ¢aptaki substrat molekiilleri polimer kafes i¢inde tutuklanmis enzim molekiillerine
ulagir ve reaksiyon triinleri de disar1 ¢ikar. Bu tip immobilizasyon, ilk kez 1963 yilinda

tripsin, kimotripsin ve diger enzimlerin immobilizasyonunda kullanilmistir.

Oldukga kolay uygulanmasi, gergek bir fiziksel yontem olmasi ve ¢ok az miktarlarda
enzim kullanilarak gergeklestirilebilir olmas1 bu ydntemin yararlaridir. Immobilizasyon
notral ve suda ¢oziinmeyen tastyicilarla da gergeklestirilebilir ve kimyasal bir baglanma

olmadig i¢in yiiklii tasiyiciya ihtiyag duyulmamaktadir.

Yontemin zararlari; immobilizasyon esnasinda inaktivasyonun deney kosullarina oldukga
bagimli olmas1 ve immobilize enzimin yalnizca kiigiik molekiillii substratlara kars1 yiiksek

aktivite gostermesidir.

Sekil 2.14. Polimer matrikste tutuklama

Polimer

L~

988
D818

e Mikrokapsiilleme

Bu yontem enzim molekiillerinin yari1 gecirgen bir membran i¢inde tutuklanmasina

dayanmaktadir (Sekil 2.15). Mikrokapsiillerin boyutlar1 1-100 pm arasindadir.

Kimyasal mikrokapsiilleme, enzimler i¢in daha ¢ok kullanilan immobilize yontemidir. Bu
yontemde enzim immobilizasyonu; stirekli ve siirekli olmayan yar1 gecirgen membran

mikrokapsiillerde tutuklama olmak iizere iki grupta incelenebilir.

Siirekli mikrokapsiillerde membran kati, siireksiz mikrokapsiillerde lipozomlar ise bir sivi
tabakadir. Immobilizasyonda kullanilan membranin yari gegirgen olmasi gerekmektedir.
Bunun yaninda bu yar1 gegirgen membranin gozenek caplarmin biyiikliikleri substrat

molekiillerinin kapsiil i¢ine girebilecegi ve {riin molekiillerinin kapsiilden disar
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cikabilecegi Olgiide olmalidir. Bu ydntemle immobilize edilmis enzimin verimliligi

substrat molekiillerinin boyutlar1 ne kadar kii¢iik olursa o 6lgiide artacaktir [76].

Membran

Sekil 2.15. Mikrokapsiilleme

2.2.9. Elektrokimyasal esash biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensorler olarak amperometrik, potansiyometrik, yari iletken, optik,
kalorimetrik, piazoelektrik ve kuru reaktif kimyasi esasli biyosensorler hazirlanip

kullanilmaktadir.

e Amperometri esasli bivosensorler

Genellikle, amperometri, bir elektrokimyasal hiicrede uygulanan sabit bir potansiyeldeki
akim degerinin veya yogunlugunun 6l¢iilmesine dayanir. Akim yogunlugu, ¢ozelti igindeki
derigsimleri ile orantili olarak ¢alisma elektrodu yiizeyinde yiikseltgenme — indirgenme
yapan elektrokimyasal aktif pargaciklarin varliginin bir fonksiyonudur. Elektroliz
sirasinda, calisma elektrodu 6l¢iilen maddenin dogasina ve uygulanan voltaj degerine bagl

olarak anot veya katot gorevi gorebilir.

Amperometrik biyosensorler {i¢ ana sinifa ayrilabilir:

*Medyatorsiiz (birinci nesil) amperometrik biyosensorler
*Medyatorlii (ikinci nesil) amperometrik biyosensorler
*Enzim ve elektrot arasinda direkt elektron transferi kullanilan ( {igiincii nesil )

amperometrik biyosensorler
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Medyatorsiiz amperometrik biyosensorler

Bunlar, dogal substratlarin derisiminin veya enzim reaksiyonu lriinlerinin 6l¢ulmesine
dayanan sensorlerden olusur. Herhangi bir reaksiyon esnasinda bazi {iriinler iiretilir ve bazi
substratlar azaltilir. Olusan trlinler elektroaktif ise, derisiminin dogrudan amperometrik
sensor ile Olgiilebilir. Genellikle bu tiir reaksiyonlar1 katalizleyen enzimler cesitli

oksidazlardir.

Gergeklesen reaksiyonlar asagidaki gibidir:

S + Erap © ErapS = Eraph, + U

ErapH: + O2 = Erap + H20;

Birinci nesil amperometrik biyosensorlerin temel dezavantajlart sdyledir:

* Tekrarlanabilir yiizey elde etmek icin elektroda 6n islem uygulama gerekliligi, sensor
cevabina elektrot geometrisinin etkisi;

* Biyosensor cevabina biyokatalitik ve yari gecirgen membranlardaki parcacik kiitlesinin
etkisi;

« Ozellikle uzun siireli uygulamalarda Faraday'n islemleri nedeniyle sensér
kalibrasyonunun siirekli olarak diizeltilmesi gerekliligi;

» Cozeltideki spesifik olmayan partikiillerin karismasi sonucunda olusan girigim etkisinin

stirekli olarak diizeltilmesi gerekliligi.

Medyatorli amperometrik biyvosensorler

Ikinci amperometrik biyosensdr grubu, elektron tasiyicilarn olarak alternatif yiikseltgeyici
ajanlar yani medyatoérlerin kullanildigi dénitistiiriiciilerden olusur. Sonug olarak, diisiik
potansiyellerle caligilabilir, bdylece oksijenin (oksidaz durumunda) ve sensdr cevabi
lizerine girisim yapan farkli maddelerin etkileri azalir. Genel olarak bir medyator,
elektronlar1 enzimin redoks merkezi ile calisma elektrodu arasinda transfer eden kiiciik

molekiil kiitleli maddelerdir.
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Burada gergeklesen reaksiyonlar soyledir:

S + Erap © ErapS = Erapr: + U E+S+NAD'<SeEeNAD+<E+P+NADH+H+
ErapH. + MEDyiix = Erap + MEDing NADH + MEDy = NAD" +2H" +MEDjng
MEDing = MEDyux + 2e- MEDing = MEDyux + 2e-

Elektrot yiizeyi Elektrot ytizeyi

Dogrudan elektron transferi temelli amperometrik biyosensorler

Ucgiincii grup amperometrik biyosensérleri, enzim ve elektrot arasindaki direkt elektron
transferi lizerine kuruludur. Bu olaya genellikle biyoelektrokataliz denir. Bu biyolojik
sensorlerin temel Ozelliklerini diger amperometrik sensorlerden ayiran en Onemli
ozellik, elektrottan substrat molekiiline dogru, dogrudan elektron transferinin

gergeklestirilmesidir [77].

e Potansiyometri esasli biyosensorler

Potansiyometri bilindigi iizere en genel anlamda calisma ve referans elektrot arasindaki
potansiyel farkinin Olglimiine dayanmaktadir. Elektrot potansiyelinin belirlenmesi ile
dogrudan analit derigsimi tanimlanmis olur. Elde edilen sinyal Nerst Kanunu uyarinca
derisiminin logaritmas1 ile orantilidir. Potansiyometrik ol¢iimlerde kullanilan baglica
sensorler pH ya da tek degerlikli iyonlara duyarli cam elektrotlar, anyon ya da katyonlara
duyarli iyon seg¢imli elektrotlar ve karbondioksit ya da amonyaga yonelik gaz duyarli

elektrotlardir [78].

2.3. Medyator

Elektron aktarim hizini arttirmak amaciyla amperometrik enzim elektrotlarda medyatorler
kullanilmaktadir. Medyatorler indirgenmis bir enzimi yiikseltgeyebilen ve elektrot
tizerinde tekrar yiikseltgenebilen elektron aktaricilaridir. Medyator kullanimi ile birlikte
caligilan yiikseltgenme potansiyelleri diisiiriilerek ortamda bulunan hedef analit disindaki
diger elektroaktif tirlerin girisim etkisinin azaltilmasi ve ol¢iimlerin  oksijen

bagimliliklarinin azaltilmasi gibi dstiinliikler ortaya cikar.
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Ideal bir medyatérde bulunmasi gereken 6zellikler: Indirgenmis enzimle hizli reaksiyon
vermesi, kararli indirgenmis ve yiikseltgenmis formlarinin olmasi, indirgenmis halinin
oksijenle reaksiyon vermemesi, ¢alisma kosullarinda kararli olmas: ve elektron aktarimi
sirasinda yan reaksiyonlara katilmamasi, numunedeki diger elektroaktif tirlerden daha

diistik bir redoks potansiyelinin olmas: ve toksik olmamas: seklinde belirtilebilir [79].

Medyatorler olgiim ¢ozeltisine ilave edilebilir veya elektrot yiizeyinde immobilize
edilebilir. Cozeltiye ilave edilmesi immobilize edilmesine gore daha kolay fakat teknolojik
degildir. Dahasi, medyator olarak kullanilan metilen mavisi, ftalosiyanin veya metil
menekse gibi organik renklendiriciler toksiktir, indirgemeye kararsizdir, pH duyarlidir ve
cogunlukla kendiliginden oksitlenebilirler. Bu nedenle immobilize edilmis medyatorler
daha ideal ve daha teknolojiktir [77].

Biyosensor uygulamalarinda; kinonlar ve tiirevleri, ferrosen ve tiirevleri, Alizarin sarist,
tetratiyafulvalen, potasyum hekzasiyanoferrat, rutenyum heksamin gibi maddeler, metilen
mavisi, toluidin mavisi gibi organik boyalar ve tetratiyafulvalentetrasiyanokinodimetan,
Prusya mavisi, tetrasiyanokinodimetan, N-metil fenazyum-tetrasiyanokinodimetan gibi
iletken tuzlar medyator olarak yaygin sekilde kullaniimaktadir [79].

2.3.1. Toluidin mavisi O

Tolonyum kloriir olarak da bilinen toluidin mavisi, asitli doku bilesenlerini (siilfatlar,
karboksilatlar ve fosfat kokleri) segici olarak boyayan asidofilik metakromatik bir
boyarmaddedir. Toluidin mavisi, niikleik asitler i¢in bir afiniteye sahiptir ve bu nedenle
yiilksek DNA ve RNA igerigine sahip dokularda bu niikleik asitler tarafindan tutulur.

Tiyazin grubunun bir liyesidir ve hem suda hem de alkolde kismen ¢6ziiniirdiir.

Toluidin mavisi, 1856'da William Henry Perkin tarafindan kesfedilmesinin ardindan ¢esitli
tibbi uygulamalarda taninmis ve bundan sonra da ilk olarak boya endiistrisinde
kullanilmistir. Metilanalin veya aminotoluen olarak da bilinir. Temelde {i¢ izoforma
sahiptir; o-toluidin, p-toluidin ve m-toluidin [80]. Katyonik bir fenotiyazin boya olan
Toluidin Mavisi O (o-toluidin) (Sekil 2.16), 6zel bir elektrokimyasal indikator olarak
kullanilan elektrokimyasal olarak aktif molekiillerden biridir [81].
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Sekil 2.16. Toluidin mavisi O a)indirgenmis b)yiikseltgenmis halleri [82]

2.4. iletken Polimerler

Iletken polimerler metaller ve yalitkanlar aras1 bir iletkenlige sahip polimerlerdir. Metaller
ve yarl iletkenlerde dogal olarak bulunmayan bazi malzeme 6zellikleri iletken polimerlerle
elde edildigi icin iletken polimerler genellikle sentetik metal veya organik 8 metal olarak
da adlandirilmaktadir. Polimerler, ilk kullanimlarindan bu yana elektriksel yalitkanligi iyi
maddeler olarak bilinirler ve bu 6zelliklerinden dolay1 elektriksel yalitkanligin arandigi
kablolarin kiliflanmast gibi alanlarda 6nemli kullanim yerleri bulmuslardir. Kolay
islenmeleri, esneklikleri, estetik goriiniimleri, hafiflikleri ve kimyasal ac¢idan inert olmalari

da tstiin ozellikleridir.

Iletken polimerlerin yapilarindaki sirayla degisen tek ve ¢ift baglardan olusan konjuge
zincirler ve uzun konjuge cift bagli zincirler, bunlar1 diger polimerlerden ayiran temel
ozelliktir. Bu nedenle iletkenlik 6zelligine sahiplerdir. Dolayisiyla yalnizca konjuge olmus
polimerler elektrigi iletebilirler. Bu polimerler ¢ok onceleri degisik yontemlerle

sentezlenmelerine ragmen iletkenliklerinin farkina varilamadigi i¢in Gnemsenmemistir.

Ilk kez, poliasetilen iizerine yapilan g¢aligmalar ile, bir polimerin elektrigi dogrudan
elektronlar {izerinden iletebilecegi anlagilmigtir. Shirakawa sentezledigi poliasetilenin
iletkenligini katkilama (doplama) yoluyla biiyiik dl¢iide arttirmistir. Cizelge 2.2°de bazi

iletken polimer zincirlerinin kimyasal yapilar1 gosterilmistir.
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Cizelge 2.2. Konjlige yapiya sahip bazi iletken polimerler ve kimyasal formiilleri

Polimer Yapisi
S > <
Poliasetilen P u/c — CamE
NAANTT b/ TH NN
y ~ 7N 61

Polipirol (_\_/—\
p PPTON ;)\ & 1y B 3, W WP
H H H "

——9

Politiyofen - M; )_/\;)_(;,\_(;}._\\ ARG

Poli-parafenilen J—

Polianilin [[OEOE]'_[ON Q N]:'_]-‘.

Gilinlimiizde polipirol, polianilin, politiyofen, polifuran, poli(N-vinil karbazol) gibi ¢ok
sayida polimerin iletken oldugu bilinmekte ve bunlarin toz, siispansiyon, film veya
levhalar halinde ticari {iretimi yapilmaktadir. iletken polimerler icerisinde polipirol ve
polianilinin 6zel bir yeri vardir. Cizelge 2.3.’de ¢ok bilinen iletken polimerlerin monomer

ve polimer yapilar1 verilmistir [83].

Cizelge 2.3. Bazi iletken polimerler ve kimyasal formiilleri

Monomer Formila Polimer Adi Polimer Yapisi
= —_—C—C—
HC=CH Poliasetilen HoH

Q Y Poli-parafenilen —<->:—
. Politiyofen I
{3 KM
5 S

(}m—;‘, Polianilin )i jx} )
Q‘; 5 Polipirol (ﬁ/{ L
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Onemli iletken polimerlerden birisi olan Polipirol, kimyasal ya da elektrokimyasal yolla

sentezlenebilir.

Kimyasal yontemde, ornegin Fe* gibi bir yiikseltgen kullanilirsa, toz halinde Polipirol
elde edilir. Erimez ve ¢oziinmez oldugu igin kimyasal yontemlerle elde edilen toz
halindeki polipiroliin islenmesi s6z konusu degildir, presleme gibi yontemlerle ancak belli

sekillere sokulabilir.

Polipirol filmler piroliin elektrokimyasal polimerizasyonuyla hazirlanir. Levha ya da
tambur seklindeki elektrotlar kullanilarak farkli boyutlarda ya da siirekli polipirol filmler
elde edilir [84]. Elektrokimyasal polimerizasyon ile olusan polipirol, elektrot yiizeyinde
¢oziinmeyen bir c¢okelti verir; diger polimerlerden farkli olarak ¢okelmeyle polimerin
molekiil kiitlesi sinirlanmaz. Polipiroliin yapis1 ¢oziiciiye, elektrolitin dogasina, elektrolit
derisimine ve akim yogunluguna baglidir. Genellikle, uygun bir polipirol filminin
yogunlugu 1,48 g/cm® tiir. Sentezlenen polipirol, pirolden daha diisiik bir potansiyelde
yiikseltgenebilmektedir [83]. Polipirol filmlerin mekanik 6zellikleri diger iletken

polimerlerden iyidir, atmosfer kosullarinda daha kararlidir [84].
2.4.1. Pirol

Pirol, kaynama noktas1 131°C olan bir sividir. Kendine 6zgii ve hos olmayan bir kokusu
vardir. Suda ve organik c¢oziiciilerde ¢oziniir. Derisik asitlerle veya 1sitilinca
polimerlesebilir. Ik kez, havasiz ortamda kemiklerin 1sitilarak damitilmasiyla meydana
gelen kirmizi renkli katrandan yalitilmistir. Tas komiirti katraninda ve kemik, boynuz vb.

gibi hayvansal artiklarin saflastirilmasiyla elde edilen katranlarda bulunur.

Piroliin N-, 2- ve 3- yerlerine proton baglanabilir; her tigiinde de pozitif yiik “N” tizerinde
bulunur (Sekil 2.17). Bunlardan NH+2 tirt (1H-tiri), 2H- ve 3H- tiirlerinden daha fazladir.

N
|

H

H
H T \LH
0+H+z@z®=@
N N N K
|
H H H H

1H En ok 3IHE () 2H (Cok =)

Sekil 2.17. Piroliin kararli rezonans sinir formiilleri [83]
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2.4.2. Piroliin elektrokimyasal polimerizasyonu

Piroliin elektrokimyasal polimerizasyonu sulu veya susuz c¢ozeltilerde ve oksijensiz
ortamlarda anodik indirgenme ile baslayip devam eder. Burada radikal katyonlar ilk olarak
dimerlesip ardindan tekrar ylikseltgenmekte veya baska monomere katilip ardindan

yiikseltgenmektedir.

Yiikseltgenme sonucunda dikatyon olusur. Daha sonra dikatyon iki proton kaybedip
notiirlesir. Notiirlesmeden sonra yeniden yiikseltgenme ile baglayan basamaga doner ve bu
mekanizma polimerlesme duruncaya kadar tekrarlanir (Sekil 2.18). Deney kosullarina
bagli olarak olusturulan polimerin yapisi, mol kiitlesi, iletkenligi ve fiziksel dayanikliligi

degiskenlik gosterir.

Coziicli olarak ¢ogunlukla dielektrik sabiti yiiksek olan fakat niikleofilik karaktere sahip
olmayan organik ¢oziiciiler kullanilir. Anot olarak platin levha, camsi karbon veya indiyum
kalay oksit (ITO) camu tercih edilmektedir. Elektrolitlerin yiiksek potansiyellere karst
dayanikli olmasi gerekir ve genellikle tetra alkillerin BF4 veya CIO; tuzlarn tercih edilir.

Bu anyonlar polimerler i¢in en uygun dopantlardir.

Asit yiikseltgenmeye neden olmamasi igin anot potansiyeli diisiik tutulmalidir. Asirt
yiikseltgenen bir polimerin ana zincirindeki konjuge ¢ift baglar kirilirsa konjugasyon
kesintiye ugrar ve iletkenlik azalir. Ornegin polipirol sulu ¢ozeltide Ag/AgCl referans
elektroduna gore +0,8 volttan daha yiiksek potansiyellerde asir1 oksitlenerek iletkenligini
kaybedebilir.

Oncelikle pirol katyon radikali elektrot yiizeyinde meydana gelir. Ardindan proton ¢ikisi
ile dimerizasyon gergeklesir. Monomere kiyasla dimer biraz daha kolay yiikseltgenir. Bu
nedenle sonraki eslesme tepkimelerine izin vermek igin tekrar yiikseltgenir. Polimerin
yiikseltgenme potansiyeli her zaman monomerin yiikseltgenme potasiyelinden daha
diistiktir. Polimer elektrokimyasal olarak iletken bir hale iyonlasir. Sonug olarak destek
elektrolitin karsit iyonuyla esleserek elektriksel notrallik saglanir. Anyonlar gibi negatif
yiiklii molekiiller de elektrokimyasal polimerlesme sirasinda elektrolitik ¢ozelti igerisinde

bulunabilir. Pozitif yiikli polimer iskeletine birgok biyolojik tiir katkilanabilir veya
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polimer igerisinde tutuklanabilir. Elektrokimyasal polimerlesmenin meydana geldigi sirada

katkilanma igleminin eszamanli olarak gerceklesmesi de miimkiindiir [85].

-y
RFas
/ \ clektrot yiizeyinde radikal-radikal
anodik viikseltpenme . eslesmesi
2 2 = = 24 -
N b
H H

+
-2H
aromatizasyon

N .
H H
-2H* Z\ B

N+

|

H

/ \ N clektrokimyasal

\ / Y \ / biiyviime

Sekil 2.18. Piroliin elektrokimyasal yiikseltgenme ile polimerlesme mekanizmasi [85]

2.5. Ideal Biyosensor Performans Faktorleri

Enzim sensorlerinin ne kadar kullanilabilir oldugunu, ¢alisma niteliklerini ve verimini

belirleyen bes 6nemli faktér bulunmaktadir;

Kararhilik

Diger faktorlerde yeterli kosullar saglandiktan sonra bir enzim elektrodunun
kullanilabilirliginin en Onemli gostergelerinden Dbiri, biyosensdr Omriiniin uzunlugu
hakkinda fikir veren kararliligidir. Biyosensoriin uzun 6miirlii olmas1 ayn1 materyalle fazla
sayida analiz yapilabilecegini gosterir. Bu durum is giiciinii ve maliyeti disiirmesi
acisindan oldukg¢a avantajlidir. Basta organik molekiiller olmak iizere tiim maddeler

dogada yikima ugrarlar. Bu nedenle biyosensorlerin de belli bir Omiirleri vardir.
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Biyosensor omrii depolama ve caligma sartlari olarak baslica iki durumda incelenir.
Kullanilmadan ideal kosullarda depolanan biyosensér oOmrii ile stirekli ¢alisma
kosullarindaki biyosensér Omrii dogal olarak farklidir. Enzim sensoriiniin kararlilig
biyolojik materyal agisindan incelendiginde enzimin saflik derecesi, kaynagi ve
immobilizasyon yontemi gibi degiskenlerin &nem tasidigi goriiliir. Immobilizasyon
yontemine gore degerlendirildiginde; Kimyasal yontemlerle hazirlanan biyosensor omrii
fiziksel yontemlerle hazirlananlara gére daha uzundur. Enzimin saflik derecesi arttik¢a
dogal ortamindaki bilesenlerinden uzaklasmasi nedeniyle kararlilikta azalma

gerceklesebilir.

Duyarhlik

Dogrusal aralik, kalibrasyon grafiginde substrat derisimiyle akim cevabi arasindaki
iliskinin dogrusal oldugu derigim araligidir. Bu dogrusal grafigin en alt sinirina tayin siniri
denir. Bu deger bir kesinlik ve dogruluk ifade etmektedir. Tayin sinir1 kalibrasyon

grafiginin, dogrusal kisminin uzatilarak x eksenini Kestigi noktadan bulunur.

Potansiyometrik enzim sensorlerinde kalibrasyon grafigi substrat (veya iriin) derisiminin
logaritmasi ile potansiyel arasinda ¢izilir. Amperometrik enzim sensorlerinde ise substrat
(ya da iiriin) derisimiyle akim arasinda dogrusal grafikler elde edilir. Tayin sinirinin genel
olarak 10° M’dan daha diisiik bir deger olmasi Onemlidir. Digerlerine kiyasla
amperometrik enzim sensorlerinde oldukc¢a yiiksek duyarliliklar elde edilmektedir.
Dogrusal calisma aralifinin ve tayin smirinin ¢aligma i¢in uygunlugu, analizi yapilacak
olan maddenin analiz ortamindaki diizeyi ve girisim yapabilecek diger maddelerle

birlikteliginden 6nemli dlclide etkilenmektedir.

Ayrica biyosensor cevabini etkileyen degiskenlerin dogrudan sensor kalibrasyonunu
etkileyecegi gozden kagirilmamalidir. Enzim sensorlerine bakildiginda sensér cevabini
etkilemesi sonucu tayin araligin1 degistirebilirlen baslica faktorler pH, sicaklik ve girisim
yapan maddelerdir. Optimum pH’dan uzaklasildigi durumda biyoaktif tabakadaki toplam
enzim aktivitesinde degismeler gergeklesebilir. Optimum sicakliktan uzaklasildiginda
enzim sensoriiniin cevabi olumsuz yonde etkilenir. Buna karsin ¢esitli kimyasal tiirlerin
diftizyon hizlarmin sicaklikla artmasi ile birlikte enzim sensor cevap akimini yiikseltir.

Herhangi bir girisim yapan madde enzim sensorii cevabina temel olarak ti¢ sekilde etki
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edebilir. Bu etkilesimlerden ilki, girisim yapan maddenin etkisini temel sensor tizerinde,
ikincisi biyoaktif tabakadaki enzim iizerinde, {iglinciisii enzimatik tepkimedeki bilesikler

iizerinde gostermesiyle gergeklesir.

Segicilik

Diger analiz sistemleri ile karsilastirildiginda secilik biyosensorler icin en Onemli
ozelliktir. Enzimler, genel olarak spesifik enzimler haricinde se¢imlilik sirasinda antikor ve
niikleik asitlerden sonra gelmektedirler. Buradan mutlak spesifik bir enzim konu

oldugunda se¢imliligin en iist seviyelere yiikselecegi sdylenebilir.

Secimliligi etkileyen; sensorle girisimler, biyokatalizorle girisimler ve pH gibi bazi
parametreler vardir. Sensorde meydana gelebilecek girisimleri dnlemenin en iyi yolu
ornekteki girisim yapan maddelerin etkilemedigi, tepkime bilesenlerinin bir tanesine
duyarl bir sensor kullanmaktir. Boylece bu problem bir ¢éziime kavusturulabilir. Ortamin
pH’1 da enzim ve sensore degisik sekillerde etki edebilir. Her enzimin aktivitesini en
yiiksek diizeyde gosterdigi bir optimum pH’1 bulunmaktadir. Tasiyicinin yapisindan
kaynakli, immobilizasyon sonrasi bazi hallerde optimum pH’da kaymalar gerceklesebilir.
Ayrica s06z konusu enzimatik tepkimede yiiklii substratlarin bulunmasi halinde pH’a bagl
olarak bu substratlarin yiik durumlarindaki degisimler de se¢imlilik {izerine etki edebilir.
Sabit bir potansiyelde c¢alistiklari halde amperometrik sensorlerin  spesifikligi

potansiyometrik sensorlere gore daha ytiksektir.

Yanit siiresi

Pratik bir islem sonucunda ¢ok kisa bir siirede sonu¢ alinabilmesi nedeniyle
biyosensorlerin  kullanimi olduk¢a yaygmlasmistir. Asagida verilen ii¢ asama bir

biyosensoriin yanit siiresini etkileyen olaylardir;

1. Analiz ortamindan membran yiizeyine substratin difiizyon hizi,
2. Substratin membran i¢ine difiizlenme hizi ve biyokatalizoriin aktif merkezi ile ne kadar
hizli tepkime verdigi,

3. Meydana gelen iiriiniin sensor yiizeyine ne kadar hizl difiizlendigidir.
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Cozeltinin karistirtlma hizi, substrat derisimi, enzim derisimi, pH, sicaklik ve sensor
yiizeyinde herhangi bir membranin kullanilip kullanilmadig1 ve kullaniliyorsa membranin

niteligi ile kalinlig1 ve yapisi bu ii¢ olay1 etkileyen temel unsurlardir.
Yanut siiresi genellikle birka¢ saniye ile birka¢ dakika arasinda degismektedir. 5 dakikaya
kadar olan degerler kabul edilebilir fakat 10 dakikaya kadar ¢ikan siire fazla uzun kabul

edilir.

Tekrarlanabilirlik

Basit olarak ayni Ornek ile arka arkaya olgimler alinarak bulunan degerlerden standart
sapma veya korelasyon katsayisinin hesaplanmasi ile belirlenir. Hazirlanacak olan enzim
sensorii ile tekrarlanabilir sonuglar alinmasinda enzim aktivitesi, kararlilig1 ve saflik diizeyi

oldukga yiiksek oneme sahiptir [86].

2.6. Kaynak Arastirmasi

J.M. Kauffmann ve digerleri tarafindan, elektrolit yiizeyinde ChOXx tarafindan {iretilen
H,0, tayinine dayanan bir kolin biyosensorii gelistirildi. Biyosensor, bir yaban turbu
peroksidaz (HRP) immobilizeli kat1 karbon pasta elektrotuna (SCPE) tutturulan ChOx'dan
olugturuldu. HRPsCPE, redoks medyatorii olan fenotiyazin molekiilii ve bir diyaliz
membran1 kullanilarak elektrot yiizeyinde fiziksel olarak tutulan ChOx igeriyordu.
Medyator miktari, uygulanan potansiyelin etkisi gibi ¢esitli parametreler calisildi. Kolin
Olgtimleri 0,1 M fosfat tamponu (pH 7,4) i¢inde gergeklestirildi. Kolinin amperometrik
olarak tayini 0,0 mV'lik bir potansiyelde yapildi. Tayin smir1 1,0 x 107 M ve dogrusal
¢alisma arahigi 5,0x107 - 7,0x10° M olarak bulundu. Bu biyosensér, fosfatidilkolinden

(PC) salinan kolinin saptanmasi i¢in kullanild1 [9].

Francesco Palmisano ve digerleri tarafindan, ChOx enziminin aminopropil modifiyeli
gbzenekli cam boncuklar tlizerinde glutaraldehitle eslestirilmesi ile immobilize edilmis bir
enzim reaktorii (IMER) hazirlanmistir. ChOX-IMER, bir akis enjeksiyon konfigiirasyon
sisteminde, asir1 oksitlenmis polipirol film ile modifiye edilmis Pt yiizeyine dayali bir
amperometrik sensore baglanmistir. Ortaya ¢ikan analitik cihaz, koline secici olarak tepki

vermis ve 46,9 £ 0,2 uC mM™1ik bir hassaslik ve 3'e esit bir sinyal-giiriiltii oraninda
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hesaplanan tayin sinir1 7uM olarak belirlenmistir. Hassasiyet yaklagik 20 giin boyunca
sabit kalmis ve daha sonra yavas yavas bozulmaya basglamistir. 2 ay sonra baslangic
hassasiyetinin % 70'i korumaya devam ettigi belirlenmistir. Bu uygulama siit

hidrolizatlarinda kolin tayini i¢in gésterilmistir [28].

Richie L.C. Chen ve digerleri tarafindan, biyokatalizér immobilizasyonu icin destek
materyal olarak dogal kire¢li zar kullanarak bir amperometrik kolin biyosensorii
gelistirildi. Kolin oksidaz, kitin yapisindaki zara kovalent olarak immobilize edildi ve
sonra bir amperometrik akis hiicresinin platin elektrotuna baglandi. Akis hiicresi, dnerilen
FIA sisteminin Kkolin tayin cihazi olarak kullanildi. Sensér sinyalinin, diisiik tayin sinir1 ve
yiiksek tekrarlanabilirlik ile kolin derisimiyle dogrusal olarak iligkili oldugu belirlendi.
Sistemin, sentetik kimyasallarin veya dogal iriinlerin kolinesterazi engelleyici etkilerinin

Ol¢lilmesinde yararli oldugu kanitlandi [29].

Qiang Chen ve digerleri, ChOx ve poli(etilenimin) (PEI) ve poli(dialildimetilamonyum
kloriir) (PDDA) gibi polikatyonlar1 kullanarak kolin biyosensorlerinin yapimi i¢in katmanl
biriktirme teknigi kullanmislardir. Amperometrik kolin sensorleri hazirlamak icin bir platin
elektrot ChOx / PEI veya ChOx / PDDA ince film ile kaplamislardir. Sensorlerin
amperometrik cevaplarinin polikatyonlarin tiiriine bagli oldugunu gostermislerdir. ChOx /
PDDA filminin, kolinin gegirgenligini bastirdigt ve ChOx / PEI film tabanh

sensorlerinkinden daha diisiik yanit verdigini belirlemislerdir [30].

Qiang Chen ve digerleri tarafindan, kolin tayini i¢in ChOX, ¢ok duvarli karbon nanotiipler
(MWCNTS), altin nanopartikiiller (GNp) ve poli(Dialildimetilamonyum Klorit)den olusan
nanokompozit filme dayali yeni bir amperometrik kolin biyosensorii gelistirildi. GNp
dekoreli ¢ok duvarli karbon nanotiipler klasik kimyasal yontemle sentezlendi ve -SH ve
altin(Au) arasindaki 6zel etkilesim yoluyla MWCNTS iizerine baglandi. ChOx enzimi
MWCNTSs-GNp matrisine bagl ve ayrica elektrostatik olarak PDDA ile sadece bir dagitict
degil, ayn1 zamanda bir baglayici malzeme olarak adsorbe edildi. Sentezlenen MWCNTs-
GNp’nin mikroskobik yapisi ve bilesimi transmisyon elektron mikroskobu ve enerji
dagilimli X-151m1 spektroskopisi ile karakterize edildi ve elde edilen kolin biyosensorlerinin
ozellikleri elektrokimyasal Ol¢iimler ile izlendi. Hassasiyet ve segiciligi dikkate alinarak

kolin tayini i¢in ¢alisma potansiyeli 0,35V segildi. Elde edilen biyosensoriin 0,001-0,5 mM
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kolin araliginda genis dogrusallik sergiledigi belirlendi. Ayrica, iyi tekrarlanabilirligi,

girisimi bastirma yetenegi ve uzun omiirlii oldugu tespit edildi [31].

C.S. Pundir ve digerleri tarafindan, camsi karbon elektrodun (GCE) yiizeyinde
elektrobirikime tabi tutulan karboksilatli ¢ok katli karbon nanotiiplerin (c-MWCNT) ve
zirkonyum oksit nanopartikiillerinin (ZrO,NP) nanokompozitinin iizerine AChE ve
ChOx’un birlikte immobilizesi ile ¢ift enzimli kolin biyosensérii olusturuldu. Calisma
elektrodu olarak AChE-ChO/c-MWCNT/ ZrO,NPs/GCE, referans elektrot olarak Ag /
AgCl ve karsit elektrot olarak Pt tel kullanildi. Enzim elektrodu, taramali elektron
mikroskobu (SEM), Fourier doniistimii kizil otesi (FTIR) spektroskopi ve dontisiimlii
voltametri (CV) c¢alismalan ile karakterize edildi, optimize edildi ve degerlendirildi.
Biyosensoriin pH 7,4 ve 25°C de +0,2 V ¢alisma potansiyelinde, 4 saniye i¢inde iyi yanit
verdigi gozlendi. Biyosensoriin tayin sinir1 ve ¢alisma araligt sirasiyla 0,01pyM ve 0,05-
200uM olarak bulundu. Enzim elektrotunun yari omrii 60 giin olarak belirlendi.
Biyosensor ile 6lgiilen serum kolin seviyesi, goriiniiste saglikli kisilerde 9,0-12,8 pymol / L
(ortalama 10,81 pmol / L) ve Alzheimer hastaligi olan insanlarda 5,0-8,4 umol / L
(ortalama 6,53 pmol / L) olarak belirlendi. Enzim elektrodun, bir takim girisim yapan

maddelerden etkilenmedigi gorildi [32].

Takeshi Shimomura ve digerleri, 12 nm goézenek ¢ap1 (F127M) olan hibrid bir mezo-
gozenekli zar igerisinde, immobilize ChOx kullanarak bir kolin biyosensorii hazirladilar.
Olgiimleri, enzimatik kolin oksidasyonunun bir iiriinii olan H,O, tayinine dayanarak
yaptilar. Caligma aralii ve yanit siiresini, sirastyla 5,0-800 uM ve yaklasik 2 dk olarak
buldular. Sensoriin, basit enzim sensoriine kiyasla ¢ok kararli oldugunu ve ilk aktivitenin
%85'inin, 80 giin boyunca saklandiktan sonra bile korundugunu gosterdiler. Bu
sonuglardan, kolin oksidazin basariyla immobilize edildigini, iyi stabilize gosterdigini ve
aynt zamanda enzim tepkimesinin verimli bir sekilde ilerledigini belirlediler. Hibrid
mezo-gozenekli membran F127M'nin bu yetenegi ile, elektrokimyasal biyosensorler
icin kullanilacak enzimin etkili bir sekilde immobilizasyonunun yapilabilecegini

sundular [33].

Yoon-Bo Shim ve digerleri tarafindan, bir ChOx enzimi ve bir ChOx/HRP enziminin
poli(-5,2":5",2" tertiyofen-3"-karboksilik asit) (poli-TTCA) modifiyeli elektrotlar (CPME)

iizerine kovalent immobilizasyonu ile amperometrik kolin biyosensorii iiretilmistir. Ilkinde
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+ 0,6V'luk bir ¢alisma potansiyelinde kolin ¢6zeltisinde enzimatik olarak tiretilen H,O,'nin
yiikseltgenmesine dayanilarak calisiimistir. ChOx / HRP ile modifiyeli elektrotta, -0,2V
potansiyelde kolin ¢o6zeltisinde H>O, indirgeme islemi kullanilmistir. Uygulanan
potansiyel, pH ve sicaklik gibi sensorlerin hassasiyetini etkileyen parametreler optimize
edilmistir. iki sensoriin performanslari karsilastirildiginda, ChOx / HRP/ CPME 'a dayali
olanin dogrusal araligi 1,0 x 10°-8,0x10°M arasinda ve ChOx/ CPME 'a dayali olanin
1,0 x10® — 5,0x10° M olarak bulunmustur. Biyosensorlerin tayin sinirlart sirasiyla
yaklagik 1,0x107 M ve 4,0x107 M olarak belirlenmistir. Sensorlerin cevap siiresi 5
saniyeden az olarak bulunmustur. Sensorlerin, girisim yapan tiirlere karst yiiksek
secicilikleri gosterilmistir. ChOx / HRP / CPME'ye dayali sensoriiniin raf dmriiniin, ChOx
/ CPME'ye gore daha uzun oldugu tespit edilmistir [34].

Keeley L. Baker ve digerleri, sensor duyarliligi, O, etkilesimi ve segicilik gibi in vivo
izleme i¢in 6nemli hususlari arastiran, beyin hiicre dist kolinin saptanmasi i¢in birinci nesil
biyosensoriin  gelisimini  acikladilar. Kolin biyosensér tasarimlarimin  kapsamli
optimizasyonunu, koline kars1 yiiksek hassasiyete sahip bir biyosensor ile sonuglandirdilar
(0.54 £ 0.03 nA/uM). Oksijen girisim ¢alismalari, atmosferik O, seviyelerine (200 pM)
kiyasla, 50 uM O,'de akimda % 1'lik bir diislis oldugunu gosterdi; bu sensor ile, fizyolojik
O, dalgalanmalariyla iligkili akimdaki degisikliklerden bagimsiz olarak giivenilir kolin
tayini yapilabilecegini gosterdiler. Beyinde bulunan fizyolojik olarak onemli endojen
elektroaktif tiir olan askorbik asit (AA) 'min girisimini permselektif membran olarak
polifenilen diamin (PPD) kullanilarak diisiirdiiler. Biyosensoriin, kolini basariyla tespit

ettigi belirlediler [35].

Yiting Wang ve digerleri tarafindan, MWCNT ve ZnO nanopartikiillerinin sinerjik etkisine
duyarli olan hassas ve kararli bir kolin / asetilkolin biyosensorii gelistirildi. Bu ¢ok
katmanli yap1 ile kolin ve asetilkoline hizli bir amperometrik yanit veren, ChOXx ve
AChE’m biyoaktivitesini muhafaza eden uygun bir mikro ¢evre saglandi. Nanomalzeme
esaslt kolin / asetilkolin sensdriin olduk¢a duyarli ve uzun siireli raf dmriiniin (90 giin)
oldugu belirlendi. 1,0 {initelik ChOx ve AChE yiikleyerek hazirlanan sensoriin, sirasiyla
dogrusal ¢alisma araliklar1 1,0 uM - 0,8 mM ve 1,0 uM — 1,0 mM, duyarhiliklar1 178 pA
mM™cm™? ve 180 pA mMem? ve tayin smirlart 0,3 uM olarak bulundu. Hazirlanan

sensOr insan kan plazmasi Orneklerinde kolini saptamak igin kullanildi ve elde edilen
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sonuglarin HPLC-MS/MS analizinde bulunan kolin miktarlar1 ile tutarli oldugu

saptandi [36].

J. Langer ve digerleri, kolin tayini igin, kolin oksidazi kontrollii gozenekli ve nanometre
kalinliginda nano-yapilandirilmis polianilin tabakalarinda immobilize ederek polianilin-
kolin oksidaz (PChOXx) biyosensoriinii gelistirdiler. Kontrollii bir kalinliga sahip polianilin
filmi hazirlamak ve enzim molekiillerinin immobilizasyonu i¢in elektrokimyasal teknikler
kullandilar. Bir PChOXx sensoriiniin elektriksel yanitinin kolin derisimine baglh ve
duyarliliginin amperometrik olarak 5 pA / mM, potansiyometrik olarak 10 mV / mM
degerine ulastigini belirlediler. +0,4 V'luk sabit bir potansiyelde ¢alistilar ve askorbik aside
ait girisim etkisi olmadigin1 gosterdiler. Ayrica biyosensoriin 1 aylik depolama siiresince

enzim aktivitesini kaybetmedigini belirlediler [37].

Fanggiong Tang ve digerleri bu calismada, olduk¢a duyarli bir kolin biyosensorii
olusturmak igin altin nanokorlarin1 kullanmislardir. Kolin biyosensorlerini, bir sol-jel
yontemi ile Au nanorodlardan ve polivinil alkolden (PVA) olusan kompozit
immobilizasyon membran1 matrisine ChOx’mn  immobilizesi ile olusturmuslardir.
Doniigtimlii voltamogramlar (CV) ve elektrokimyasal impedans spektroskopisinin (EIS),
altin nanorodlarin PVA modifiyeli enzim elektrodunun elektriksel iletkenligini
artirabilecegine dair kanit sagladigini gostermislerdir. Deneysel sonuglar ile, modifiye
elektrodun akim cevabinin nanorodsuz olana gore birka¢ kattan daha biiyiik oldugunu
gostermislerdir. Biyosensorlerin deney kosullar1 optimize edilmis ve elde edilen
elektrotlarin dogrusal aralik, tekrarlanabilirlik, tepki siiresi ve kararliligina gore

performansini da sunmuslardir [38].

Merve Ozdemir ve digerleri, kolin oksidazin elektrokimyasal olarak polimerize olan PPy-
PVS filmi {izerine tutuklanma teknigi ile immobilizasyonuna dayanan bir amperometrik
kolin biyosensorii gelistirmislerdir. pH ve sicakligin etkilerini arastirmis ve optimum
parametreleri sirasiyla 9,0 ve 60 °C olarak bulmuslardir. Bolgede 1,0x107 - 1,OX10'6 M
(R = 0,997) ve 1,0x10° - 1,0 x10° M (R? = 0,986) arasinda iki dogrusal aralik
belirlemislerdir. Enzim  elektrodunun raf Omrii ve tekrarlanabilirligini  de

calismislardir [39].
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Guoli Shen ve digerleri tarafindan, kolin oksidaz ve yaban turbu peroksidazi (HRP) olmak
tizere iki enzim kullanarak kolinin tayini i¢in bir amperometrik enzim biyosensori
gelistirildi. Biyosensor, bir HRP immobilizeli karbon pasta elektrotuna ¢apraz baglanmis
ChOx'dan olusturuldu. Biyosensér, HRP enzimi ve tiyonin monomerini igeren bir karbon
macunu i¢inde, politiyoninin yerinde elektropolimerizasyonu ile hazirland1 ve daha sonra
ChOx, kitosan filmi kullanilarak glutaraldehit ile ¢apraz baglama yoluyla immobilize
edildi. Yerinde elektrojenlenmis politiyoninin, HRP enzimi ve elektrot yiizeyi arasinda
elektron doniistimiinii iyi bir verimle sergiledigi ve macun i¢indeki enzim immobilizesine
iyilesme sagladigi gosterildi. Tiyonin ve enzim miktari, uygulanan potansiyel, pH, vb. gibi
parametreler calisildi. Kolinin amperometrik olarak tespiti, 1/15 M fosfat tampon
soliisyonunda (pH 7,4) doymus kalomel elektrota kars1 0,2 V uygulanan bir potansiyelde,
5,0x10° ve 6,0x10* M kolin arasinda dogrusal bir tayin araliginda ve 15 s'lik bir tepki
stiresi ile gergeklestirildi. Serum numunelerindeki fosfatidilkolinin analizi igin
uygulandiginda, biyosensor sonuglari ile hastane yontemiyle elde edilenler arasinda

0,997'lik bir korelasyon elde edildi [40].

Jing-Juan Xu ve digerleri, H,O, varliginda MnO; nanopartikiil modifiye edilmis elektrotun
bir reaktivite modunu bildirmislerdir. MnO, nanopartikiil modifiye elektrotlari, H,O,'nin
indirgenme/ yiikseltgenmesine yonelik iki yonli elektrokatalitik bir yetenegi 6zelligine
dayanarak, kolin biyosensorii, cams1 karbon (GC) elektrot {izerine kitosan hidrojel, kolin
oksidaz ve MnO; nanopartikiillerinden olusan bir biyo-kompositin dogrudan
elektrokimyasal birikimi ile olusturmuslardir. Biyokompoziti, enzimin biyoaktivitesini
koruyabilmesi i¢in bir sigmak saglayacak ve kolayca homojen olacak sekilde
hazirlamiglardir. Kare dalga voltametrinin sonuglarindan, elektrokatalitik indirgenme
akimlarim 1,0x10° — 2,1x10°% M araliginda kolin kloriir derisiminin artis1 ile dogrusal
olarak arttig1, askorbik asit ve iirik asidin belirgin bir girisimi olmadigini gézlemislerdir.

Ayrica iyi tekrarlanabilirlik ve kararlilik elde etmislerdir [41].

Qiang Chen ve digerleri, farkli polikatyonlara sahip kolin sensorlerinin iiretimi igin bir
tabakali kiragilagsma teknigi kullandilar. Her biri ayni1 enzime (ChOx) sahip fakat poli
(etilenimin) (PEI) ve poli (dialildimetilamonyum kloriir) (PDDA) olmak tizere farkli
polikatyonlara sahip iki tiir ChOx / polikasyon ince filmi kullandilar. ChOx / PEI veya
ChOx / PDDA ince film ile kaplanmis Pt elektrotlarini kolin sensorleri olarak kullandilar.
ChOx / PEI film modifiyeli sensoriin, ChOx / PDDA film tabanli sensorlerden daha
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yiiksek bir tepki, daha genis dogrusal aralik ve daha kisa yanit siiresi gosterdigini
belirlediler [42].

David Emerson ve digerleri tarafindan, glukoz, galaktoz veya kolin i¢in, ilgili oksidaz
enziminin bir Clark tipi oksijen mikro elektrot ucuna tutturulmasiyla mikrobiyosensdrler
olusturuldu. Enzim bir poliakrilamit matrisinde elektrot ucu {izerine immobilize edildi ve
daha sonra bir poliliretan membran ile kaplandi. Bu mikrobiyosensorlerin u¢ caplari
15-40 pm, tepki siiresi 0,5-5 s ve analitin 2 uM kadar diisiik miktarini algiladigi gosterildi.
Dogrusal aralik poliliretan kaplamanin kalinligina bagli olarak glukoz ve galaktoz
biyosensorler i¢cin 10 mM'ye kadar genisletildi. Glukoz sensoérlerinin en kararli oldugu ve 6
aya kadar aktivitesine devam edebildigi, galaktoz sensorlerinin 1 ay, kolin sensérlerinin
yaklasik 2 hafta boyunca ¢alismaya devam edebildigi ve genellikle daha az duyarli oldugu
belirlendi [43].

Qiang Chen ve digerleri tarafindan, kolin sensorlerinin tretiminde MWCNT'ler ile
kombine edilen katmanli biriktirme teknigi kullanildi. MWCNT filmi platin elektrot
yiizeyinde hazirlandi. Pozitif yiiklii polialilamin (PAA) ile negatif yiikli MWCNT'ler ve
poli (vinil stilfat) (PVS) arasindaki elektrostatik etkilesime dayanarak, modifiye elektrot
tizerine permselektiv tabaka olarak kullanilmak iizere polimer (PVS / PAA); filmi adsorbe
edildi. Ardindan PDDA ve ChOx ¢ok katmanli filmler, elektrot iizerine katmanli bir
sekilde sabitlendi, bu nedenle koline kars1 gii¢lendirilmis bir biyosensor olusturuldu. Kolin
biyosensoriiniin, 5 X 107-1x10*M araliginda dogrusalligt ve MWCNT varliginda 7,6 s
yanit siiresi ile 12,53 pA / mM hassasiyeti gosterildi. Iyi tekrarlanabilirlik, uzun siireli
kararlilik ve girisimin azaltildig1 sergilendi. Calismanin biyosensor iiretiminde diger

enzimlerin immobilizesi i¢in de kullanilabilir oldugu gosterildi [44].

Qiang Chen ve digerleri tarafindan, ChOx i MWCNT modifiyeli platin (Pt) elektrot
lizerinde bir sol-jel silikat film igine immobilizasyonu ile H,O, tayinine dayanan yeni bir
amperometrik biyosensor Ttretilmistir. DoOniisiimlii voltametri sonuglar1 ile, karbon
nanotiiplerinin diisiik bir potansiyelde (Ag / AgCl'ye kars1 0,16V) H,O,'nin oksidasyonuna
kars1 iyi bir elektrokatalitik etkinlige sahip olduklart gosterilmistir. Calisma potansiyeli,
pH ve sicaklik gibi kolin biyosensdriiniin deney parametreleri incelenmistir. Bunun
yaninda dogrusal ¢alisma aralig 5x10° - 1x10™* M ve 8 s'den daha diisiik bir yanit siiresi

ile kolinin hassas bir sekilde belirlendigi gosterilmistir. Ayrica kolinin tayin sinir1 yaklagik
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1x10” M olarak tespit edilmistir. Bu biyosensor, serum drneklerinde fosfolipaz D (PLD)

tarafindan lesitinden salinan kolini saptamak i¢in kullanilmistir [45].

Qiang Chen ve digerleri tarafindan, Prusya mavisi (PB) ile modifiye edilmis Pt elektrot
tizerine ChOx’1n tabaka-tabaka (LBL) ¢ok katmanli film olarak immobilize edilmesiyle bir
amperometrik kolin biyosensorii  gelistirildi. ChOx/LBL filmlerini hazirlamak i¢in
6-0O-Etoksitrimetilamonyokozitoz (EACC) kullanildi. Kolin tayini i¢in Ag / AgCl'ye kars1
0,0V calisma potansiyeli kullanildi ve diisiik tayin sinir1 (SXIO'7 M), kisa cevap siiresi
(10 s), yiiksek hassasiyet (88,6 pAmM™ cm™) ve iyi bir secicilik gozlendi. Sonuglar, LBL
filmlerinin ultra ince dogasina ve PB tarafindan H,O,'nin verimli katalitik indirgenmesine
bagli olabilecek diisiikk ¢alisma potansiyeline dayanilarak aciklandi. pH, sicaklik ve
uygulanan potansiyelin kolin biyosensoriiniin amperometrik cevabi iizerine etkileri
degerlendirildi. Goriiniir Michaelis-Menten sabitinin (0,083+0,001)x10° M oldugu
bulundu. Biyosensoriin, EACC ¢ok katmanli filmde ChOx'm kuvvetli bir sekilde
adsorpsiyonundan dolay1 uzun siireli raf 6mriine sahip oldugu goriildii. Biyosensor, serum
orneklerinde fosfatidilkolin analizinde uygulandiginda, O6l¢iim degerlerinin hastane

yontemi ile yapilan 6l¢lim sonuglari ile uyumlu oldugu goriildii [46].

Richie L.C. Chen ve digerleri tarafindan, karaciger fonksiyonu i¢in gerekli olan serum
kolinesterazin aktivitesini 6lgmek icin bir kapiler elektroforez yontemi ve dayanikli bir
kolin biyosensorii gelistirildi. Kapiler elektroforez yonteminde, kaplanmamis bir erimis
silika kapilerde benzoat ve benzoilkolinin (kolinesterazin yapay substrati) ayrilmasina
dayanildi. Benzoilkolinin ve benzoatin gog siirelerinin sirasiyla 1,3 dakika ve 5,5 dakika
oldugu gozlendi. Ass sinyallerinin pik alanlarina gore her iki analit i¢in dogrusal ¢alisma
aralig1 0,01-50,0mM olarak ve 1,0 mM benzoilkolin ve benzoatin bagil standart sapmalari
sirastyla %4 ve %6'dan az olarak belirlendi. FIA-kolin sensorii, saflagtirilmis dogal bir
kitin6z membranla kaplanan calisma elektrotu ile olusturuldu. Biyomembran, ChOXx
immobilizasyonunda destek materyal olarak kullanildi ve ayn1 zamanda elektrot yiizeyinde
protein adsorpsiyonunu da engelledigi goriildii. Kalibrasyon egrisi 0,05 - 5,0mM arasinda
belirlendi (r = 0.999). 1,0 mM kolin (n = 7) igin bagil standart sapmanin % 3'ten az oldugu

ve biyoaktif membranin aktivitesini yaklasik 2 ay korudugu izlendi [47].

Xiurong Yang ve digerleri, kolin tayini i¢in supramolekiiler mimariye sahip hassas bir

biyosensor tasarlayip uyguladilar. Tolinli a-siklodekstrin polimeri ve platin nanopartikiillii
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altin elektrotu {izerine ChOx ve HRP’1 l-adamantan karboksilik asit baglama yoluyla
immobilize ettiler. Kare dalga voltametrisinden, 0,38 mV'de indirgenme akimlarinin,
10°-10% M araliginda kolin derisimlerinin logaritmasi ile dogrusal bir iliskiye sahip
oldugunu ve tayin sinirinin 0,1 nM'ye kadar diistiigiinii gosterdiler. Ayrica bu biyosensoriin

1yi secicilik, tekrarlanabilirlik ve kararlilik sergiledigini belirlediler [48].

Moosavi-Movahedi ve digerleri tarafindan, bambu benzeri ¢ok duvarli karbon nanotiipleri
(BCNT'ler), iyonik s1v1 (IL) ve Prusya mavisi (PB) nanokompozit modifiyeli camsi karbon
(GC) elektrodu kullanarak hassas bir amperometrik kolin biyosensorii gelistirildi. PB
nanopargaciklar dnce BCNTSs/IL/GC elektrodunun yiizeyinde elektrolitik hale getirildi.
Sonra, Ni** iyonlari, yumusak alkali ortamda kararliligmi arttirmak i¢in PB yapisina
elektrokimyasal olarak dahil edildi. Daha sonra bir ¢apraz baglama yontemi kullanilarak
elektrot tizerine ChOx immobilize edildi. Kolinin amperometrik 6l¢timleri 0,05 M fosfat
tamponu (pH 7,4) i¢inde -0,05 V sabit potansiyelde yapildi. Kolin biyosensoriiniin 345,4 A
mM™* cm?1ik yiiksek bir duyarliligi ve 4,5 x 107 M'lik bir tayin smir1 oldugu tespit edildi.
Dogrusal ¢alisma araligi 4,5x107-1,0x10* M olarak bulundu. Biyosensériin, 2 s ile kisa
yanit siiresi, 9,7x10° M'lik diisik K degeri, uzun raf omrii ve yiksek seciciligi

gosterildi [49].

Hongjuan Zeng ve digerleri tarafndan, Chox’in poli(3,4-etilendioksitiofen) (PEDOT)
tizerine elektrokimyasal polimerizasyonunun etkisini agiklandi. PEDOT ve PEDOT / Chox
filmlerinin 6zellikleri XPS ve UV-vis absorpsiyon teknikleri ile karakterize edildi. Kolin
tespiti i¢in yeni UV-vis absorbans yontemi gelistirildi. 1/30 M fosfat tampon ¢ozeltisi (pH
8,0) ortaminda, 293 nm'de ¢ok hassas bir absorbans pikinin oldugu gozlendi. UV-vis
absorpsiyon yogunlugu ve kolin derisimi arasindaki dogrusal iliski 1,0x10° - 5,1x10° M
arasinda elde edildi. Bu yontem ayn1 zamanda ¢esitli yem katki maddeleri 6rneklerinde

kolini belirlemek igin de uygulandi [50].

Fanggiong Tang ve digerleri, H,O,-hassas kuantum noktalarina (QD'ler) dayanan kolin ve
asetilkolinin tespiti i¢in basit, hizli ve duyarl bir biosensoér olusturmuslardir. Kolin i¢in
tayin smirmt 0,1 uM ve lineer aralik sirasiyla 0,1-0,9 pM ve 5-150 puM olarak
bulmuslardir. Asetil kolin i¢in tayin sinirin1 10 uM ve dogrusal araligr 10-5000 pM olarak
bulmuslardir. Genis dogrusal araliklarin, kolin ve asetilkolinin rutin analizleri i¢in uygun

oldugunu gostermislerdir. Biyosensorlerin deneysel kosullarimi uygun hale getirmis ve



49

anti-girisim yetenegini de sunmuslardir. Siit 6rneklerinde kolin tayininde dogrusal ¢alisma
araligin1 5-150 uM olarak bulmuslardir. Serumdaki asetilkolinin tayininde dogrusal araligi
10-140 puM olarak belirlemislerdir [51].

C.S.Pundir ve Nidhi Chauhan tarafindan, bir altin elektrodunun yiizeyine yerlestirilen
citozan (CHIT)/altin kapli ferrikoksidanoz partikiillerinin (Fe@AuNPs) elektron
nanokompozitinin tizerine AChE ve ChOX karisiminin kovalent olarak immobilizesi ile bir
amperometrik asetilkolin biyosensorii hazirlandi. Bu bir ¢alisma elektrodu olarak
kullanilirken, referans elektrot olarak Ag / AgCl ve karsit elektrot olarak Pt tel kullanildi.
Biyosensorde, kolinin  immobilize ChOx ile oksidasyonundan iretilen H»O,'nin
elektrokimyasal oOl¢timiine dayanildi ve bu da asetilkolinin immobilize AChE ile
hidrolizinden tiretildi. Biyosensoriin, 3 s cevap siiresi ile 0,2 V ¢alisma potansiyeli, pH 7,0
ve 30 °C optimum kosullar1 belirlendi. Enzim elektrotunun, asetilkolin i¢in 0,005 pM'lik
bir tayin smir1 ve 0,005-400 uM'lik bir dogrusal ¢alisma aralig1 belirlendi. Biyosensor ile,
gorilintiste saglikli kisilerde ve Alzheimer hastalarinda plazma asetilkolini dl¢iildii. Enzim
elektrodunun 3 aylik bir siire boyunca 100 kullanimdan sonra ilk aktivitesinin % 50'sini

korudugu goriildii [87].

Sanjay Upadhyay ve digerleri tarafindan, paraokson etil, aldikarb ve sarkin bulgulari i¢in
altin-platin bimetalik nanopartikiillerin 3-aminopropiltrietoksi silan modifiyeli camsi
karbon elektrot lizerine elektron yerlestirilmesine dayanan bir amperometrik biyosensor
gelistirildi. Biyosensor, AChE / ChOx’m glutaraldehit ile ¢apraz baglanarak modifiye
elektrot lizerine immobilize edilmesiyle hazirlandi. Au ve Pt nanoparcaciklarinin sinerjik
etkisinin, H,O, tespiti i¢in diisiik potansiyel ile iyi elektrokatalitik aktivite gosterdigi
belirlendi. Modifiye elektrot iizerinde immobilize enzimler kullanan inhibitorler igin ICsg
ve inhibisyon hizi sabiti (Kj) degerleri belirlendi. Paraokson etil, sarin ve aldikarb,
AChE enziminin % 30-40 inhibisyon seviyesinde sirasiyla 150-200 nM, 40-50 nM ve
40-60 pM'ye kadar saptanabildi ve genis aralikta dogrusallik izlendi [88].

H. Giilce ve digerleri tarafindan, polivinilferrosenyum perklorat (PVF'CIO™) kapl Pt
elektrot yiizeyine dayali enzim elektrotlarinin gelistirilmesi igin basit bir enzim
immobilizasyonu yontemi arastirtldi. Enzimler, polivinil perasenyum perklorat kapli Pt
elektrodu enzim soliisyonuna birka¢ kez batirilarak, iyon degistirme islemi vasitasiyla

polimer matrisinde tutuldu. Kolin ve asetilkolin enzim elektrotlari, bir Pt elektrot yiizeyine
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kapl PVF'CIO* matriks icinde ChOx ve AChE’m birlikte immobilizesi ile gelistirildi.
Enzimatik olarak iiretilen H,O,'nin elektrooksidasyonuna bagli olan enzim elektrotlarinin
amperometrik yanitlar1 doymus kalomel elektroda karst + 0,70V’°da 6l¢iildii. Polimerik
filmin kalinhigmin, pH, sicaklik, alt sinir ve enzim derisimlerinin biyosensor cevabina
etkisi aragtirildi. Optimum pH 25 °C'de pH 7,4 olarak belirlendi. Tekrarlanabilirlikte bagil
hatanin +% 5,0 oldugu goriildii. Yamt siiresi 30-50 s olarak bulundu. 1,0x10°M kolin ve
asetilkolinin substrat derisiminde dogrusal g¢alisma araliginin st smirt 1,2 mM olarak
belirlendi. Michaelis-Menten sabiti ve immobilize enzim sisteminin aktivasyon enerjisi
strastyla 1,74 mM asetilkolin ve 14.92 kJ mol™ olarak bulundu. Girisim yapan maddelerin

etkileri ve enzim elektrotlarin karaliliklari arastirildi [89].

Baoyan Wu ve digerleri tarafindan, AUNP’lere ve MWCNT’lere dayanan yeni bir AChE /
ChOx biyoenzim amperometrik asetilkolin biyosensoriinii, kendi kendine montaj prosesi
ile sol-jel teknigi kombinasyonu yaparak gelistirildi. Pt elektrodun yiizeyine MWCNT ve
ChOx igeren tiyollenmis bir sulu silika soliisyonu damlatildi ve daha sonra AuNP’ler,
tiyolat sol-jel sebekesi ile birlestirildi. Son olarak, AChE yiiklemesini optimize etmek i¢in
elektrot tizerinde farkli PDDA-AChE katmanlarini bir araya getirmek i¢in poli PDDA ve
AChE'min tekrar birikimi tekrarlandi. Ortaya c¢ikan biyosensorler arasinda iki kat
PDDA-AChKE c¢ok tabakali filmlere dayanan biyosensoriin en iyi performansi gosterdigi
belirlendi. 0,005-0,4 mM genis dogrusal aralik, 3,395pyA / mM yiiksek hassasiyet ve 15
saniye i¢inde hizli amperometrik yanit siiresi sergilendi. Ayrica biyosensoriin uzun raf

omrii ve yiiksek tekrarlanabilirligi gosterildi [90].

R. Pilloton ve digerleri, enzim inhibisyonuna dayali organofosfor (OP) insektisidler igin bir
amperometrik biyosensor gelistirilmesi amaciyla serbest ve immobilize AChE kullanimi
ile ilgili c¢aligmiglardir. Artik enzim aktivitesinin Ol¢iimiini, AChE'nin OP ile
kulugkalandigi ayni numunede dogrudan gergeklestirmislerdir. AChE’1 bir naylon ag
tizerinde immobilize etmisler ve sensor lizerine monte edilmemis olarak, inkiibasyon ve
Olclim asamalarini ayr1 ayr gergeklestirmek miimkiin olmustur: inkiibasyon basamagini,
inhibitér bulunduran numunede, 6l¢iim asamasini, tampon igerisine spesifik Substrat
iceren standart bir soliisyonda yapmislardir. Ayrica bu iki asamali prosediirle, sadece ince
bir ¢apraz bagli ChOx tabakasi ile Ortiilmiis olan ve herhangi bir zar igermeyen Pt
elektrodu hassasiyet, kesinlik ve tayin smir1 gibi parametreleri elde etmek icin de
kullanmiglardir [91].



51

V. Hasirct ve digerleri, poli(2-hidroksietil metakrilat) membranlar iizerinde AChE ve
ChOx’in birlikte immobilize etmisler ve aldikarb girisimi iizerine O; tiiketimindeki
degisimi oOlgtiiler. Enzimlerin immobilizesini tuzaklanma ya da epiklorohidrin ve Cibacron
Blue F36A aktivasyonu da dahil olmak f{izere bir hibrid immobilizasyon yontemi ile
yiizeye tutunarak gerceklestirdiler. Immobilize enzimlerin uzun raf émiirlerinin oldugunu
belirlediler. Aldicarb tayininde dogrusal ¢alisma araligin1 tutuklu ve yiizey
immobilize enzimler i¢in sirastyla 10 - 500 ve 10 - 250 ppb olarak buldular. Membran
yiizeylerindeki immobilize enzimlerin, aldikarb varligina serbest enzimlerden daha hizli
yanit verdigini belirlediler. Ayrica 25 dakika iginde tutuklanan ve yiizey immobilize
enzimlerinin sirastyla 23 ve 12 ppb kadar disiik Aldicarb derisimlerinin tespit
edilebildigini gosterdiler [92].

Xianwei Meng ve digerleri tarafindan, C-noktalar1 hazirlanmasi i¢in basit ve yeni bir
yontem Onerilmistir. Ik olarak, H,0O, ve Fe2* varliginda C-noktalarinin fliioresansinin
gorlintiste azaldig1 gosterilmistir. Bu bulguya dayanarak, C-noktalari, H,O, tespiti i¢in
prob olarak basarili bir sekilde benimsenmistir. Deneysel kosullar optimize edildikten
sonra, H,O; i¢in tayin smiri 0,1 uM olarak bulunmustur. Prob olarak C noktalarini
kullanarak H,O,'nin tespitine dayanan kolin ve asetilkolinin tespiti i¢in ¢evre dostu, basit
ve hassas biosensorli gelistirilmistir. Kolin i¢in tayin sinirinin 0,1 uM ve dogrusal calisma
araliginin 0,1-40 uM oldugu ve ACh i¢in tayin smirmnin 0,5 pM ve dogrusal ¢aligma
araliginin 0,5-60 M oldugu bulunmustur. Biyosensoriin miikemmel performans: ve bu

yontemin pratik uygulama potansiyeline sahip oldugu gosterilmistir [93].






53

3. DENEYSEL KISIM

3.1. Cihazlar ve Malzemeler

3.1.1. Elektrokimyasal analiz cihaz

Amperometrik 6lgme iglemleri i¢in Epsilon-EC-Ver 1.40.67 NT elektrokimyasal analiz

cihazi kullanildi.

3.1.2. Hiicreler ve elektrotlar

Amperometrik 6lgme islemlerinde Sekil 3.1° de verilen ii¢ elektrotlu 6lgme sistemi
kullanildi. Referans elektrot olarak BAS RE-5B no’lu Ag/AgCl, karsit elektrot olarak
MW-1032 no’lu platin tel ve calisma elektrodu olarak 0,5 cm? yiizey alanli ve polipirol-

polivinilsiilfonat ile kaplanmis platin levha elektrotlar kullanildi.

Sekil 3.1. Kaplama ve 6l¢iimde kullanilan BAS C3 hiicre sistemi

3.1.3. pH metre

Tampon ¢ozeltilerinin pH’larmin Slgiilmesi icin ORION Model 720A pH-iyonmetre

cihazi kullanilda.
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3.1.4. Su banyosu

Isitma, sogutma ve sabit sicaklik ¢alismalarmin gerektigi durumlarda Grant W14 marka

termostatl dolasimli su banyosu kullanildi.

3.1.5. Mikro pipet

5 uL — 100 puL ve 100 pL - 1000uL ¢ozelti ilaveleri i¢in Brand marka = 0,05 pL hassasiyeti

olan mikro pipetler kullanildi.

3.1.6. Argon gaz1

Kargaz firmasindan, ¢ozeltide ¢oziinmiis halde bulunan oksijeni ortamdan uzaklastirmak

icin kullanilacak olan yiiksek safliktaki ( % 99,99 ) argon gazi temin edildi.

3.1.7. Saf su

GFL marka saf su cihazindan, ¢ozeltinin hazirlanmasinda kullanilan saf su sagland.

3.2. Kullanilan Reaktifler ve Ozellikleri

Calismada kullanilan kimyasal maddelerin adlari, saflik dereceleri ve temin edildikleri

firmalar Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan diger kimyasallarin adlar1, saflik dereceleri ve temin
edildikleri firmalar

Kimyasal Madde Saflik Derecesi Temin Edildigi Firma
Polivinilsiilfonat %25 6=1,18 g/ml Aldrich
Pirol %98 6=0,967 g/ml Aldrich
Hidrojenperoksit %50 Tekkim
Kolin Kloriir %98 Sigma
Toluidin Mavisi O %80 Sigma Aldrich
Monosodyum hidrojen %99 Sigma Aldrich
fosfat (NaH,PQOy,) Sigma Aldrich
Disodyum hidrojen fosfat %99 Sigma
(NazHPO4)

Parasetamol %99,4 -

L-(+)- Askorbik asit %99 Carlo Erba
Urik asit %99 Sigma

L- Sistin %99 Merck

L- Sistein %99 Merck

B- Alanin %99 Merck
Glukoz - Merck
Dopamin %98 Sigma-Aldrich
Sodyum Hidroksit %97 Merck
Sodyum klortir %99 Merck

3.2.1. Kullanilan cozeltiler

Hidrojen peroksit: % 50’lik 6=1,19 g/mL olan hidrojen peroksitten 57 pL alindi ve
derisimi 0,1 M olan 10 mL stok ¢ozeltisi hazirlandi. 10’ar mL 1,0x10° M, 1,0x10™ M,
1,0x10° M ve 1,0x10° M hidrojen peroksit ¢ozeltileri de stok ¢ozeltinin saf su ile

seyreltilmesiyle hazirland:.

Fosfat tamponu: Monosodyum hidrojen fosfattan 9,63 g ve disodyum hidrojen fosfattan
10,26 g tartilarak saf suda ¢oziildii, analitik derisimi 0,1 M olacak sekilde seyreltilerek pH
7,0 olan 1 litre tampon ¢ozelti hazirlandi. Ayni yol farkli pH ve derisimlerdeki tampon

¢ozeltileri hazirlamak igin de izlendi. Tampon ¢ozeltiler buzdolabinda +4 °C’de saklandi.

Glisin Tamponu: pH’s1 9,0 ve 10,0 olan glisin tamponlar1 hazirlamak i¢in sirasiyla 0,64 g
glisin, 0,06 g sodyum hidroksit ve 0,28 g glisin, 0,25 g sodyumhidroksit tartilarak saf suda
¢ozildi. Hazirlanan ¢ozeltilerin pH’lar1 0,1 M sodyumhidroksit ile ayarlandi. Tampon
¢oOzeltiler buzdolabinda +4 °C’de saklandi.
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Enzim ¢ozeltisi: Toplam aktivitesi 12,03 iinite olan kolin oksidaz enzimi alind1 ve saf suda
¢ozildiikten sonra hacim 6l¢iilii balonda 10 mL’ye tamamlandi. Cozelti her birinde 1 mL
¢ozelti bulunacak sekilde 10 adet deney tiipiine aktarildi. Deney sirasinda kullanilacak olan
enzim ¢ozeltisi buzdolabinda bekletildi. Cozeltiler, uzun siire kullanilmayacagi zaman

derin dondurucuda saklandi.

Kolin kloriir ¢ozeltisi: Kati1 kolin kloriirden 0,1396 g tartildi ve 10 mL pH 7,0 fosfat
tamponu ile seyreltilerek 0,1 M kolin kloriir stok ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢6zeltiden belirli
bir miktar alinarak ve aymi sekilde pH 7,0 fosfat tamponuyla seyreltilerek 10’ar mL
1,0x102 M - 1,0x10° M kolin ¢ozeltileri hazirlandi. Farkli pH’larda kolin ¢ozeltisi
hazirlamak igin degisik pH’lardaki 0,1 M fosfat tamponlari, 1,0 M NaOH ve 1,0 M HCI
kullanilarak istenilen pH’lara ayarlandi ve kolin ¢6zeltileri hazirlanan yeni tamponlarla

hazirlandi. Hazirlanan kolin ¢ozeltileri kullanilmadiklarinda buzdolabinda saklandi.

Askorbik asit c¢ozeltisi: 0,1 M 5 mL stok askorbik asit ¢6zeltisi hazirlamak i¢in Kati
askorbik asitten 0,088 gram tartilarak derisimi 0,1 M olan pH 7,0 fosfat tamponunda
¢Ozdiiriildii. Farklr derisimlerdeki askorbik asit ¢Ozeltileri belli hacimlerde alinarak fosfat

tamponuyla seyreltilerek hazirlandi.

Urik asit ¢ozeltisi: 1,0x10° M 50 mL stok iirik asit cozeltisi, Kati {irik asitten 0,079 ¢
tartilarak 0,1 M Nay,COs; c¢ozeltisinde c¢oziildiikkten sonra fosfat tamponu eklenerek
hazirlandi. Farkli derisimlerdeki iirik asit c¢ozeltileri stok cozeltiden belli hacimlerde

alinarak fosfat tamponuyla seyreltilerek hazirlandi.

Parasetamol ¢ézeltisi: 1,010 M 50 mL stok parasetamol ¢ozeltisi, Kat1 parasetamolden
0,076 g tartilarak, iizerine fosfat tamponu eklenmesiyle hazirlandi. Farkli derisimlerdeki
parasetamol ¢ozeltileri stok ¢ozeltiden belli hacimlerde alinarak fosfat tamponuyla

seyreltilerek hazirlandu.

Sistein ozeltisi: 0,1 M 5 mL stok sistein ¢bzeltisi icin, kat1 sisteinden 0,061 g tartilarak
iizerine fosfat tamponu eklenmesiyle hazirlandi. Farkli derigimlerdeki sistein ¢ozeltileri

stok ¢ozeltiden belli hacimlerde alinarak fosfat tamponuyla seyreltilerek hazirlandi.



57

Glukoz ¢ozeltisi: 0,1 M 5 mL stok glukoz ¢ozeltisi icin, kat1 glukozdan 0,090 g tartilarak
iizerine fosfat tamponu eklenmesiyle hazirlandi. Farkli derisimlerdeki glukoz ¢ozeltileri

stok ¢ozeltiden belli hacimlerde alinarak fosfat tamponuyla seyreltilerek hazirlandi.

Alanin ¢ozeltisi: 0,1 M 5 mL stok alanin ¢dzeltisi igin, kat1 alaninden 0,045 g tartilarak
iizerine fosfat tamponu eklenmesiyle hazirlandi. Farkli derisimlerdeki alanin ¢ozeltileri

stok ¢ozeltiden belli hacimlerde alinarak fosfat tamponuyla seyreltilerek hazirlandi.

Dopamin ¢ozeltisi: 0,1 M 5 mL stok dopamin ¢ozeltisi i¢in, kat1 dopaminden 0,095 g
tartilarak iizerine fosfat tamponu eklenmesiyle hazirlandi. Farkli derisimlerdeki dopamin
cozeltileri stok ¢oOzeltiden belli hacimlerde alinarak fosfat tamponuyla seyreltilerek

hazirlandi.

Toluidin Mavisi O ¢ozeltisi: 0,001 M 5 mL stok ¢ozeltisi, katt TBO’dan 0,0153 g tartilip

saf suda ¢oOziilerek hazirlandi.

Sodyum hidroksit ¢ozeltisi: 1,0 M 25 mL ¢ozeltisi, kati sodyum hidroksitten 1,01 g tartilip

saf suda ¢oziilerek hazirlandi.

Hidroklorik asit ¢ozeltisi: 1,0 M 25 mL ¢ozeltisi, derisik HCI’den 2,3 mL alinip olgiilii

balonda saf su ile seyreltilerek hazirlandu.

3.3. Platin Yiizeye Polipirol-polivinilsiilfonat (PPy-PVS) Filminin Kaplanmasi

Elektrot yiizeyinin temizlenmesi: Platin levhanin yiizeyi, kaplama isleminden once
mekanik, kimyasal ve elektrokimyasal olarak temizlendi. Oncelikle platin yiizeyi sifir
numara zimpara kagidi ile zimparalandi, daha sonra aleve tutuldu. 5’er dakikalik stirelerle
aseton, etil alkol, derisik HCI ve derisik nitrik asit i¢erisinde bekletildi. Saf su ile yikandi,
kurutuldu ve yiizeydeki su uzaklastirildi. Elektrot yiizeyi her kaplama isleminden 6nce bu
sekilde temizlendi [94].

Temizlenen Pt levha elektrodunun yiizeyi polipirol-polivinilsiilfonat film ile kaplandu.
Pirolin  elektropolimerlesmesi  ile  polipirol, elektrot yiizeyine  biriktirildi.

Elektropolimerlesmede {iglii elektrot sistemi kullanildi. Calisma elektrodu olarak platin
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levha (0,5 cm?), karsit elektrot olarak platin tel ve referans elektrot olarak Ag/AgCI
elektrot kullanildi. Polipirol-polivinilsiilfonat filminin elde edilmesi i¢in, piroliin hiicre igi
derigimi 0,1 M olacak sekilde 71 pL pirol, 2,5 mL polivinilsiilfonat (%25) ve 7,43 mL saf
su ilave edilerek toplam 10 mL’lik bir ¢ozelti hazirlandi. Temizlenen platin elektrot
hazirlanan ¢ozeltiye daldirildi ve ¢ozeltideki oksijeni uzaklastirmak amaciyla 10 dakika
argon gazi gegirildi. Elektropolimerizasyon islemi doniisiimlii voltametri teknigi ile 50
mV/s tarama hizinda -1,0V — +2,0V potansiyelleri arasinda yapildi [95,96]. Polipirol 2
cevrimden sonra elde edildi. Kaplama isleminden sonra elektrot yiizeyine baglanmayan
monomerler ve kirliliklerin arindirilmasi igin yiizey saf su ile yikandi. Boylelikle
platin/polipirol-polivinilsiilfonat (Pt/PPy-PVS) elektrot hazirlandi. Elektrot, ¢alismalarda

kullanilmak tizere tampon ¢ozelti igerisinde bekletildi.
3.4. Enzim Elektrodunun Hazirlanmasi

Bolim 3.3’de anlatildigi gibi hazirlanan Pt/PPy-PVS elektrodunun yiizeyi saf su ile
yikandiktan sonra, 1,0x10° M TBO ¢ozeltisinden elektrodun her iki yiizeyine 25’er pL
damlatildi ve kurutuldu. Kuruyan elektrodun her iki yiizeyine de 45 pL, % 2,5’luk
Glutaraldehit (GA), 1 mg BSA, 50 uL pH 7,0 fosfat tamponu ve 50 pL kolin oksidaz
enzimi iceren ¢Ozeltiden esit miktarda ilave edilerek kuruyana kadar bekletildi. Kuruyan
enzim elektrodu saf su ile yikanip tampon ¢ozeltide bir siire bekletildi. Enzim elektrot

kullanilmadig1 zamanlarda buzdolabinda +4 °C‘de fosfat tamponunda saklandh.
3.5. Cahiyma Potansiyelinin Belirlenmesi

Bolim 3.3°de anlatildigi gibi hazirlanan Pt/PPy-PVS calisma elektrodu 9 mL tampon
cozeltisi ve 1 mL 1 M destek elektrolit (NaCl) bulunan ¢ozeltiye daldirildi ve doniistimlii
voltametri (CV) yontemi ile -400 mV- +400 mV potansiyelleri arasinda 60 gevrim
yapilarak dengeye getirildi. Elektrot dengeye geldikten sonra hiicre i¢i derigimi sirayla
1,OX10'3 M ve 1,0x102 M olacak sekilde medyator (TBO) eklendi ve CV yontemi ile
300 - (-400) mV potansiyelleri arasinda TBO’nun yiikseltgenme piki tespit edildi. Elde
edilen yiikseltgenme pikinden ¢alisma potansiyeli belirlendi (Sekil 4.2).
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3.6. Medyator ve Hidrojen Peroksit Etkilesiminin Belirlenmesi

Boliim 3.3’de anlatildigi gibi hazirlanan Pt/PPy-PVS c¢alisma elektrodu 9 mL tampon
cozeltisi 1 mL 1 M destek elektrolit (NaCl) bulunan ¢6zeltiye daldirilarak -0,23 V sabit
potansiyelde dengeye getirildi ve denge akimi kaydedildi. Hiicreye, hiicre i¢i derisimi
1,0x10° M olacak sekilde medyatér ilave edildi. Medyator ilavesinden itibaren 200 saniye
sonra difiizyon akimi okundu. Daha sonra 1,OX10'5 - 1,OX10'3 arasinda artan hidrojen
peroksit derisimlerindeki akim degisimleri incelendi. Her ilave sonunda hiicre igerisi 900 s
karistirilip, karistirmanin bitiminden itibaren 200 s sonra difiizyon akimi 6lgiildii. Okunan
akimlar ile denge akimi arasindaki farklar alinarak her bir derisim i¢in Ai degerleri

hesaplandi ve kaydedilerek grafige gecirildi (Sekil 4.3).
3.7. Serbest Enzimin ve Immobilize Enzimin Koline Duyarhliginin Belirlenmesi

Boliim 3.3°de anlatildig: gibi hazirlanan Pt/PPy-PVS ¢alisma elektrodu 8,950 mL tampon
¢ozeltisi, 1 mL 1 M destek elektrolit (NaCl) bulunan ¢ozeltiye daldirilarak -0,23 V sabit
potansiyelde dengeye getirildi. Daha sonra 50 pL kolin oksidaz enzimi ¢ozeltiye eklendi ve
enzimin bulundugu ortamda elektrodun dengeye gelmesi beklendi, denge akimi kaydedildi.
Hiicre i¢i derisimi 1,0 x 10° mM — 5,0x10° mM arasinda artan kolin ilaveleri yapildi. Her
kolin ilavesinden sonra tepkimenin tamamlanabilmesi i¢in 900 s karistirildi. Karigtirmanin
bitiminden itibaren 200 s sonra difiizyon akimi okundu. Elde edilen Ai degerleri grafige
gecirildi (Sekil 4.4).

Boliim 3.4’de belirtildigi gibi hazirlanan enzim elektrodu 9,0 mL tampon ¢ozeltisi, 1 mL
1 M NaCl igeren ¢ozeltiye daldirilarak -0,23 V sabit potansiyelde dengeye getirildikten
sonra 1,0 x 10° mM - 5,0x10”° mM arasinda artan kolin derigimleri ile enzim elektrodun

verdigi anodik cevap akimlar grafige gegirildi (Sekil 4.4).
3.8. Gluteraldehit Miktarimin Enzim Elektrodun Cevabi Uzerine Etkisi

Literatiir arastirmalarindan c¢apraz baglayici reaktif olarak kullanilan gluteraldehitin bazi
enzimlerin katalitik merkezlerine baglanip onlari inhibe ettigi bilgisi dikkate alinarak,
immobilizasyon islemi sirasinda kullanilan glutaraldehit miktar1 degistirilip enzim

elektrodun cevap akimlar1 karsilastirildi. Bu amagla bolim 3.4’de anlatildigi gibi
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hazirlanan; enzim, BSA ve glutaraldehit igeren ¢ozeltideki gluteraldehit miktar1 sirasiyla
kiitlece %0,33, %0,58, %0,78 ve %0,94 olacak sekilde hazirlanip aym islemler tekrar
edildi.

Hazirlanan enzim elektrotlart 9,0 mL tampon ¢ozeltisi, 1 mL 1M destek elektrolit i¢eren
¢ozeltiye daldirilarak -0,23 V sabit potansiyelde dengeye getirildi. Daha sonra 1,0 x 107
mM - 5,0x10* mM arasinda artan kolin hiicre i¢i derisimlerinde enzim elektrodun verdigi
anodik akim degerleri ile denge akimi arasindaki farklar alinarak Ai degerleri hesaplandi.
Elde edilen sonuglar birlikte, artan kolin derisimlerine karsi Ai grafigine gecirilerek
karsilastirilmalart yapildi. Enzim elektrodun en iyi aktivite gosterdigi gluteraldehit miktari

bulundu (Sekil 4.5).

3.9. Enzim Elektrodunun En Iyi Cahsma Kosullarinin Belirlenmesi

Enzim elektrodun en iyi ¢alisma kosullarinin belirlenmesi i¢in, pH nin etkisi, sicakligin
etkisi, substrat derisiminin etkisi, enzim elektrodunun tekrar kullanilabilirligi ve raf

Omriiniin belirlenmesi ¢aligildi.

3.9.1. pH’nin etkisi

Bolim 3.4°de belirtildigi gibi hazirlanan ve sabit potansiyelde dengeye getirilen
elektrodun amperometrik cevap akimi tizerine pH’nin etkisini incelemek i¢in pH’s1 6,0;
7,0; 8,0 olan 0,1 M fosfat tamponlar1 ve pH’s1 9,0 ve 10,0 olan glisin tamponlari

hazirlandi.

pH degeri 6,0 olan tampon ¢6zeltisinden bir hiicre igerisine 9 mL ve hiicre i¢i derisimi
0,1 M olacak sekilde 1 M sodyumkloriir ¢ozeltisinden 1 mL ilave edildi. Bu ¢ozeltide
enzim elektrot, -0,23 V sabit potansiyelde dengeye getirildi ve denge akimi kaydedildi.
Daha sonra hiicreye pH degeri 6,0 olan tampon ¢6zeltisiyle hazirlanan kolin ¢ozeltisinden
hiicre i¢i kolin derisimi 5,0x10° mM olacak sekilde eklendi. Cézelti 900 s karistirild ve
200 s sonra okunan akim kaydedildi. Daha sonra denge akimu ile farki alinarak pH = 6,0

icin Ai degeri hesaplandi.
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Ayni islemler pH degeri 7,0; 8,0; 9,0 ve 10,0 olan fosfat ve glisin tamponlari igin tekrar
edildi. Her bir pH’ya kars1 Ai degeri grafige gecirildi. Grafikten immobilize enzimin en
iyi aktivite gosterdigi pH degeri belirlendi (Sekil 4.6).

3.9.2. Sicakhgin etkisi

Bolim 3.4°de anlatildigi gibi hazirlanan ve sabit potansiyelde dengeye getirilen
biyosensoriin amperometrik cevap akimi tizerine sicaklik etkisinin incelemesi igin
biyosensoriin amperometrik cevabi alti farkli sicaklik degerinde Olgiildi. Hiicre igine
pH’st 7,0 olan 9 mL fosfat tamponu ve hiicre i¢i derisimi 0,1 M olacak sekilde 1 M
sodyumkloriir ¢ozeltisinden 1 mL ilave edildi. Grant W14 marka termostatli dolasimli su
banyosu kullanilarak hiicre igindeki ¢dzeltinin sicakligi 20 °C olarak ayarlandi. -0,23 V
sabit potansiyelde dengeye getirildi ve denge akimi kaydedildi. Daha sonra hiicre igi
derisimi 5,0x10™> mM olacak sekilde kolin ¢ozeltisi ilave edildi. Cozelti 900 s karistirildi,
200 s sonra akim degerleri okundu ve denge akimui ile farki alinarak 20 °C igin bir Ai
degeri hesaplandi. Ayn1 islemler 30 °C, 40 °C ve 50 °C sicakhklar igin tekrarlanip her
bir sicaklik i¢in Ai degeri hesaplandi ve sicakliga karsi Ai grafigi ¢izilerek enzim

elektrodun en iyi aktivite gosterdigi sicaklik degeri bulundu (Sekil 4.7).

3.9.3. Substrat derisiminin etkisi

Boliim 3.4’de belirtildigi gibi hazirlanan enzim elektrot; pH’s1 7,0 olan 0,1 M 9 mL fosfat
tamponu ve hiicre i¢i derisimi 0,1 M olacak sekilde 1 M sodyum kloriirden 1 mL bulunan
¢ozeltiye daldirildi. -0,23 V sabit potansiyelde dengeye getirildi ve denge akimi
kaydedildi. Dengeye getirildikten sonra 1,0x10° — 3,5x10"> mM derisim araliginda kolin
ilaveleri yapildi. Her kolin ilavesinden sonra ¢ozelti 900 s karistirildi ve 200 s sonundaki
akim degeri okundu. Okunan akim degeri ile denge akimi arasindaki farklar alinarak her
bir kolin derisimi i¢in Ai degerleri hesaplandi. Artan kolin derisimlerine kars1 Ai grafigi
cizildi (Michaelis-Menten egrisi) (Sekil 4.8). Cizilen bu grafikten yararlanilarak
biyosensoriin ¢alisma araligi ve tayin smiri belirlendi (Sekil 4.10). Ayrica elde edilen
verilerden Lineweaver-burk grafigi ¢izildi (Sekil 4.9) ve bu grafikten yararlanarak kolin

oksidaz enzimine 6zgii olan Kyi(gszienen) V€ Imak(gszieneny degerleri belirlendi.
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3.9.4. Raf 6mrii

Bolim 3.4°de anlatildigi gibi hazirlanan enzim elektrodun raf émriiniin belirlenebilmesi
amaciyla 63 giin boyunca farkli zaman araliklarinda 6l¢iimler alind1 ve elektrodun ilk giin
verdigi cevap ile son giin verdigi cevap Karsilastirildi. Bu amagla pH’s1 7,0 olan 0,1 M 9
mL fosfat tamponu ve hiicre i¢i derisimi 0,1 M olacak sekilde 1 M sodyum kloriirden 1
mL bulunan ¢6zelti hazirlandi. Hiicreye daldirilan enzim elektrot -0,23 V sabit
potansiyelde dengeye getirildi ve denge akimi kaydedildi. Elektrot dengeye geldikten
sonra ¢ozeltiye hiicre i¢i derisimi 1,0x10™* mM olacak sekilde kolin ilave edildi ve 900 s
karistirilarak 200 s sonundaki difiizyon akimi okundu. Olgiim islemi tamamlanmis olan
enzim elektrot, + 4 °C’ de ayarlanan buzdolabinda bir sonraki l¢iim islemine kadar
tampon ¢ozelti igerisinde bekletildi. Ayni1 islemler her 6l¢iim i¢in tekrarlandi. Elde edilen

Ai degerleri grafige gecirildi (Sekil 4.11).

3.9.5. Tekrarlanabilirlik

Bolim 3.4’de belirtildigi gibi hazirlanan ve her 6l¢iimde -0,23 V sabit potansiyelde
dengeye getirilen enzim elektrodun optimum sartlarda tekrar kullanilabilirligini
belirlemek igin 1,0x10* mM derisiminde kolin ¢ozeltileri ile arka arkaya Ol¢iimler
yapildi. Her Ol¢iim i¢in denge akimi ile Olglilen akim arasindaki farktan Ai degeri
belirlenen toplam 15 6l¢iim alindi. Olgiim sayisina kars1 Ai degerleri grafige gegirildi ve

elektrodun tekrarlanabilir sonuglar verdigi belirlendi (Sekil 4.12).

3.10. Biyosensor Uzerine Girisim Yapan Maddeler

Olciim ortaminda bulunabilecek bazi maddelerin hazirlanan enzim elektrodun cevabina
etkileri incelendi. Bu ¢alismada kolin ve girisim yapan tiirlerin derisimleri kanda bulunan

miktarlarinin 100 kat seyreltilmis haliyle alind1.

Boliim 3.4°deki gibi hazirlanan enzim elektrodu, igerisinde 9 mL 0,1 M fosfat tamponu
ve 1 mL 1,0 M NaCl bulunan, toplam 10 mL’lik hiicrede, -0,23 V elektrot potansiyelinde
dengeye getirilerek denge akimi kaydedildi. Elektrot dengeye getirildikten sonra hiicreye
derisimi 1,5x10™ mM olacak sekilde kolin ilavesi yapildi. Cézelti 900 s karistirildi ve 200

s sonundaki akim okundu. Daha sonra 1,0x10* mM kolinin verdigi cevap akimi, denge
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akimi ile okunan akim arasindaki fark alinarak kaydedildi. Ayni ¢dzelti {izerine hiicre igi
derisimi 3,0x10° mM olacak sekilde iirik asit eklendi. Cozelti 900 s karstirildi ve 200 s
sonundaki akim okundu. Daha sonra denge akimi ile arasindaki fark alinarak; 1,5X10'4
mM kolin ve 3,0x10° mM iirik asitten elde edilen toplam cevap akimi kaydedildi. Bu
akimdan 1,0x10™ mM kolinin verdigi cevap akimi g¢ikarilarak 3,0x10° mM iirik asidin
sebep oldugu cevap akimi bulundu. Bulunan bu akim toplam cevap akimina oranlanarak
3,0x10° mM iirik asidin yiizde girisimi hesaplandi. Aymi islemler askorbik asit,
parasetemol, sistein, glukoz, alanin ve dopamin igin de tekrarlanarak yiizde girisimleri

hesaplandi. Hesaplanan yiizde girisimler Cizelge 4.1° de verilmistir.
3.11. Sentetik Kan Numunesinde Kolin Tayini

Bolim 3.4’de belirtildigi gibi hazirlandiktan sonra dengeye getirilen enzim elektrot ile
sentetik numunedeki kolin miktarininin belirlenmesi igin tglii elektrot sistemli
elektrokimyasal hiicre kullanildi. Hiicrede; hazirlanan enzim elektrot ¢alisma elektrodu
olarak, platin tel karsit elektrot olarak ve AQ/AQCI elektrot referans elektrot olarak
kullanildi. Elektrokimyasal hiicreye pH’ s1 7,0 olan 9 mL 0,1 M fosfat tamponu ¢ozeltisi
ve 1 M sodyum kloriir ¢6zeltisinden 1 mL eklendi.

Kanda belirli derisimlerde bulunmakta olan maddeleri iceren sentetik numune hazirlandi.
Hazirlanan ¢ozeltideki maddeler ve derigimleri soyledir; askorbik asit (1,0x102 mM), iirik
asit (3,0x102 mM), parasetamol (1,0x 102 mM), dopamin (1,0x10* mM), alanin
(5,0x10% mM) ve glukoz (5,0x10™ mM). Kolin derisimi 1,5x10° mM olarak sabit tutuldu.
Enzim elektrodun bulundugu hiicreye, 100 kat seyreltme olacak sekilde sentetik
numuneden ilave edildi. 900 s karistirtlarak 200 s sonraki difiizyon akimi 6lgiildii ve akim

degeri kaydedildi. Gerekli hesaplamalar yapilarak sentetik numunedeki kolin miktar1 tayin
edildi.






65

4. SONUCLAR VE TARTISMA

Calismamizda, elektrot yiizeyi ile enzimin aktif merkezi arasindaki elektron transferini
kolaylastirmak ve bdylece elektrot potansiyelini diistirerek; girisim yapabilen maddelerin
girisimlerini en disiik diizeye indirmek icin elektron transfer aracisi yani medyator

kullanilmustir.

Bu ¢alismada; kan, BOS ve bunun gibi farkli biyolojik sivilarda kolin tayini yapabilmek
amactyla yeni bir enzim elektrot gelistirildi. Enzim elektrot Pt yiizeyde piroliin
polivinilsiilfonat varliginda elektrokimyasal olarak polimerlesmesinden sonra medyator
olarak kullanilan TBO ve Kkolin oksidaz enziminin c¢apraz baglama yontemi ile
immobilize edilmesiyle hazirlandi. Kolinin oksijenli ortamda kolin oksidaz enzimi
araciligiyla reaksiyonu sonucunda betain ve hidrojen peroksit olusur. Olusan hidrojen
peroksit ortamdaki medyatorii indirger. Indirgenmis medyatoriin @ -0,23 V’da
elektrokimyasal olarak elektrot yiizeyinde ylikseltgenmesi sonucu kolin derisimiyle orantilt

anodik akimlar elde edilir. Bu da elektrodumuzun ¢alisma prensibini olusturur.

Kolin, kolin oksidaz ve TBO arasindaki reaksiyonlar Sekil 4.1’de verilmistir.

Hazirlanan kolin biyosensoriiniin en iyi ¢alisma kosullart arastirildi. Enzim elektrot i¢in

pH, sicaklik ve Ky gibi parametreler belirlendi.

H,0, ChO, 4 Betain

TBO, i Y o /
Kimyashl Tepkime | Biyvokimyasal Tepkime
1500 / / \ i
re- 0, ChO,y | Kolin

-0.23V

TBO,g

Pt/ Ppy-PVS
Elektrot

Sekil 4.1. Kolinin betaine ylikseltgenmesi sirasinda elektrot yiizeyinde gerceklesen
elektron aktarimlari
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4.1. Cahisma Potansiyelinin Belirlenmesi

Calisma potansiyelini belirlemek i¢in Boliim 3.3’de anlatildig1 gibi hazirlanan elektrodun
bulundugu hiicre igine artan miktarlarda TBO ilaveleri yapilarak 300 - (-400) mV arasinda
dontigiimlii voltametri teknigi ile TBO’nun yiikseltgenme piki tespit edildi. -0,23V’da
TBO’nun yiikseltgendigi goriildii ve bu potansiyel calisma potansiyeli olarak kabul
edildi (Sekil 4.2).

T S S
120 ]
:
;

40 :—

Current / uA

8.0

12.0 1 -
- b -3

160 ] 2 1. 1,0x10° M TBO|

12, 1,0x10°M TBO

200<||x||x
300 200 100 0 -100 -200 -300 -400

Potential / mV

Sekil 4.2. Toluidin mavisi O’nun doniisiimlii voltametri ile elde edilen yiikseltgenme
pikleri

4.2. Medyator ve Hidrojen Peroksit Etkilesiminin Belirlenmesi

Kolinin kolin oksidaz vasitasiyla betaine doniisiimii sirasinda reaksiyon iriinii olarak
hidrojen peroksit agiga ¢ikar ve ortamdaki Toluidin mavisi O’yu indirger. Hazirlanan
biyosensoriin temeli indirgenen TBO’nun elektrot yilizeyinde yiikseltgenmesine dayanir.
Bu sebeple Bolim 3.3’ de anlatildig1 gibi hazirlanan Pt / PPy — PVS elektrot iizerinde
medyatdr ve H,O; etkilesimi arastirildi, artan H,O, derisimine karsi elde edilen akim
farklar1 grafige gegirildi (Sekil 4.3). Elde edilen veriler sonucu medyatdriin hidrojen

peroksite kars1 duyarli oldugu goriildii.
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Sekil 4.3. Medyator ve hidrojen peroksit etkilesimi (0,1M pH 7,0 fosfat tamponu,
25°C, -0,23V)

4.3. Serbest Enzimin ve immobilize Enzimin Koline Duyarlihginin Belirlenmesi

Immobilize enzim bir kat1 destek iizerine sabitlendigi icin aktivitesinde serbest enzime
gore azalma olur. Bundan dolay1, serbest ve immobilize enzimler ile yapilan ¢alismalarda;
cevap akimlarindan serbest enzimin aktivitesinin immobilize enzime goére daha yiiksek
oldugu goriildi. Ancak korelasyon katsayilarina bakildiginda immobilize enzimin cevap

akimlarmin daha dogrusal oldugu goriildii (Sekil 4.4). Immobilize enzimin daha kararli

oldugu belirlendi.
35
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Sekil 4.4. Pt/ Ppy — PVS elektrodun ve enzim elektrodun koline kars1 duyarliligi (0,1M
pH 7,0 fosfat tamponu, 25°C, -0,23V)
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4.4. Gluteraldehit Miktarimn Enzim Elektrodun Cevabi Uzerine EtKisi

Capraz baglama yontemi enzim elektrotlarin hazirlanmasinda en fazla tercih edilen enzim
immobilizasyon yontemlerinden biridir. Yontemin uygulanabilirligi basit ve kolaydir.
Ayrica bu yontem, biyobilesen ve doniistiiriicti arasinda gii¢lii kimyasal baglanma saglar.
Ancak c¢apraz baglama boyunca enzimin aktif bolgesinde meydana gelen kimyasal

degisimlerden dolayi aktivite kaybina da neden olmaktadir [97].

Gluteraldehit enzim molekiillerinin amin gruplart ile etkilesime girer ve baglanmay1
gerceklestirir. Ancak gluteraldehit kii¢iik bir molekiil oldugu i¢in sadece enzim yiizeyinde
bulunan amin gruplari ile degil, enzimin i¢ kisimlarindaki amin gruplari ile de etkilesime
girebilir. Sonugta enzimin ii¢ boyutlu yapisi1 ve dolayisiyla katalitik aktivitesi etkilenebilir,
ciinkii enzimin aktif bolgesi fazla capraz baglanma ile bloke olabilir [98]. Bu nedenle,
gluteraldehit ile ¢apraz baglama yonteminde gluteraldehit miktarinin aktiviteye etkisi

arastirildi.

Miktarlart kiitlece %0,33, %0,58, %0,78, %0,94’liikk gluteraldehit kullanilarak kolin
biyosensorleri hazirlandi ve -0,23 V’da TBO’nun yiikseltgenme akimlart 6l¢ciilerek kolin
derisimine kars1 cevap akimlart grafige gecirildi (Sekil 4.5). Grafik incelendiginde artan
%0,33, %0,58 ve %0,781lik gluteraldehit miktarlar: ile cevap akimlarinin arttigir goriildi.
%0,94°liik gluteraldehit kullanilarak hazirlanan biyosensoriin cevap akiminin azaldigi
goriildii. Elde edilen sonuglardan; %0,33 ve %0,58’lik gluteraldehitlerin yeterli etkilesim
icin miktarlarinin az geldigi ve %0,94’liik gluteraldehit miktarinin fazla gelmesinden
dolay1 asir1 baglanma oldugu ve enzimin aktivitesinde azalmaya sebep oldugu seklinde
yorum yapilabilir. En yiiksek cevap akimi %0,78’lik gluteraldehit ile elde edilmistir.
Bundan sonraki c¢aligmalarda bu miktarda gluteraldehit alinarak immobilizasyon

yapilmistir.
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Sekil 4.5. Gluteraldehit miktarinin biyosensor aktivitesine etkisi (0,1 M pH 7,0 fosfat
tamponu, 25°C, -0,23V)

4.5. Enzim Elektrodunun En Iyi Calisma Kosullarinin Belirlenmesi

4.5.1. pH etkisi

Enzimlerin aktivitelerini etkileyen en Onemli faktorlerden biri de pH’dir. Cilinki her
enzimin aktivitesini gosterdigi kendisine 6zel {i¢ boyutlu yapist vardir ve pH degisimi
enzimin ii¢ boyutlu yapisini da degistirebilir. Enzimin bulundugu c¢ozeltideki pH degisirse,
aktif bolgesindeki veya yan zincirlerdeki fonksiyonel gruplarin iyonlagmasina sebep olarak
aktivitede azalmaya veya artmaya neden olur. Enzimlerin maksimum derecede aktiviteye

sahip olduklar1 pH degerine optimum pH denir.

Boliim 3.4°deki gibi hazirlanan enzim elektroduna pH’nin etkisini belirlemek amaciyla,
6,0 — 10,0 arasinda degisen farkli pH’ lardaki fosfat ve glisin tamponlar1 kullanild.
Immobilize edilmis kolin oksidazin en iyi aktivite gosterdigi pH degeri 7,0 olarak
bulundu (Sekil 4.6).

Literatiirler incelendiginde kolin oksidaz enziminin en iyi aktivite gosterdigi pH
degerlerinin 8,0 [33], 7,4 [40], 7,8 [41], 8,0 [42], 7,4 [46] oldugu gorildi. Bu veriler

degerlendirildiginde yapmis oldugumuz ¢alisma sonucu elde edilen pH degerinin literatiir
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degerlerine yakin oldugu ancak kullanilan polimerin farkli olmasindan dolay: enzimin en

1yi aktivite gosterdigi pH degerinin farkl: oldugu goriildii.

Akim farki, Ai (1A)
4

Sekil 4.6. Enzim elektrodun cevabina pH’nin etkisi ( 25°C, -0,23V )

4.5.2. Sicaklik etkisi

Enzimlerin aktivitesini etkileyen faktorlerden biri de sicakliktir. Enzimler, tgiinciil yapiya
sahiptir. Belirli bir degere kadar sicaklik artislari genellikle enzimlerde artan aktiviteye
karsilik gelir. Ancak ¢ok yiiksek sicakliklarda iigiinciil yapmin bozulmasi ya da birbiri
izerine yigilmas: sebebiyle enzim etkisiz hale geger. Diisiik sicakliklar da enzimin
etkinligini azaltir ama yapisin1 bozmadigindan sicaklik eski haline dondiigiinde tekrar aktif

hale gelir.

Enzim elektrodun en iyi aktivite gosterdigi sicakligi belirlemek i¢in pH 7,0 olan fosfat
tamponu kullanild:; hiicre i¢i 5,0 x 10" mM sabit kolin derisimi ile sicakligin 20°C - 50°C
arasinda arttirllmasiyla elde edilen akim farklari grafige gecirildi (Sekil 4.7). Grafik
incelendiginde immobilize kolin oksidaz i¢in en iyi sicakhik degeri 30°C olarak
bulunmustur. Calisma kosullarinin kolay saglanmasi amaciyla daha sonraki ¢aligmalarda
25°C oda sicakliginda calisilmistir. Literatiirler incelendiginde kolin oksidaz enziminin en
iyi aktivite gosterdigi sicaklik degerlerinin 35 °C [34], 25 °C [42] ve 30 °C [46] oldugu

gorildi.
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Sekil 4.7. Enzim elektrodun cevabina sicakligin etkisi (0,1M pH 7,0 fosfat tamponu,
-0,23V)

4.5.3. Substrat derisiminin etkisi

Calisma potansiyeli, enzim derigsimi, sicaklik ve pH degerlerinin sabit oldugu bir ortamda
enzimatik reaksiyon hizi, substrat derisiminin arttirtlmasiyla baslangigta dogrusal bir artis
gosterir.  Substrat derisimi arttirllmaya devam edildiginde once dogrusalliktan saparak
tepkime hiz1 artar ve daha sonra hiz enzimin aktif merkezinin doymasindan dolay1 belirli

bir diizeyde sabit kalir.

Immobilize kolin oksidaz icin -0,23 V sabit potansiyelde enzim substratina doyuncaya kadar
ilaveler yapildi. Elde edilen veriler ile Michaelis - Menten (Sekil 4.8) ve Lineweaver-Burk
(Sekil 4.9) grafikleri cizilerek Kmeesz) V€ Imakeszy degerleri hesaplandi. Enzim elektrodun,
1,0x10° — 3,5x10° mM degerleri arasinda artan hiicre i¢i kolin derisimlerinde cevap akimlarinin
6nce dogrusal olarak arrtign goriildii. 2,0x10° mM kolin miktarindan sonra tepkime hizi

sabitlendi yani enzimin substrata doydugu goriildii.
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Sekil 4.8. Enzim elektrot icin Michaelis - Menten grafigi (0,1M pH 7,0 fosfat tamponu,
25°C, -0,23V )

Michaelis - Menten egrisi hiperbolik bir egri oldugundan dolayr Kyiegs,) Ve Imaxes.) degerleri
dogru bir sekilde bulunamaz. Bundan dolayr Michaelis - Menten esitliginin her iki tarafimin da
tersi alinarak yeni bir esitlik ve dogrusal olan bir grafik elde edilir. Bu grafikten ekstrapolasyonla
Imax(esz) VEIVEYA Vimaxeiz) V& Kz degerleri elde edilir. immobilize kolin oksidaz igin

Lineweaver — Burk grafigi Sekil 4.9’da verilmistir.
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Sekil 4.9. Enzim elektrot i¢in Lineweaver — Burk grafigi (0,1M pH 7,0 fosfat tamponu,
25°C, -0,23V )



73

Cizilen grafikler ile birlikte yapilan hesaplamalardan immobilize edilmis kolin oksidaz igin
Koz degeri 1,19x10° MM, e degeri ise 14,92 pA olarak bulunmustur. Bulunan Ky
degerleri literatir degeleri ile karsilastinldiginda, 228 upuM [33], 0,89 mM [40],
(0,083+0,001)x10 M [46] ve 9,7x10° M [49], PPy-PVS film kullamilmasiyla birlikte

enzimin substratina olan ilgisinin oldukga arttig1 goriildi.

Polipiroliin kolay polimerize olmasi, mebran olusum kolaylig1 ve yiiksek iletkenlik gibi ¢ok iy1
ozellikleri bulunmaktadir [94]. Bu c¢alismada PPy iletken polimeri PVS ile doplanmustir.
Literatiirde, iletken polimerlerin para-toluen siilfonat, polistiren siilfonat, polivinil siilfonat (PVS)
gibi biiyik polimerik anyonlar ile birlikte kullanildiginda c¢evresel kararlilign,
biyo-uyumlulugun ve iletkenligin arttirildigi belirtilmektedir. Bu tipteki dopantlar indirgenme
islemi boyunca yiik nétralligini korumaya yardimei olur [95,99]. PPy-PVS polimerinin bu

ozelliklerinden, diisiik tayin alt sinirnin gézlenmesinde de etkili oldugu diisiiniilmektedir.
4.5.4. Enzim elektrot i¢in kalibrasyon grafiginin cizilmesi

Enzim elektrodun artan kolin derisimine karsi artan akim degerleri verileri dogrusal aralik
kalibrasyon bolgesi olarak segilir. Segilen bu bolgelere dayanarak kolin oksidaz enziminin
kalibrasyon bolgesinin ¢ok diisiik derisimlerde oldugu yani enzim elektrot ile ¢ok diisiik
derisimlerde bile kolin tayini yapilabilecegi goriildii (Sekil 4.10). Cizilen grafikten yola ¢ikarak
Pt/PPy — PV/S— ChOX(TBO) enzim elektrodunun en diisiik tayin s 1,0x10° mM, en yiiksek tayin
sinurt ise 2,0x10° mM olarak bulundu. Biyosensériin cevap siiresi 200 s olarak belirlendi. Elektrodun
calisma aralig 1,0x10° — 2,0x10° mM olarak bulundu. Cahismada diisik tayin alt smurmnmn

gozlenmesinin PPy-PVS polimerlerine bagl oldugu diisiiniiliir.
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Sekil 4.10. Kolin biyosensorii kalibrasyon grafigi (0,1M pH 7,0 fosfat tamponu, 25°C, -0,23V )

4.5.5. Raf omrii

Bolim 3.4’de anlatildigi gibi hazirlanan elektrot ile belirli zaman araliklarinda bolim
3.9.4° te belirtildigi sekilde olgiimler alindi. Hiicre ici derisimi 5,0 x 10° mM olacak
sekilde kolin ilaveleri yapilip, 63 giin boyunca belirli araliklarda elde edilen akim fark:
degerleri grafige gegirildi (Sekil 4.11). Elde edilen veriler degerlendirildiginde elektrodun
% 44,3 oraninda aktivitesini kaybettigi, % 55,7' sini korudugu goriilmektedir.

Enzimler mikrobiyal lireme vb. sebeplerden dolayr zamanla aktivitesini kaybeder. Bu
sebeple kolin oksidaz ¢ozeltisi kullanilmadigi durumlarda dondurucuda saklanmalidir.
Diger yandan enzimlerin aktif merkezlerinde zamanla bozulmalar meydana gelebilmesi
nedeniyle immobilize kolin oksidaz zaman gegtikge elektrot yiizeyinden ayrilarak
saklandig1 fosfat tamponunun igerisine gecis yapabilir. Ancak polimerin koruyucu

etkisinden dolay1 immobilize kolin oksidaz i¢in raf dmrii uzun stirmiistiir.
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Sekil 4.11. Enzim elektrodun raf 6mrii (0,1M pH 7,0 fosfat tamponu, 25°C, -0,23V )

4.5.6. Tekrarlanabilirlik

Boliim 3.4 te belirtildigi gibi hazirlanan Pt/PPy — PVS — ChOx(TBO) elektrodu igin tekrar
kullamlabilirlik 6l¢iildii. Bu amagla hiicre i¢i 1,0x10* mM kolin ilaveleri yapilarak arka
arkaya 15 6l¢iim alindi. Olgiim sayisina kars1 akim farklar: grafige gecirildi (Sekil 4.12).
15 6l¢tim sonunda ise tekrarlanabilirlikte bagil standart sapma % 2,64 olarak bulundu. Bu

da enzim elektrodun tekrarlanabilirliginin yiiksek oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.12. Elektrodun tekrar kullanilabilirliginin incelenmesi (0,1 M pH 7,0 fosfat
tamponu, 25°C, -0,23V)
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4.6. Biyosensor Uzerine Girisim Yapan Maddeler

Tayin yapilacak olan ortamda bulunan bazi elektroaktif tiirlerin g¢alisilan potansiyelde
indirgenip/yiikseltgenmesiyle bozucu etki yaratabilmektedir. Medyatér kullanilarak
calisma potansiyelinin disiirilmesi veya ¢alsilacak numunenin seyreltilmesi ile
elektroaktif tiirlerin bozucu etkisi azaltilabilir veya ortadan kaldirilabilir. Calismamizda
medyator kullanildiginda girisim etkisi yliksek olan parasetamol ve firik asit gibi
maddelerin girisim etkilerinin olduk¢a diisiiriildiigii goriildii. Bolim 3.10’da anlatildig:
gibi girisim yapan maddelerin etkisi belirlendi (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Biyosensér iizerine (1,5x10™ mM kolin derisiminde) girisim yapan maddeler

ve etkileri
Hiicre i¢i Kolin Hiicre i¢i

Girisim Yapan Madde Derisimi(pM) Derisimi(pM) % Girisim
Askorbik Asit 1,0 0,15 12,4
Parasetamol 1,0 0,15 2,8
Sistein 1,0 0,15 0,6
Glukoz 50,0 0,15 3,9
Alanin 50 0,15 Girisim Yok
Dopamin 0,1 0,15 1,7
Urik Asit 3,0 0,15 4,1

4.7. Sentetik Numunede Kolin Tayini

Bolim 3.11°deki gibi biyosensoriin  sentetik numunedeki davranist arastirildi  ve
kalibrasyon grafigi kullanilarak (Sekil 4.10) gerekli hesaplamalar yapilip sonuglar

incelendi. Boylece biyosensoriin tayinleri ne kadar dogru yaptig: arastirildi.

Sentetik kandaki kolinin hiicre i¢i derisimi 1,5 x 10° mM olarak alindi. 3 denemeden
sonra hazirlanmis olan kalibrasyon grafigi kullanilarak yapilan hesaplamalar sonucu
sentetik numunede kolin degeri (1,920,04)x10"> mM olarak bulundu.
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4.8. Sonuc¢
Hazirlanan kolin duyarl: biyosensoriin;

-Tayin st 1,0 x 10°® mM olarak belirlendi ve literatiir cahismalar: ile bu deger
kiyaslandiginda biyosensoriimiiziin ¢ok daha diisiik bir tayin sinirina sahip oldugu
soylenebilir. Bu da ¢ok diisiik derisimlerde bile kolin tayini yapilabilecegini

gostermektedir.

-Elektrodun dogrusal ¢alisma araligi (1,0x10° - 2,0x10° mM) dar fakat gok kiigiik
derigimlerde bile tayin yapma firsati vermektedir. Ayrica biyosensor kabul edilebilir bir

cevap siiresine sahiptir (200 s).

-15 6l¢tim sonunda sabit kolin derisiminde biyosensoriin akim cevaplarinin bagil standart
sapmasmin % 2,64 oldugu gorildi. Bu verilere gore biyosensériimiiziin yiiksek bir

tekrarlanabilirlige sahip oldugunu soyleyebiliriz.

- Enzim elektrodumuzun 63 giiniin sonunda baslangigtaki amperometrik cevabinin % 55,7’
sini korudugu goriildii. Bu sonuglara gore kullandigimiz PPy-PVS filmin enzim

kararliligini oldukga arttirdigini séyleyebiliriz.

-Kolin oksidaz immobilize edilerek hazirlanan enzim elektrot sistemi icin Kwmgszlenen)
degeri 1,19x10™ MM Ve lmax (gszlenen) degeri ise 14,92 pA/dk olarak bulundu. Literatiirler ile
kiyaslandiginda biyosensorimiizdeki enzimin ¢ok daha disiik bir Ky degerine sahip
oldugu goriildii. Bu degerin diigiikk olmasi, PPy-PVS filmin kullanilmasiyla birlikte kolin

oksidaz enziminin substrati olan koline kars1 ilgisinin oldukga arttigini gostermektedir.
-Enzim elektrot sistemi i¢in optimum pH degeri 7,0 olarak belirlendi.

- Enzim elektrot sistemi i¢in optimum sicaklik degeri 30 °C olarak bulundu.

- Girigim etkisi biyosensorler igin ¢gok dnemli bir sorundur. Calismamizda medyator (TBO)

kullanilarak ¢aligma potansiyeli -0,23V’a diisiiriildii. Boylece girisim etkisi yiiksek olan

parasetamol ve iirik asit gibi maddelerin girisim etkilerinin olduk¢a diistiriildiigii gorildii.
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-Sonug olarak tasarladigimiz biyosensor; diisiik tayin sinirina, diisiik cevap siiresine, 1yi bir
tekrarlanabilirlige ve uzun bir raf émriine sahiptir. Kiiciikk Ky degeri ile enzimin substrata
kars1 ilgisi oldukca fazladir. Ayrica biyosensorler i¢in ¢ok dnemli bir sorun olan girisim

yapan maddelerin etkisi oldukc¢a azdir.

Cizelge 4.2. Literatiirdeki kolin biyosensorleri ile bu ¢alismada hazirlanan biyosensoriin
Karsilagtirilmasi

Calisma Dogrusal ~ Immobilizasyon Optimum Optimum K

Cahsma — ponsini  Aralik Teknigi pH  Sicakhk ' m  Referans
I 1 1 1 1 1 1 1 1
MWCNT H,0,, °
Eilm +0.16 V 5-100 uM Tutuklama 7,4 35°C - [45]
EACC Cok  Frusya
. Mavisi, 0,5- 100 uM Adsorpsiyon 7,4 30°C 0,83+0,1uM  [46]
Katmanli Film
o0V
HRP/CPE ~ Femoazin, oo o6 M CaprazBaglama 7.4 37°C - [9]
0,0 mV
Ni-PB/BG Prusya
Nanokompozit Mavisi, 0,45- 100 uM = Capraz Baglama 7,4 - 97 uM [49]
Film -0,05 Vv
. HO,, 0,1-1 uM ve
2 2 0 o
PPy/PVS Film 103V 0,01- 1 mM Tutuklama 9,0 60°C 0,558 uM [39]
H HZOZI I~ o
PPy/pTS Film +0.3V 1-100 pM  Capraz Baglama 9,5 65°C 1355uM [100]
Toluidin

PPy/PVS Film Mavisi O, 0,01-0,02 uM Capraz Baglama 7,0 30°C 0,019 uM =
-0.23V Calisma
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