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Bu calismada, polivinilferrosen(PVF) ile modifiye edilmis Pt elektrot kullanilarak bes yeni
ksantin biyosensorii tanimlandi. Pt elektrot yiizeyinin PVF kaplanmasi iki farkli metot ile yapildi. Birinci
metotda, PVF modifiye elektrodu Pt elektrodunun metilen kloriir i¢erisindeki PVF ¢ozeltisine belirli bir
sire daldirilmast ve sonra ¢dziiciiniin buharlastirilmasiyla hazirlandi. Ikinci metotda ise,
polivinilferrosenyum perklorat (PVF'ClO,”) modifiye elektrodu 0,10 M tetrabutilamonyumperklorat
iceren metilen kloriirdeki PVF ¢o6zeltisinde 0,70 V (Ag/AgCl karst) da elektrokimyasal ylikseltgenmesiyle
hazirlandi.

Calismanin ilk boliimiinde, birinci metot kullanilarak, polivinilferrosen(PVF) kapli Pt elektrot
yiizeyine, PVF kapli film iizerine altin biriktirilmesiyle hazirlanan Pt elektrot yiizeyine ve PVF kapli film
tizerine platin biriktirilmesiyle hazirlanan Pt elektrot yilizeyine ksantin oksidaz immobilize edilmis ve bu
elektrotlar sirastyla PVF-XO, PVF-Au-XO ve PVF-Pt-XO olarak adlandirtlmistir.

Calismanin diger béliimiinde ise, ikinci metot kullamlarak, PVF'CIO,” kapli Pt elektrot yiizeyine
ve PVF'CIO,” kapl film {izerine platinin elektrokimyasal biriktirmesiyle hazirlanan Pt elektrot yiizeyine
ksantin oksidaz immobilize edilmis ve bu elektrotlar PVF X0~ ve PVF'XO™-Pt olarak adlandirilmistir.

Enzim elektrotlarinin amperometrik cevaplari enzimatik reaksiyon sonucunda olusan H,0,’in
sabit potansiyelde yiikseltgenmesine dayanarak Olciilmiistiir. Enzim elektrotlarinin cevabi iizerine
uygulama potansiyelinin, polimer film kalinliginmn, immobilize olan enzim miktarinin, enzim
immoilizasyon siiresinin, pH’m, sicaklifin, ksantin konsantrasyonunun etkisi ile altin ve platin
taneciklerinin elektrokimyasal yiikseltgenmede elektrokatalitik etkileri arastirilmustir. Ayrica, enzim
elektrotlarmin dogrusal ¢alisma araligi, gozlenebilme siniri, kararlilik, goriiniir Michaelis-Menten sabiti
ve aktivasyon enerjisi gibi performans parametreleri de aragtirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Ksantin, Ksantin Oksidaz, Polivinilferosen, Amperometrik Biyosensor,
Elektrokimyasal platin biriktirme, Kimyasal altin biriktirme, Kimyasal platin biriktirme.
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ABSTRACT
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DEVELOPMENT OF AMPEROMETRIC ENZYME ELECTRODES FOR
XANTHINE DETERMINATION

Salih Zeki BAS

THE GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE OF
SELCUK UNIVERSITY
DOCTOR OF PHILOSOPHY IN CHEMISTRY

Advisor: Prof. Dr. Salih YILDIZ
2011, 148 Pages

Jury
Prof. Dr. Salih YILDIZ
Prof. Dr. Handan GULCE
Prof. Dr. Kadir PEKMEZ
Prof. Dr. Mustafa ERSOZ
Yrd. Do¢. Dr. Haluk BINGOL

In this study, five novel xanthine biosensors were described by using polyvinylferrocene (PVF)
modified Pt electrodes. PVF coating of Pt electrode surfaces was performed in two different methods. In
the first method, PVF modified electrode was prepared by immersing Pt electrode in a solution of PVF
in methylene chloride for a certain time period and then, by vaporizing the solvent. In the second method,
polyvinylferrocenium perchlorate (PVF'ClO4”) modified electrode was prepared by electrooxidizing
PVF at 0.70 V versus Ag/AgCl in a methylene chloride solution containing 0.10 M tetrabutylammonium
perchlorate.

In the first part of the study, by using the first method, xanthine oxidase was immobilized on the
surface of polyvinylferrocene coated Pt electrode, gold deposited PVF coated Pt electrode and platinium
deposited PVF coated Pt electrode and these electrodes were called as PVF-XO, PVF-Au-XO and PVF-
Pt-XO, respectively.

In the other part of the study, by using the second method, xanthine oxidase was immobilized on
the surface of PVF'CIO4 coated Pt electrode and platinum electrodeposited PVF'CIO4~ coated Pt
electrode and these electrodes were called as PVF'XO™ and PVF"XO™-Pt, respectively.

The amperometric responses of the enzyme electrodes were measured at constant potential
versus Ag/AgCl, which was due to the electrooxidation of enzymatically produced H,O,. The effects of
applied potential, the thickness of polymeric film, the amount of the immobilized enzyme, the
immobilization time of the enzyme, pH, temperature, xanthine concentrations on the responses of the
enzyme electrodes and the electrocatalytic effects of gold and platinum particles on the enzymatic
electrooxidation were investigated. Also, the performance parameters of the enzyme electrodes such as
the linear working range, the detection limit, the apperent Michaelis-Menten constant, the activation
energy were investigated.

Keywords: Xanthine, Xanthine Oxidase, Polyvinylferrocene, Amperometric Biosensor,
Platinum electrodeposition, Gold deposition, Platinum deposition.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

A : elektrot alanm

C : substrat konsantrasyonu

Cyiik : yiikseltgenmis tiirlerin konsantrasyonu

Cind : indirgenmis tiirlerin konsantrasyonu

D . diflizyon katsayisi

Cs : analitin baglangi¢ konsantrasyonu

Cm : gozlenebilme sinir1

Epc : katodik pik potansiyeli

Epa : anodik pik potansiyeli

Eip : voltametrik yar1 dalga potansiyeli

F : Faraday sabiti, 96485 C

AG : Gibbs serbest enerjisi

i : akim

Linax : maksimum akim degeri

Ipc : katodik pik akimi

Ipa : anodik pik akimi

J : substratin diflizyon akis1

k : elektron transfer hizi

ki : enzim ile susbtrat arasindaki reaksiyonun ileri yondeki hiz sabiti
k : enzim ile susbtrat arasindaki reaksiyonun geri yondeki hiz sabiti
k> : enzim-susbtrat kompleksinde iiriin olusumuna ait ileri yondeki hiz sabiti
ko : enzim-susbtrat kompleksinde iirlin olusumuna ait ileri yondeki hiz sabiti
ket : elektron transferine ait hiz sabiti

K : balik tazeliginde kullanilan kalite standart degeri

Km : Michaelis-Menten sabiti

Kmapp  : goriiniir Michaelis-Menten sabiti

n : elektron sayis1

N : elektroliz olan maddenin mol say1s1
! : zaman

Rsp : kendiliginden degisme hizi



: analitik sinyal

: ortalama tanik sinyali

: tan1Z1n standart sapmast

: reaksiyon hizi

: maksimum hiz

: tanecigin geometrisindeki degisim enerjisi
: elektrik yiikii

: enzim konsantrasyonu

: substrat konsantrasyonu

: enzim-substrat kompleks konsantrasyonu
: enzim baslangi¢ konsantrasyonu

: inosin konsantrasyonu

: hipoksantin konsantrasyonu

: inosin monofosfat konsantrasyonu
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1. GIRIS

Giliniimiizde biyoteknoloji, biyokimya, tip ve eczacilik alanlarindaki gelismeler
enzimler, proteinler, hormonlar, niikleik asitler gibi biyomolekiillerin bu alanlardaki
teknolojilerde kullanimini attirmaktadir. Biyomolekiillerin bu alanlardaki kullaniminda
en O6nemli husus iriinlin biyolojik aktivitesini uygulanan islemlerle kaybetmemesidir.
Son yillarda olduk¢a fazla c¢aligmanin yapildigi biyomolekiil kullanim alanl
teoknojilerden bir tanesi de, analizdeki hedef molekiiliin taninmasina imkan saglayan,
diger teknolojilere gore daha kuvvetli ve maliyeti diisiik bir teknoloji olan biyosensor
teknolojisidir. Biyosensorler temel olarak, enzim, antikor, niikleik asit, mikrorganizma
ve doku kiiltiirii gibi biyomolekiiller ve bu molekiillerin hedef analit ile arasindaki
etkilesimin sonucunu sinyal olarak veren bir doniistiiriiciiden olusan cihazlardir.
Biyosensorlere  segicilik, spesifiklik ve hizli analiz 6zellikleri kazandiran

biyomolekiillerden en 6nemlisi enzimlerdir (Murphy, 2006; Mohanty, 2006).

Enzimler ¢ok eski ¢aglardan bu zamana kadar insan yasaminda biiylik 6neme
sahip olan ve canli organizmalardaki biyokimyasal degismeleri kataliz eden
molekiillerdir. Enzim, yapilarinda genel olarak bilesimce ve gorevce farkli olan iki
kisim bulunur. Biiylik protein molekiillerinden olusan, enzimin Ozelligini ve
spesifikligini saglayan apoenzim ile apoenzime katalitik aktivite 6zelligi kazandiran

kofaktorden olusmaktadir.

Enzimlerin apoenzim ve kofaktoriin kazandirdigir secicilik ve spesifiklik
Ozellikleri ile biyosensdrlerde biyomolekiil olarak kullanimi 1950 yillarmma kadar
dayanmaktadir. 1950 yillarinin ortalarinda L.C. Clark’in, glikoz oksidaz enzimini
oksijen elektrodu ile kombine ederek bir ameliyat esnasinda kanin oksijen miktarini
izlemesiyle baglayan enzim biyosensorleri kullanimi, Sekil 1.1°de gosterilen
glinlimiizde ayni enzimin kullanildigit ve 1 pL kan Orneginin elektrot ylizeyine
damlatilmasiyla 10 saniye gibi kisa bir siirede mgdL™" olarak sonu¢ alnan glikoz
biyosensorlerine kadar ulasmistir. Giiniimiizde, kolesterol oksidaz (Ozer, 2007), kolin
oksidaz (Giilce, 2003), peroksidaz (Senel, 2010), iireaz (Kuralay, 2006), ksantin oksidaz
(Hu, 2000) gibi ¢ok farkli enzimler kullanilarak hazirlanan biyosensdrler ile besin
analizleri, tibbi uygulamalar, cevresel analizler ve savunma-giivenlik sektorii gibi

degisik alanlarda kalitatif veya kantitatif analizler yapilmaktadir.
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Sekil 1.1. Kandaki glikoz tayini i¢in tasarlanmis ticari bir glikoz biyosensorii

Biyosensorlerde biyomolekiil olarak yararlanilan enzimlerden birisi olan ksantin
oksidaz enzimi, insan viicudunda iirik asit kristallerinin fazla miktarda birikmesiyle
olugan gut hastaliginin teshisinde, baliklarda Oliim sonrasi devam eden piirin
bozunmasinin takibi ile balik tazeliginin belirlenmesinde, insan dokularinda biriken ve
sonra plazmaya gegen ksantin miktarinin belirlenmesiyle kalp krizi teshisinde 6nemli
bir yere sahiptir. Canli yasamindaki onemli rolii dolayisiyla arastirmacilarin ksantin
oksidaz enzimi kullanarak yaptiklar1 ¢aligmalarin énemli bir béliimiinii bu enzim ile
hazirladiklar1 biyosensorler olusturmaktadir. BoOylece hazirlanan ksantin oksidaz
biyosensorleri ile gerekli teshislerin izlenmesinde enzime cevap veren ksantin,

hipoksantin gibi substratlarin miktar tayinleri yapilmaktadir (Mao, 2000; Agui, 2006).

Ksantin ve hipoksantin tayinleri i¢in ¢ogunlukla biyosensoér kullanilmasinin
nedeni karmasik bir sisteme uygulanabilmesinin yaninda, performans ve maliyet
bakimindan uygun bir imkan saglayan giicli bir ydntem olmasindan
kaynaklanmaktadir. Belirlenen yontem ile analizler i¢in en iyi ¢aligma ve en iyi verim
araliginin belirlenmesi icin bir¢ok parametrenin etkisinin arastirilmast gerekmektedir.
Bu yaklasimla, yapilacak olan deneysel g¢aligmalar sonucunda hem istenen caligsma
parametreleri belirlenecek hem de bu parametrelerde yapilacak analizlerde belirli bir

giiven araliginda sonuglar elde edilecektir.

Yukarida kisaca 6zetledigimiz ve biyosensor teknolojisine artan ilginin yaninda
ksantin oksidazin canli yasamindaki 6nemini de diistinerek ksantin tayini i¢in tasarlamis

oldugumuz bes farkli amperometrik ksantin oksidaz biyosensorii ile bu biyosensdrlerin



akim cevaplar lizerine uygulama potansiyeli, kullanilan polimerin ve ksantin oksidazin
elektrot ylizeyindeki miktari, sicaklik, pH gibi parametrelerin etkileri aragtirilmistir. Bu
ana parametrelere ek olarak altin ve platin taneciklerinin gosterdigi katalik etkiler de
arastirilmis olup, her bir biyosensdriin gozlenebilme siniri, lineer c¢alisma aralidi,
aktivasyon enerjisi ve kararliligi belirlenerek karsilagtirmalar yapilmistir. Ayrica,
tasarlanan her bir elektrot yiizeyine immobilize olmus enzim i¢in Michaelis-Menten

sabitleri hesaplanmistir.



2. BIYOSENSORLER

Biyosensor, 1950 yilinin ortalarinda L.C. Clark’in bir ameliyat sirasinda kanin
O, miktarmi bir elektrot ile izlemesiyle baslayan bir teknolojidir. L.C. Clark ve ¢alisma
arkadaslar1 daha sonra glikoz oksidaz enzimini O, elektrodu ile kombine ederek kanin
glikoz diizeyini 6lgmeyi basarmislardir. Su an bir ¢ok biyolojik bilesen kullanilarak
hazirlanan ~ biyosensorler  bilim  dlinyasinin  vazgecilmez  konularindan  biri
olmustur (Mohanty, 2006).

Biyosensorler, herhangi bir biyolojik 6rnek i¢indeki kimyasal bir ajanin miktari
veya aktivitesine segici ve tersinir olarak cevap veren analitik teknolojilerdir. Sekil
2.1.’de sematik olarak gosterilen bir biyosensor, biyobilesenler (receptor) ve fiziksel

bilesenlerden (transducer) olusmaktadir.
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Sekil 2.1. Bir biyosensoriin bilesenleri ve ¢alisma prensibinin sematik gosterilisi

2.1. Biyobilesenler

Biyobilesenler bir biyolojik numune ile yiiksek spesifiklikte etkileserek analiz
icin ilk basamagi gergeklestirmis olurlar. Fiziksel bilesenler ise biyobilesenlerin
biyolojik reaksiyonu sonucunda meydana gelen degisimi Slgiilebilir fiziksel bir sinyale
donistiirirler.  Biyobilesen  olarak  enzimler, antikorlar, niikleik asitler,

mikroorganizmalar, doku kiiltiirleri ve organeller kullanilmaktadir.

Biyobilesen olarak kullanilan ve bir glikoprotein olan antikorlar kullanilarak
antijenlere cevap veren biyosensorler hazirlanmaktadir. Antikorlar kandaki proteinlerin
%20’sini olustururlar ve immiinoglobin olarak da adlandirilmaktadir. Antikorlar
genellikle birbirlerinden ayiran farklilik, Y seklinde olan iki adet antijen tanima

bolgesine sahip olmalaridir. Her farkli antikor kendine 6zgiin olan antijeni tanimakta ve



ona gegici olarak baglanmaktadir. Kovalent olmasa da giiclii bir baglanma yapmasindan
dolay1 antijen-antikor baglanma stratejisi birgok modern tant metodunda
kullan1lmaktadir. Antikorlar protein yapisinda olduklarindan enzim
immobilizasyonunda kullanilan tiim yontemler antikor immobilizasyonunda da

kullanilmaktadir (Abasiyanik, 2008).

Biyobilesen olarak kullanilan mikroorganizmalar ile 6l¢lim ortamdaki oksijen,
karbondioksit, amonyak gibi gaz miktarindaki ya da amonyum, kloriir gibi iyonlarin
miktarlarindaki  degisimin  amperometrik, potansiyometrik, iletkenlik, optik,
kalorimetrik gibi farkli fiziksel bilesenler kullanilarak mikrobiyal biyosensorler
hazirlanmaktadir. Hazirlanan ilk mikrobiyal biyosensor “Sterptococcus faecium”
mikroorganizmasinin kullanilmasiyla hazirlanan ve arjine secimli bir biyosensordiir ve

6lclim ortaminda olusan amonyak miktarinin tayinine dayanmaktadir (Bigkin, 2002).

Biyobilesen olarak organel ve dokularin kullanildig1 biyosensorler, izole edilmis
enzimler yerine enzimlerin dogal ortami olan organeller, hayvansal ve bitkisel dokularin
iki yar1 gecirgen memran igerisine yerlestirildikten sonra araci yiizeyine lokalizasyonu

ile hazirlanmaktadir.

Biyobilesen olarak niikleik asitlerin kullanildigi niikleik asit tabanh
biyosensorler toksinler hari¢ bakteri ve virlis gibi tlim canlilarin tesbitinde
kullanilabilirler. Cok hassas olan bu tip biyosensorler de her canlinin kendine has DNA
sifresi bulunmasindan dolay1, polimeraz zincir reaksiyon metodu adi verilen bir metot
sayesinde ¢ok az miktardaki (femto veya attogram DNA) oOrnek icinden istenilen

analitin tespiti miimkiin olmaktadir (Abasiyanik, 2008).

Biyosensorlerin en 6nemli bileseni olan biyobilesenler ile biyolojik numune
arasinda gergeklesen reaksiyona gore Sekil 2.2°de gosterilen elektrokimyasal, optik,
termal veya kiitle degisimine dayanan fiziksel bilesenlerden bir tanesinden

yararlanilarak bir 6lgme teknigi belirlenir.

2.2. Fiziksel Bilesenler

Fiziksel bilesenler biyolojik reaksiyon sonucunda meydana gelen degisime bagh

olarak elde edilmek istenen sinyalin tiirline gore elektrokimyasal, optik, kiitle ve 1s1

Ol¢lim sistemleri olmak tizere siiflandirilabilir.
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Sekil 2.2. Bir biyosensorii olusturan fiziksel bilesenler

Elektrokimyasal bilesenler ile hazirlanan biyosensorlerde, biyolojik reaksiyon
sirasinda  elektron gibi elektrokimyasal taneciklerin harcanmasi veya olusumu
sonucunda ortaya c¢ikan sinyaller elektrokimyasal dedektorler ile Olciilmektedir.
Elektrokimyasal biyosensorler, biyokimyasal reaksiyon sonucunda bazi iyonlu yapilarin
konsantrasyonlarinda meydana gelen degisim ile orantili olarak degisen iletkenligin
Olciimiine dayanan kondiiktometrik biyosensdr, referans elektroda gore calisma
elektrodundaki potansiyel Olglimiine dayanan potansiyometrik biyosensor ve
biyokimyasal reaksiyonda caligma elektrodunda meydana gelen akim degisikligine

dayanan amperometrik biyosensor olarak ii¢ farkli sekilde siniflandirilmaktadir.

Kondiiktometrik biyosensorlerde ¢alisma isleyisi, biyokimyasal reaksiyon
sonucunda 6l¢lim ortamindaki bazi iyonlarin konsantrasyonlari ile reaksiyon ortaminda
meydana gelen iletkenlik degisiminin iki metal elektrot ¢iftinin arasindaki iletkenlik

Ol¢limiiniin izlenmesine dayanmaktadir.

Potansiyometrik biyosensorlerde ise calisma isleyisi referans elektrodu ve
calisma elektrodu ile olusturulan bir biyokimyasal reaksiyon ortamindaki potansiyel
degisimin izlenmesi sonucunda Ol¢lim ortamindaki tiirlerin nicel analizine
dayanmaktadir. Ol¢iim ortamindaki ¢alisma elektrodu ile ayni ortamda bulunan referans
elektrodu arasinda olusan potansiyel degeri ile analizi yapilacak tiirlin konsantrasyonu
arasinda logaritmik bir iligki vardir. Potansiyometrik biyosensorler, pH ya da tek

degerlikli iyonlara duyarli cam elektrotlar, anyonlara, katyonlara duyarl iyon sec¢imli



elektrotlar, karbondioksit veya amonyaga yoOnelik gaz duyarli -elektrotlardan
olusmaktadir. Iyon aktivitesindeki degisiklige cevap veren iyon secimli elektrotlar
olarak tanimlanan potansiyometrik sensorler ile Na', K, Ca2+, H veya NH," gibi
iyonlarin bulundugu kompleks biyolojik matrikste, uygun iyon degistirici membrana
iyonlarin baglanmasiyla elektrot potansiyelinde olusan hassas degisiklikten yola ¢ikarak

bu iyonlarin tayinleri gerceklestirilmektedir.

Amperometrik biyosensorlerde ise ¢alisma isleyisi bir calisma elektrodu ile bir
referans elektrodu arasina denge potansiyelinden farkli bir potansiyel uygulandiginda,
Ol¢iim ortaminda gerceklesen biyokimyasal reaksiyon sonucunda meydana gelen akim
degisikliginin ¢alisma elektrodunda yiikseltgenen veya indirgenen elektroaktif tiirlerin
konsantrasyonlarinda meydana gelen degisime dayanmaktadir. Calisma elektrodunda
indirgenen veya ylikseltgenen madde bir katyon, bir anyon veya yiiksiiz bir bilesik

olabilir.

Reaksiyon ortaminda destek elektrolit olarak tanimlanan ve elektrotlar arasina
uygulanan potansiyellerde elektroaktif olmayan yani elektrot iizerinde indirgenmeyen
ve yiikseltgenmeyen iyonlarin fazla miktarda bulunmasi ¢6zeltinin elektriksel direncini
azaltmaktadir. Ayrica, destek elektrolitin varliginda ve 6l¢im ortaminin karistirilmadigi
durumda calisma elektrodunda indirgenen veya yiikseltgenen tiiriin elektrot yiizeyine
taginimi sadece diflizyon yoluyla olmaktadir. Bir elektrot reaksiyonunun hizi, yani akim
degisimi, Olclim ortamindan elektrot yiizeyine dogru tiiriin kiitle aktarim (diflizyon)
hizina, ¢alisma elektrodunda reaksiyona girecek olan maddenin bir kimyasal reaksiyon
sonucunda olustugu durumlarda bu kimyasal reaksiyonun hizina, elektrot
reaksiyonunun adsorplanan tiirler iizerinden yliriidiigii durumlarda yiizeye tutunma ve
ylizeyden ayrilarak Ol¢lim ortamina gegme hizlarina ve elektrot ylizeyinde madde ile

elektrot arasindaki elektron ya da yiik aktarim hizina bagli olarak degismektedir.

Biyobilesen olarak enzimlerin kullanildigi amperometrik biyosensorlerde,
enzimatik reaksiyon esnasinda harcanan O, ve olusan H,O, degisimleri izlenerek ilgili
analit tayini yapilabilmektedir. Ornek olarak glikoz tayini igin tasarlanmus bir glikoz
biyosensoriinde, glikoz ile glikoz oksidaz arasinda oksijen varliginda gerceklesen
enzimatik reaksiyonda, harcanan O, miktar1 veya olusan H,O, miktar1 amperometrik
olarak izlenerek dl¢iim ortaminda meydana gelen akim degisimi ile glikoz miktari tayini

yapilmaktadir.



Optik biyosensorler, iletici olarak optik lifler iizerine uygun bir yontem ile
biyomolekiiliin immobilizasyonu ile hazirlanan ve biyokimyasal etkilesim sonucunda
meydana gelen degisimin optik 6zelliklerindeki farkliligina dayanan biyosensorlerdir.
Optik  biyosensorler, biyokimyasal reaksiyon esnasinda absorbans degisimi,
reaktantlardan ya da iirlinlerden birinin fluoresans 6zellik gostermesi sonucu meydana
gelecek fluoresans siddetindeki degisimi ve biyokimyasal reaksiyon sonucunda ortam

kirma indisindeki degisimi temel almaktadir.

Piezoelektrik biyosensorler karakteristik rezonans frekansindaki farklanmay1
belirleyerek bir piezoelektrik kristal yiizeyinde toplanan 6rnegin kiitlesinin 6l¢iilmesine

dayanmaktadir.

Kalorimetrik biyosensorler ise, enzim ile substrat arasinda gerceklesen
biyokimyasal reaksiyon sonucunda meydana gelen 1s1 degisimi ile substrat

konsantrasyonunun belirlenmesini temel alan biyosensorlerdir.

2.3. Enzim immobilizasyonu

Enzim immobilizasyonu, enzimlerin aktif bdlgelerinin katalitik aktivitelerini
kaybetmeksizin, siirekli olarak kullanilmasi amaciyla cesitli tagiyicilara baglanmasiyla
hareketinin sinirlandirilmasidir. Immobilize enzimler, reaksiyon sonucunda ortamdan
uzaklagtirilmalari, ¢evre kosullarina karsi dayanikliliklari, birgok kez ve uzun siire
kullanilmalari, siirekli islemlere uygulanabilmeleri, serbest enzime gore daha kararl
olmalari, {irtin olusumunu kontrol altinda tutabilmeleri, ¢ok adimli reaksiyonlar i¢in
uygun olmalar ile serbest enzimden daha iistiin &zelliklere sahiptirler. immobilize
edilecek enzime ait aktif merkezin yapisal olarak ¢ok iyi bilinmesi yapilan islemin

kolaylastirmasini saglayacaktir.

Enzim immobilizasyonunda enzimin baglandig1 yerde enzimin yapisi ve reaktif
gruplarin  degismeyerek enzim aktivitesini kaybetmeyecek sekilde uygun bir

immobilizasyon yonteminin belirlenmesi ¢ok dnemlidir.

2.3.1. Immobilizasyon yontemleri

Immobilizasyon ydntemi biyomolekiiliin kimyasal yapis1 ve fiziksel durumu

dikkate alinarak en uygun sekilde belirlenmektedir.
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Sekil 2.3. immobilizasyon yontemleri

2.3.1.1. Tasityiciya baglanma yontemi

Tastyictya baglanma yontemi enzimler i¢in en eski immobilizasyon
yontemlerdendir. Bu metotda, tasiyiciya baglanan enzim miktari ve immobilize enzimin
aktivitesi tasiyici Ozelliklerine baglhidir. Tasiyicinin partikiil boyutu, yiizey alani,
kimyasal yapisi ve hidrofilik gruplarin hidrofobik gruplara orani immobilize olan

enzimin aktivitesini etkilemektedir.

van der Waals kuvvetlerinin etkin oldugu fiziksel adsorpsiyon yontemi, ylizey
aktif ve suda c¢oOziinmeyen adsorbanin enzim ¢dozeltisi ile karistirilarak ve enzimin
fazlasinin ortamdan uzaklastirilmas1 ile gerceklesmektedir. Bir enzimin suda
¢Oziinmeyen tastyictya adsorpsiyonu, pH, ¢oziicii, iyon siddeti, enzim-adsorban oran1 ve

sicaklik gibi faktorlere baglilik gostermektedir.

Iyonik baglanma yontemi, iyon degistirme ozelligine sahip suda ¢dziinmeyen
tastyicilara enzimin iyonik baglanmasi ile gerceklesmektedir. Bazi durumlarda iyonik

baglanma yaninda fiziksel adsorpsiyon da etkili olmaktadir.

Destek yiizeylerinde uygun bir yontem ile etkin bdlgeler olusturularak enzim
molekiillerinin tasiyic1 ylizeylere kovalent olarak baglanmasi sonucunda enzim
immobilizasyonu saglanir. Enzim immobilizasyonu i¢in reaksiyon se¢iminde iki énemli
kriter vardir. Bunlardan birincisi baglanma reaksiyonunun enzim aktivitesinin
diismeyecegi sartlarda yapilmasi, ikincisi ise reaksiyonda kullanilan kimyasal

maddelerin enzimin aktif merkezini etkilememesidir (Telefoncu, 1999).
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2.3.1.2. Capraz baglanma yontemi

Capraz baglanma yontemi, kiiclik molekiillii bi- veya multi- fonksiyonel
reaktifler ile enzim molekiilleri arasinda suda c¢oziinmeyen kompleks yapilarin
olusmasmma dayanmaktadir. Bu yontem ile immobilizasyon islemi, enzimin
bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu, enzimin ikinci bir protein varliginda bifonksiyonel
reaktif ile reaksiyonu, enzimin suda ¢dziinen bir tasiyici ile adsorpsiyonundan sonra
bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu, enzimin bifonksiyonel reaktif tarafinda aktive
edilmis polimer tastyict ile reaksiyonu gibi farkl sekillerde

gerceklestirilebilir(Telefoncu, 1999).

2.3.1.3. Tutuklama yontemi

Bu yontem, polimerizasyon ile ¢apraz baglanmanin olustugu bir ortamda enzim
molekiillerinin polimerin ¢apraz baglar1 arasinda kalarak ya da enzim molekiillerinin
yart gegirgen bir membran i¢inde tutuklanmasina dayanmaktadir. Mikrokapsiilleme
yonteminde 6zel olarak hazirlanmis olan zarlardan enzimler disar1 ¢ikmazken substrat
ve Uriiniin hareketi serbesttir. Polimer kafeste tutuklama yontemi, biyokimyasal
materyallerin suda ¢dziinmeyen ¢apraz bagli polimer orgiisii igerisinde tutuklanmasi
seklinde gergeklesmektedir. Bu sekilde biyomolekiiller polimerin 6rgii yapisi iginde

fiziksel olarak tutuklanmakta ve disar1 ¢ikamamaktadir.
2.4. Enzim Biyosensorlerinde Substrat Tasinimi ve Elektron Transferi
Amperometrik enzim biyosensorleri sensdr yiizeyine substratin taginimi,
sensorde bulunan enzime substratin baglanmasi, substratin konveksiyonu ve elektrot
ylizeyinde elektron transferi gibi islemler dikkate alinarak gelistirilmektedir.
2.4.1. Substrat Tasiim
Bir biyosensorde, substrat reseptdr molekiil tarafindan tayin edilmesi amaciyla

cozeltiden enzim elektroduna dogru taginmalidir. Substrat tasinimi genel olarak, gé¢me,

konveksiyon ve difiizyon olmak {izere ii¢ farkli sekilde ger¢eklesmektedir.
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GoOc¢ ile substrat tagimimi, elektriksel potansiyeldeki degisime gore yiikli
pargaciklarin hareketine dayanmaktadir. Bu potansiyel degisimi tam olarak tanimlanmis
elektrokimyasal sartlarda ihmal edilebilir. Biyosensor dl¢iimleri, olusabilecek herhangi
bir potansiyel degimini asir1 miktarda destek elektrolit kullanilmasiyla dnleyebilen bir

¢Ozelti ortaminda gergeklesmektedir.

Diflizyon ile substrat tasinimi, molekiillerin diizensiz hareketine bagli olan
konsantrasyon degisiminin bir sonucu olarak partikiillerin kendiliginden yaptiklari
hareketlere dayanmaktadir. Diflizyon taginimi1 matematiksel olarak Alman bilim adami
Adolf Eugene Fick’in 1. ve 2. kanunlan ile ifade edilmektedir. Fick’in 1. kanunu
difiizyon ile tasinan substratin akisini ifade etmektedir. (2.1) esitligi ile gosterilen
difiizyon katsayisi, sicakliga, difiizyon olan maddenin yapisina ve difiizyon ortamina

bagl olarak degismektedir (Vastarella, 1998, Atkins 1998, Eggins, 2002).
d
J=-D (—C) (2.1)

A. E. Fick’in 2. kanunu ise bir substrat konsantrasyonunun zaman ile degisimi
difiizyon katsayisina bagli olarak diizlem boyunca degisen konsantrasyonun ikinci

dereceden tiirevi ile iliskilendirilmektedir (Vastarella, 1998).
(&) o[ 22
a )= Pl (2.2)

Fick’in 1. ve 2. kanunu olarak gdsterilen (2.1) ve (2.2) esitliginde, J, substratin
difiizyon akisin1 (atom cm?s™t), D, difiizyon katsayisini (cm’s™), C, substrat
konsantrasyonunu (mol cm™), ¢, zaman (s), (dC/ds), konsantrasyonun zamanla degisimi,
(dC/dx) ise bir diizlem boyunca konsantrasyon degisimini gostermektedir. (2.1)

esitligindeki isareti, substrat taneciklerinin yiiksek konsantrasyondan diisiik

konsantrasyona dogru bir akisinin oldugunu gostermektedir (Vastarella, 1998).

Esitlik (2.3)’de verilen Cottrell esitligi ise potansiyeli kontrol edilen
calismalarda, zamanla elektrik akimindaki degisimi gostermektedir. Olgiilen akim,
elektrot yiizeyine substratin diizlemsel olarak diflizyonu esnasinda difiizyon hizina baglh

olarak degismektedir.
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. nFAC\[D
Ip= —\/E (23)

ip, akim (amper), n, elektron sayisi, F, faraday sabiti (96500 Cmol'l), A, elektrot alani
(cm?®), Cp, analitin baslangic konsantrasyonu (mol cm?), D, diflizyon katsayisini

(cm’s™), #, zamani (s) gostermektedir.

Konveksiyon yoluyla substrat tasinimi, substrat partikiillerinin ¢dzeltinin akmasi
veya karistirilmasi yoluyla, elektrot titresimi veya donmesi yoluyla, ¢6zelti ortaminda
meydana gelen yogunluk degisimi ile fiziksel olarak gerceklesmektedir. Konveksiyon
yoluyla substrat taginimi, daha karali ve giivenilir sonuglar vermesinden dolay1
biyosensor analizlerine ¢ok uygundur. Konvektif kiitle tagimimi ¢ozelti yoniinden
elektroda dogru bir hareket (6rnegin donen disk elektrot) ile gerceklesmesi ya da
cozeltiye uygulanacak bir giic (6rnegin akis enjeksiyon sistemleri) ile elektroda hareket
etmesi ile gergeklesebilmektedir. Elektrot yiizeyi tizerinde ¢ok ince bir tabakada kiitle
tasinimi konveksiyon yoluyla degil difiizyon yoluyla meydana gelmektedir. Bu durgun
ince tabaka diflizyon tabakasi olarak adlandirilir ve bu alanda yiizey reaksiyonu kiitle

taginimi ile dengede olmaktadir.
2.4.2. Elektron Transfer Mekanizmasi

Amperometrik enzim biyosensorlerinde redoks enzimleri ile elektrot arasindaki
elektronik iliski, 1. nesil biyosensorler (Sekil 2.4a) olarak adlandirilan enzim ile
substratin elektroaktivitesine, 2. nesil biyosensorler (Sekil 2.4b) olarak adlandirilan ve
¢ozelti ortaminda serbest halde ya da biyomolekiil ile immobilize halde bulunan redoks
aracilarinin (mediator) kullanimina ve 3. nesil biyosensorler (Sekil 2.4c) olarak
adlandirilan redoks aktif biyomolekiilii ile elektrot yiizeyi arasindaki direkt elektron

transferine dayanmaktadir (Freire 2003).

Bir amperometrik biyosensor hazirlanmasinda temel amacglardan bir tanesi
elektrot yiizeyi ile enzim igerisindeki redoks merkezinde meydana gelecek elektron
transfer isleminin en uygun elektron transfer yolu ile hizli bir sekilde saglanmasidir.
Enzimin prostetik grubu ile elektrot ylizeyi arasindaki elektron transferi enzim

yapisinda bulunan protein gruplarinin engelleyici etkisinden dolay1 elektron tiinel
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mekanizmasina  (electron tunneling mechanism) gére daha wuzun siirede

gerceklesmektedir.

substrat substrat
substrat

e \ € o
| :: ) \\‘ urin | :—‘)\\// z k PR
4 1y e | | enzim gren
t mediator t _\»- \
r red 20 W
4 mediatér ol Y

/ ox enzim }.
t t \ /

\\ //
a b c

Sekil 2.4. Enzim biyosensorlerindeki gelisimin sematik gosterilisi (a) 1. nesil biyosensorler,
(b) 2. nesil biyosensorler, (¢) 3. nesil biyosensdrler

Bundan dolayi, bir amperometrik biyosensorde en hizli elektron transferi,
elektrot ylizeyi ve enzimin prostetik grubunun direkt elektrokimyasal etkilesimi ile

gergeklestigi elektron tlinel mekanizmasiyla (Sekil 2.5) olmaktadir.

elektron tinel

uzakligi enzim

substrat urdn

Sekil 2.5. Bir enzimin aktif merkezinden elektrot yiizeyine direkt elektron transferinin sematik
gosterilisi (electron tunneling mechanism) (Habermuller, 2000)

Enzim ile elektrot yiizeyi arasindaki elektron transferi, Rudolph Arthur
Marcus’a 1992 yilinda kimya dalinda Nobel 6diilii kazandiran ve bu konu hakkinda elde
edilen sonuglar ile ¢ok genis Olgekte kabul gbren bir teori ile aciklanmaktadir. Bu
teoriye gore, iki redoks tiirii arasindaki elektron transfer kinetigi, potansiyel farkliligi
gibi bir yiritiici kuvvet, redoks tiirlerinin yapisal rijiditesini gdsteren yeniden
yapilanma enerjisi ve iki redoks merkezi arasindaki uzaklik ile ilgilidir (Freire, 2003;
Gorton, 1999; Habermuller, 2000). Rudolph A. Marcus’un, teorisindeki en Onemli
Ongoriisii elektron transfer hizinin daha ekzotermik bir elektron transfer reaksiyonunda

arttigin1 ifade etmesidir. Kimyasal reaksiyonlarda, reaksiyon hiz sabitlerinin sicaklikla
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degisimini gosteren Arrhenius esitligi iizerine kurulan Marcus esitligi asagida

verilmistir.
~(AG+1)°
g :Ae"p( 4IRT ) 2.4

Bu esitlikte, &, elektron transfer hizini, AG, Gibbs serbest enerjisini, 4, elektron transferi
esnasinda tanecikte meydana gelen elektronik bir degisiklik sonucunda tanecigin
geometrisindeki degisim enerjisini gdstermektedir ve yeniden yapilanma enerjisi olarak

tanimlanmaktadir.

2.5. Biyosensorlerin Performans Kriterleri

2.5.1. Secicilik

Bir biyosensoriin - seciciligi, biyosensorii olusturan bilesenlerden olan
biyomolekiiliin hedef analite kars1 duyarli olmasi ve 6l¢lim ortaminda olabilecek diger
maddelerden etkilenmemesiyle ifade edilmektedir.  Biyosensdriin se¢imliligini
etkileyen sensorle girisimlerin olmasi, biyokatalizatorle girisimlerin olmasi ve pH

degeri gibi baz1 faktorler vardir.

2.5.2. Duyarhk

Olgiim ortamma eklenen analit konsantrasyonu ile elde edilen sinyal degerleri
arasindaki kalibrasyon egrisinin egimi olarak tanimlanir. Bu egrinin egiminin
biiylikliigii biyosensoriin duyarliliginin bir dlgiistidiir. Egrinin egimi biiyiidiikge ortama
eklenen kiiclik bir analit konsantrasyondaki degisimi taniyabilme kabiliyeti yani

duyarlilik artmaktadir.
2.5.3. Dogrusallik
Hazirlanan biyosensor ile yapilan calismalarda, dogru 6l¢iim alinabilmesi igin

Olclim ortamina analitin belirli miktarlarda ilave edilmesiyle degisen analit

konsantrasyonu ile sinyal degisimlerinin dogrusal egilim gosterdigi lineer bolgeyi
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tanimlamak gerekmektedir. Olgiim ortamina her bir analit eklemesinden sonra artan
analit konsantrasyonu ile oOlciilen sinyal arasindaki iliski belirli bir analit
konsantrasyonuna kadar dogrusal bir degisim gdstermekte, daha sonraki analit
konsantrasyonlarinda ortam kararliliginin bozulmasi, biyomolekiiliin aktivitesinin
azalmasi, elektrot yiizeyinin olusan bazi radikallere bagl olarak degisim gostermesi gibi

nedenlerden dolay1 dogrusalliktan sapma goriilmektedir.

Sekil 2.6’da bir analitik yontemin dogrusal calisma araligi gosterilmistir ve bu
aralik, tayin edilebilen en diisiik konsantrasyondan (kantitatif Sl¢lim siniri, LOQ),
kalibrasyon egrisinin dogrusalliktan sapma gosterdigi (dogrusallik smiri, LOL)

konsantrasyonuna kadar olan aralig1 kapsamaktadir (Skoog, 1998).

sinyal
-
(@)
r

dogrusal
calisma araligi

L s

konsantrasyon

Sekil 2.6. Bir analitik yontemin ¢aligma araligi

2.5.4. Cevap siiresi

Biyosensorler i¢in 6nemli bir performans parametresi olan cevap siiresi l¢iim
ortamina analitin eklenmesiyle meydana gelen sinyal degisiminin tekrar kararli hal
degerine ulastig1 zaman aralig1 olarak tanimlanmaktadir. Bir biyosensoriin cevap siiresi,
elektrot materyaline, destek maddesinin cinsine, biyomolekiiliin yapisina, analitin
biyomolekiile olan ilgisine ve analitin elektrot yiizeyindeki redoks potansiyeline bagl

olarak degisim gdstermektedir.
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2.5.5. Gozlenebilme sinir1

Belirli bir giiven seviyesinde, hazirlanan biyosensoriin cevap verebildigi en
kiiciik analit konsantrasyonu gdzlenebilme sinir1 olarak tanimlanmaktadir. Bu
gozlenebilme siir1 analitik sinyal biiylikliigliniin tanik sinyalindeki istatiksel sapma
oranina baghdir. Diger bir ifadeyle, analitik sinyal giiriiltii sinyalindeki sapmanin £ kati
kadar biiyiik olmadigi siirece sinyali belirli bir kesinlikle gérmek imkansizdir.
Belirlenen en kiigiik analitik sinyal, Sy, ortalama tanik sinyali, Sy, ile tan1gmn standart

sapmasinin, sy, £ katinin toplamina esittir.
Sim = So1 T ksl (2.5)

Deneysel caligma sonrast elde edilen veriler kullanilarak yapilan istatistiksel
degerlendirme sonucunda S, ve sy belirlenir ve S, hesaplanir. Konsantrasyon ile
degisen sinyal verileri dikkate alinarak cizilen kalibrasyon grafiginde egim, m,

kullanilarak gozlenebilme sinir1, ¢, asagida sekilde bulunur (Skoog, 1998).

_ Sm— Shi

— (2.6)

m

2.5.6. Kararhhk

Performans faktorlerinden bir taneside kullanim Omrii hakkinda bilgi veren
biyosensorlerin kararliligidir. Ayni biyosensér ile ne kadar c¢ok sayida Olciim
yapilabilmesine imkan saglamasiyla Ol¢lilmektedir. Biyosensoriin kararliliginin biiyiik
olmasi is gii¢li ve ekonomik agidan ¢ok 6nemli avantajlar saglamaktadir. Enzimin saflik
diizeyi, kaynagi ve immobilizasyon yontemi enzim sensOriiniin kararliligini 6nemli

Olctlide etkilemektedir (Emre, 2007).
2.5.7. Kesinlik (Tekrarlanabilirlik)
Kesinlik, sonuglarin tekrarlanabilirligi olarak tanimlanir ve ayn yolla elde edilen

deney verilerinin arasindaki uyum dercesini gostermektedir. Kesinliklik ayn1 zamanda

rastgele veya belirsiz hatalarin bir 6lgiisiidiir. Olgiimiin kesinliginin bulunmasinda
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standart sapma, varyans ve varyans Kkatsayisi olarak verilen {i¢ sayisal Olgiit

kullanilmaktadir (Skoog, 1998).

2.5.8. Kullanim omrii

Hazirlanan biyosensorler ile yapilan Olglimler sonucunda biyomolekiiliin
aktivitesindeki degisimin bir 6l¢iisii olarak tanimlanan bir faktordiir. Gerekli ¢alisma ve
cevre kosullarinin olusturulmasi biyosensoriin aktivitesinin koruyucu yonde etki

gosterecek ve boylece biyosensoriin kullanim 6mrii uzayacaktir.
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3. ENZIMLER

Enzimler, canli i¢in yasamsal dneme sahip pek cok fonksiyonun kontroliinde rol
alan ve canli organizmasinda meydana gelen reaksiyonlarin gerceklesmesini saglayan
biyolojik katalizorlerdir. Biyolojik sistemlerde meydana gelen reaksiyonlar laboratuar
sartlarinda olusturulmak istendiginde ¢ok yiiksek sicaklik, basing v.b. gibi agir
yontemlerin uygulanmas1 gerekir. Ornegin, karbonhidratlar, proteinler ve lipitler,
derisik asit ya da baz ¢ozeltileri kullanilarak belirli bir sicaklikta hidroliz edilirken, ayni
maddeler, biyolojik sistemlerde enzimlerin katalik etkisi ile daha iliman kosullarda
hidroliz olurlar. Bu 6zelligi ile enzimler, canli sisteminde gerg¢eklesen biyokimyasal

degismelerin birgcogunun yasam hiziyla dengede gitmesini saglamaktadir.

3.1. Enzimlerin Yapisi

Enzimlerin yapisinda, genel olarak apoenzim ve kofaktor adi verilen, hem
islevselligi hem de yapis1 bakimindan farklilik gosteren iki kistm bulunur. Enzimlerin
apoenzim kismi, farkli enzimlerde farkli aminoasit tiirleri bulunduran biiylik protein
molekiillerinden olusmustur ve bu durum apoenzimin enzime 6zelligini ve spesifikligini
kazandirmaktadir. Enzimlerin molekiil agirliklarinin biiyiik olmasi ise apoenzimlerin

biiylik protein yapilarindan olusmasindan kaynaklanmaktadir.

Apoenzimlere katalitik aktivite oOzelligini saglayan kisim kofaktorlerdir.
Kofaktorler, apoenzime bagli etken gruplar ve apoenzimden ayr1 halde bulunan etken
molekiil ya da iyonlar olarak iki sekilde siniflandirilmaktadirlar. Apoenzime bagl etken
gruplar, organik ve inorganik etken gruplardan olusmaktadir. Apoenzimden ayr1 halde
bulunan etken molekiiller ya da iyonlar ise koenzimler ve aktivatdrlerden olusmaktadir.
Apoenzimler yalniz olarak katalitik aktivite gostermezler. Kofaktorler ise yalniz olarak
cogunlukla enzime kiyasla ¢ok diisiik, baz1 durumlarda hi¢ katalitik aktiviteleri yoktur.
Ancak, bir apoenzim ile kofaktorii bir arada olduklar1 zaman gercek enzim aktivitesi
gdzlenebilir. Ornegin, peroksidaz enziminin apoenzim kisminda katalitik aktivite sifir
olup bu enzimin kofaktorii olan ferri protoporfirinin yalniz basina gosterdigi aktivite

peroksidaz enziminin ancak % 0,001’1 kadardir.
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3.2. Enzimlerde Aktif Merkez ve Substrata Kars1 Ozgiilliik

Emil Fischer 1894 yilinda dogal glikozitleri hidrolizleyen enzimlerin sadece bir
stereoizomere, Ornegin sadece dekstro sekline karsin etkin oldugunu ve levo sekline etki
etmedigini gostermis ve enzimler ile substratlar arasinda anahtar kilit iliskisine benzer
bir iligskinin oldugunu bulmustur. Her enzim kendi substratina kars1 etki gostermektedir.
Bu 6zgiilliik baz1 durumlarda kesin olup bazi durumlarda da siirli bir genislige sahiptir.
Fonksiyonlu grup yapisi birbirine benzeyen enzimler birden ¢ok substrata etkiyebilir.

Ama bu durum sonucunda etkime hizlarinda (K, degerleri) farkliliklar olusmaktadir.

Enzimlerde substratin ve koenzimlerin baglanarak biyokimyasal tepkimelerin
meydana geldigi yerler aktif merkez olarak adlandirilir. Aktif merkezler aminoasit
kalintilarindan olusmus ve 6zel geometriye sahip kisimlardir. Aktif merkez biiyiik
enzim molekiiliiniin sadece kii¢iik bir kismini kaplar. Enzim molekiiliiniin biiyiik
olmasi, aktif merkezin geometrik yapisinin olugmasi i¢in gereklidir. Sekil 3.1°de
gosterilen modelde substrat, enzimin aktif merkez bolgesine baglanir ve bir enzim-
substrat kompleksi olugur. Bu kompleksin bozunmasi sonucu iirlin meydana gelir ve

enzim yeniden serbest kalir.

substrat

substrat

RV PR SV

substrat

substrat
nhidn - ahibe
Sekil 3.1. Enzim-substrat kompleksinin olugmasi

Substratin enzim yapisinda en az li¢ yere baglanmasi, stereospesifikligi

ortaya cikarir. Kiral bir molekiiliin “R” sekli enzim iizerine yerlesirken, “S” sekli enzim
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lizerine yerlesemeyecektir. Bu sonugla enzim-subtrat iligkisinde stereospesifikligin
Onemi ortaya ¢ikmaktadir.

Bunun yaninda substrat molekiiliindeki bir atoma bagli ayni iki gruptan bir
tanesi enzim iizerindeki aktif merkez tizerine yerlesirken diger grup yerlesememektedir.
Sekil 3.2°de verilen orneklerde etanol ve sitrik asit molekiillerindeki karbona bagli (—H)
ve (—~CH,COOH) gruplarindan her iki molekiilde de iki tane olmasma ragmen
gruplardan sadece bir tanesi aktif merkeze baglanirken, digeri baglanamamaktadir

(Tiiziin, 1997).

Sekil 3.2. Enzim-substrat kompleksinde stereospesifikligin gosterilisi

3.3. Enzimlerin Sinmiflandirilmasi

Enzimlerin c¢esitliginin ve sayisinin fazla olmasindan dolayi, enzimlerin belirli
gruplar altinda toplanmasinin enzim bilimi yoniinden biiyiik kolaylik ve biitiinliik
saglayacag diisiiniilerek Uluslararas1 Biyokimya Birligi (IUB) tarafindan yeni bir
siiflandirma sistemi kabul edilmistir. Bu siniflandirma sistemi ile birlikte her enzim
4 rakamli bir numara (6rnegin 2.7.1.1. seklinde) ile kodlanmistir. Kodlama igleminde ilk
say1 enzimin sinifini, ikinci say1 enzimin alt sinifini, {iglincli say1 grubunu, doérdiincii

say1 ise enzimin kendine 6zgii sayisin1 gostermektedir.

1. Oksidorediiktazlar : Bu tiir enzimler iki substrat arasindaki yiikseltgenme,
indirgenme reaksiyonlarini kataliz ederler.
2. Transferazlar : Bu sinifa giren enzimler bir atom grubunun veya molekiiliin diger

molekiile aktarilmasini saglarlar.
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3. Hidrolazlar : Genel olarak bu tiir enzimler ester, eter, peptit, C—C, P—N baglarinin
hidrolizini kataliz ederler.

4. Liazlar : Hidroliz disindaki mekanizmalar ile substratlardan bazi gruplarin ¢ikisini
saglayan enzim tiirleri bu gruba girer. Genellikle, C—C, C—0O, C—N, C-S baglarina etki
ederler.

5. Izomerazlar : Molekiildeki karbon atomlarmin yerlerini degistiren ya da gesitli
gruplart bir karbon atomundan digerine kaydiran, baska bir ifadeyle izomerlesmeyi
saglayan enzimlerdir.

6. Ligazlar : Bu enzim tiirleri ATP’deki ya da ona benzer yapidaki bilesiklerde bulunan
pirofosfat baginin parcalanmasina bagli olarak meydana gelen enerji ile iki molekiiliin

birbirine baglanmasini kataliz ederler.
3.4. Enzim Kinetigi

Enzimler, reaksiyona giren substratlar ile kompleksler olusturur ve olusan bu
kompleksler iizerinden iiriinler olusmaktadir. Ortamin sicakligi, pH’1, iyon siddeti,
hidrolik basinci, inhibitér ya da aktivatorlerin varligi gibi durumlar enzim
reaksiyonlarinin hizini ve kinetigini biiylik 6l¢iide etkilemektedir. Enzim kinetiginde en

cok kullanilan esitlik, 1913 yilinda Michaelis ve Menten tarafindan gelistirilmistir.

Enzim ile substrat arasindaki reaksiyon sonucu {iriin olusmadan dnce enzim ile
substrat arasinda bir enzim-substrat kompleksi olustugu ve sonra bu kompleksin iiriin ile

enzime ayristig1 kabul edilmektedir (Pekin, 1979).

k k
enzim(E) + substrat(S) <:>1 ES 4:’2 urin(U) + enzim(E)
k
-1 -2

Fakat reaksiyonun ilk anlarinda iriin konsantrasyonu c¢ok diisiik olmasindan dolay1, U
irtinii ile E enziminin birleserek ara kompleks meydana getirme hizi ¢ok yavas
olmaktadir. Kinetik hesaplamalarda bu kiiciik hiz degeri dnemsenmemektedir. Bu

haliyle mekanizmanin reaksiyon hizi,
v = ky[ES] (3.1)

seklinde gosterilir.
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Kararli durum ilkesine gore, [ES] konsantrasyonunun zamanla degismesi sabit

kabul edilerek asagidaki esitlik yazilabilir.

L] L IEIIS) - kLES] - KofES) (32

Herhangi bir ¢ anindaki serbest enzim konsantrasyonu ile o andaki enzim substrat
kompleksinin konsantrasyonunun toplami; baslangigta reaksiyon sistemine konulmus
olan enzim konsantrasyonuna, [E]p, degerine esit olmasindan dolayi, her iic

konsantrasyon arasinda
[E]+ [ES] = [E]o (3.3)

esitligi yazilir. Bu esitlikte herhangi bir ¢ anindaki serbest enzim konsantrasyonu

asagidaki bagint1 ile bulunabilir.
[E]=[E]o—[ES] (3.4)

[E], enzim konsantrasyonu i¢in bulunan bagint1 esitlik (3.2)’de yerine yazilirsa

asagidaki bagint1 elde edilmektedir.
ki{[E]o — [ES]}[S] — k. [ES] — ko[ES] =0 (3.5)
Bu esitlik diizenlendiginde asagida verilen esitlik(3.6) elde edilmektedir.

ki[E]o[S]
J1 + ko + ki[S]

[ES] = (3.6)

Esitlik (3.1) ve esitlik (3.6) kullanilarak enzimatik bir reaksiyonun hiz bagintisi
asagidaki sekilde ifade edilebilir.

_ 4 h[ELIS]
VTR + g + k[S]

(3.7)

(3.7) esitliginin sag tarafinda pay ve payda k; ile boliiniirse,



ki[E]o[S]

v =k k. + ky + ki[S]

esitligi elde edilmektedir.
kat+hk
kl - Km
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(3.8)

(3.9)

Esitlik (3.9) goz oniine alinirsa reaksiyon hizi i¢in esitlik asagidaki gibi olmaktadir.

kz E|0|S|

VT K, +[S]

(3.10)

Bu esitlikteki K, sabitine Michaelis-Menten sabiti ad1 verilmektedir. Esitlik (3.10)’a

gore reaksiyon hizi, v, ile substrat konsantrasyonu, [S], arasinda bir grafik ¢izildiginde

Sekil 3.3’de goriildiigii gibi bir egri elde edilmektedir (Pekin, 1979).

reaksiyon hizi

V = K,y[Elp = Vi,

Esitlik diizenlendikten sonra

o ka[ELs]
K, +[S]

esitligine gore,

K., Michaelis-Menten sabiti,
V.., enzim reaksiyonunun
erigebilecegi maksimum hiz
olarak tanimlanir.

K= [S] [S]

Sekil 3.3. Reaksiyon hizi-substrat konsantrasyonu grafigi

Grafikten de goriildiigii gibi belirli bir substrat konsantrasyonundan sonra

reaksiyon hizi sinir bir degere ulagmakta ve daha sonra sabit kalmaktadir. V,, ile

gosterilen bu smir deger enzim reaksiyonunun erisebilecegi maksimum hizdir. V,

degeri substrat konsantrasyonuna bagimli degildir. Bu sonucla maksimum hiz olarak
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adlandirilan 7, de8eri ancak baslangicta alinan enzim konsantrasyonu ile

degismektedir. Substrat konsantrasyonunun ¢ok yiiksek oldugu sinir bolgelerde
Vv = kz[E]() = Vm (3.11)

esitligi gecerli olmaktadir. Bu esitlik, sinir hizin gecerli oldugu konsantrasyon
bolgelerinde reaksiyonun substrata gore sifirinct mertebeden oldugunu gostermektedir.
Grafikten de goriilecegi gibi bu bolgede reaksiyon hizi, substrat konsantrasyonu ile
degismemektedir. V,,, sinir hiz1 grafikten hesaplanabilir ve reaksiyon sistemine katilan

[E]o, enzim konsantrasyonunun bilinmesiyle k,, hiz sabiti

V,

L= TE),

(3.12)

seklinde hesaplanmaktadir. Sekil 3.3’deki egrinin sinir hiza kadar olan kisminda hiz ile

substrat konsantrasyonu arasinda

v =1]§—1[E][S] (3.13)

esitligi gecerli olmaktadir. Bu bagint1 esitlik (3.11) goéz Oniine alinarak yazilirsa,

reaksiyon hizi i¢in yeni bir esitlik elde edilmektedir.
Vi
Ve [S] (3.14)

Substrat konsantrasyonlarinin  biiyiikk oldugu bu bdlgelerde reaksiyon birinci

mertebedendir. Substrat konsantrasyonunun K, sabitine esit oldugu durumda
[S] =K, (3.15)
esitlik agagidaki gibi olmaktadir.

y :@%]@1 (3.16.2)

Buradan da esitlik,
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Jo[E
v = 22 . (3.16.b)
ya da
Vm
v="7 (3.16.c)

olarak yazilabilir. Esitlik (3.16.c)’de sinir hizin yarisina esit olan deger, Sekil 3.3’de ki
grafigin ordinati iizerinde isaretlenerek apsise paralel bir dogru cizildiginde, bu
dogrunun egriyi kestigi noktanin apsisi Michaelis-Menten sabitine, K,,, degerine esit
olmaktadir. Substrat konsantrasyonunun daha diisiik oldugu durumlarda reaksiyon hiz1
substrat konsantrasyonu ile dogrusal olarak degismektedir. Bu degisimin oldugu
bolgede enzim reaksiyonunun hizi Olgililerek grafikten substrat konsantrasyonu
bulunmaktadir. Sekil 3.3’de ki grafikten V,, smir hizlari, K,, sabitleri ve substrat

konsantrasyonlar1 bulunabilir.
Esitlik (3.10)’un asagidaki gibi diizenlenerek grafik ¢izimi yapilirsa Sekil 3.4’de
ki gibi bir dogru elde edilir. Bu dogrunun egiminden ve dogrunun ordinati kestigi

noktadan Michaelis-Menten sabitleri bulunabilir.

1 K 1, 1
V_kz[E]o [S] kz[E]o

o _Km
]/Vm egim _Vm

esitliginden yararlanarak

"""
Iy
y
Iy
| ’’’’’ cizilen Lineweaver—Burk
‘!‘ .
,,,,,, diyagramindan K, ve V,,,
_____ degerleri bulanabilir.
.
!”

- )
h 1
1 7 8]
Km

Sekil 3.4. Lineweaver — Burk diyagrami

Esitlik (3.10) yeniden diizenlendiginde,
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1 K, 1 1

v~ TalElo [S]  klEl (3.17)
ya da

1 K, 1 1

A SR (3.18)

esitlikleri elde edilmektedir.

Bu esitliklere gore 1/v ile 1/[S] arasinda ¢izilen grafikte, dogrunun ordinati
kestigi degerden 1/V,,, dogrunun egiminden de K, /V,, degerleri bulunur. Bulunan bu

degerlerden de Michaelis-Menten sabitleri hesaplanabilmektedir (Pekin, 1979).
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4. KSANTIN OKSIiDAZ ENZiMi

Ksantin oksidaz enzimi, oksidorediiktaz grubu enzimlerinden olup bir
flavoproteindir. Ksantin oksidaz, ilk olarak yaklasik 85 yil 6nce M. Dixon ve S.
Thurlow adl1 bilim insanlar1 tarafindan inek siitiinden izole edilmistir. Enzimin kaynag1
olarak memelilerin bazi organlar1 (karacigerde, bobrekte, mukoza hiicrelerinde), kuslar
ve siirlingenler gosterilebilir. Memelilerde hepatositler, mukoza hiicreleri, renal
hiicreler, kapiler endotelial hiicreler, meme epitelyum hiicreleri ve siitte bulunmaktadir
(Saatgi, 1997). Cesitli insan dokularinda arastirildiginda ise kalp, bobrek, beyin, akciger
ve mezenterde bulunmaktadir. Bu bilgilere ek olarak, karaciger ve bagirsak enzim
aktiviteleri bakimindan bir karsilastirma yapildiginda, insanlarda diger memelilere

oranla daha diisiik seviyede sonuglar elde edilmistir.

Gin 767 Glu 802

_ " Phe 1009
B

b0
Gl 1261 r ’. 7,

Arg 880

Arg 680

Sekil 4.1. Ksantin oksidazin yapis1 (Hille, 2006)

Ksantin oksidazin molekiiler kompozisyonu i¢in genis bir protein boliimii ile
buna bagli olarak FAD, Fe ve Mo ihtiva eden bir modeli verilmis ve bir ¢ok arastirmalar

sonucunda Fe/FAD/Mo oranmin 8/2/1-2 oldugu belirlenmistir. Molekiil agirlig: aralig
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ise 75000-400000 Dalton olarak bulunmustur. Ksantin oksidaz
enziminin optimum pH degeri yaklasik 8,3, izoelektrik noktasi ise 5,3-5,4 olarak

belirlenmistir (Dixon, 1924; Yildiz, 1979; Yildiz, 1982; Hille, 2006).

Sekil 4.1°de sigirdan elde edilen ksantin oksidazin yapisit verilmistir. Ust
kismindaki sekilde, mavi ve yesil kisimlar Fe-S bolgesini, gri kisim FAD bdlgesini,
kirmiz1 kisim protein molibden bagini gostermektedir. Alt kisimdaki sekilde ise enzimin

aktif merkezi iki farkli sekilde gosterilmistir.

NH2
N o’
| \> dlammaz \> \> \>
N I I
R1b—® R1b—® H R1b—® H Rlb—®
AMP IMP XMP GM
H2 H2 HZO HZO
niikleotidaz niikleotidaz niikleotidaz niikleotidaz
Pi Pi Pi Pi
adenozin
Adenozin diaminaz > inosin Ksantozin Guanozin
H,0 NH, p.
piirin piirin ! piirin
niiklosit niiklosit niiklosit
fosforilaz fosforilaz . fosforilaz
Riboz-1-P Riboz-1-P Riboz-1-P
ksantin guanin
Hlpoksantln oksidaz Ksantin (—%% Guanin
0 +HzO H,0, NH, H,0

0,+tH,0
ksantin
oksidaz
H,0,
\4
(0]
H\ /H
N N
A e
0~ N7 N
|
H

Urik Asit

Sekil 4.2. Piirin niikleotitleri ve dioksiniikleotitlerinin iirik aside doniisiimii (Horton, 2006)

Ksantin oksidaz, insan ve memeli viicudunda piirin metabolizmasimin bir
boliimiint kontrol eden bir enzim olmasi bakimindan énemlidir. Piirin niikleotitlerinin

yikimi (Sekil 4.2) 5-niikleotidaz etkisi sonucunda fosfat grubunun ayrilmasi ile baslar
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ve piirin niikleosit fosforilaz etkisiyle devam eder. Son olarak ksantin oksidaz enzimi ile

tirik asit olugsmaktadir.

Sekil 4.3°de gosterilen, ksantin oksidaz enzimi ile ksantin substrati arasinda
meydana gelen enzimatik reaksiyonda, enzim Mo aktif bolgesindeki oksijen ile
substrata niikleofilik atak yaparak etkilesir. Mo=S bag1 acilmasiyla Mo ™(OS) yapisi
Mo+4O(SH) yapisina doniisiir ve Mo™, Mo™e indirgenir. Ksantin’in tirik asite
yiikseltgenmesi gergeklesirken, aktif merkezde Mo™ birkag ara basamak sonucunda
tekrar Mo™® durumuna gecer. Indirgenme reaksiyonu Mo aktif merkezinde
gerceklesirken,  ylikseltgenme  yar1  reaksiyonu enzimin FAD  bdlgesinde

gerceklesmektedir.

ksantin ylkseltgenmis  “%
OH~ enzim

H
H (o]
)\ | \>_O_|\|/||O+ ,- 5 .
o >N N P
|1| |1| o) 7N

2H* 7
\ indirgenmis

enzim

urik asit

Sekil 4.3. Ksantin oksidaz enzimi ile ksantinden {irik asit olusum mekanizmas1 (Hille, 2006)
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Fe-S merkezi ise bolgeler arasi elektron transferini kolaylastirdigi ve enzimin
katalitik etkisini arttirdigi diisiiniilmektedir. FAD iki elektron alarak indirgenir ve
FADH,; olusur. FADH, ortamda elektron alicis1 olarak gorev alan oksijen ile etkileserek
FAD olusur ve enzim rejenere olarak tekrar eski yapisina doner. Bu enzimatik reaksiyon
sonucunda oksijen yiikseltgenerek H,O, olugsmaktadir (Whirter, 1991; Harrison, 2002;
Metiyurt, 2003; Hille, 2006).

Ksantin ve hipoksantin tayinleri tibbi, biyolojik alanlarda ve gida endiistrisinde
onemli bir ilgiye sahiptir. Ksantin ve hipoksantinden {irik asit doniislimii gbz Oniine
almarak, viicutta iirik asit kristallerinin fazla miktarda birikmesiyle olusan gut
hastaliginin teshisinde ksantin oksidaz enziminden faydalanilmaktadir. Aynmi sekilde
baliklarda oliim sonrasinda da devam eden piirin bozunmasi iirik asit olusumuyla
sonlanmaktadir. Bozunma sirasinda hipoksantin ve ksantin olusmakta ve bu maddelerin
miktarlart ksantin oksidaz enzimi ile belirlenmektedir. Bu tayin sonuglari, ilk olarak
Japonya ve daha sonra bir¢ok iilkenin benimsedigi bir kalite standardi olarak gosterilen
K degeri ile tanimlanmaktadir. Buna gore esitlik (4.1)’de verilen K degerinin %20
olmasi tazelik limiti olarak belirlenmistir. Esitlik 4.1°de INO, inosin, HX, hipoksantin,
IMP ise inosin monofosfat miktarlarin1 gostermektedir (Ghosh, 1998; Carsol, 1998;
Watanabe, 2005).

[INO] + [HX]
[IMP] + [INO] + [HX]

K= x 100 4.1)

Bir organa ya da viicudun bir boéliimiine atardamarlarla gelen kanin azalmasi ya
da hi¢ gelmemesi olarak tanimlanan iskemide, dokular yeterince oksijen elde edemez ve
kan araciligiyla attiklar1 artik maddeleri temizleyemeyip biriktirmeye baslarlar. Iskemi
sonrasi, dokuda siiperoksit radikallerinin biiyiik kisminin kaynagi ksantin oksidaz enzim
sistemidir. Iskemik dokuda iki énemli degisiklik meydana gelmektedir. Birincisi yeni
bir enzim aktivitesi yani ksantin oksidaz, ikincisi ise bu enzimin iki Onemli
substratindan biri olan hipoksantin olusumudur. Diger substrat yani molekiiler O,’nin de
reperfiizyonu ile dokuda ani ve ¢ok miktarda superoksit radikali ve hidrojen peroksit
olusmaktadir. Cok reaktif ve sitotoksik olan serbest O, radikalleri kapiler gecirgenligi
artirarak doku Odemine, trombositlerin damar duvarina yapigsma 6zelligini artirarak

mikro dolagimin bozulmasina neden olmaktadir. Bu durum sonucunda substrat
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birikmesi meydana gelerek dokularda ksantin fazlaliligi olugsmaktadir ve doku kaybi
olugmaktadir. Dokuda biriken ksantinin bir kismi plazmaya gecmektedir ve bu gegis
sayesinde ksantin miktar1 analizi ile kalp krizi tanisinda kullanilmaktadir (Arslan, 2004;

Tomur, 2005; Kul, 2006).

Ksantin oksidaz aktivitesinin, ksantin ve hipoksantin tayinlerinin tibbi, biyolojik
ve gida acisindan 6nemi farkli tayin metotlarinin gelistirilmesine olanak saglamistir.
Ksantin oksidaz aktivitesinin tayini lizerine yapilan ¢alismalarda, spektrofotomerik ve
spektrofluorometrik metotlarin yaninda radyometri ve mikrokalorimetrik metotlar da
kullanilmistir. Radyometrik metotta radyoaktiflenmis substratlar kullanilarak tayinler
yapilirken, mikrokalorimetrik metotta enzim ile substrat arasinda gergeklesen reaksiyon
esnasinda meydana gelen 1s1 degisiminden faydalanilarak tayinler yapilmistir.
Spektrofotometrik metotta ise tayin substratlara ait dalga boylarindaki azalan absorbans
degerlerinden veya enzimatik reaksiyon esnasinda olusan {iriiniin spesifik dalga
boyundaki absorbans degerlerinden yapilmistir. Substratlardan ksantin 271 nm’de,
hipoksantin 250 nm’de, reaksiyon iiriinii olan {irik asit ise 292 nm’de kuvvetli absorbans
gostermektedir. Spektrofluorometre ile yapilan caligmalarda ise uyarma dalga boyu
315 nm emisyon dalga boyu 425 nm olan ortam sartlarinda tayin yapilmistir (Yildiz,
1979; Yildiz, 1982).

Yukarida ifade edilen tayin metotlarina ek olarak giiniimiizde de sikca kullanilan
elektrokimyasal teknikleri iceren metotlar vardir. Bu metotlarda tayin genellikle diger
metotlara gore daha hizli ve maliyeti daha diisiik olan ksantin oksidaz elektrodu ile
yapilmaktadir ve enzimatik reaksiyon sonucu olusan hidrojen peroksitin yiikseltgenmesi

dikkate alinmaktadir.

Asagidaki ¢izelgelerde literatiirlerde yer alan ksantin oksidaz enzimi ile
hazirlanmis farkli biyosensorler verilmistir. Cizelge 4.1(a) ve 4.1(b)’de, biyosensdrlerin
kullanildig1 substratlar (ksantin, hipoksantin) ya da analitler (balik, hiicre kiiltiirii, rat
beyni), tayin i¢in kullanilan teknik, uygulama potansiyeli, biyosensdriin lineer araligi ve

biyosensorlerin 6mrii verilerek bazi 6zellikler yoniinden karsilagtirilmasi yapilmstir.
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Cizelge 4.1(a). Hazirlanan Baz1 Ksantin Oksidaz Biyosensdrleri ve Ozellikleri *

. .. .. Analit Calisma Sensoriin
B i - L Refi
iyosensor Eyyg, yontem Numune arahg,pM  Omrii eferans
0,65 V(H,0,) yada . .
XO-PtE -0,65 V (0»), Hx 2,5-375 ff ogg)n lf;;glmerh
Ag/AgCl, amp.
0,4V, Ag/AgCl, 5130, . Gonzalez,
XO-CPE amp. Hx, X 5100 6 gilin 1991
a 0,29V, 30 giin Okuma,
XO-HMeFe/CPE Ag/AgCl,amp HX, balik 0,6 —700 (5 OC) 1991
DAB/resorcinol-XO— 60 giin Nguyen
0,50 V, SCE . Hx, balik 5-300 ’
PtEb 5 5 , amp X, bali (4 oc) 1991
c 0,60 V, Ag/AgCl,  Hx, HxRY . Yao,
— ’ > . 200 20
Nafion/NP/XO-PtE amp. balik max giin 1993
max.
0,125V Hx, X . Nguyen
XO-TTF-TCNQ-PtE ’ ; > 6000 (Hx), 75 giin ’
Ag/AgCl,amp. balik 12500 (X) 1993
XO-TTF-hpPCyD- 0,100 V, Zhao,
GCE® Ag/AgClamp. Hx max. 35 ] 1993
XO streptavidin—biotin— . Rehak,
SSE! 0,67 V, SCE,amp. X max. 1000 5 giin 1994
Xue,
XO-PPy-PtE 0,60 V, SCEamp. X 0,1 - 1000 - 1904
0,30 V 1 -50 (HX) Arai
g 5 s 5 _ 5
XO-PMBQ-AuGCE Ag/AgClamp. Hx, X 1-80 (X) 1996
0,65V, .. Shen,
XO-PtE Ag/AgClamp. Hx, balik 0,05 -100 4 giin 1996
0,65V, Volpe,
XO-PtE Ag/AgClamp. Hx, balik 1,0-20 - 1996
XO-Auy-GCE" 0,4V, Ag/AgCl X max. 30 - %332 ’
i 0,45V, Ag/AgCl, 7 giin Carsol,
XO-SPE FI Hx, balik max. 50 (4°0) 1997
k
Nafion- MV=NT-NP- 0,70 V, SCE ﬁv[g H 2 18 (Hx) Hu,
i - amp. — X -
XO-GCE! 0¥, SR amp. X, BXS 1997
balik
Nafion-MV-XO-GCE - %68 Vs SCE,pp palk 1,0—200 21 giin Hu,
amp. 1997
1 0,70 V vs. SCE, . Ghosh,
XO-FCAPPy-ITO amp. Hx max. 2000 3 giin 1998
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Cizelge 4.1(b). Hazirlanan Baz1 Ksantin Oksidaz Biyosensorleri ve Ozellikleri *

. .. .. Analit Calisma Sensoriin
B i - L Ref
iyosensor Eyyg. , yontem Numune arahg, M Omrii eferans
0,65 V vs. " Qiong,
XO-PtE Ag/AgClamp. Hx, balik 0,1-10 7 giin 1998
0,0 ya da — 0,20V . Mao,
Os-gel-HRP-XO-GCE vs. Ag/AgCl, FI Hx 0,5-280 42 giin 2000
0,58 V (H,0,) yada .
XO-SGGE™ 1,4V (Oy), Hx, balik fg - ?380 6 giin Iz\ggb
voltamp. ’

n 0,95V (Oy), - Hu,
XO-BV-SGGE voltamp. Hx, balik 1,2-1100 2 ay 2000
PANI-XO- - 0,72 V vs. SCE, . Mao,
NaMont/MV/CPE® amp. Hx,ballk  1-400 20 giin 2001

0,60V vs. Hx, hiicre 14 giin Xu

P s ] _ ]
Nafion/XO/PPWCEME® (00 oy e iltiirdi > - 1800 (1-5°C) 2002
Nafion—-GO/XO- 0,70V vs. Ag/AgCl, Glu, Hx, rat .. Shi,
PdIrO,/GCE amp., HPLC beyni 1,0—300 (Hx) 14 giin 2002

n 0,60 Vvs. SCE, Hx, hiicre 20 giin Kirgoz,
Nafion-XO-AucuPtE" . Kiiltiirii 0,2-20 (4°0) 2004
XO_GCPEY 0,9 Vvs. Ag/AgCl, 20— 80 1 giin Crumbliss,

A amp. 4°C) 1992

* *HMeFe: hidroksimetilferrosen, P DAB: 1,3-diaminobenzen, CFM: karbon fiber mikro elektrot, © NP:
niiklosit fosforilaz, ¢ HxR: inosin, hpBCyD: 2-hidroksipropil-B-siklodekstrin, ' SSE: gelik elektrot,
& PMBQ: poli(merkaptobenzokinon), h Aug,y: koloidal altin, ' SPE: screen-printed electrot, INT: 5°-
niiklotidaz; MV: metil violegen, ¥ IMP: inosin monofosfat, ' FCAPPy: ferrosin karboksil asit polipirol,
ITO: indiyum tinoksit cam elektrot, ™ SGGE: sol-gel grafit elektrot, " BV: benzil violegen, * NaMont:

sodyum montmorillonit, * PPh: polifenol,  GCPE: camsi karbon pasta elektrot.
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5. REDOKS POLIiIMERLERI

Redoks polimeri, elektroaktif olan veya elektroaktif olmayan ana polimer
zincirine kovalent veya elektrostatik olarak bagl redoks aktif gecis metalleri iceren,
yiikseltgenme veya indirgenme 6zelligine sahip bolgelerden olusan polimerler olarak
tanimlanmaktadir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, redoks polimerleri gibi
elektroaktif polimerler ile hazirlanan elektrotlarda yiiksek elektrokatalitik 6zellige sahip

yeni polimerik materyallerin gelistirilmesi amaglanmaktadir.

Polimerlerle modifiye edilmis elektrot matriksine, elektrokatalitik 6zellikli gecis
metali tiirlerinin yerlestirilmesi, elektrot ile substrat arasinda gerceklesen elektron
transferini  kolaylastirici  bir aract (mediator) gorevi saglamaktadir. Ayrica,
elektrokatalik olarak desteklenen yeni polimerik materyallerde, elektrodun kimyasal,
elektrokimyasal, optiksel ve immobilize molekiil 6zelliklerinin istenilen yonde
gelistirilmesi, uygulanan potansiyel ve akim yardimi ile reaksiyon hizini kontrol
edilebilme, elektrokatalitik bolgelerin elektroda yakin olmasi, az bir materyal miktari ile
yiiksek konsantrasyonlu aktif merkezler olusturma, polimerdeki diger katalitik
bolgelerin yakinligindan kaynaklanan kiimiilatif etkisi, katalizoriin substrat ortamindan
kolay ayrilabilmesi gibi 6zelliklerin gelistirilmesi hedeflemektedir (Cameron, 2000;
Kavanoz, 2009).

Elektron transferi bakimindan karsilastirildiginda, iletken polimerlerden farkli
olarak redoks polimerleri dar bir potansiyel araliginda iletkenlik gostermektedirler ve
gosterdikleri bu iletkenlik, polimer filmde indirgenen ve yiikseltgenen yapilarin
konsantrasyonlart esit oldugu durumda redoks merkezlerinin formal potansiyel
degerlerinde maksimum olmaktadir. Polimerlerdeki redoks iletimi, Kaufman ve ¢alisma
arkadaglar1 tarafindan Onerilen elektron transferinin ardisik redoks gruplari arasinda
kendiliginden gerceklesen bir seri elektron atlama (hopping) isleminin ilerlemesi
yoluyla saglandigr Ongoriilmektedir. Kaufman ve c¢alisma arkadaslari, elektrot ile
polimerin redoks bolgeleri arasindaki ytik transferi hakkinda yaptiklar1 6neriyi asagidaki

esitlik (5.1) ile ifade etmislerdir.

Rsk = ket Cyik Cind (5.1)
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Bu esitlikte, Cyi, yiikseltgenmis tiirlerin konsantrasyonunu, Cing, indirgenmis
tiirlerin konsantrasyonunu, Rsg, kendiliginden degisme hizini, ET, elektron transferini
gostermektedir.  Polimer filmde biitlin  redoks tiirliniin  konsantrasyonlari
Cyik T Cind = Cioplam seklinde sabitlendiginde kendiliginden degisme hizi, indirgenen ve
yiikseltgenen tiirlerin konsantrasyonlarinin birbirine esit oldugu sartlarda (Cyix = Cing)
maksimum olmaktadir ve bundan dolayr maksimum iletkenlige E° degerinde

ulasilmaktadir (Kaufman, 1979; Kaufman, 1980).

Redoks polimerler kullanilarak mikeoelektrokimyasal diyotlar, transistorler,
sensorler ve biyosensorler gibi etkin elektrokatalitik 6zelliklere sahip malzemelerin
gelistirilmesi giiniimiizde yapilan ¢alismalar arasinda oldukg¢a fazla yer almaktadir
(Silva 1989; Sasaki 1973). Bu polimerlerden bir tanesi de elektroaktif bir polimer olan
polivinilferrosen (PVF) polimeridir. Polivinilferrosen, tersinir elektron prosesinin
sagladig1 avantaji, yiiksek kararliligi, c¢esitli metotlar kullanilarak ince filmler
hazirlayabilme kolayligi ile iletken polimer sistemlerinde siklikla kullanilmaktadir (Yu,
2005). Polivinilferrosen polimeri, elektroanalizde (Giilce, 1995), elektrokatalizde
(Giilce, 1994a; Giilce, 1994b), elektrokimyasal diyot olarak (Wang, 1991), referans
elektrot olarak (Kannuck, 1987), biyosensor hazirlanmasinda (Dong, 1991; Nguyen,
1993; Giilce, 1995a; Giilce, 1995b; Giilce, 2002a; Giilce, 2002b; Giilce, 2002¢; Giilce,
2003; Giilce, 2005; Sen, 2004; Kuralay, 2005; Kuralay, 2006; Sulak, 2006) ve ikincil
piller (Kawai, 1989) gibi ¢esitli uygulama alanlarinda kullanilmaktadir.

Polivinilferrosen polimerinde elektriksel iletkenlik, polimerin yapisindaki
ylkseltgenmis ve indirgenmis gruplar arasinda elektron atlamasi (hopping) yoluyla
saglanmaktadir (Sekil 5.1). Polimerin yapisinda bulunan ferrosen, tersinir bir elektron
aktarimiyla kolaylikla ferrosenyum katyonuna ylikseltgenebilen fonksiyonel bir
molekiildiir. Bdylece ferrosen grubundaki Fe merkezi tersinir olarak yiikseltgenip-
indirgenmekte ve bdylece yiik ferrosen gruplar1 arasinda elektron atlama yoluyla
polimer zinciri boyunca tasinmaktadir (Aso, 1969; Umana, 1980; Giilce, 1993;
Kavanoz, 2009).

Kimyasal polimerizasyonla elde edilmis polivinilferrosenin elektrot yiizeyine
kaplanmasi, PVF ¢ozeltisine daldirilan elektrodun daldirip-kurutulmasi (dip coating) ile,
PVF c¢ozeltisinin ¢ok kiigiik hacimlerde elektrot yilizeyine damlatilarak c¢oziiciiniin
buharlagsmas1 (droplet evaporation) ile, PVF ¢0Ozeltisinin elektrot yiizeyine

damlatildiktan sonra elektrodun ¢evrilmesi (spin coating) ile, PVF ¢ozeltisine daldirilan
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elektrot ylizeyinde elektrokimyasal c¢oktiirme (electrochemical precipitation) ile

yapilabilmektedir (Umana, 1980; Giilce, 1993).
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Sekil 5.1. Polivinilferrosenin indirgenmis ve yiikseltgenmis yapilari

Elektrokimyasal ¢oktiirme ile hazirlanmig PVF elektrotlari, metilen kloriirde
¢oziinmiis PVF’nin sabit potansiyeldeki anodik elektrolizi ile hazirlanmistir. Elektrot
ylizeyine biriktirilen polimerin CIO4 karsit anyonu ile ferrosen ve ferrosenyum
gruplarini igeren kismen ylikseltgenmis bir yapida oldugu dagilmis yansima (electronic
diffuse reflection) spektrumunda sirasiyla 460 nm ve 625 nm’de ferrosen ve

ferrosenyuma ait absorpsiyon pikleri gézlenerek belirlenmistir (Shirota, 1984).

Polivinilferrosenin yalniz olarak kullanilmasinin yaninda ferrosenin hem direkt
polimerlesmeye katilmasiyla olusan kopolimerleri hem de polimer zincirine sonradan
baglanarak olusan modifiye ferrosen polimerleri hazirlanmistir. Bu polimerler ile
elektrot iizerinde olusturulan polimer filmlerine enzim immobilize edilerek
amperometrik calismalarda kullanilmistir. Sekil 5.2°de yapilar1 gosterilen, glisidil
metakrilat ile vinil ferrosenden hazirlanmis kopolimeri (a), 2-hidroksietilmetakrilat ile
vinilferrosenden hazirlanmis kopolimeri (b), ferrosen igeren capraz bagli polialilamin

modifiye polimerini (c), N-izosiklopropil akrilamit ve N-izopropil akrilamit kullanilarak
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vinilferrosen ile hazirlanan kopolimerler (d) gosterilmektedir (Saito, 1998; Kuramoto,

1998; Koide, 1999; Senel, 2010).
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6. KAYNAK ARASTIRMASI

6.1. Ksantin Okisadaz Biyosensérleri ile Tlgili Kaynak Arastirmasi

J. Pei ve galigma grubu tarafindan CuPtClg ile kimyasal olarak modifiye edilen
camsi karbon elektrot {izerine ksantin oksidaz immobilize edilmistir. Hazirlanan elektrot
ylizeyinde meydana gelen enzim reaksiyonu esnasinda acifa ¢ikan hidrojen peroksitin
yiikseltgenmesine dayanan akim cevaplar1 ksantin ve hipoksantin i¢in hizli ve segici
sonuglar vermistir. Bu elektrodun performansi iizerine, enzim immobiliazsyonunun
etkisi, pH’1n etkisi, sicakligin etkisi ve uygulanan potansiyelin etkisi arastirilmistir.
Biyosensdriin gozlenebilme smir1 1x107 M olarak bulunmus, lineer cevap arahigi ise
6x107-2x10* M ksantin ve 5x107—2x10* M hipoksantin olarak belirlenmistir.
Hipoksantin ve ksantin karigtminda analiz i¢in elektrokimyasal dedektdr olarak enzim

elektrodu ile birlestirilmis sivi kromatografik ayrima sistemi kullanilmistir (Pei, 2000).

S. Hu ve g¢alisma grubu tarafindan hipoksantin tayini i¢in sodyum
montmorillonit-metil violejen karbon pasta modifiye elektrodu kullanilarak yeni bir
hipoksantin biyosensorii hazirlanmistir. Hipoksantin biyosensorii, montmorillonit-metil
violejen karbon pasta modifiye elektrodu ile anilin ve ksantin oksidaz igeren ¢ozelti
igerisinde +1,2 ile —0,5V arasinda doniisiimlii potansiyel taramasi yapilmasi sonucunda
anilinin polimerlesmesi ve ksantin oksidazin bu polimer film icerisine immobilizasyonu
ile hazirlanmistir. Hipoksantin tayini ksantin oksidaz ile substrat arasindaki enzimatik
reaksiyon sonucunda harcanan oksijen miktarina dayanmaktadir. Hazirlanan biyosensor
icin lineer ¢alisma araligit 1 uM—0,4 mM hipoksantin gozlenebilme siniri ise 0,8 uM
hipoksantin olarak belirlenmistir. Ayrica hazirlanan biyosensor ile farkli balik eti

numulerinde hipoksantin tayini i¢in denemeler yapilmistir (Hu, 2000).

D. Xu ve c¢alisma grubu tarafindan camsi karbon elektrodu H,O;’nin
yukseltgenmesine katalitik etki saglayan Pd/IrO, ile modifiye edilerek bienzim
elektrodu hazirlamistir. Glikoz ve hipoksantin sensdrleri hazirlanirken, glikoz oksidaz
ve ksantin oksidaz enzimleri elektrodun nafyon film ile kaplanmasindan sonra
immobilize edilmistir. Hazirlanan bienzim biyosensérii HPLC’nin dedektoriinde de
kullanilmigtir. Gozlenebilme sinirlari, glikoz i¢in 1,O><10'6 M, hipoksantin i¢in 2,0><10'7
M olarak bulunmustur. Lineer konsantrasyon araligini ise sirastyla 5,0x10°-2,5x10° M

glikoz ve 1,0x10°-5,0x10™ M hipoksantin olarak tespit edilmistir (Xu, 2002).
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U. A. Kirgdz ve ¢alisma grubu tarafindan ksantin tayini icin camsi karbon pasta
elektrodu iizerine ksantin oksidaz immobilizasyonu yapilarak bir enzim elektrodu
hazirlanmistir. Hazirlanan biyosensorde ksantin ve hipoksantin tayini, GCP materyaline
immobilize edilmis kssantin oksidaz tarafindan katalizlenen enzimatik reaksiyon
sonucunda olusan H;O;’nin amperometrik tayinine dayanmaktadir. Biyosensor igin
optimum sartlar arastirilmis, hipoksantinin ve ksantinin her ikisi i¢inde c¢alisilan
parametreler optimize edilmistir. Hazirlanan biyosensor 5,0x107— 4,0x10° M ksantin
ve 2,0x10°-8,0x10 M hipoksantin konsantrasyon araliklarinda lineerlik géstermistir.
Gozlenebilme sinirlari ise ksantin substrati i¢in 1,0x10”7 M, hipoksantin substrati icin

5,3x10"° M olarak elde edilmistir (Kirgdz, 2004).

F. Arslan ve calisma grubu tarafindan tetrabutilamonyum tetrafluoroborat ve
elektron aracis1 olarak ferrosenin bulundugu bir ortamda, piroliin 50 mVs™ tarama hiz1
ve 0,0 — 0,9 V potansiyel aralifinda voltametrik metot ile platin elektrot ylizeyine
elektrokimyasal polimerizasyon ile polimer film kapli bir elektrot hazirlanmistir.
Elektropolimerizasyon basamagindan sonra, glutaraldehit ve bovine serum albumin
kullanilarak polipirol film iizerine ksantin oksidazin immobilizasyonu saglanmistir.
Hazirlanan  biyosensoriin  enzimatik  reaksiyon sonucunda olusan H,0,’in
elektrokimyasal tayine dayali amperometrik cevaplar +0,7 V sabit potansiyelde
almmustir. Biyosensoriin performansint belirleyen parametreler hazirlanan ksantin
oksidaz biyosensorii ilizerinde incelenmislerdir. Buna gore biyosensoriin optimum
sartlardaki lineer ¢alisma araligi 1,0x10°-4,0x10* M ksantin, gbzlenebilme sinirt
1,0><10'6 M ksantin, cevap stiresi 25 s, enzim miktar1 1,02 Unit, pH degeri 7,4 olarak
belirlenmistir (Arslan, 2006).

T. Hoshi ve c¢alisma grubu tarafindan platin disk elektrot ylizeyine ksantin
oksidazin immobilizasyonu ile bir amperometrik ksantin biyosensdrii hazirlanmistir. Tlk
olarak platin elektrot, ksantinin enzimatik ylikseltgenme reaksiyonundan olusan {irik
asitin elektrokimyasal olarak ylikseltgenerek girisime sebebiyet vermesinden dolayi
elektrot ylizeyine ulagimini1 engellemek icin polivinilsiilfat ve polialilaminhidroklorit
polimerlerinden olusan polielektrolit coklu tabaka filmi(PEM) ile kaplanmistir. PEM ile
kaplanan platin elektrot ksantin oksidaz ve polidimetildialilamonyum klorit ile
hazirlanan ¢oklu tabaka filmi ile modifiye edilmistir. Hazirlanan ksantin biyosensorii 3—

300 uM konsantrasyon araliginda basarili sonuglar elde edilmistir (Hoshi, 2006).
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L. Agiii ve ¢alisma grubu tarafindan hipoksantinin amperometrik tayini i¢in altin
nanopartikiilleri ile modifiye edilmis bir karbon pasta elektrot (CPE) iizerine ksantin
oksidaz immobilize edilerek bir enzim biyosensorii hazirlanmistir. Modifiye
edilmeksizin hazirlanan CPE-XO enzim elektrodu ile, altinin elektrokimyasal olarak
biriktirilmesi ile modifiye edilen altin disk elektrot ve camsi1 karbon elektrot kullanilarak
hazirlanan biyosensorler karsilastirilmistir. Hipoksantin i¢in en yliksek amperometrik
sinyal, enzimin glutaraldehit ve BSA c¢apraz baglayicilar1 ile immobilize edilmesi
sonucunda hazirlanan XOD-nAu-CPE biyosensoriinde gozlenmis ve gdzlenebilme sinirt
2,2x107 M olarak bulunmustur. Sardalye ve tavuk etindeki hipoksantin tayini icin
yapilan gercek numune ¢alismalarinda ise bu biyosensorlerin kullanilabilirligi

gosterilmistir (Agiii, 2006).

6.2. Polivinilferrosen Modifiye Elektrotlar ile lgili Kaynak Arastirmasi

Elektrokimyasal mikrocihazlarin gelistirilmesine yonelik bir ¢alismanin parcasi
olarak elektrokimyasal yontemle biriktirilmis polivinilferrosen polimerinin morfolojisi,
yogunlugu ve elektrokimyasal 6zellikleri incelenmistir. Platin disk elektrot iizerine +0,8
V sabit potansiyelde polivinilfrerrosen polimer filminin elektrokimyasal olarak
kaplanmasinda perklorat, tetrafloroborat, hidrojensiilfat, hekzaflorofosfat,
dihidrojenfosfat, kloriir gibi ¢esitli tuzlar ile p-toluensiilfonat ve potasyum
hegzafloroarsenat farkli elektrolitlerin kullanilmasi sonucunda elde edilen polimer
filmler ile fiziksel ve elektrokimyasal ¢alismalar yapilmis, filmlerin yogunlugunda ve

morfolojisinde belirgin farkliliklar oldugu gézlenmistir (D’Silva, 1989).

Elektrot yiizeyinin polivinilferrosen polimeri ile kaplanmasi, polivinilferrosenin
metilen kloriir igerisindeki ¢ozeltisinden; elektrot yiizeyine elektrokimyasal ¢oktiirme,
daldirip kurutma ya da damlatma-dondiirerek buharlastirma yontemleri ile
yapilabilmektedir. Elektrokimyasal ¢oktiirme yonteminde polimer ¢ozeltisine daldirilan
elektroda uygun bir potansiyel uygulanarak yapilan elektrolizle polimerin
yiikseltgenmis formu elektrot yiizeyinde biriktirilmektedir. Daldirip-kurutma
yonteminde elektrot polimer ¢dzeltisinde bir siire bekletildikten sonra kurutularak,
damlatma-dondiirerek buharlastirma yonteminde ise elektrot yiizeyine polimer ¢ozeltisi
damlatilip  elektrodun  dondiiriilmesi  sonucunda ¢oOziicii  buharlastirilmasiyla

hazirlanmaktadir. Degisik yontemler kullanilarak PVF ile kaplanan elektrotlarda ylizeye
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baglanmig bir ferrosen polimerinin tersinir bir yiikseltgenme indirgenme tepkimesi

verdigi bulunmustur (Umana, 1980, Giilce, 1993).

H. Giilce ve ¢alisma grubu tarafindan aerobik ortamda basit, duyarli, kararli,
diisiik maliyetli bir glikoz biyosensérii hazirlanmistir. Enzimin PVF'ClO,” film kaph
platin elektrot ylizeyine immobilizasyonu ile hazirlanan biyosensoriin akim cevaplari
hem voltametrik pik akim degerleri hem de kararli kal akim degerleri OSlgiilerek
belirlenmigtir. Calismada biyosensoriin akim cevaplarina glikoz konsantrasyonu,
immobilize enzim miktari, polimer film kalinlig1 ve sicakligin etkisi incelenmis ve

optimize edilmistir (Giilce, 1995a).

H. Giilce ve ¢alisma grubu tarafindan siikroz tayini i¢in hazirlanan biyosensorde
glikoz oksidaz ve invertaz PVF'ClO4 film {izerine immobilize edilmistir. Invertazin
varliginda siikrozun yiikseltgenmesi ile olusan a-glukozun f-glukoza doniisiimii igin
liclincli bir enzim olarak mutoratoaz enzimi kullanilmamis, mutarasyon icin fosfat
iyonlart1  kullanilmigtir.  Calismada biyosensoriin = akim  cevaplarina  substrat
konsantrasyonu, immobilize enzim miktari, fosfat konsantrasyonu, pH ve sicakligin

etkisi incelenmis ve optimize edilmistir (Giilce, 1995b).

H. Giilce ve calisma grubu tarafindan galaktoz tayini i¢in galoktoz oksidaz
PVF'CIO;  film kapl platin elektrot yiizeyine immobilize edilerek bir galaktoz
biyosensorii  hazirlanmistir. Calismada biyosensoriin  akim cevaplarina substrat
konsantrasyonu ve sicakligin etkisi incelenmis ve optimize edilmistir. Biyosensoriin
akim cevabi 30-40 s olarak belirlenirken, lineer ¢alisma araliginin iist sinir1 40,0 mM

galaktoz olarak bulunmustur (Giilce, 2002a).

H. Giilce ve ¢alisma grubu tarafindan laktoz tayini i¢in hazirlanan biyosensorde
p-galaktosidaz ve glikoz oksidaz PVF'ClO4~ film iizerine immobilize edilmistir.
Hazirlanan biyosesoriin amperometrik cevaplart enzimatik reaksiyon sonucu olusan
H,0;‘in elektrokimyasal yiikseltgenmesine dayanarak +0,7 V’da sabit potansiyelde
Olciilmiistiir. Biyosensoriin akim cevabi lizerine pH etkisi incelenmis ve maksimum
akim degeri pH 7,8 de elde edilmistir. Ayrica, biyosensor 0,5 mM dan daha diisiik
laktoz konsantrasyonuna olanak saglamistir. Biyosensore askorbik asit gibi girisim

maddesinin etki etmedigi belirlenmistir (Giilce, 2002b).

H. Giilce ve caligma grubu tarafindan PVF'ClO4~ film kapl platin elektrot

ylizeyine alkol oksidaz immobilize edilerek alkol tayini i¢in yeni bir elektrot
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geligtirilmistir. Biyosensoériin akim cevaplari enzimatik olarak iretilen H,O,’nin

elektroyiikseltgenmesine dayanarak +0,7 V’da Olgiilen akim cevaplarindan elde
edilmistir. Calismada biyosensoriin  akim cevaplarina substrat konsantrasyonu,
immobilize enzim miktari, fosfat konsantrasyonu, pH ve sicakligin etkisi incelenmis ve
optimize edilmistir. Hazirlanan alkol biyosensdriiniin duyarligi sirasiyla metanol >
etanol > n-butanol > benzil alkol seklinde belirlenmistir. Lineer cevabin metanol igin
3,7 mM, etanol i¢in 3,0 mM, n-butanol i¢in 6,2 mM, benzil alkol i¢in 5,2 mM’a kadar
oldugu belirlenmistir. Metanol i¢in Michaelis-Menten sabiti, 5,78 mM ve aktivasyon

enerjisi 38,07 kJmol ™ olarak bulunmustur (Giilce, 2002c).

H. Giilce ve galisma grubu tarafindan, kolin tayini i¢in PVF'C1O,4” film kaplh
platin caligma elektrodu iizerine kolin oksidaz enzimininin immobilizasyon ile yeni bir
enzim elektrodu hazirlanmistir. Enzim elektrodunun amperometrik cevaplari enzimatik
reaksiyon sunucunda olusan H,O,’in elektrokimyasal yiikseltgenmesine dayanarak elde
edilmistir. Hazirlanan enzim elektrodunun cevab1 {izerine, enzim c¢dozeltisi
konsantrasyonunun, kolin konsantrasyonunun, pH’in ve sicakligin etkisi incelenmistir.
Enzim elektrodunun amperometrik cevaplari dogrultusunda elde edilen lineer ¢alisma
araligi dst limiti 1,2 mM ve gozlenebilme s ise 4,0x10° M kolin olarak
belirlenmistir. Michaelis-Menten sabiti, 2,32 mM, aktivasyon enerjisi 38,91 kJmol ™
bulunmustur. Enzim elektrodunun 25 giin boyunca kararliligin1 korudugu gozlenmistir

(Giilce, 2003).

S. Sen ve caligma grubu tarafindan, PVF'ClO,~ film ile kaplanan platin
elektrodu yiizeyine kolin oksidaz ve asetilkolinesteraz enzimleri iyon degistirme yoluyla
immobilize edilmis, kolin ve asetil kolin tayini i¢in bir biyosensor hazirlanmistir. Enzim
elektrodunun amperometrik cevaplari, enzimatik reaksiyon sonucu olusan H,O,’in
elektrokimyasal yiikseltgenmesine dayanarak +0,7 V’da sabit potansiyelde elde
edilmistir. Hazirlanan enzim elektrodunun cevabi {izerine, polimer film kalinliginin,
enzim ¢Ozeltisi konsantrasyonunun, pH’in ve sicakligin etkisi incelenmistir. Enzim
elektrodunun amperometrik cevaplari dogrultusunda elde edilen lineer ¢alisma araligi
ist limiti 1,2 mM ve go6zlenebilme sinir1 ise 1,O><1076 M asetilkolin olarak
belirlenmistir. Michaelis-Menten sabiti, 1,74 mM, aktivasyon enerjisi 14,92 kJmol ™
bulunmustur. Enzim elektrodunun 25 giin boyunca kararliligin1 korudugu gozlenmistir

(Sen, 2004).
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A. Giilce ve H. Giilce tarafindan, oksijensiz ortam sartlarinda glikoz tayini i¢in
PVF'CIO; film ile kaplanan elektrot yiizeyine glikoz oksidaz enzim immobilizasyonu
sonucunda yeni bir glikoz biyosensorii hazirlanmistir. Glikoz oksidaz ile glikoz arasinda
gerceklesen enzimatik reaksiyon sonucunda glikoz oksidazin indirgenen flavin adenin
diniikleotit merkezinin ferosen araciligiyla tekrar yiikseltgenmesi ve indirgenen ferrosen
aracisinin sabit bir potansiyelde yiikseltgenmesi sonucunda elde edilen amperometrik
cevaba dayanarak hazirlanan enzim biyosensorii iizerine immobilize enzim miktari,
aract miktari, glikoz konsantrasyonu, uygulama potansiyeli, pH ve sicaklik
paramtelerinin etkisi incelenmistir. Enzim elektrodunun amperometrik cevaplari
dogrultusunda elde edilen lineer ¢calisma aralig1 tist limiti 5,0 mM ve gozlenebilme sinir1
ise 0,0075 mM glikoz olarak belirlenmistir. Michaelis-Menten sabiti, 6,05 mM,
aktivasyon enerjisi 41,3 kJmol ™' bulunmustur (Giilce, 2005).

F. Kuralay ve ¢alisma grubu tarafindan polivinilferrosen matrix igerisine lireaz
enziminin immobilizasyonu ile iire tayini i¢in yeni bir potansiyometrik enzim
biyosensérii gelistirilmistir. PVF'C10,4” film, 0,1 M tetrabutilamonyum perklorat iceren
metilen klorlir igerisinde polivinilferrosenin +0,7 V da sabit potansiyelde
elektrokimyasal yiikseltgenme ile platin c¢alisma elektrodu {izerine kaplanmasiyla
hazirlanmis ve bu modifiye elektrot pH’1 7,4 olan 0,1 M fosfat tamponu igerindeki lireaz
¢ozeltisinde immobilize edilerek iireaz biyosensorii hazirlanmstir. Olgiilen potansiyel
degerleri tlizerine polimer film kalinligi, enzim ¢o6zeltisi konsantrasyonu, enzim
immobilizasyon siiresi, pH, sicaklik, tampon ¢ozeltisinin konsantrasyonu ve girisim
parametrelerinin etkisi incelenmistir. Potansiyometrik enzim elektodunun lineer
konsanrasyon arahigi 5x107°—1x10"" M, gozlenebilme smir1 5x10° M iire olarak
belirlenmistir. Enzim elektrodunun 24 giin boyunca kararli kaldigr goézlenmistir.
Michaelis-Menten sabiti, 4,48x10~> M, aktivasyon enerjisi 4,97 kcalmol ™' bulunmustur
(Kuralay, 2005).

F. Kuralay ve ¢alisma grubu tarafindan polivinilferrosen matrix igerisine lireaz
enziminin immobilizasyonu ile iire tayini i¢in yeni bir amperometrik enzim biyosensorii
gelistirilmistir. PVF'CIO4~ film, 0,1 M tetrabutilamonyum perklorat iceren metilen
kloriir igerisinde polivinilferrosenin +0,7 V da sabit potansiyelde elektrokimyasal
yiikseltgenme ile platin ¢alisma elektrodu tizerine kaplanmasiyla hazirlanmigtir. Polimer
film kaplanan elektrot pH’1 7,4 olan 0,1 M fosfat tamponu icerindeki iireaz ¢ozeltisinde

bir siire bekletilerek iireaz enziminin polimer film yiizeyine immobilizasyonu



44

saglanmistir. Hazirlanan {ireaz elektrodu ile polimer film kalinlifi, enzim ¢ozeltisi
konsantrasyonu, enzim immobilizasyon siiresi, pH, sicaklik, tampon ¢dzeltisinin
konsantrasyonu ve girisim parametrelerinin etkisi incelenmistir. Enzim elektrodunun
amperometrik cevaplart dogrultusunda elde edilen lineer calisma araligi 1-250 uM,
gozlenebilme smir1 ise 1 uM iire olarak belirlenmistir. Enzim elektrodunun 29 giin
boyunca kararliligini devam ettigi gozlenmistir. Michaelis-Menten sabiti, 2,54x107* M,

aktivasyon enerjisi 5,90 kcalmol ' bulunmustur (Kuralay, 2006).

O. Gokdogan ve calisma grubu tarafindan, oksijenin elektrokimyasal
indirgenmesi camsi karbon elektrot ve polivinilferrosen kapli camsi karbon elektrot
kullanilarak c¢esitli 0,1 M NaClO4 c¢ozeltisi ve g¢esitli pH degerlerindeki fosfat
tamponlarinda doniistimlii voltametri ve kronoamperometri metotlar1 kullanilarak
arastirilmistir. Camsi karbon elektrot i¢in indirgenme piki —0,80 V’da, polivinilferrosen
kapli cams1 karbon elektrot i¢in indirgenme pikleri —0,55 ve —0,80 V’da gézlenmistir.
Polivinilferrosen kapli camsi karbon elektrotta gozlenen bu degisimin nedeni olarak
oksijenin iki basamakta indirgendigi gosterilmistir. Ilk pikin O,’nin H,0,’e
indirgenmesi, ikinci pikin ise H,O,’in H,O ya indirgenmesi seklinde tanimlanmaistir.
Caligmada, polimer film kalinliginin, oksijen konsantrasyonunun, pH’in ve potansiyel

tarama hizinin etkisi arastirilmistir (Gokdogan, 2006).

C. Ozer ve ¢alisma grubu tarafindan, PVF C10,4~ film iizerine kolesterol oksidaz
immobilizasyonu sonucunda kolesterol tayini i¢in amperometrik bir biyosensor
gelistirilmis ve amperometrik cevaplar +0,7 V sabit potansiyelde alinmistir. Hazirlanan
elektrodun cevabi lizerine enzim c¢ozeltisi konsantrasyonu, polimer film kalinligi,
calisma sicaklifi, ¢oziinen oksijen miktar1 ve pH parametrelerinin etkileri incelenmistir.
Enzim elektrodunun amperometrik cevaplar1 dogrultusunda elde edilen lineer ¢aligma
araligi 0,1-0,5 mM kolesterol olarak belirlenmistir. Enzim elektrodunun 2 hafta
boyunca kararli kaldig1 gozlenmistir. Michaelis-Menten sabiti, 0,62 mM, aktivasyon
enerjisi 20,6 kealmol ™! bulunmustur (Ozer, 2007).

M. S. Celebi ve calisma grubu tarafindan, sabit poansiyelde elektroliz islemi
sonucunda polivinilferrosen ile kaplanan platin elektrodu kullanarak Hg*" iyonlarmin
tayini i¢in yeni bir elektrot gelistirilmistir. PVF'CIO4~ film kapli elektrot CI™ iyonu
iceren ¢ozelti igerisinde iyon degisim prosesi sonucunda PVF'CI™ seklinde modifiye
edilmistir. Daha sonra bu modifiye elektrot Hg*" ¢ozeltine yerlestirilerek Hg*™

iyonlariin adsorpsiyon ve Cl™ iyonu ile komplekslesme reaksiyonu sonucunda polimer
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matrikse tutunmasi saglanmustir. Hg*™ indirgenmesinden sonra, Hg”" tayini diferansiyel
puls styirma voltametrisi ile yapilmistir. Hazirlanan elektrot ile Hg*™ tayini, 5x107'° M
Hg>" konsantrasyonuna kadar gozlenebildigi daha diisik konsantrasyonlarda pik
akimlarinda onemli bir degisimin olmadigi ve bagil standart sapmanm 1x10° M
konsantrasyonda % 6,35 oldugu bulunmustur. Ayrica, Ag", Pb>" ve Fe’ iyonlaryla

girisim ¢alismalar1 yapilmistir (Celebi, 2009).

6.3. Metal Taneciklerinin Kullanildig1 Elektrotlar ile Ilgili Kaynak Arastirmasi

M. Kavanoz ve ¢alisma grubu tarafindan, modifiye camsi karbon elektrot
kullanilarak anodik siyirma voltametrisi ile kloriir iyonlar1 igeren bir ¢dzelti ortaminda
altin tayini yapilmistir. Modifiye elektrot, platin elektrodun metilen kloriir i¢erisindeki
polivinilferrosen polimer cozeltisine bekletilmesi ve metilen kloriiriin buharlagmasi
sonucunda elde edilmesiyle hazirlanmistir. Calismada, Au(IIl) iyonlar1 igceren ¢ozeltinde
bekletilmesi esnasinda altin iyonlar1 polimer kapli camsi karbon elektrot yiizeyinde
metalik altina indirgenerek biriktigi ve potansiyel uygulamaksizin gergeklesen bu
kimyasal indirgenme reaksiyonu voltametrik olarak gosterilmistir. Voltametrik
sonuglara gore, Au(Ill) iyonlar ile polivinlferrosen arasinda gergeklesen reaksiyonda,
altin  iyonlar1 indirgenirken polivinilferrosenin yiikseltgenmis forma gectigi

gosterilmistir (Kavanoz, 2004).

M. T. Sulak ve g¢aligma grubu tarafindan glikoz tayini i¢in iki farkli enzim
biyosensorii hazirlanmis ve performanslart karsilastirilmistir. Bu iki farkli enzim
biyosensoriinde glikoz oksidaz enzimi birincisinde polivinilferrosen kapli platin elektrot
(PVF-GOD) yiizeyine, ikincisinde ise polivinilferrosen ile kapli film iizerine altin
biriktirilmesiyle hazirlanan modifiye elektrot yiizeyine immobilize edilerek
(PVF-Au-GOD) hazirlanmistir. PVF-Au-GOD elektrodu, polivinilferosen kapli platin
elektrodun her hangi bir potansiyel uygulamadan altin ¢6zeltisinde bekletilerek altin ile
polivivilferrosenin etkilesmesi sonucunda altinin indirgenmesiyle elektrot yilizeyinde
birikmesine dayanarak hazirlanmistir. Enzim elektrotlarinin amperometrik cevaplari
enzimatik reaksiyon sunucunda olusan H,O;’in elektrokimyasal yiikseltgenmesine
dayanarak elde edilmistir. Hazirlanan iki elektrot karsilastirildiginda, PVF-Au-GOD
olarak tamimlanan elektrot PVF-GOD olarak tanimlanan elektroda gore maksimum

akim degerinde 6,6 kat, duyarlilig1 3,8 kat, lineer ¢alisma araliginda ise 1,6 kat biiyiik
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olarak gozlenmistir. Biyosensorlerin akim cevaplarina uygulama potansiyeli, polimer
film kalinligi, immobilize enzim miktari, pH, sicaklik, biriktirilen altin miktar1 ve
substrat konsantrasyonu parametrelerinin etkileri incelenmistir. Ayrica, hazirlanan
enzim elektrotlar1 ile girisim, kararlilik ve ger¢ek numune ¢aligmalar1 da yapilmistir.
Michaelis-Menten sabiti, PVF-GOD elektrodu i¢in 20,38 mM, PVF-Au-GOD elektrodu
icin 30,40 mM, aktivasyon enerjisi ise PVF-GOD elektrodu icin 24,05 kJmolfl,
PVF-Au-GOD elektrodu igin 24,89 kJmol ' olarak bulunmustur (Sulak, 2006).

Y. Zou ve c¢aligma grubu tarafindan c¢ok katli karbon nanotiipler igerisine platin
nanopartikiillerinin  elektrokimyasal olarak  biriktirilmesine  dayanan  glikoz
biyosensorleri hazirlanmistir. Modifiye elektrot, camsi karbon elektrot yiizeyinin
dimetilformamid ¢0Oziiciisii igerisindeki karbon nanotiiplerin  siispansiyonundan
damlatilmasi1 ve ¢oziicliniin infarered lambasi altinda buharlastirlmasindan sonra 0,1 M
HCI igeren 10 mM H,PtClg ¢ozeltisinde 5 dakika boyunca —0,2 V sabit potansiyel
uygulanarak platin nanopartikiillerinin biriktirilmesiyle hazirlanmistir. Sonra, modifiye
elektrot ylizeyine fosfat tamponu igerisindeki glikoz oksidaz ¢ozeltisi ve kitosan-SiO,
sol-gel karigiminin damlatilmasiyla glikoz oksidaz immobilizasyonu saglanmistir. Son
olarak elektrot ylizeyi koruyucu film gorevi iistlenmesi i¢in nafyon ile kaplanmistir.
Hazirlanan biyosensoriin yiiksek elektrokatalitik aktivite ve kararliliga sahip oldugu
ifade edilmistir. Lineer ¢calisma araligi 1 pM — 23 mM, gozlenebilme sinir1 1 uM olarak
belirlenmistir (Zou, 2008).

S. Chakraborty ve ¢alisma grubu tarafindan, H,O,’in amperometrik tayini igin
elektron aracis1 ve enzim kullanmaksizin platin nanopartiiklleri ile desteklenen yiiksek
secicilikte bir elektrot hazirlanmistir. Bu elektrot hazirlanmasi, ilk olarak
poli(dialildimetilamonyum)kloriir (PDDA) polimerinin camsi1 karbon yiizeyine
¢Oziiclislinlin buharlagmasi sonucunda kaplanmasi, ikinci basamakta ise polimer film
kapli elektrodun H,PtCls ¢0Ozeltisi igerisinde bir siire bekletilerek platin
nanopartkiillerinin kimyasal indirgenme yoluyla elektrot {iizerine birikmesiyle
gerceklesmistir. Platin nanopartikiilleri biriktirilmis polimer film yiizeyi alan emisyon
taramali elektron mikroskopi, X-ray kirinimi, spektral ve elektrokimyasal dlgtimleri ile
karakterize edilmistir. Elektrot yiizeyindeki platin nanopartikiilerinin ortalama boyutu
17 nm olarak belirlenmistir. Platin nanopartikiillerinin H,O,’in yiikseltgenmesine ¢ok
iyi elektrokatalitik aktivite gosterdigi ve platin elektroda gore yiikseltgenmenin daha

diisiik potansiyelde gerceklestigi gozlenmistir. Hazirlanan bu elektrot, platin elektrodun
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akisine, cozelti icerisindeki yiizey oksitleri ve diger tiirlerin aktivasyon engelleyici
etkisinden etkilenmemistir. Platin nanopartikiil biriktirilerek hazirlanan bu elektrodun
duyarlihigt 9,15 pAmM™ ve linner cevabimn iist limiti 3 mM olarak belirlenmistir

(Chakraborty, 2009).

S. Liu ve calisma grubu tarafindan elektrokimyasal bir yontem kullanmaksizin
altin nanopartikiilleri ile modifiye ettikleri bir DNA biyosensorii gelistirilmistir. Elektrot
ylizeyinde altin nanopartikiillerinin biriktirilmesi, altin elektrot ve polielektrolit ¢oklu
tabaka ile kapli altin elektrodun HAuCly ¢ozeltisinde bekletilmesi ile hazirlanmistir.
Cozelti icerisine elektrolit katkisi yapmasi amaciyla KNO; ilave edilmistir. Altin
nanopartikiilleri ile modifiye edilen elektrodun morfolojisi farkli HAuCly
konsantrasyonlarinda ve farkli  biriktirme siirelerinde  incelenmistir.  Altin
nanopartikiilleri ile modifiye edilen elektrot iizerine DNA immobilizasyonu
ile hazirlanan biyosensor doniisiimlii voltametri ve diferansiyel puls voltametrisi
ile karakterize edilmistir. Elektrodun gdzlenebilme smurt 1x107"" M olarak

bulunmustur (Liu, 2010).
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7. MATERYAL VE METOT

7.1. Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler

Ksantin oksidaz (EC 1.17.3.2, Fluka) ve ksantin (Fluka) c¢ozeltilerinin
hazirlanmasinda ve deneysel ¢alismalarin yapildigi 6l¢lim ortaminda kullanilan tampon
cozelti NaH,PO4 (Merck) ve NaOH (Merck) kimyasal maddeleri ile hazirlanmis ve
coOzeltiler hazirlanirken ultra saf su kullanilmistir. Tampon ¢6zeltisinin pH’1 istenilen
degere ayarlanirken H3;POs (Merck) ve NaOH (Merck) kimyasal maddelerinden

hazirlanan ¢ozeltiler kullanilmistir.

Deneysel calisma boyunca hazirlanan enzim biyosensorlerinde kullanilan
ksantin oksidaz enzimi (Fluka), pH 7,4 olan 0,01 M fosfat tampon ¢ozeltisi i¢erisinde
coziilerek hazirlanmistir. Ksantin oksidaz ¢dzeltisi seri ¢aligmalar i¢in giinliik olarak

hazirlanmis ve ¢aligmalar boyunca +4 °C’de muhafaza edilmistir.

Farkli konsantrasyonlardaki substrat cozeltileri, belirli miktarlarda tartilan
ksantin (Sigma) maddesinin 0,1 M NaOH c¢ozeltisi ile ¢oziinmesi saglanmis ve daha

sonra pH’1 7,4 olan 0,1 M fosfat tamponu ile kullanilarak hazirlanmistir.

Altin biriktirilerek hazirlanan ksantin oksidaz biyosensorlerinde kullanilan
potasyumtetrakloroaurat ¢ozeltisi, KAuCly (Aldrich) maddesinin 0,01 M KCI (Merck)

¢Ozeltisinde ¢oziilmesi ile hazirlanmustir.

Platin biriktirilerek hazirlanan ksantin oksidaz biyosensorlerinde kullanilan
platin bromiir stok ¢ozeltisi, 50 mg PtBr, (Aldrich) kimyasal maddesinin 15 mL ultra

saf su ve 15 mL % 47’lik HBr kullanilarak ¢oziilmesi ile hazirlanmistir.

Sabit potansiyel elektrokimyasal biriktirme yontemi ile hazirlanan platin
biriktirilmis ksantin oksidaz biyosensorlerinde kullanilan hekzakloroplatinik asit
cozeltisi H,PtCle.6H,O (Alfa Easer) katisinin 0,5 M HCI ¢ozeltisinde ¢oziilerek

hazirlanmustir.

Daldirip-kurutma metodu ile hazirlanan ksantin oksidaz biyosensorlerinde
elektrodun polimer film ile kaplanmasinda kullanilan polivinilferrosen ¢ozeltisi,

polivinilferrosenin metilen kloriirde ¢6ziilmesi ile hazirlanmastir.
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Polivinilferrosenin sabit potansiyelde elektrokimyasal ¢oktiirme yoluyla
kaplanmasinda kullanilan polivinilferrosen ¢ozeltisi, polivinilferrosenin 0,1 M
tetrabutilamonyum perklorat (TBAP) iceren metilen kloriirde ¢oziilmesi ile

hazirlanmastir.

Tetrabutilamonyum perklorat, perklorik asitin (Merck) tetra-n-butilamonyum
hidroksit (BDH) ile reaksiyonundan elde edilmistir. Destek elektrolit tuzu 1:9 oraninda
su-etil alkol  karisiminda  kristallendirilerek ~ yiiksek ~ vakum  altinda

120 °C’ de 12 saat kurutulduktan sonra azot atmosferinde saklanmistir.

Deneysel ¢aligmalarda kullanilan, polivinilferrosen ¢ozeltisinin hazirlanmasinda
¢oziicli olarak kullanilan metilen kloriir, sirasiyla HySO4 (Merck), ultra saf su, %5°lik
NayCOs (Merck) ve tekrar ultra saf su ile yikanmis ve daha sonra CaCl, eklenerek 6n
destilasyon islemi yapilmigtir. Son olarak, P,Os iizerinden iki defa distilasyon islemi

kullanilarak aritilmistir.

Gergek numune analizlerinde kullanilan teokap adli ilag i¢in 1 tablet kullanilmis
ve 0,111 M’lik ¢ozeltisinden, aminocardol adli ilag¢ icin ise 1 ampiil kullanilmis ve

0,114 M’lik ¢ozeltisinden yararlanilmstir.

Girigsim ¢aligmalari, belirli konsantrasyonlarda hazirlanan {irik asit (Alfa Easer)
ve askorbik asit (Alfa Easer) c¢ozeltileri ile yapilmis ve bu maddelerden kaynaklanan

girisimlerin giderilmesinde % 5°lik nafyon (Aldrich) ¢ozeltisi kullanilmustir.

7.1.1. Vinilferrosen’in kimyasal polimerizasyonu

Polimerizasyon i¢in Carius tlipii kullanilmistir. 4,24 g vinilferrosen (Aldrich),
5,00 mL benzen ve katalizor olarak 0,0328 g AIBN (azobisizobutironitril) azot
atmosferinde Carius tlipline konulmustur. Elde edilen ¢ozelti birkag kez sivi azotta
dondurulup eritilerek gazsizlastirilmig ve benzen ortamdan uzaklastirilmistir. Daha
sonra tiip vakumda kapatilarak 70°C’de 24 saat siire ile polimerizasyon yapilmistir.
Tiiplin agiz kism1 kirilmig ve PVF destile benzende ¢oziilerek disar1 alinmistir. Cozelti,
icinde saf metil alkol bulunan behere aktarilarak PVF c¢oktiiriilmistiir. Birkag kez
benzende ¢O6zme ve metil alkolde ¢oktiirme islemleri tekrarlanmustir.

Elde edilen c¢okelek siiziilerek ayrilmis ve vakum etiiviinde 24 saat 60 °C’de
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kurutulmustur (Smith, 1976). Calismalar boyunca, A. Giilce ve grubunun hazirlamis
oldugu PVF polimerinden faydalanilmistir.

7.2. Deneysel Calismalarda Kullanilan Hiicre ve Elektrotlar

Deneysel ¢alismalarda kullanilan cam hiicre, sicaklik kontroliiniin saglanmasi
icin cift ¢eperli olarak tasarlanmis olup, ¢alisma elektrodunun, referans elektrodunun,
karsit elektrodunun, gaz giris borusunun ve gaz ¢ikis borusunun yerlestirildigi bes

rodajl girise sahiptir (Sekil 7.1).

calisma elektrot referans elektrot
karsit elektrot —] ‘ ‘ 17 gaz girisi
gaz ¢clkisl —
su ¢IkIg!

—— su girisi

Sekil 7.1. Deneysel calismalarin yapildigi cam hiicre

Deneysel caligmalar boyunca ksantin analizinde kullandigimiz igli elektrot
sisteminde calisma elektrotu olarak 0,0314 cm’ yiizey alaninda platin disk elektrot,
referans elektrot olarak Ag/AgCl elektrot ve karsit elektrot olarak platin spiral tel
elektrot kullanilmistir. Polivinilferrosenin sabit potansiyelde elektrokimyasal ¢oktiirme
yoluyla kaplanmasi isleminde referans elektrot olarak susuz Ag/AgCl elektrodu
kullanilmigtir. Platin disk ¢alisma elektrodu her ¢alismadan once sirasiyla ile 1 um, 0,3
um, 0,05 um tanecik boyutuna sahip aliimina tozu ile temizlenmis ve sonra elektroda
ultrasonik banyoda 10 dakika boyunca sonikasyon islemi uygulanmistir. Son olarak,
calisma elektrodu sirasiyla distile su ve metilen kloriir c¢oziiciisii ile yikanip

kurutulduktan sonra kullanilmistir.

7.3. Deneysel Calismalarda Kullanilan Cihazlar

Calismalarda potansiyostat olarak CHI marka (660C model) bir elektrokimyasal

analizor kullanilmistir. Harici sirkiilasyonlu su banyosu olarak Niive marka (BM402
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model) su banyosu, pH 6l¢timlerinde WTW marka (pH/ion/cond 750 model) pH metre,
calisma elektrotlarin temizlenmesinde Branson marka (1510-MTH model) ultrasonik
banyo, karistiric1 olarak Precise marka (SH-3 model) manyetik karistirict kullanilmistir.
SEM gorintiileri Zeiss marka (EVO-LS10 model) taramali elektron mikroskobunda
5x107 atm’lik vakum altinda LaB 6 (Lantanium hegsaborit) lamba kullanilarak

alinmustir.

7.4. Deneysel Calismalarda Kullanilan Yontemler

7.4.1. Gerilim kontrollii kulometri

Gerilim kontrollii kulometri yontemi, bir elektrokimyasal hiicredeki elektroliz
edilen elekroaktif madde veya maddelerin miktarinin harcanan elektrik yiikii miktariyla

dogru orantili olmasina dayanmaktadir.

Gerilim kontrollii kulometri yontemi ile elektrot ylizeyindeki tek bir maddenin
indirgenmesi ya da yiikseltgenmesi sonucunda ger¢eklesen elektrolizde harcanan

elektrik yiikii (7.1) esitligi ile gosterilmektedir.

o0

Oe= [idt =nFN (7.1)
0

Esitlikte, i, akimi (amper), ¢, elektroliz siiresini, n, aktarilan elektron mol
sayisini, F' faraday sabitini, N, elektroliz olan maddenin mol sayisini, Q ise N mol
maddenin ylikseltgenmesi ya da indirgenmesi sirasinda harcanan toplam elektrik yiik

miktar1 (Coulomb) gdstermektedir (Bard, 2001).

Deneysel calismalarda, platin calisma elektrodunun PVF'CIO,” filmi ile
elektrokimyasal ¢oktiirme yoluyla kaplanmasinda ve PVF'CIO4” polimer film {izerine

platinin biriktirilmesinde gerilim kontrollii kulometri yonetimi kullanilmigtir.
7.4.2. Kronoamperometri
Bu yontemde, caligma elektrodu ile referans elektrot arasina uygulanan sabit

potansiyel sonrasinda sistemin termodinamik dengesi degismekte ve elektrodun

bulundugu ortamda tayin edilecek maddenin, elektrot yiizeyinde indirgenmesi veya
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ylkseltgenmesi sonucu bir akim olusmaktadir. Amperometrenin esasi olusan bu akimin
Olciilmesine dayanmaktadir. Bu sistemde olusan akim miktari, difiizyon hizina, madde
molekiillerinin elektrot yiizeyine ve dolayisiyla da ¢ozelti icindeki derisime baghdir.
Amperometrik yontemin kullanildig1 biyosensor uygulamalarinda elektrot se¢imliligi ve

duyarlilig1 biiytik ol¢iide biyokatalizoriin elektrot yiizeyinde tutuklanmasina baghdir.

Durgun bir c¢ozeltide calisma elektrodu ile karsilastirma elektrodu arasina
incelenen sistemin voltamograminda plato bolgesinde sabit bir gerilim degeri
uygulandiginda basit elektrot reaksiyonu i¢in zamanin karekdkii ile azalan bir akim
olugsmaktadir. Uygulanan sabit bir gerilimde akimin zamanla degisiminin dl¢tildigii bu
yontem kronoamperometri olarak adlandirilir. Kronoamperometrik ¢alismalarda,
calisma  elektroduna  uygulanan  etki  sabit  bir  gerilim  basamagi
uyarmasidir (Sekil 7.2(a)). Baslangigta calisma elektrodunun gerilimi pozitiftir. t=0
aninda ¢aligma elektrodunun gerilimi elektrot yiizeyinde tepkiyen derisimini bir anda

sifira gotiirecek Olgtide negatif olan bir £ degerine atlatilmaktadir. Sistemin bu

uyartya cevabi zamana bagli olarak degisen bir akimdir (Sekil 7.2(b)).

potansiyel

akim

___________________________________________

__________________________________________

Zaman Zaman

(a) (b)

Sekil 7.2. (a) kronoamperometrik uyari, (b) kronoamperometrik cevap

Deneysel ¢aligmalarda, tasarlanan her bir biyosensor daha dnceden tespit edilmis
uygulama potansiyelinde kararli hal akim egrisi elde edilene kadar elektroliz
yapilmistir. Kararli hal akim degerine ulasildiktan sonra ortama konsantrasyonu belirli
ksantin ¢0Ozeltisinden belirli miktarlarda eklenerek amperometrik akim cevaplari

kaydedilmigtir. Ortama her bir substrat ilavesinden sonra meydana gelen akim
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degisiminin kararli hal akim degerine ulastig1 goézlemlendikten sonra diger substrat

eklemesi yapilmistir.

7.4.3. Doniisiimlii voltametri

Doéniistimlii voltametri yonteminde karsit elektroduna gore ¢alisma elektrodunun
geriliminin  belirli bir gerilim programma uyacak sekilde degistirilmesi esas
alimmaktadir. Gerilim taramasi bir baslangi¢c gerilimi (£;) degerinden baslar. Zamanla
dogrusal olarak degisen ileri yondeki gerilim taramasi belirli bir gerilim degerine (£>)
ulastiktan sonra tarama yOnii ters cevrilir. Yeniden baglangic gerilim degerine
ulasildiginda gerilim taramas1 tamamlanir. ileri ve geri yondeki gerilim tarama hizi aym
olmakla birlikte istenildiginde farkli gerilim tarama hizlar1 da uygulanabilir. Ileri
yondeki gerilim taramasi sirasinda calisma ve karsit elekrotlar arasinda gegen akim
kaydedilirse pik seklinde bir akim-gerilim egrisi elde edilir. Bu pik c¢ozeltideki
elektroaktif maddenin ylikseltgenmesine (ya da indirgenmesine) aittir. Gerilim tarama
yonii ters ¢evrildiginde yiikseltgenmis elektroaktif tiiriin yeniden indirgenmesine (ya da
yiikseltgenmesine) karsi gelen bir geri pik go6zlenir. Gerilim programi ard arda
uygulandiginda ise ¢ok dongiilii doniisiimlii voltamogram elde edilir. Bu yontemde
voltametrik uyarma sinyali ve tersinir bir elektroyiikseltgenme sistemi i¢in elde edilen
dontisiimlii  voltamogram Sekil 7.3’de gosterilmistir. Sekil 7.3(b)’de verilen bir
doniistimlii voltamogramda, E,., katodik pik potansiyelini, £y, anodik pik potansiyelini,

ipc, katodik pik akimini ve 7,,, anodik pik akimimi gdstermektedir.

potansiyel
akim

zaman potansiyel

(a) (b)

Sekil 7.3. (a) Voltamogramin elde edilmesinde kullanilan doniisiimlii voltametrik uyarma sinyali
(b) Tersinir bir elektrokimyasal reaksiyon i¢in elde edilen doniisiimlii voltamogram
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Tersinir bir sistem i¢in donilisimlii voltamogramda anodik ve katodik pik
akimlar1 birbirine esittir. Ayrica bu piklerin gerilimleri E,, ve Ep ile gosterilirse

25 °C’de voltametrik yar1 dalga gerilimi, £, ile bu yontemde 6l¢iilen pik gerilimleri

arasinda
0,029
Epa=E1/2+ ? (72)
0,029
Epx =E1/2—’T (7.3)

esitlikleri yazilabilir. Anodik ve katodik pikler arasindaki gerilim farki (7.4) esitligi ile

verilebilir.

0,058

Epa - Epk = (74)

Deneysel caligmalarda, tasarlanan her bir biyosensoriin ¢alisma sartlari optimize
edildikten sonra voltametrik davraniglari doniisiimlii voltametri yontemi ile belirli bir
aralikta potansiyel taramasi yapilarak incelenmis ve kararli akim egrisi elde edildikten
sonra belirli konsantrasyonlarda ksantin ¢ozeltisi eklenerek elde edilen voltamogramlar

kaydedilmistir.

7.4.4. Taramal elektron mikroskobu

Taramal1 elektron mikroskobu (Scanning Electron Microscope, SEM), elektron
demetinin incelenen 6rnegin yiizeyi ile yaptig1 fiziksel etkilesmelerin (elastik, elastik
olmayan ¢arpismalar ve digerleri) sonucunda ortaya ¢ikan sinyallerin toplanmasi ve
incelenmesi prensibine dayanarak goriintii elde eden elektrooptik prensipler kapsaminda
tasarlanmis bir cihazdir. Taramali Elektron Mikroskobu, bircok dalda arastirma-
gelistirme c¢alismalarinda kullaniminin yaninda, mikro elektronikte yonga iiretiminde,
sanayinin degisik kollarinda hata analizlerinde, biyolojik bilimlerde, tip ve kriminal

uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir.
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Taramali elektron mikroskobunda goriintli, yiiksek voltaj ile hizlandirilmis
elektronlarin numune {izerine odaklanmasi, bu elektron demetinin numune
ylizeyinde taratilmasi sirasinda elektron ve numune atomlar1 arasinda olusan ¢esitli
girisimler sonucunda meydana gelen etkilerin uygun algilayicilarda toplanmasi ve
sinyal giiclendiricilerinden geg¢irildikten sonra bir katot 1smlar1 tiipiiniin ekranina
aktarilmasiyla elde edilir. Modern sistemlerde bu algilayicilardan gelen sinyaller dijital
sinyallere cevrilip bilgisayar monitoriine verilmektedir. Gerek ayirim giicii, gerek odak
derinligi gerekse goriintlii ve analizi birlestirebilme 06zelligi, taramali elektron

mikroskobunun kullanim alanini genigletmektedir.

elektron tabancasi

L elektron demeti

1. yogunlastirici mercek —

2. yogunlastirici mercek .

—+ X-1sini dedektdri

saptirma bobinleri — e '/ .
;H.;,.\ A objektif mercek
et M
geri saciimis elektron L V]
algilayicisi
numune ——\
I ikincil elektron

vakum pompasi dedektori

Sekil 7.4. Taramali elektron mikroskobunun sematik goriiniisii

Taramali  elektron mikroskobu, optik kolon, numune hiicresi ve
goriintiileme sistemi olmak {iizere ii¢ temel kisimdan olusmaktadir (Sekil 7.4). Optik
kolon kisminda; elektron demetinin kaynagi olan elektron tabancasi, elektronlari
numuneye dogru hizlandirmak i¢in yiliksek gerilimin uygulandigir anot plakasi, ince
elektron demeti elde etmek i¢in yogunlastirict mercekler, demeti numune iizerinde
odaklamak i¢in objektif mercegi, bu mercege bagli cesitli ¢apta apatiirler ve elektron
demetinin numune yilizeyini taramasi i¢in tarama bobinleri yer almaktadir. Mercek
sistemleri elektromanyetik alan ile elektron demetini inceltmekte veya numune {izerine
odaklamaktadir. Tiim optik kolon ve numune 10 Pa gibi bir vakumda tutulmaktadur.

Goriintii  sisteminde, elektron demeti ile numune girisimi sonucunda olusan
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cesitli elektron ve 1simalar1 toplayan dedektorler, bunlarin sinyal c¢ogalticilar1 ve
numune yiizeyinde elektron demetini goriintii ekraniyla senkronize tarayan manyetik

bobinler bulunmaktadir.

Deneysel caligmalarda tasarlanan bes farkli ksantin oksidaz biyosensdriin
hazirlanmasinda polimer film olusturma, metal biriktirme ve enzim immobilizasyonu
gibi her bir basamaktan sonra SEM goriintiileri alinmistir. SEM goriintiileri i¢in Delta
marka (CG-50IN-CUV model) indium kalay oksit (ITO) elektrotlar kullanilmis ve her

bir islem basamagi i¢in daha 6nceden optimize edilen sartlarda ¢alismalar yapilmistir.

7.5. Ksantin Oksidaz Biyosensorlerinin Hazirlanmas: ve Isleyisi

Deneysel ¢aligmada 5 farkli ksantin oksidaz biyosensorii hazirlanmis ve bu
biyosensorler kullanilarak elde edilen amperometrik cevaplar yardimyla ksantin tayini
yapilmistir. Hazirlanan her bir biyosensoriin isleyisi Sekil 7.5’de gosterilen ksantin
oksidaz ile ksantin arasinda meydana gelen enzimatik reaksiyon sonucunda olusan

H,0,’in yiikseltgenme akiminin dl¢iimii tizerinden gergeklesmektedir.

OH OH
H.,O
NT N O,H0 N“ N
LI 22> LK
HO N r}l HO N lIl OH
H H
ksantin uirik asit

Sekil 7.5. Ksantin oksidaz ile ksantin arasindaki enzimatik reaksiyon

Enzimatik reaksiyon sonucunda olusan H,O;’in yiikseltgenmesi, hem sabit potansiyelde

elektrokimyasal olarak,

H,O

0, —> 0, + 2H + 2e

hem de elektrot yiizeyinin kaplandig1 polimerdeki PVF" merkezlerinin katalitik etkisi ile

kimyasal olarak(Giilce, 1995; Hiratsuka, 2005)

2PVF* + H0, ——> O, + 2PVF + 2H

PVF —> PVF' + e

seklinde gerceklesmektedir.
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Ksantin tayini i¢in tasarladiimiz biyosensorlerin hazirlanmasinda ¢alisma
elektrodu yilizeyine PVF polimeri iki farkli metot kullanilarak kaplanmistir. Bu
metotlardan bir tanesi PVF polimerinin ¢alisma elektroduna nétral formda kaplandigi
daldirip-kurutma metodudur. Asagida, PVF-XO, PVF-Au-XO ve PVF-Pt-XO seklinde
tanimladigimiz biyosensorlerin bu metot ile hazirlanisi sematik olarak Sekil 7.6’da

gosterilmis ve her bir basamak hakkinda bilgiye yer verilmistir.

kaplama basamag | biriktirme basamag

Pt Pt
elektrot elektrot
PVF kapli
Pt elektrot
% PO S ey \
=] oy .
2 e L) o PR U,
5 w«/ .. e gozictiniin |’
%(—é 2Lt buharlagmasi |::::
85 g PVF gozeltisi KAuCl, veya PtBr, 3 z
< $ ( metilen klorir ¢bzlictstinde ) cozeltisi T3
© 55
o T3
) o=
X % =
w n " 2=
S |mmob|I|za§yon 53
a basamag -
0” I I 0’ > 0" * ! I 0’ 4
RIS ot et e
0”0’0’0 0’0 PN ;‘. o
PVF-XO .’: AN .’: AT PVF-M-XO
o o (M: AuveyaPt)
XO ¢ozeltisi XO ¢ozeltisi
(0,01 M fosfat tamponunda ) (0,01 M fosfat tamponunda )

Sekil 7.6. Daldirip-kurutma metodu ile hazirlanan biyosensensdrlerin sematik gosterilisi

PVF-XO olarak tanimladigimiz enzim elektrodu hazirlanirken, ilk asamada
platin calisma elektrodu belirli bir konsantrasyondaki polivinilferrosen ¢ozeltisinde bir
siire bekletilerek elektrodun polimer film ile kaplanmasi saglanmstir. Ikinci asamada
ise polimer film ile kaplanan elektrot belirli konsantrasyondaki enzim ¢6zeltisinde bir
siire bekletilerek polimer film yilizeyinde enzimin immobilizasyonu saglanmstir.
Hazirlanan PVF-XO enzim elektrodu ile uygulama potansiyeli belirlendikten sonra,
PVF-XO enzim elektrodunun aktivitesine polimer kaplanmasinda kullanilan
polivinilferrosen ¢ozeltisinin konsantrasyonu, polivinilferrosen ¢ozeltisinde bekletme
stiresi, ksantin oksidaz konsantrasyonu, ksantin oksidaz ¢ozeltisinde bekletme stiresi,

pH degeri ve sicaklik gibi deneysel parametrelerin etkisi arastirilmistir.
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PVF-Au-XO olarak tanimladigimiz ikinci enzim elektrodu da daldirip-kurutma
metodu ile hazirlanmistir. Kaplamada kullanilan polivinilferrosen konsantrasyonu,
polivinilferrosen ¢ozeltisinde bekletme siiresi, ksantin oksidaz konsantrasyonu ve
ksantin oksidaz ¢oOzeltisinde bekletme siiresi parametreleri yukaridaki g¢alismada
optimize edilerek belirlendikten sonra ¢alisma elektodunun polimer film kaplanmasi ve
enzim immobilizasyonu optimum sartlarda yapilmistir. Calisma elektrodu polimer film
ile kaplandiktan sonra belirli bir konsantrasyondaki KAuCls c¢ozeltisinde bir siire
bekletilerek elektrot yiizeyinde altin biriktirilmesi saglanmistir. Hazirlanan PVF-Au-XO
enzim elektrodu ile uygulama potansiyeli belirlendikten sonra, optimize edilen
parametrelerin  yaninda PVF-Au-XO enzim elektroduna KAuCly c¢ozeltisi

konsantrasyonu, KAuCly ¢6zeltisinde bekletme siiresi ve sicaklik etkisi aragtirilmigtir.

PVF-Pt-XO olarak tanimladigimiz {igiincii enzim elektrodu da yukarida
tanimlanan  daldirip-kurutma  metodu  ile  hazirlanmistir.  Polivinilferrosen
konsantrasyonu, polivinilferrosen ¢ozeltisinde bekletme siiresi,  ksantin oksidaz
konsantrasyonu ve ksantin oksidaz ¢ozeltisinde bekletme siiresi optimizasyon
sartlarinda sabit tutulmus olup, polimer film kaplanmasi ve enzim immobilizasyonu bu
sartlarda yapilmistir. Calisma elektrodu polimer film kaplandiktan sonra belirli bir
konsantrasyondaki PtBr, c¢oOzeltisinde bir siire bekletilerek elektrot ylizeyinde platin
biriktirilmesi saglanmistir. Hazirlanan PVF-Pt-XO enzim elektrodu ile uygulama
potansiyeli belirlendikten sonra, PVF-Pt-XO enzim elektroduna PtBr, ¢ozeltisi

konsantrasyonu, PtBr, ¢ozeltisinde bekletme stiresi ve sicaklik etkisi aragtirilmigtir.

PVF-Au-XO ve PVF-Pt-XO olarak tanimladigimiz biyosensorler hazirlanirken
PVF kapl1 elektrot yiizeyinde altin ve platin metal taneciklerinin biriktirilmesi herhangi
bir potansiyel uygulamaksizin kimyasal olarak gerceklestirilmistir. KAuCly ve PtBr;
¢ozeltileri kullanilarak yapilan islemde, Au™ ve Pt iyonlar1 PVF kapli elektrot
yiizeyinde kimyasal indirgenme yoluyla metalik altin (Au”) ve metalik platin (Pt°)
olarak biriktirilmistir. Daha once yapilan literatiir ¢aligmalar1 incelendiginde, Kavanoz
ve arkadaslarinin altin tayini i¢in yaptiklart voltametrik ¢alismanin sonuglarina gore
Au” iyonlari ile PVF arasinda gerceklesen ve asagida gosterilen reaksiyonda PVE
ylkseltgenmis forma gegerken altin iyonlarinin indirgendigi belirlenmistir (Kavanoz,

2004).

3PVF + AuX, ——> 3PVF  + Au + 4X
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Sulak ve arkadaslarimin yaptiklar1 ¢alismada ise PVF kaph yiizeye kimyasal
olarak altin biriktirerek glikoz oksidaz enzimi ile hazirladiklar1 biyosensorlerin akim
cevaplarim1 hem voltametrik hem de amperometrik olarak gozlemlemis ve modifiye
elektrot yiizeyinde altin taneciklerinin varliginda akim cevaplarinda meydana gelen

degisimi incelemislerdir (Sulak, 2006).

PVF kaplanmasinda kullanilan ikinci metotda ise ¢aligma elektrodu polimerin
yiikseltgenmis formu olan PVF'CIO,” ile kaplanmistir. Asagida, PVF'XO™ ve
PVF'XO™-Pt biyosensorlerinin bu metot kullanilarak hazirlamsi Sekil 7.7°de sematik

olarak gdsterilmis ve her bir basamak hakkinda bilgiye yer verilmistir.

Pt elektrot

Susuz Referans elektrot

Karsit elektrot Referans elektrot
] ‘_,
Elektrokimyasal PVFCIO,® Elektrokimyasal
kaplama, +0,7 V kapli biriktirme, -0,2 V

Pt elektrot
—_—

g n
< <
o 0’00’0t e T
T PVF cozeltisi H,PtClg ¢ozeltisi o
_ ( TBAP igeren g
s metilen kloriir ¢éziiciisiinde ) 3=
g e 5
. 33
:
i immobilizasyon 2
E basamagi S
PVF*XO~ XO ¢ozeltisi XO ¢ozeltisi PVF*XO -Pt
(0,01 M fosfat tamponunda ) (0,01 M fosfat tamponunda )

Sekil 7.7. Elektrokimyasal ¢oktiirme metodu ile hazirlanan biyosensensorlerin sematik gosteriligi

PVF'XO™ olarak tanimladigimiz dordiincii enzim elektrodunun hazirlanmasinda
ilk asama PVF’nin platin ¢alisma elektrodu yiizeyine elektrokimyasal ¢oktiirme metodu
ile kaplanmasidir. Gerilim kontrollii elektrolizle ¢alisma elektrodunun polimer film ile
kaplanmasi, 0,1 M TBAP i¢eren metilen kloriirde, 1,0 mgmL'l PVF ¢ozeltisinin +0,7
V’da ki elektrolizi ile gergeklestirilmistir. Ikinci asamada ise, PVF'ClO, ile kaplanan
elektrot belirli konsantrasyondaki enzim ¢ozeltisinde bir siire bekletilerek polimer film
yapisinda enzimin immobilizasyonu saglanmustir. Hazirlanan PVF'XO~™ enzim

elektrodu ile uygulama potansiyeli belirlendikten sonra, PVF'XO~ enzim elektroduna
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polimer film kalinligi, ksantin oksidaz konsantrasyonu, ksantin oksidaz ¢dzeltisinde

bekletme siiresi, pH degeri ve sicaklik gibi deneysel parametrelerin etkisi arastirilmistir.

PVF'XO™-Pt olarak tanimladigimiz besinci enzim elektrodu hazirlamrken ilk
asamada elektrokimyasal c¢oktiirme metodu kullanilarak platin ¢alisma elektrodu
PVF'ClO,” polimer filmi ile kaplanmustir. Ikinci asamada ise belirli konsantrasyondaki
H,PtClg cozeltisi igerisine yerlestirilen modifiye c¢alisma elektrodu -0,20 V’da sabit
potansiyelde elektroliz edilerek polimer film iizerine platin biriktirilmistir. Son olarak
platin biriktirilmis polimer film kapli elektrot belirli konsantrasyondaki enzim
cozeltisinde bir silire bekletilerek enzim immobilizasyonu gergeklestirilmistir.
PVF "XO™-Pt enzim elektrodun uygulama potansiyeli belirlendikten sonra, elektrodunun
platin biriktirme potansiyeli, platin kaplama kalinlig1, H,PtCls ¢6zeltisi konsantrasyonu

ve sicaklik parametre ¢aligsmalar1 yapilmis ve bu parametreler optimize edilmistir.

PVF'ClO4~ polimer filmi ile kaplanarak hazirlanan biyosensorlerde enzim
immobilizasyon basamaginda enzimin polimer film {izerine immobilizasyonu asagida

verilen reaksiyona gore gerceklesmektedir.

PVFClO, + E ——> PVFE + ClO,

Bu reaksiyonda, polimer film ile enzim arasindaki etkilesimin gerceklesebilmesi
icin immobilizayon ortam pH degerinin enzimin izoelektrik noktasinin iizerinde olmasi
gerekmektedir. Ortamim pH degeri izoelektrik noktanin tizerinde tutlarak enzimin
negatif yiiklii olmas1 saglanmaktadir. Negatif yiiklenen enzim polimer filmdeki ClO4~
iyonlar1 ile yer degistirerek immobilizasyon gerceklesmektedir. Bu immobilizasyon
yontemi, daha énce yapilan ¢aligma sonucunda PVF'CIO,~ polimer filminin ¢ozelti
ortaminda bulunan anyonlar ile asagidaki sekilde gosterildigi gibi

PVFCIO, + A ——> PVFA + ClO,

yer degistirme reaksiyonu vermesinden yararlanilarak gelistirilmistir (Gtilce, 1995).

Calisma elektrodu olarak yukarida hazirlanma basamaklar1 verilen XO
elektrotlari, karsit elektrot olarak platin spiral elektrot, referans elektrot olarak Ag/AgCl
elektrot kullanilarak diizenlenen cam hiicre igerisine belirli miktarda fosfat tamponu
eklendikten sonra tampon igerisinden oksijen gazi gecirilerek tampon c¢ozeltisinin
oksijen ile doygun hale gelmesi saglanmistir. Daha sonra belirlenen uygulama

potansiyelinde kararli hal akim egrisi elde edildikten sonra belirli konsantrasyondaki
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ksantin ¢ozeltisinden Olglim ortamina eklemeler yapilarak akim cevaplari

kaydedilmistir.

Deneysel c¢alismada, hazirlanan her bir XO biyosensoriiniin farkli c¢alisma
parametrelerinde optimize edilmesinin yani sira biyosensorlerin dogrusal c¢aligma
aralig, gozlenebilme siniri, kararliligi, tekrarlanabilirligi, duyarligi, Michaelis-Menten

sabiti ve aktivasyon enerjisi belirlenmistir.

Dogrusal calisma araligt Ol¢clim ortamina eklenen substrat ile akim
cevaplarindaki degisimler izlenerek belirlenmis, substrat konsantrasyonu ile akim
cevaplarinin lineer bir sekilde degisim gosterdigi aralik olarak tanimlanmistir. Bu
calisma en az 3 defa tekrarlanarak her bir akim cevabi i¢in standart sapma degerleri

hesaplanmastir.

Gozlenebilme smir1 seyreltik substrat ¢ozeltisinin Ol¢iim ortamina eklenmesi
sonucunda akim cevaplarindaki degisimler izlenerek belirlenmistir. En az 3 defa
takrarlanan ¢alisma sonucunda dogrusal calisma grafiginde bulunan akim cevaplarina
karsilik gelen konsantrasyon degerleri belirlenmis ve standart sapmasi hesaplanmaistir.

Bu standart sapma kullanilarak gozlenebilme sinir1 ve tayin sinir1 bulunmustur.

Hazirlanan ~ biyosensorlerin ~  tekrarlanabilirlikleri  de  tanimlanmustir.
Biyosensorlerin tekrarlanabilirligi ayni sartlarda hazirlanan 5 enzim elektrodunun ayni
substrat konsantrasyonuna verdigi akim cevaplari izlenerek bagil standart sapma olarak

ifade edilmistir.

Biyosensorlerin duyarligi ise her bir enzim elektrodu i¢in ¢izilen Lineweaver-

Burk grafigi yardimiyla belirlenmis, pA mM'cm™ olarak ifade edilmistir.

Ayrica, hazirlanan biyosensorler ile gercek numune ve girisim caligmalari
yapilmustir. Her bir XO biyosensortii i¢in teokap ve aminocardol adli ilaglar kullanilarak
gercek numune caligsmalart yapilmis ve her biyosensoriin dogrusal calisma araligi
dikkate alinarak bu ilaglardan hazirlanan ¢ozeltilerden uygun hacimlerde kullanilmistir.
Girisim caligmalar1 ise iirik asit ve askorbik asit ile yapilmis ve bu maddelerin PVF-XO,
PVF-Au-XO ve PVF-Pt-XO biyosensorlerinde girisime neden oldugu tespit edilmistir.
Bu maddelerden kaynaklanan girigimlerin giderilmesinde % 5’lik nafyon ¢ozeltisi

kullanilmustir.
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Nafyon, elektrokimyasal uygulamalarda girisim yapan maddelerin girisimlerinin
engellenmesi i¢in gelistirilen metotlarda yaygin olarak kullanilan yar1 gecirgen anyonik

bir polimerdir.

*1£_c.f’
- “TF’E K

Sekil 7.8. Nafyonun yapisi

Hidrofobik tetrafloroetilen ana zincire bagl hidrofilik siilfonat gruplarindan olusan
nafyon anyonik yapilarin ylizeye tutunmasini engelleyerek askorbik asit ve {lirik asit gibi
maddelerin gecisini kisitlarken, hidrojen peroksitin gecisine izin vermektedir (Yuan,

2005).
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8. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

8.1. PVF-XO Biyosensoriine Ait Arastirma Sonugclari
8.1.1. Uygulama potansiyelinin etkisi

PVF-XO biyosensoriine uygulama potansiyelinin etkisinin incelenmesi amactyla
0,30-0,90 V potansiyel araliginda c¢alismalar yapilmistir. Uygulama etkisinin
arastirtlmasi i¢in yapilan her bir calismada kullanilan PVF-XO biyosensorleri, platin
calisma elektrodunun 2,5 mgmL™ PVF ¢ozeltisinde 5 dakika bekletilmesi ve daha sonra
polimer film kapl ¢alisma elektrodunun 1,0 mgXOmL™" enzim ¢ozeltisinde 5 dakika
bekletilmesiyle hazirlanmistir. Belirlenen uygulama potansiyelinde, pH’1 7,4 olan 0,10
M fosfat tamponu kullanilarak olusturulan 6l¢im ortamina eklenen ksantin ile
hazirlanan PVF-XO biyosensorlerinin akim cevaplar1 izlenmis ve maksimum akim
degerleri bulunmustur. Her bir uygulama potansiyelinde bulunan maksimum akim
degerleri Sekil 8.1’de gosterilmis ve elektrodun aktivitesinin maksimum oldugu
potansiyel degeri 0,65 V olarak belirlenmistir. PVF-XO biyosensorii lizerine diger

parametrelerin etkileri 0,65 V uygulama potansiyelinde incelenmistir.
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Sekil 8.1. PVF-XO biyosensoriine uygulama potansiyelinin etkisi (2,5 mg PVFmL’,
1,0 mg XO mL™, 0,10 M pH 7,4 fosfat tamponu, 25 °C)
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8.1.2. PVF konsantrasyonunun etkisi

PVF-XO biyosensorii hazirlanirken elektrot ylizeyine kaplanan polimer film
kalinlig1 polimer ¢ozeltisinin konsantrasyonuna bagl olarak degismektedir. Bu baglilik
dolayisyla, PVF-XO biyosensoriine PVF konsantrasyonunun etkisi 0,625 mgmL™"
(1,09<107  mol PVEcm™)-20 mgmL'1(5,52><10'7 mol PVFem™?) araligindaki PVF
cozeltileri kullanilarak ¢aligmalar yapilmistir. PVF  konsantrasyonunun etkisi
arastirtlirken her bir ¢alismada kullanilan PVF-XO biyosensorleri, platin ¢alisma
elektrodunun farkli konsantrasyonlardaki PVF c¢ozeltisinde 5 dakika ve daha sonra
polimer film kapl calisma elektrodunun 1,0 mgXOmL™" enzim ¢ozeltisinde 5 dakika
bekletilmesiyle hazirlanmistir. 0,65 V uygulama potansiyelinde, pH’1 7,4 olan 0,10 M
fosfat tamponu kullanilarak olusturulan 6l¢iim ortamina eklenen ksantin ile hazirlanan
PVF-XO biyosensorlerinin akim cevaplart izlenmis ve bulunan maksimum akim
degerleri Sekil 8.2°de gosterilmistir. Grafikte goriildiigii gibi, maksimum akim cevaplari
5,0 mgmL™"(3,75x10”7 mol PVFcm™) PVF konsantrasyonuna kadar artmis daha biiyiik
konsantrasyonlarda ise azalmistir. Polimer filminin kalinlig1 belirli bir degere ulastiktan
sonra polimer film elektrot yiizeyinde difiizyon kisitlayici etki gostererek maksimum

akim cevaplarinda azalmaya neden olmustur.
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Sekil 8.2. PVF-XO biyosensoriine PVF konsantrasyonunun etkisi (1,0 mgXO mL™”, 0,10 M
pH 7,4 fosfat tamponu, 25 °C, 0,65 V)
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8.1.3. PVF cozeltisinde bekletme siiresinin etkisi

Biyosensoriin daldirip-kurutma metodu ile hazirlanmasinda incelenmesi gereken
parametrelerden bir taneside ¢alisma elektrodunun PVF ¢ozeltisinde bekletme siiresidir.
PVF c¢ozeltisinde bekletme siiresinin arastirilmasi amaciyla, biyosensoriin hazirlama
asamasinda caligma elektrotlart 5,0 mg mL™' PVF ¢ozeltisinde 1-30 dakika araligindaki
farkl: siirelerde bekletilerek polimer film kaplanmistir. Farkli kalinliklarda polimer film
kapl elektrotlar 1,0 mgXOmL"' enzim ¢ozeltisinde 5 dakika bekletilerek enzim
immobilizasyonu saglanarak biyosensdrler hazirlanmistir. Bdylece hazirlanan her bir
biyosensoriin 0,65 V uygulama potansiyelindeki akim cevaplari pH’1 7,4 olan 0,10 M
fosfat tamponu kullanilarak olusturulan 6l¢iim ortamina eklenen ksantin ile izlenmis ve
maksimum akim degerleri bulunmustur. Sekil 8.3’de gosterilen maksimum akim
cevaplari karsilagtirildiginda ¢alisma elektrodunun PVF ¢ozeltisinde bekletme siiresi 5

dakika olarak belirlenmistir.
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Sekil 8.3. PVF-XO biyosensoriine PVF ¢ozeltisinde bekletme siiresinin etkisi (5,0 mgPVF mL”
' 1,0 mgXOmL™", 0,10 M pH 7.4 fosfat tamponu, 25 °C, 0,65 V)

8.1.4. XO c¢ozeltisinde bekletme siiresinin etkisi

Polimer film kapli elektrodun enzim ¢ozeltisinde bekletme siiresi 2-45 dakika

araligindaki farkli zamanlarda degistirilerek hazirlanan PVF-XO biyosensorlerine enzim
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coOzeltisinde bekletme siiresinin etkisi aragtirilmistir. PVF-XO biyosensorleri, ¢alisma
elektrotlarmin 5,0 mgmL"' PVF ¢ozeltisinde 5 dakika bekletilerek polimer film
kaplanmas: ve daha sonra polimer film kapli elektrotlarn 1,0 mgXOmL" enzim
cozeltisinde belirli bir siire bekletilmesi sonucunda hazirlanmigtir. 0,65 V uygulama
potansiyelinde, pH’1 7,4 olan 0,10 M fosfat tamponu kullanilarak olusturulan 6lgiim
ortamina eklenen ksantin ile hazirlanan her bir PVF-XO biyosensoriiniin akim cevaplari
izlenmis ve bulunan maksimum akim degerleri Sekil 8.4’de gosterilmistir. Polimer
matriks igerisine enzim immobilizasyonunun elektrodun enzim ¢ozeltisinde bekletme
siiresi ile orantili oldugu disiiniildiigiinde, 20 dakika bekletme siiresine kadar
maksimum akim degerlerinde artis gozlenmistir. 20 dakikanin iizerindeki bekletme
siirelerinde ise akim degerlerinde gozlenen sabit deger polimer matriks icerisine

immobilize olan enzim miktarinin doygunluk noktasina ulastigini géstermektedir.
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Sekil 8.4. PVF-XO biyosensoriine XO ¢ozeltisinde bekletme siiresinin etkisi (5,0 mg PVF mL™,
1,0 mgXOmL™, 0,10 M pH 7,4 fosfat tamponu, 25 °C, 0,65 V)

8.1.5. XO konsantrasyonunun etkisi

Polimer film kapl elektrodun enzim immobilizasyonu i¢in bekletildigi enzim
¢ozeltisinin  konsantrasyonu 0,25-8,0 mgmL’' arahginda degistirilerek PVF-XO
biyosensoriine enzim konsantrasyonunun etkisi arastirilmistir. PVF-XO biyosensorii,

platin ¢alisma elektrodunun 5,0 mgmL™' PVF ¢ozeltisinde 5 dakika ve daha sonra
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polimer film kapl ¢alisma elektrodunun farkli konsantrasyonlardaki enzim ¢6zeltisinde
20 dakika bekletilmesiyle hazirlanmistir. 0,65 V uygulama potansiyelinde, pH’1 7,4 olan
0,10 M fosfat tamponu kullanilarak olusturulan 6l¢iim ortamina eklenen ksantin ile
hazirlanan her bir PVF-XO biyosensoriiniin akim cevaplar1 izlenmis ve bulunan
maksimum akim degerleri Sekil 8.5’de gosterilmistir. Maksimum akim degerleri
incelendiginde 2,0 mgmL™ XO konsantrasyonuna kadar akim artis1 gézlenirken, daha
sonraki konsantrasyonlarda bir degisim gozlenmemektedir. Polimer film kapl elektrodu
enzim ¢ozeltisinde bekletme siireleri esit olmasma ragmen, 2,0 mgmL' XO
konsantrasyonuna kadar olan akim degisimlerinin enzim konsantrasyonlarinin farkli
olmasindan  kaynaklanmakta oldugu ve 2,0 mgmL"’dan disik enzim
konsantrasyonlarinda belirlenen bekletme siiresinde polimer matriks igerisine
immobilize olan enzim miktarinin daha disiik oldugu disliniilmektedir.
2,0 mgmL""dan biiyiik enzim konsantrasyonlarinda ise polimer matriks igerisine
immobilize olan enzim miktariin doygunluk seviyesine ulasmasindan dolay1 akim

degerlerinde 6nemli bir degisim gdzlenmemistir.
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Sekil 8.5. PVF-XO biyosensoriine XO konsantrasyonunun etkisi (5,0 mg PVF mL'l, 0,10 M
pH 7.4 fosfat tamponu, 25 °C, 0,65 V)

8.1.6. pH etkisi

0,10 M fosfat tamponu kullanilarak olusturulan 6l¢iim ortaminin pH degeri 3,0-

9,0 araliginda degistirilerek PVF-XO biyosensoriine pH degerinin etkisi aragtirilmistir.
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PVF-XO biyosensorii, ¢calisma elektrotlarinin 5,0 mgmL'1 PVF c¢ozeltisinde 5 dakika
bekletilerek polimer film kaplanmasi ve daha sonra polimer film kapl elektrotlarin 2,0
mgXOmL™" enzim ¢ozeltisinde 20 dakika bekletilmesi sonucunda hazirlanmistir. 0,65
V uygulama potansiyelinde, PVF-XO biyosensorlerinin akim cevaplart farkli pH
degerlerindeki 0,10 M fosfat tamponlari ile olusturulan 6l¢iim ortaminda incelenmistir.
Olgiim ortamina eklenen ksantin ile PVF-XO biyosensoriin akim cevaplari izlenmis ve
Sekil 8.6’da gosterilen maksimum akim degerleri bulunmustur. Maksimum akim
degerleri karsilastirildiginda 6l¢iim ortaminda kullanilan fosfat tamponunun pH degeri

7,4 olarak belirlenmistir.
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Sekil 8.6. PVF-XO biyosensoriine pH etkisi (5,0 mg PVFmL™, 2,0 mgXOmL™", 0,10 M fosfat
tamponu, 25 °C, 0,65 V)

8.1.7. Sicaklik etkisi

pH’1 7,4 olan 0,10 M fosfat tamponu kullanilarak olusturulan 6l¢lim ortaminin
sicakligr 20-55 °C araliginda degistirilerek PVF-XO biyosensoriine sicakligin etkisi
arastirilmistir. PVF-XO biyosensorleri, calisma elektrotlarinin 5,0 mg mL"' PVF
cozeltisinde 5 dakika bekletilerek polimer film kaplanmasi ve daha sonra polimer film
kapl1 elektrotlarin 2,0 mg XOmL™" enzim ¢ézeltisinde 20 dakika bekletilmesi sonucunda

hazirlanmistir. 0,65 V uygulama potansiyelinde, pH’1 7,4 olan 0,10 M fosfat tamponu
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kullanilarak olusturulan 6l¢iim ortamina eklenen ksantin ile hazirlanan her bir PVF-XO
biyosensoriiniin akim cevaplari izlenmis ve bulunan maksimum akim degerleri Sekil
8.7°de gosterilmistir. Maksimum akim degerleri incelendiginde, 35 °C’ye kadar artis
gbzlenmis, bu sicakliktan sonra hem akim cevaplari diizensizlesmis hemde diismiistiir.
35 °C’den daha yiiksek sicakliliklarda akim cevaplarindaki diizensizlik immobilize olan
enzimin kararliligina azaltic1 yonde etki yaparak denatiire olmasina neden oldugu ve

bdylece akim cevaplarinda bir diisiise sebep oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 8.7. PVF-XO biyosensoriine sicakligin etkisi (5,0 mg PVF mL™", 2,0 mg XO mL™, 0,10 M
pH 7,4 fosfat tamponu, 25 °C, 0,65 V)
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Sekil 8.8. PVF-XO biyosensorii i¢in Inl-1/T grafigi
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PVF-XO biyosensoriiniin 20 °C’den 45 °C’ye kadar artan maksimum akim
degerleri kullanilarak enzimatik reaksiyonunun hizinin sicaklikla degisimi ve bu
reaksiyonunun aktivasyon enerjisi belirlenmistir. Enzimatik reaksiyonunun aktivasyon
enerjisi Arrhenius esitligi kullanilarak ¢izilen Inl-1/T grafiginin egiminden 13,165

kJmol ™ olarak bulunmustur.
8.1.8. Girisim etkisi

Olgiim ortaminda bulunabilecek askorbik asit ve enzimatik reaksiyon sonucunda
olusan iirik asit gibi girisim yapabilen maddelerin hazirlanan PVF-XO biyosensoriinde
akim cevaplar incelenmistir. Bu calismada PVF-XO biyosensorii, platin ¢alisma
elektrodunun 5,0 mgmL"' PVF ¢ozeltisinde 5 dakika bekletilerek polimer film
kaplanmas: ve daha sonra polimer film kapli elektrodun 2,0 mgXOmL"' enzim
cozeltisinde 20 dakika bekletilmesi sonucunda hazirlanmigtir. 0,65 V uygulama
potansiyelinde, pH’1 7,4 olan 0,10 M fosfat tamponu kullanilarak olusturulan 6l¢tim
ortamina konsantrasyonlar1 0,05 mM’da sabit tutulan ksantin, {irik asit ve askorbik asit
cozeltileri eklenmesi ile hazirlanan PVF-XO biyosensoriiniin akim cevaplari izlenmistir.
Sekil 8.9(a)’da goriildiigii gibi iirik asit ve askorbik asitin girisime neden oldugu
belirlenmistir. Girisimin engellenmesi amaciyla ¢alisma elektrodu nafyon ile modifiye
edilmis ve Naf-PVF-XO olarak tanimladigimiz biyosensor ile ayni sartlarda ¢alisma
tekrar edilmistir. Hazirlanan Naf-PVF-XO biyosensorii ile tirik asit ve askorbik asitin

gosterdigi girisimin engellendigi belirlenmis ve Sekil 8.9(b)’de gdsterilmistir.
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Sekil 8.9.(a) PVF-XO (b) Naf-PVF-XO biyosensorlerinin 0,05 mM ksantin, iirik asit ve
askorbik asit eklenmesi ile elde edilen akim cevaplari (5,0 mg PVF mL™", 2,0 mg XO mL™", 0,10
M pH 7,4 fosfat tamponu, 30 °C, 0,65 V)
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8.1.9. Substrat konsantrasyonunun etkisi

PVF-XO biyosensoriiniin dogrusal ¢aligma araligimin belirlenmesi amaciyla,
0,65 V uygulama potansiyelinde, pH’1 7,4 olan 0,10 M fosfat tamponu kullanilarak
olusturulan O6lglim ortamina eklenen ksantin konsantrasyonu ile biyosensoriin akim
cevaplarindaki degisim incelenmistir. PVF-XO biyosensorii, onceki ¢aligmalarda
optimize edilen sartlarda, yani ¢alisma elektrodunun 5,0 mgmL'1 PVF c¢ozeltisinde 5
dakika bekletilerek polimer film kaplanmasi ve daha sonra polimer film kaph
elektrodun 2,0 mgXOmL" enzim ¢ozeltisinde 20 dakika bekletilmesi sonucunda
hazirlanmistir. Her bir ekleme kararli hal akim egrisi elde edildikten sonra yapilmis ve
aym sartlarda calisma ii¢ defa tekrarlannmgstir. Olciim ortamina eklenen ksantin
konsantrasyonlar1 dikkate alinarak, bu konsantrasyonlardaki akim degisimleri
kaydedilmis ve standart sapmalar1 hesaplanarak Sekil 8.10(a)’da gosterilmistir. Ayni
sartlarda yapilan calismalar sonucunda Naf-PVF-XO biyosensorii i¢in elde edilen
degisim ise Sekil 8.10(b)’de gosterilmistir. PVF-XO biyosensorii i¢in dogrusal ¢alisma
aralig1 Sekil 8.11(a)’da gosterildigi gibi 1,67x107-0,22 mM, Naf-PVF-XO biyosensorii
icin dogrusal ¢alisma aralig: ise Sekil 8.11(b)’de gosterildigi gibi 2,17x107-0,24 mM
olarak bulunmustur. Her iki elektrot i¢in gozlenebilme sinirlar1 belirlenmis ve PVF-XO

biyosensorii icin 5,00><10'3 mM, Naf-PVF-XO i¢in 6,50><10'3 mM ksantin olarak

bulunmustur.
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Sekil 8.10.(a) PVF-XO (b) Naf-PVF-XO biyosensorlerine ksantin konsantrasyonunun etkisi
(5,0 mg PVFmL™, 2,0 mg XOmL™, 0,10 M pH 7.4 fosfat tamponu, 30 °C, 0,65 V)
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Sekil 8.11.(a) PVF-XO (b) Naf-PVF-XO biyosensorlerinin dogrusal ¢alisma araliklar

Enzimin 6l¢lim ortamindaki substrata karsi olan affinitesini gosteren Michaelis-

Menten sabiti farkli ksantin konsantrasyonlarinda elde edilen akim degisimlerinden

yararlanarak c¢izilen Lineweaver-Burk grafiginden hesaplanmistir (Sekil 8.12). Goriiniir

Michaelis-Menten sabiti, Kmapy, PVF-XO biyosensorii i¢in 0,704 mM ksantin, Naf-

PVF-XO biyosensorii i¢in 0,954 mM ksantin olarak bulunmustur. Ayrica Lineweaver-

Burk grafikleri yardimiyla her iki biyosensoriin duyarligi hesaplanmis ve PVF-XO

biyosensérii icin 2,68 pAmM 'cm™, Naf-PVF-XO biyosensérii icin 2,57 pAmM'cm™

olarak belirlenmistir.
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Sekil 8.12.(a) PVF-XO (b) Naf-PVF-XO biyosensorleri i¢in Lineweaver-Burk grafikleri

8.1.10. PVF-XO biyosensoriiniin kararhhg: ve tekrarlanabilirligi

PVF-XO biyosensoriiniin kullanim kararliliginin arastirilmasi i¢in PVF-XO

biyosensorii, onceki ¢aligmalarda optimize edilen sartlarda, yani ¢alisma elektrodunun
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5,0 mgmL™" PVF ¢ozeltisinde 5 dakika bekletilerek polimer film kaplanmasi ve daha
sonra polimer film kapli elektrodun 2,0 mgXOmL™" enzim ¢ozeltisinde 20 dakika
bekletilmesi sonucunda hazirlanmistir. 0,65 V uygulama potansiyelinde, pH’1 7,4 olan
0,10 M fosfat tamponu kullanilarak olusturulan 6l¢lim ortamina ksantin eklemesi
(6l¢giim ortaminda 0,10 mM ksantin ¢6zeltisi) yapilarak PVF-XO biyosensdriiniin akim
cevaplarinin giin i¢inde tekrar kullanimlar sonucunda degisimi incelenmistir. Buna gore,
PVF-XO biyosensorii giin i¢inde yapilan 4 ayr1 6l¢iimden sonra aktivitesini %60

oraninda korudugu belirlenmistir.

PVF-XO biyosensoriiniin depolanma kararlilig1r arastirilmasi i¢in PVF-XO
biyosensorii 6nceki caligmalarda optimize edilen sartlarda hazirlanmistir. 0,65 V
uygulama potansiyelinde, pH’1 7,4 olan 0,10 M fosfat tamponu kullanilarak olusturulan
Olciim ortamima ksantin eklemesi (Olglim ortaminda 0,10 mM ksantin c¢ozeltisi)
yapilarak PVF-XO biyosensoriiniin akim cevaplarinin giinlik periyotlarda yapilan
Olctimler sonucundaki degisimi incelenmistir. Biyosensoér kullanilmadigi zamanlarda
+4°C’de buzdolabinda ve pH 7,4 fosfat tamponu igerisinde muhafaza edilmistir. PVF-
XO biyosensorii yapilan ¢aligmalar sonucunda, biyosensor aktivitesinin 10 giin sonunda
% 80 oraninda kaybettigi belirlenmistir (Sekil 8.13(a)). Naf-PVF-XO biyosensorii ile
yapilan caligmalarda ise biyosensoriin aktivitesinin 10 giin sonunda %350, 18 giin

sonunda %80 oraninda azaldig1 belirlenmistir (Sekil 8.13(b)).
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Sekil 8.13.(a) PVF-XO (b) Naf-PVF-XO biyosensorlerinin depolanma kararliligi (5,0 mg
PVEmL™", 2,0 mgXOmL™", 0,10 M pH 7,4 fosfat tamponu, 30 °C, 0,65 V)

PVF-XO ve Naf-PVF-XO biyosensorlerinin akim cevaplart arasindaki uyum
derecesini belirlemek amaciyla tekrarlanabilirlik arastirilmasi yapilmistir. Kararlilik

calismasindaki sartlara uygun olarak PVF-XO ve Naf-PVF-XO biyosensorleri
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hazirlanmis ve aymi ksantin ¢dzeltisine (0l¢lim ortaminda 0,10 mM ksantin ¢ozeltisi)
verdigi akim cevaplari belirlenerek bagil standart sapma degerleri hesaplanmistir. Ayni
sartlarda hazirlanan 5 biyosensor ile yapilan ¢alisma sonucunda bagil standart sapma

degerleri PVF-XO i¢in %4,99 ve Naf-PVF-XO %35,42 olarak bulunmustur.

8.1.11. PVF-XO biyosensoriiniin voltametrik yontem ile incelenmesi

PVF-XO Dbiyosensoriine ait parametrelerin  optimizasyonu sonrasinda
biyosensoriin akim degerleri doniisiimlii voltametri yontemi ile 0,0-1,0 V arasinda
potansiyel taramasi yapilarak incelenmistir. Kararli akim egrisi elde edildikten sonra
Ol¢iim ortamina artan ksantin konsantrasyonlarinda substrat eklenmis ve her ekleme
sonrasinda elde edilen voltamogramlar Sekil 8.14’de gosterilmistir. Grafikte, PVF-XO
biyosensoriiniin akim degerlerinin artan ksantin konsantrasyonu ile orantili olarak arttigi

gbzlenmistir.

Current / 1e-6A

Potential / V

Sekil 8.14. PVF-XO biyosensorii i¢in elde edilen voltamogramlar (5,0 mg PVFmL,
2,0 mg XO mL™", 0,10 M pH 7,4 fosfat tamponu, 30 °C)

Enzimatik reaksiyon sonucunda olusan H,O,’in yiikseltgenmesine potansiyel
tarama hizinin etkisini incelemek amaciyla pH 7,4 fosfat tampon ¢ozeltisinde PVF-XO
biyosensérii igin 10-1000 mVs" araligindaki farkli tarama hizlarmda doniisimli

voltamogramlar kaydedilmistir (Sekil 8.15).
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Sekil 8.15. PVF-XO biyosensorii icin farkli potansiyel tarama hizlarinda elde edilen
voltamogramlar (5,0 mg PVF mL", 2,0 mg XO mL™", 0,10 M pH 7,4 fosfat tamponu, 30 °C)
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Sekil 8.16. PVF-XO biyosensoriine ait akim cevaplarinin (a) farkli potansiyel tarama hizlari, (b)
potansiyel tarama hizlariin karekokii ile degisimi

H,0;’in yiikseltgenmesine ait pik akimlarinin potansiyel tarama hiz1 ile arttigi
belirlenmis ve bu Sekil 8.16(a)’da gosterilmistir. Sekilde, 10-200 mVs' tarama hizi
araliginda bir dogrusallik gozlenmis, daha sonra bir sapma olugsmustur. Bu durum diigiik
tarama hizlarinda elektrot iizerinde gerceklesen reaksiyonda elektrokimyasal prosesin
ylizey kontrollii oldugunu gostermektedir. Sekil 8.16(b)’de potansiyel tarama hizinin
karekokii ile H,O,’in yiikseltgenmesine ait pik akimlarinin degisimi incelendiginde ise

200-1000 mVs' araliginda bir dogrusallik tespit edilmistir. Bu dogrusallik yiiksek
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tarama hizlarinda elektrot iizerindeki reaksiyonun difiizyon kontrollii gergeklestigini

gostermektedir.

8.1.12. PVF-XO biyosensorii ile gercek numune ¢alismasi

Cogunlukla astim ve kronik obstriiktif akciger hastalifi gibi solunum gii¢ligi
ataklarinin uzun dénemli 6nlenmesinde kullanilan ksantin icerikli ilaclar kullanilarak
hazirlanan PVF-XO biyosensoriiniin ~ gergek numunelerdeki akim cevaplari
incelenmistir. Ger¢ek numune calismast Novartis ilag firmasinin  drettigi

aminocardol(numune-I) ve Nobel ilag firmasinin iirettigi teokap(numune-II) ilaglar ile

yapilmistir.
Cizelge 8.1. PVF-XO biyosensorii i¢in gercek numune analizleri
Numune Gercek deger, Eklenen ksantin kons., Analiz degeri*, Geri
umu mM mM mM kazamim, %
0 0,0616 =0,0130 -
0,1000 0,1560 = 0,0156 94,44
I 0,0570
0,2000 0,2496 +0,0177 94,00
0,3000 0,3426 £ 0,0194 93,65
0 0,0431 £0,0122 -
0,1000 0,1366 +£0,0143 93,54
II 0,0416
0,2000 0,2298 +£0,0162 93,33
0,3000 0,3213 £0,0185 92,72

* 3 analizin ortalamasi ve bu analize ait standart sapma gosterilmektedir.

Gergek numune analizinde PVF-XO biyosensorii belirlenen optimum sartlarda
hazirlanmis ve analizde numune-I ¢6zeltisinden 10 pL, numune-II ¢ozeltisinden 7,5 pL.
kullanilmistir. Ol¢iim ortamina eklenen ger¢ek numune ve substrat ¢dzeltilerinden 0,65
V uygulama potansiyelinde elde edilen akim cevaplarindaki degisim incelenmis ve bu

bilgiler kullanilarak Cizelge 8.1’de verilen sonuglar bulunmustur.
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8.1.13. PVF-XO biyosensoriine ait SEM goriintiileri

PVF-XO biyosensdriiniin yiizey morfolojisinin arastirtlmasi amaciyla, optimum
sartlarda hazirlanan iki farkli ylizeyin SEM goriintiileri alinmistir. Sekil 8.17(a)’da
verilen sadece PVF kapli ylizeye ait SEM goriintiisiidiir. Sekil 8.17(b)’de ise PVF kapli
ylizey lizerine enzim immobilizasyonu sonrasinda elde edilen SEM goriintiisti verilmis

ve iki goriintii inecelendiginde enzimin yiizeyde tutundugu acgik¢a gézlenmistir.

2 pm EHT = 20.00 k' Signal A = SE1 Mag= 1043KX

WD = 85mm IPraba = 30pA @m

EHT = 20,00 kv Signal A = SE1 Mag= 1621 KX @
WD = 85mm | Probe= 30 pA -

Sekil 8.17. PVF-XO biyosensdriine ait SEM goriintiileri, (a) PVF yiizeyi, (b) PVF-XO yiizeyi
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8.2. PVF-Au-XO Biyosensoriine Ait Arastirma Sonuclar1

8.2.1. Uygulama potansiyelinin etkisi

PVF-Au-XO biyosensoriine uygulama potansiyelinin etkisinin incelenmesi
amaciyla 0,20-0,70 V potansiyel araliginda c¢aligmalar yapilmistir. Uygulama
potansiyelinin etkisinin aragtirilmasi i¢in yapilan her bir ¢alismada kullanilan PVF-Au-
XO biyosensérleri hazirlamirken, platin calisma elektrodu 5,0 mgmL™ PVF ¢ézeltisinde
5 dakika bekletilmis, sonra polimer film kapli ¢alisma elektrodu 1,0 mM KAuCly
¢ozeltisinde 1 dakika bekletildikten sonra 2,0 mgXO mL™" enzim ¢ozeltisinde 20 dakika
bekletilerek enzim immobilizasyon asamasi tamamlanmistir. Belirlenen uygulama
potansiyelinde, pH’1 7,4 olan 0,10 M fosfat tamponu kullanilarak olusturulan 6lgiim
ortamina eklenen ksantin ile hazirlanan PVF-Au-XO biyosensorlerinin akim cevaplari
izlenmis ve maksimum akim degerleri bulunmustur. Her bir uygulama potansiyelinde
bulunan maksimum akim degerleri Sekil 8.18’de gosterilmis ve maksimum aktivite 0,40

V’da bulunmustur.

Imax (NA)
(L]
o
o
[l
o
o

0.0 +—4r—1—"77—"—-ar"rro——rrT—
0.00 0.20 0.40 0.60 0.80

uygulama potansiyeli (V)

Sekil 8.18. PVF-Au-XO biyosensoriine uygulama potansiyelinin etkisi (5,0 mg PVFmL™", 1,0
mM KAuCly, 2,0 mg XO mL", 0,10 M pH 7,4 fosfat tamponu, 25 °C)
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8.2.2. KAuCl, konsantrasyonunun etkisi

Polimer film kaplh c¢alisma elektrodu iizerine altin partikiillerinin
biriktirilmesinde kullanilan KAuCly ¢6zeltisinin konsantrasyonu 0,5 mM-—4,0 mM
araliginda degistirilerek PVF-Au-XO biyosensoriine KAuCly konsantrasyonunun etkisi
incelenmistir. PVF-Au-XO biyosensorii, platin calisma elektrodunun ilk olarak 5,0
mgmL™" PVF ¢ozeltisinde 5 dakika, sonra polimer film kapli ¢alisma elektrodunun
farkli konsantrasyondaki KAuCl, ¢ozeltisinde 1 dakika, son olarak 2,0 mgXOmL™
enzim ¢ozeltisinde 20 dakika bekletilmesiyle immobilizasyon agamasi tamamlanarak
hazirlanmistir. 0,40 V uygulama potansiyelinde, pH’1 7,4 olan 0,10 M fosfat tamponu
kullanilarak olusturulan 6l¢iim ortamina eklenen ksantin ile hazirlanan PVF-Au-XO
biyosensorlerinin akim cevaplar1 izlenmis ve bu cevaplar kullanilarak bulunanan
maksimum akim degerleri Sekil 8.19°da verilmistir. Grafikte her bir KAuCly
konsantrasyonu i¢in bulunan maksimum akim degerleri karsilastirildiginda en biiytik
akim degeri 2 mM KAuCly konsantrasyonunda elde edilmistir. 2 mM’1n iizerindeki
konsantrasyonlarda akim degerlerinde azalma gozlenmistir. Bu durumun elektrot
yilizeyinde biriken altin partikiillerinin biiyiikliiklerinin artmasiyla yiizey alanindaki

azalmadan kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

250.0
200.0 o

150.0

Imax (NA)

100.0 ®

50.0

0.0 -—r——1+—"—7+—"r—"r"—"r—"r"—"rr—""r"""TT—TTTTTTT—r
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0

KAuCl, konsantrasyonu (mM)

Sekil 8.19. PVF-Au-XO biyosensériine KAuCl, konsantrasyonunun etkisi (5,0 mg PVFmL™,
2,0 mgXOmL™, 0,10 M pH 7,4 fosfat tamponu, 25 °C, 0,40 V)
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8.2.3. KAuCly ¢ozeltisinde bekletme siiresinin etkisi

Polimer film kapl elektrodun KAuCly ¢6zeltisinde bekletme siiresi 15 saniye ile
15 dakika arasindaki farkli zamanlarda degistirilerek hazirlanan PVF-Au-XO
biyosensorlerine KAuCly ¢ozeltisinde bekletme siiresinin etkisi arastirilmistir. PVF-Au-
XO biyosensérii, platin ¢aligma elektrodunun ilk olarak 5,0 mgmL™ PVF ¢ozeltisinde 5
dakika, sonra polimer film kapli ¢aligma elektrodunun 2,0 mM KAuCly ¢ozeltisinde
belirli bir siire, son olarak 2,0 mg XO mL™" enzim ¢ozeltisinde 20 dakika bekletilmesiyle
immobilizasyon agamasi tamamlanarak hazirlanmigtir. 0,4 V uygulama potansiyelinde,
pH’1 7,4 olan 0,10 M fosfat tamponu kullanilarak olusturulan 6l¢iim ortamina eklenen
ksantin ile hazirlanan PVF-Au-XO biyosensorlerinin akim cevaplart izlenmis ve

bulunan maksimum akim degerleri Sekil 8.20°de gosterilmistir.

350 -
300 4 Y
250 4

200 A o

Imax (NA)
@

150 -
100 { @

50 -

o v v v L) v v v L) v v v L) v v v L) v v v L) v v v L]

0 2 4 6 8 10 12

Au biriktirme siiresi (dakika)

Sekil 8.20. PVF-Au-XO biyosensoriine KAuCl, ¢ozeltisinde bekletme siiresinin etkisi (5,0 mg
PVFmL", 2,0 mM KAuCly, 2,0 mg XO mL™', 0,10 M pH 7.4 fosfat tamponu, 25 °C, 0,40 V)

Elde edilen grafikte, calisilan bekletme siirelerine goére maksimum akim
degerleri karsilastirildiginda, 2 dakikadan sonra akim degerlerinde bir azalma
gbzlenmistir. Bu sonuglar dikkate alinarak, bundan sonraki caligmalarda KAuCly

cozeltisinde bekletme siiresi 2 dakika olarak belirlenmistir.
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8.2.4. Sicaklik etkisi

PVF-Au-XO biyosensoriine sicakligin etkisi 6l¢iim ortami sicakliginin 20-55 °C
araliginda degistirilmesi ile arastirilmistir. PVF-Au-XO biyosensorii, platin ¢alisma
elektrodunun ilk olarak 5,0 mgmL™ PVF ¢ozeltisinde 5 dakika, sonra polimer film kaplt
calisma elektrodunun 2,0 mM KAuCl, ¢ozeltisinde 2 dakika, son olarak 2,0 mg XO mL
enzim ¢ozeltisinde 20 dakika bekletilmesiyle hazirlanmistir. pH’1 7,4 olan 0,10 M fosfat
tamponu kullanilarak olusturulan 6l¢lim ortaminin 20-55 °C araliginda bir sicaklikta
eklenen ksantin ile PVF-Au-XO biyosensorlerinin akim cevaplart 0,4 V uygulama
potansiyelinde izlenmistir. Farkli sicaklilarda elde edilen amperomogramlardan
maksimum akim degerleri bulunmus ve bu degisim Sekil 8.21°de gdsterilmistir.
Maksimum akim degerleri incelendiginde, 40 °C’ye kadar artis gdzlenmis, bu
sicakliktan sonra akim cevaplarinda bir azalma meydana gelmistir. Daha yiiksek
sicakliklarda akim cevaplarindaki azalmanin elektrot yiizeyindeki immobize enzimin

denatiirasyonundan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.

500.0 -
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Sekil 8.21. PVF-Au-XO biyosensoriine sicakligin etkisi (5,0 mg PVF mL", 2,0 mM KAuCly,
2,0 mg XO mL™", 0,10 M pH 7,4 fosfat tamponu, 25 °C, 0,40 V)

PVF-Au-XO biyosensoriiniin 20 °C’den 40 °C’ye kadar artan maksimum akim

degerleri kullanilarak enzimatik reaksiyonunun hizinin sicaklikla degisimi ve bu
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reaksiyonunun aktivasyon enerjisi belirlenmistir. Enzimatik reaksiyonunun aktivasyon
enerjisi Arrhenius esitligi kullanilarak c¢izilen Inl-1/T grafiginin egiminden 18,275

kJmol ™ olarak bulunmustur.

6,2

P y =-2,1981x + 13,111
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Sekil 8.22. PVF-Au-XO biyosensorii igin Inl-1/T grafigi

8.2.5. Girisim etkisi

Olgiim ortaminda bulunabilecek askorbik asit ve enzimatik reaksiyon sonucunda
olusan iirik asit gibi girisim yapabilen maddelerin hazirlanan PVF-Au-XO
biyosensoriinde akim cevaplari incelenmistir. Bu ¢alismada, PVF-Au-XO biyosensorii,
platin calisma elektrodunun ilk olarak 5,0 mgmL™ PVF ¢ozeltisinde 5 dakika, sonra
polimer film kapli ¢alisma elektrodunun 2,0 mM KAuCl, ¢ozeltisinde 2 dakika, son
olarak 2,0 mgXOmL™"' enzim ¢ozeltisinde 20 dakika bekletilmesiyle hazirlanmstir.
0,40 V uygulama potansiyelinde, pH’1 7,4 olan 0,10 M fosfat tamponu kullanilarak
olusturulan Sl¢lim ortamina konsantrasyonlari 0,10 mM’da sabit tutulan ksantin, tirik
asit ve askorbik asit cozeltileri eklenmesi ile PVF-Au-XO biyosensoriiniin akim
cevaplar1 izlenmistir. Sekil 8.23(a)’da goriildiigli gibi iirik asit ve askorbik asitin
girisime neden oldugu belirlenmis ve girisimin engellenmesi amaciyla calisma
elektrodu nafyon ile modifiye edilmistir. Nafyon ile modifiye edilen ve Naf-PVF-Au-
XO olarak tanimlanan Naf-PVF-Au-XO biyosensorii ile ayni sartlarda ¢alisma tekrar
edilmistir. Calismalar sonucunda, Naf-PVF-Au-XO biyosensorti ile iirik asit ve askorbik

asitin gosterdigi girisimin engellendigi belirlenmis ve Sekil 8.23(b)’de gdsterilmistir.
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Sekil 8.23.(a) PVF-Au-XO (b) Naf-PVF-Au-XO biyosensorlerinin 0,10 mM ksantin, {irik asit
ve askorbik asit eklenmesi ile elde edilen akim cevaplar1 (5,0 mg PVFmL™, 2,0 mM KAuCl,,
2,0 mgXOmL™", 0,10 M pH 7,4 fosfat tamponu, 30 °C, 0,40 V)

8.2.6. Substrat konsantrasyonunun etkisi

PVF-Au-XO biyosensoriiniin dogrusal ¢alisma araliginin belirlenmesi amaciyla,
0,40 V uygulama potansiyelinde, pH’1 7,4 olan 0,10 M fosfat tamponu kullanilarak
olusturulan 6l¢iim ortamina eklenen ksantin konsantrasyonu ile biyosensoriin akim
cevaplarindaki degisim incelenmistir. PVF-Au-XO biyosensorii, platin ¢alisma
elektrodunun ilk olarak 5,0 mgmL™ PVF ¢ozeltisinde 5 dakika, sonra polimer film kaplt
calisma elektrodunun 2,0 mM KAuCl, ¢ozeltisinde 2 dakika, son olarak 2,0 mg XO mL
enzim ¢ozeltisinde 20 dakika bekletilmesiyle hazirlanmistir. Her bir ekleme kararli hal
akim egrisi elde edildikten sonra yapilmis ve ayni sartlarda calisma ii¢ defa
tekrarlanmistir. Olgiim ortamina eklenen ksantin konsantrasyonlar1 dikkate alinarak, bu
konsantrasyonlardaki akim degisimleri kaydedilmis ve standart sapmalar1 hesaplanarak
Sekil 8.24(a)’da gosterilmistir. Ayni sartlarda yapilan ¢alismalar sonucunda Naf-PVF-
Au-XO biyosensorii i¢in elde edilen degisim ise Sekil 8.24(b)’de gosterilmistir.

PVF-Au-XO biyosensorii i¢in dogrusal c¢alisma araligt Sekil 8.25(a)’da
gosterildigi gibi 2,50x10°-0,56 mM, Naf-PVF-Au-XO biyosensorii i¢in dogrusal
calisma arahigi ise Sekil 8.25(b)’de gosterildigi gibi 3,33x107°-0,46mM olarak
bulunmustur. Her iki elektrot icin gozlenebilme sinirlar1 belirlenmis ve PVF-Au-XO
biyosensérii i¢in 7,50x10* mM, Naf-PVF-Au-XO i¢in 1,00x10° mM ksantin olarak

bulunmustur.
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Sekil 8.24. (a) PVF-Au-XO (b) Naf-PVF-Au-XO biyosensorlerine ksantin konsantrasyonunun
etkisi (5,0 mg PVEmL™, 2,0 mM KAuCl,, 2,0 mgXOmL™, 0,10 M pH 7,4 fosfat tamponu, 30
°C, 0,40 V)
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Sekil 8.25.(a) PVF-Au-XO (b) Naf-PVF-Au-XO biyosensorlerinin dogrusal ¢alisma araliklar1

Farkli ksantin konsantrasyonlarinda elde edilen akim degisimlerinden
yararlanarak ~ Michaelis-Menten  sabiti  ¢izilen Lineweaver-Burk grafiginden
hesaplanmustir (Sekil 8.26). Goriliniir Michaelis-Menten sabiti, Kmap, PVF-Au-XO
biyosensorii icin 0,393 mM ksantin, Naf-PVF-Au-XO biyosensorii i¢in 0,370 mM
ksantin olarak bulunmustur. Ayrica Lineweaver-Burk grafikleri yardimiyla her iki
biyosensoriin duyarligi hesaplanmis ve PVF-Au-XO biyosensori i¢in 28,95
pAmM'ecm?, Naf-PVF-Au-XO biyosensorii icin 31,85 pAmM'em? olarak

belirlenmistir.
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Sekil 8.26.(a) PVF-Au-XO,(b) Naf-PVF-Au-XO biyosensorleri icin Lineweaver-Burk grafikleri

8.2.7. PVF-Au-XO biyosensoriiniin kararhihg: ve tekrarlanabilirligi

PVF-Au-XO biyosensoriiniin  tekrar kullanilabilirliginin aragtirilmasi igin
PVF-Au-XO biyosensorii, onceki ¢alismalarda optimize edilen sartlarda, yani ¢alisma
elektrodunun 5,0 mgmL'1 PVF cozeltisinde 5 dakika, sonra 2,0 mM KAuCly
¢ozeltisinde 2 dakika ve son olarak 2,0 mgXOmL"' enzim ¢ozeltisinde 20 dakika
bekletilerek hazirlanmistir. Giin iginde tekrar kullanimlarda PVF-Au-XO biyosensorii
ile pH’1 7,4 olan 0,10 M fosfat tamponu kullanilarak olusturulan 6l¢iim ortamina
ksantin eklemesi (6l¢iim ortaminda 0,30 mM ksantin ¢dzeltisi) yapilarak 0,40 V
uygulama potansiyelindeki akim cevaplari incelenmistir. Bu incelemeler sonucunda,
PVF-Au-XO biyosensoriiniin giin i¢inde yapilan 8 ayri dl¢limden sonra aktivitesini %50

oraninda korudugu belirlenmistir.

PVF-Au-XO biyosensoriiniin depolama kararlilig1 arastirilmasi i¢in biyosensor
optimum sartlarda hazirlanmistir. 0,40 V uygulama potansiyelinde, pH’1 7,4 olan 0,10
M fosfat tamponu kullanilarak olusturulan 6l¢iim ortamina ksantin eklemesi (6l¢iim
ortaminda 0,30 mM ksantin ¢ozeltisi) yapilarak PVF-Au-XO biyosensoriiniin akim

cevaplarinin giinliik periyotlarda yapilan dl¢timler sonucundaki degisimi incelenmistir.

PVF-Au-XO biyosensorii i¢in yapilan 35 gilinlik inceleme sonucunda,
biyosensoriin 15 giin sonunda aktivitesini %50 oraninda, 25 giin sonunda ise %75
kaybettigi belirlenmistir (Sekil 8.27(a)). Ayni optimum sartlar kullanilarak hazirlanan
Naf-PVF-Au-XO biyosensor ile yapilan depolanma kararlilig1 ¢alismasinda, biyosensor
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18 giin sonunda aktivitesini %50 oraninda, 25 giin sonunda ise %65 kaybetmistir (Sekil

8.27(b)).
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Sekil 8.27.(a) PVF-Au-XO, (b) Naf-PVF-Au-XO biyosensorlerinin depolanma kararliligr (5,0
mg PVF mL™, 2,0 mM KAuCly, 2,0 mg XO mL", 0,10 M pH 7.4 fosfat tamponu, 30 °C, 0,40 V)

PVF-Au-XO ve Naf-PVF-Au-XO biyosensorlerinin akim cevaplar1 arasindaki
uyum dercesini belirlemek amaciyla tekrarlanabilirlik arastirilmasi yapilmistir. Karalilik
calismasindaki sartlara uygun olarak PVF-Au-XO ve Naf-PVF-Au-XO biyosensdrleri
hazirlanmis ve aymi ksantin ¢dzeltisine (0l¢lim ortaminda 0,30 mM ksantin ¢ozeltisi)
verdigi akim cevaplar1 belirlenerek bagil standart sapma degerleri hesaplanmistir. Ayni
sartlarda hazirlanan 5 biyosensor ile yapilan ¢alisma sonucunda bagil standart sapma

degerleri PVF-Au-XO i¢in %3,41 ve Naf-PVF-Au-XO %4,03 olarak bulunmustur.

8.2.8. PVF-Au-XO biyosensoriiniin voltametrik yontem ile incelenmesi

Onceki ¢alismalarda optimize edilen sartlarda hazirlanan PVF-Au-XO
biyosensoriiniin akim degerleri doniisiimlii voltametri yontemi ile 0,0-1,0 V arasinda
potansiyel taramasi yapilarak gézlenmistir. Kararli akim egrisi elde edildikten sonra
Olcim ortamina artan ksantin konsantrasyonlarinda substrat eklenmis ve her ekleme
sonrasinda elde edilen voltamogramlar kaydedilmistir (Sekil 8.28). Biitiin
voltamogramlarin gosterildigi grafikte, PVF-Au-XO biyosensoriiniin akim degerlerinin

artan ksantin konsantrasyonu ile orantili olarak arttig1 belirlenmistir.
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Sekil 8.28. PVF-Au-XO biyosensorii i¢in elde edilen voltamogramlar (5,0 mg PVFmL", 2,0
mM KAuCly, 2,0 mg XO mL™", 0,10 M pH 7,4 fosfat tamponu, 30 °C)

Enzimatik reaksiyon sonucunda olusan H,O,’in yiikseltgenmesine potansiyel
tarama hizinin etkisini incelemek amaciyla pH 7,4 fosfat tampon ¢ozeltisinde PVF-XO
biyosensérii igin 10-1000 mVs" araligindaki farkli tarama hizlarmda doniisimli

voltamogramlar kaydedilmistir (Sekil 8.29).

Current / 1e-5A
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Sekil 8.29. PVF-Au-XO biyosensorii i¢in farkli potansiyel tarama hizlarinda elde edilen
voltamogramlar (5,0 mg PVFmL™, 2,0 mM KAuCl,, 2,0 mgXOmL™", 0,10 M pH 7.4 fosfat
tamponu, 30 °C)
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Sekil 8.30. PVF-Au-XO biyosensoriine ait akim cevaplarinin (a) farkli potansiyel tarama
hizlari, (b) potansiyel tarama hizlarinin karekokii ile degisimi

H,0,’in yiikseltgenmesine ait pik akimlarinin potansiyel tarama hizi ile degisimi
Sekil 8.30(a)’da gosterilmistir. Sekilde 10-200 mVs™' tarama hizi araliginda gdzlenen
dogrusallik elektrot iizerinde gerceklesen reaksiyonun diisiik tarama hizlarinda ylizey
kontrollii oldugunu gostermektedir. Sekil 8.30(b)’de potansiyel tarama hizinin karekokii
ile H,O,’in yiikseltgenmesine ait pik akimlarinin degisimi incelendiginde ise 200-1000
mVs™" araliginda bir dogrusallik tespit edilmistir. Bu sonug ise yiiksek tarama hizlarinda

elektrot lizerindeki reaksiyonun diflizyon kontrollii gerceklestigini gdstermektedir.

8.2.9. PVF-Au-XO biyosensorii ile gercek numune ¢alismasi

Novartis ila¢ firmasinin {irettigi aminocardol(numune-I) ve Nobel ila¢ firmasinin
drettigi  teokap(numune-II) ilaglar1 ile PVF-Au-XO biyosensoriiniin ~ gercek
numunelerdeki akim cevaplar1 incelenmistir. Ger¢cek numune analizinde PVF-Au-XO
biyosensorii Onceki c¢alismalarda optimize edilen sartlarda hazirlanmig ve Ol¢iim
ortamina eklenen ilag numunesi igerisindeki ksantin tayini yapilmistir. PVF-Au-XO
biyosensorii ile yapilan analizde numune-I ¢6zeltisinden 20 pL, numune-II ¢6zeltisinden
15 pL kullanilmistir. Olgiim ortamina eklenen gercek numune ve substrat ¢ozeltilerinin
0,4 V uygulama potansiyelindeki akim cevaplari incelenmis ve bu akim cevaplarindan

yararlanarak Cizelge 8.2°de verilen sonuglar bulunmustur.
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Cizelge 8.2. PVF-Au-XO biyosensorii igin gercek numune analizleri

Numune Gercek deger, Eklenen ksantin kons.,  Analiz degeri*, Geri
umu mM mM mM kazamim, %
0 0,1120 £0,0102 -
0,1000 0,2081 £ 0,0160 96,11
I 0,1140
0,2000 0,3028 £0,0185 95,42
0,3000 0,3965 £0,0196 94,82
0 0,0820 +£0,0115 -
0,1000 0,1778 £0,0182 95,80
11 0,0833
0,2000 0,2705 £ 0,0190 94,27
0,3000 0,3633 £0,0195 93,76

* 3 analizin ortalamasi ve bu analize ait standart sapma gosterilmektedir.

8.2.10. PVF-Au-XO biyosensoriine ait SEM goriintiileri

PVF-Au-XO biyosensoriiniin ylizey morfolojisinin arastirilmas1 amaciyla,
optimum sartlarda hazirlanan iki farkli yiizeyin SEM goriintiileri almmustir. Sekil
8.31(a)’da verilen SEM goriintiisiinde PVF kapl ylizey iizerine altin partikiilleri
biriktirilmistir. Sekilde altin taneciklerinin polimer yiizey iizerine farkl biiytikliiklerde
dagildigr goriilmektedir. Sekil 8.31(b)’de ise altin biriktirilmis PVF kapli ylizey {izerine
enzim immobilizasyonu sonrasinda elde edilen SEM goriintiisii verilmistir. Enzim
immobilizasyonu sonrasinda yilizeyin tamamen enzim molekiilleri ile kaplandig
gozlenmistir. Ayrica, Sekil 8.31(b)’de gosterilen elektrot yiizeyinde, altin partikiillerinin

bir kism1 immobilize olan enzim molekiilleri ile kaplanmustir.

EHT = 2000 WV Signal A = SE1 Mag= 10.03K X
WD = 8.0mm | Probe = 30 p&

EMT = 20.00 KV Signal A = SE1 Mag = 24.79 K X @
WD = B5mm | Probe = 30 p& -

Sekil 8.31. PVF-Au-XO biyosensoriine ait SEM goriintiileri, (a) PVF-Au yiizeyi,
(b) PVF-Au-XO ylizeyi
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8.3. PVF-Pt-XO Biyosensoriine Ait Arastirma Sonuclari

8.3.1. Uygulama potansiyelinin etkisi

PVF-Pt-XO biyosensoriine uygulama potansiyelinin etkisinin incelenmesi
amaciyla 0,20-0,70 V potansiyel araliginda ¢aligmalar yapilmistir. Uygulama etkisinin
arastirilmasinda kullanilan PVF-Pt-XO biyosensorleri hazirlanirken, platin ¢alisma
elektrodu 5,0 mgmL™ PVF ¢ozeltisinde 5 dakika bekletilmis, sonra polimer film kapli
calisma elektrodu 1,0 mM PtBr, cozeltisinde 3 dakika bekletildikten sonra 2,0
mgXOmL™" enzim ¢ozeltisinde 20 dakika bekletilerek enzim immobilizasyon asamasi
tamamlanmistir. Belirlenen uygulama potansiyelinde, pH’1 7,4 olan 0,10 M fosfat
tamponu kullanilarak olusturulan 6l¢lim ortamina eklenen ksantin ile hazirlanan PVF-
Pt-XO biyosensorlerinin akim cevaplar1 izlenmis ve maksimum akim degerleri
bulunmustur. Sekil 8.32°de her bir uygulama potansiyeli i¢in bulunan maksimum akim

degerleri gosterilmis ve en biiyiik maksimum akim degeri 0,40 V’da gozlenmistir.
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100.0
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Sekil 8.32. PVF-Pt-XO biyosensoriine uygulama potansiyelinin etkisi (5,0 mg PVFmL™", 1,0
mM PtBr,, 2,0 mg XO mL", 0,10 M pH 7,4 fosfat tamponu, 25 °C)

8.3.2. PtBr; konsantrasyonunun etkisi

Polimer film kapli ¢alisma elektrodu iizerine altin partikiillerinin biriktirilirken

kullanilan PtBr, ¢dzeltisinin konsantrasyonu 0,5 mM—-4 mM araliginda degistirilerek
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PVF-Pt-XO biyosensoriine PtBr, konsantrasyonunun etkisi incelenmistir. PVF-Pt-XO
biyosensdrii, platin ¢alisma elektrodunun ilk olarak 5,0 mgmL™" PVF ¢ozeltisinde 5
dakika, sonra polimer film kapli ¢aligma elektrodunun farkli konsantrasyonlardaki PtBr;
¢ozeltisinde 3 dakika ve son olarak 2,0 mgXOmL"' enzim ¢ozeltisinde 20 dakika
bekletilmesiyle hazirlanmistir. pH’1 7,4 olan 0,10 M fosfat tamponu kullanilarak
olusturulan  Ol¢lim ortamina eklenen ksantin ile hazirlanan PVF-Pt-XO
biyosensorlerinin akim cevaplar1 0,40 V uygulama potansiyelinde izlenmis ve akim
cevaplari kullanilarak bulunan maksimum akim degerleri Sekil 8.33’de verilmistir.
Grafik incelendiginde maksimum akim degerleri arasindaki en biiylik akim degeri 1,5
mM PtBr; konsantrasyonunda elde edilmistir. 1,5 mM’1n iizerindeki konsantrasyonlarda
akim degerlerinde azalmanin nedeninin elektrot yiizeyinde biriken platin partikiillerinin
biiyiiklikklerinin ~ artmasiyla  yiizey  alanindaki ~ azalmadan  kaynaklandigi

distiniilmektedir.
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Sekil 8.33. PVF-Pt-XO biyosensériine PtBr, konsantrasyonunun etkisi (5,0 mg PVFmL", 2,0
mg XO mL™", 0,10 M pH 7,4 fosfat tamponu, 25 °C, 0,40 V)

8.3.3. PtBr; cozeltisinde bekletme siiresinin etkisi

Polimer film kapl elektrodun 1,5 mM PtBr, ¢6zeltisindeki bekletme siiresi 3-30
dakika arasinda secilen farkli zamanlarda degistirilerek hazirlanan PVF-Pt-XO



92

biyosensorlerine PtBr; ¢ozeltisinde bekletme siiresinin etkisi arastirilmistir. PVF-Pt-XO
biyosensdrii, platin calisma elektrodunun ilk olarak 5,0 mgmL™" PVF ¢ozeltisinde 5
dakika, sonra polimer film kapli ¢aligma elektrodunun 1,5 mM PtBr;, ¢6zeltisinde farkli
siirelerde ve son olarak 2,0 mgXOmL" enzim ¢ozeltisinde 20 dakika bekletilmesiyle
hazirlanmistir. 0,4 V uygulama potansiyelinde, pH’1 7,4 olan 0,10 M fosfat tamponu
kullanilarak olusturulan Ol¢lim ortamina eklenen ksantin ile hazirlanan PVF-Pt-XO
biyosensorlerinin akim cevaplar izlenmis ve bulunan maksimum akim degerleri Sekil
8.34’da gosterilmistir. Grafik incelendiginde maksimum aktivite 10 dakikadaki
bekletme siiresinde belirlenmistir. Bu zamanin iizerindeki siirelerde akim degerlerinde
meydana gelen azalmaya polimer matrikste biriken platin miktarindaki artigin

sonucunda difiizyon kisitlamasinin neden oldugu gézlenmistir.
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Sekil 8.34. PVF-Pt-XO biyosensoriine PtBr, ¢ozeltisinde bekletme siiresinin etkisi (5,0 mg
PVFmL", 1,5 mM PtBr,, 2,0 mg XO mL", 0,10 M pH 7,4 fosfat tamponu, 25 °C, 0,40 V)

8.3.4. Sicaklik etkisi

pH’1 7,4 olan 0,10 M fosfat tamponu kullanilarak olusturulan 6l¢lim ortaminin
sicakligr 20-55 °C araliginda degistirilerek PVF-Pt-XO biyosensoriine sicakligin etkisi

arastirilmistir.  Sicaklik etkinin incelenmesinde kullanilan PVF-Pt-XO biyosensorti,
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platin caligma elektrodunun ilk olarak 5,0 mgmL'1 PVF c¢ozeltisinde 5 dakika, sonra
polimer film kapl calisma elektrodunun 1,5 mM PtBr; ¢ozeltisinde 10 dakika ve son
olarak 2,0 mgXOmL™"' enzim ¢ozeltisinde 20 dakika bekletilmesiyle hazirlanmustir.
0,40 uygulama potansiyelinde, farkli sicakliklardaki 6l¢tiim ortaminda ksantin eklenerek
akim cevaplarindaki degisimler gézlenmis ve her bir sicaklik ¢aligmasi i¢in maksimum
akim degerleri bulunmustur. Sekil 8.35°de gosterilen maksimum akim degerleri
40 °C’ye kadar artig gdstermis, bu degerden sonraki sicakliklarda immobilize enzimin
kararliligimi kaybetmesi sonucunda hem akim degerlerinde azalma hem de akim
cevaplarinda bir diizensizlik olusmustur. Biyosensoriin yapisinda bulunan platin
partikiillerinin  etkisi ile PVF-Pt-XO biyosensoriiniin ~ kararliligim = PVF-XO
biyosensoriine gore daha yiiksek sicakliklarda korudugu gozlenmektedir. PVF-Pt-XO
biyosensoriiniin 20 °C’den 40 °C’ye kadar artan maksimum akim degerleri kullanilarak
enzimatik reaksiyonunun hizinin sicaklikla degisimi ve bu reaksiyonunun aktivasyon
enerjisi belirlenmistir. Enzimatik reaksiyonunun aktivasyon enerjisi Arrhenius esitligi

kullanilarak gizilen InI-1/T grafiginin egiminden 20,363 kJmol" olarak bulunmustur.
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Sekil 8.35. PVF-Pt-XO biyosensoriine sicakligin etkisi (5,0 mg PVF mL”, 1,5 mM PtBr, 2,0
mg XO mL™", 0,10 M pH 7.4 fosfat tamponu, 25 °C, 0,40 V)
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Sekil 8.36. PVF-Pt-XO biyosensorii i¢in Inl-1/T grafigi

8.3.5. Girisim etkisi

PVF-Pt-XO biyosensoriine 6l¢iim ortaminda bulunabilecek askorbik asit ve tirik
asit gibi maddelerin girisim etkileri incelenmistir. Calismada kullanilan PVF-Pt-XO
biyosensdrii, platin calisma elektrodunun ilk olarak 5,0 mgmL™" PVF ¢ozeltisinde 5
dakika, sonra polimer film kapl calisma elektrodunun 1,5 mM PtBr; ¢ozeltisinde 3
dakika ve son olarak 2,0 mgXOmL"' enzim cozeltisinde 20 dakika bekletilmesiyle
hazirlanmistir. 0,40 V uygulama potansiyelinde, pH’1 7,4 olan 0,10 M fosfat tamponu
kullanilarak olusturulan 6l¢iim ortamina konsantrasyonlari 0,10 mM’da sabit tutulan
ksantin, irik asit ve askorbik asit ¢ozeltileri eklenmesi ile PVF-Pt-XO biyosensoriiniin
akim cevaplari izlenmistir. Sekil 8.37(a)’da goriildiigii gibi lirik asit ve askorbik asitin
girisime neden oldugu belirlenmis ve girisimin engellenmesi amaciyla calisma
elektrodu nafyon ile modifiye edilmistir. Nafyon ile modifiye edilen ve Naf-PVF-Pt-XO
olarak tanimlanan Naf-PVF-Pt-XO biyosensorii ile aymi sartlarda calisma tekrar
edilmistir. Caligmalar sonucunda, Naf-PVF-Pt-XO biyosensorii ile tirik asit ve askorbik

asitin gosterdigi girisimin engellendigi belirlenmis ve Sekil 8.37(b)’de gosterilmistir.
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Sekil 8.37.(a) PVF-Pt-XO (b) Naf-PVF-Pt-XO biyosensorlerinin 0,10 mM ksantin, {irik asit ve
askorbik asit eklenmesi ile elde edilen akim cevaplart (5,0 mg PVFmL™, 1,5 mM PtBr,, 2,0
mg XO mL™", 0,10 M pH 7,4 fosfat tamponu, 30 °C, 0,40 V)

8.3.6. Substrat konsantrasyonunun etkisi

Optimize edilen sartlarda hazirlanan PVF-Pt-XO biyosensoriiniin  dogrusal
calisma araligimin belirlenmesi amaciyla pH’1 7,4 olan 0,10 M fosfat tamponu
kullanilarak olusturulan 6l¢iim ortamina eklenen ksantin konsantrasyonu ile
biyosensoriin 0,65 V uygulama potansiyelindeki akim cevaplari incelenmistir. PVF-Au-
XO biyosensérii, platin calisma elektrodunun ilk olarak 5,0 mgmL™' PVF ¢ézeltisinde 5
dakika, sonra polimer film kapli calisma elektrodunun 1,5 mM PtBr, ¢6zeltisinde 3
dakika ve son olarak 2,0 mgXOmL™" enzim ¢ozeltisinde 20 dakika bekletilmesiyle
hazirlanmistir. Dogrusal caligma araliginin bulunmasi i¢in yapilan ¢alisma ii¢ defa
tekrarlanmis ve standart sapmalar1 hesaplanmistir. Kararli hal akim egrisi elde
edildikten sonra ksantin eklemesi yapilmis ve degisen akim cevaplar1 Sekil 8.38(a)’da
gosterilmigtir.  Aym1  sartlarda yapilan ¢alismalar sonucunda Naf-PVF-Pt-XO
biyosensorii i¢in elde edilen degisim ise Sekil 8.38(b)’de gosterilmistir.

Sekil 8.39’da gosterilen substrat konsantrasyonu grafiklerine gére, PVF-Pt-XO
biyosensorii i¢in dogrusal calisma araligi 2,00x10°-0,66 mM, Naf-PVF-Au-XO
biyosensorii i¢in dogrusal ¢aligma aralifi ise 4,00x10°-0,41 mM olarak bulunmustur.
Her iki elektrot i¢in gozlenebilme sinirlari belirlenmis ve PVF-Pt-XO biyosensorii igin

6,00x 10 mM, Naf-PVF-Pt-XO i¢in 1,20% 107 mM ksantin olarak bulunmustur.
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Sekil 8.38. (a) PVF-Pt-XO (b) Naf-PVF-Pt-XO biyosensorlerine ksantin konsantrasyonunun
etkisi (5,0 mg PVEmL™, 1,5 mM PtBr,, 2,0 mgXO mL™, 0,10 M pH 7,4 fosfat tamponu, 30 °C,
0,40 V)
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Sekil 8.39. (a) PVF-Pt-XO (b) Naf-PVF-Pt-XO biyosensorlerinin dogrusal ¢alisma araliklari

Farkli ksantin konsantrasyonlarinda elde edilen akim degisimlerinden
yararlanarak ~ Michaelis-Menten  sabiti  ¢izilen Lineweaver-Burk grafiginden
hesaplanmistir (Sekil 8.40). Goriinlir Michaelis-Menten sabiti, Kmgy,, PVF-Pt-XO
biyosensorii i¢in 0,286 mM ksantin, Naf-PVF-Pt-XO biyosensorii i¢in 0,263 mM
ksantin olarak bulunmustur. Ayrica Lineweaver-Burk grafikleri yardimiyla her iki
biyosensoriin duyarligt hesaplanmis ve PVF-Pt-XO biyosensorii  igin 53,08
pAmM'em? Naf-PVF-Pt-XO biyosensorii  i¢in 63,69 pAmM'em™  olarak

belirlenmistir.
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Sekil 8.40.(a) PVF-Pt-XO (b) Naf-PVF-Pt-XO biyosensorleri igin Lineweaver-Burk grafikleri

8.3.7. PVF-Pt-XO biyosensoriiniin kararhihig: ve tekrarlanabilirligi

PVF-Pt-XO biyosensoriiniin kullanim kararliliginin arastirilmasi i¢in PVF-Pt-
XO biyosensorli, Onceki c¢alismalarda optimize edilen sartlarda, yani calisma
elektrodunun ilk olarak 5,0 mgmL™" PVF ¢ozeltisinde 5 dakika, sonra polimer film kapl:
calisma elektrodunun 1,5 mM PtBr, ¢ozeltisinde 3 dakika ve son olarak 2,0 mg XO mL™
enzim ¢ozeltisinde 20 dakika bekletilmesiyle hazirlanmistir. Giin iginde tekrar
kullanimlarda PVF-Pt-XO biyosensorii ile pH’1 7,4 olan 0,10 M fosfat tamponu
kullanilarak olusturulan 6l¢iim ortamina ksantin eklemesi (6l¢iim ortaminda 0,30 mM
ksantin ¢ozeltisi) yapilarak 0,40 V uygulama potansiyelindeki akim cevaplari
incelenmistir. Bu incelemeler sonucunda, PVF-Pt-XO biyosensoriiniin giin iginde

yapilan 9 ayr1 6l¢timden sonra aktivitesini %50 oraninda korudugu belirlenmistir.

Depolanma kararlilig1 arastirilmas: igin PVF-Pt-XO biyosensorii  yukarida
yarmtili olarak verilen optimum sartlarda hazirlanmis ve 0,40 V uygulama
potansiyelinde, pH’1 7,4 olan 0,10 M fosfat tamponu kullanilarak olusturulan 6l¢iim
ortamina ksantin eklemesi (6l¢lim ortaminda 0,30 mM ksantin ¢ozeltisi) yapilarak PVF-
Pt-XO biyosensoriiniin akim cevaplarimin  giinlik periyotlarda yapilan odlglimler
sonucundaki degisimi incelenmistir. PVF-Pt-XO biyosensorii ile 35 giin boyunca
yapilan ¢alismalar sonucunda, biyosensor aktivitesinin 15 giin sonunda % 50 oraninda

kaybettigi belirlenmistir (Sekil 8.41(a)). Naf-PVF-Pt-XO biyosensorii ile yapilan
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calismalarda ise biyosensoriin aktivitesinin 8 giin sonunda %30, 15 giin sonunda %50,

35 giin sonunda % 65 oraninda azaldig1 belirlenmistir (Sekil 8.41(b)).

100 4@ 100 q@
i PVEF-Pt-XO 4 o Naf-PVF-Pt-XO
so{ © 80 -
] ° L 2P
60 4 60 4
—_ [ = [
g ® e %50 ° %50
= Y - LY
40 4 o o 40 4 °
1 * oo . ¢ o
20 4 20 4
0 “TTTTTT T T T T T T T T T T T T T T T T I I I I I irrr 0 B B B B N m B B N N N B B B N N R A N B BN AN Aw A mm g im am am ]
0 5 10 15 20 25 30 35 0 5 10 15 20 25 30 35
depolanma siiresi (giin) depolanma siiresi (giin)

Sekil 8.41.(a) PVF-Pt-XO (b) Naf-PVF-Pt-XO biyosensorlerinin depolanma kararliligr (5,0 mg
PVEmL™, 1,5 mM PtBr,, 2,0 mg XOmL™", 0,10 M pH 7,4 fosfat tamponu, 30 °C, 0,40 V)

PVF-Pt-XO ve Naf-PVF-Pt-XO biyosensorlerinin ksantin ¢ozeltisine verdikleri
akim cevaplar1 arasindaki uyum dercesini belirlemek amaciyla tekrarlanabilirlik
arastirilmasi yapilmistir. Karalilik ¢caligmasindaki sartlara uygun olarak PVF-Pt-XO ve
Naf-PVF-Pt-XO biyosensorleri hazirlanmis ve aymi ksantin ¢ozeltisine (Slglim
ortaminda 0,30 mM ksantin ¢ozeltisi) verdigi akim cevaplar belirlenerek bagil standart
sapma degerleri hesaplanmistir. Ayni sartlarda hazirlanan 5 biyosensor ile yapilan
calisma sonucunda bagil standart sapma degerleri PVF-Pt-XO i¢in %4,70 ve Naf-PVF-
Pt-XO %?2,78 olarak bulunmustur.

8.3.8. PVF-Pt-XO biyosensoriiniin voltametrik yontem ile incelenmesi

PVF-Pt-XO biyosensoriiniin akim cevaplar1 voltametrik olarak doniistimlii
voltametri yontemi ile 0,0-1,0 V arasinda potansiyel taramasi yapilarak gézlenmistir. Bu
yontemde kullanilan PVF-Pt-XO biyosensorii optimum sartlarda hazirlanmis ve
voltamogramlar pH’1 7,4 olan 0,10 M fosfat tamponu kullanilarak olusturulan 6l¢tim

ortaminda kaydedilmistir.
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Sekil 8.42. PVF-Pt-XO biyosensérii i¢in elde edilen voltamogramlar (5,0 mg PVFmL™", 1,5
mM PtBr,, 2,0 mg XO mL"', 0,10 M pH 7,4 fosfat tamponu, 30 °C)

Enzimatik reaksiyon sonucunda olusan H,O;’in yiikseltgenmesine potansiyel
tarama hizinin etkisini incelemek amaciyla pH 7,4 fosfat tampon ¢ozeltisinde PVF-XO
biyosensorii igin 10-1000 mVs' arahgindaki farkli tarama hizlarinda doniisiimlii

voltamogramlar kaydedilmistir (Sekil 8.43).

Current / 1e-5A

B0 t+———1—
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Sekil 8.43. PVF-Pt-XO biyosensorii i¢in farkli potansiyel tarama hizlarinda elde edilen
voltamogramlar (5,0 mg PVF mL", 1,5 mM PtBr,, 2.0 mg X0 mL™", 0,10 M pH 7,4 fosfat
tamponu, 30 °C)
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Sekil 8.44. PVF-Pt-XO biyosensoriine ait akim cevaplariin (a) farkli potansiyel tarama hizlari,
(b) potansiyel tarama hizlarinin karekokd ile degisimi

H,0,’in yiikseltgenmesine ait pik akimlarinin potansiyel tarama hizi ile degisimi
Sekil 8.44(a)’da gosterilmistir. PVF-Pt-XO biyosensorii i¢in elde edilen veriler
PVF-XO ve PVF-Au-XO biyosensorlerinde elde edilen sonuglar ile benzerlik
gostermektedir. 10-200 mVs' tarama hizi araligindaki diisik tarama hizlarinda
gbzlenen dogrusallik bu tarama hizi araliginda elektrokimyasal reaksiyonun yiizey
kontrollii oldugunu gdstermektedir. Sekil 8.44(b)’de potansiyel tarama hizinin karekokii
ile H,O,’in yiikseltgenmesine ait pik akimlarinin degisimi incelendiginde ise 200-1000
mVs' araliginda tespit edilen dogrusallik ise yiiksek tarama hizlarinda elektrot

tizerindeki reaksiyonun difiizyon kontrollii gerceklestigini gostermektedir.

8.3.9. PVF-Pt-XO biyosensorii ile gercek numune ¢calismasi

Aminocardol(numune-I) ve Teokap(numune-II) ilaglar1 ile PVF-Pt-XO
biyosensoriiniin gergek numunelerdeki akim cevaplar1 incelenmistir. Gergek numune
analizinde PVF-Pt-XO biyosensorii onceki caligmalarda optimize edilen sartlarda
hazirlanmis ve Ol¢iim ortamina eklenen ilag numunesi igerisindeki ksantin tayini
yapilmistir. PVF-Pt-XO biyosensorii ile yapilan analizde numune-I ¢6zeltisinden 20 pL,
numune-II ¢dzeltisinden 15 pL kullanilmistir. Olgiim ortamina eklenen gercek numune
ve substrat ¢ozeltisi ile 0,40 V uygulama potansiyelinde elde edilen akim cevaplarindaki
degisim izlenmis ve bu akim cevaplart kullanilarak bulunan sonuglar Cizelge 8.3’de

verilmistir.
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Cizelge 8.3. PVF-Pt-XO biyosensorii i¢in gercek numune analizleri

Gercek deger,  Eklenen ksantin kons., Analiz degeri*, Geri kazanim,

Numune mM mM mM %
0 0,1200 + 0,0141 ;
0,1000 0.2165 +0,0160 96,51
I 0,1140
0,2000 0,3104 £ 0,0171 95,22
0,3000 0,4042 + 0,0211 94,72
0 0,0757+0,0117 ;
0,1000 0,1714 + 0,0145 95,72
I 0,0833
0,2000 0,2648 = 0,0174 94,57
0,3000 0,3579 + 0,0205 94,06

* 3 analizin ortalamasi ve bu analize ait standart sapma gosterilmektedir.

8.3.10. PVF-Pt-XO biyosensoriine ait SEM goriintiileri

PVF-Pt-XO biyosensoriiniin ylizey morfolojisinin arastirilmasi amaciyla,
optimum sartlarda hazirlanan iki farkli yiizeyin SEM goriintiileri almmustir. Sekil
8.45(a)’da verilen SEM goriintiisiinde PVF kapli ylizey {izerine platin tanecikleri
biriktirilmigtir. Sekilde platin taneciklerinin PVF-Au-XO biyosensoriinde biriktirilen
altin taneciklerine goére daha biiyiik patikiil boyutunda oldugu gozlenmistir. Sekil
8.45(b)’de ise platin biriktirilmis PVF kapli ylizey iizerine enzim immobilizasyonu
sonrasinda elde edilen SEM goriintiisii verilmistir. Enzim immobilizasyonu sonrasinda

platin tanecikleri ile kapl yiizeyin tamamen enzim molekiilleri ile kaplandigi

gozlenmistir.

EMT = 20.00 kv Signal A = SE1 Mag= 5O5KX @ 1 jam EMT = 20.00 KV Signal A = SE1 Mag = 2531 KX @
H WD = 8.0mm IProbe = 30pA &R WD = 80mm | Probe= 30 pA @ ==

Sekil 8.45. PVF-Pt-XO biyosensoriine ait SEM goriintiileri, (a) PVF-Pt yiizeyi, (b) PVF-Pt-XO
yiizeyi
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8.4. PVF'XO™ Biyosensoriine Ait Arastirma Sonuclar1

8.4.1. Uygulama potansiyelinin etkisi

PVF'XO™ biyosensdriine uygulama potansiyelinin etkisinin incelenmesi
amaciyla 0,20-0,80 V potansiyel araliginda calismalar yapilmistir. PVF XO~
biyosensdrii 0,7 V’da hazirlanan 9,900x10”7 mol PVF ¢cm™(3 mC) kalinligindaki PVF
film ile kaplanmis calisma elektrodu 1 mgmL™’ enzim ¢ozeltisinde 20 dakika
bekletilerek hazirlanmistir. 0,20-0,80 V potansiyel araliginda, pH’1 7,4 olan 0,10 M
fosfat tamponu kullanilarak olusturulan 6l¢iim ortamina eklenen ksantin ile hazirlanan
PVEF'XO™ biyosensorlerinin akim cevaplar1 izlenmis ve maksimum akim degerleri
bulunmustur. Sekil 8.46’de her bir uygulama potansiyelinde bulunan maksimum akim
degerleri incelendiginde maksimum aktivitesi 0,50 V oldugu belirlenmis ve bundan
sonra PVF X0~ biyosensérii ile yapilan biitiin calismalarda uygulama potansiyeli olarak

0,50 V belirlenmistir.
25
20

1.5

Imax (MA)

1.0

0.5

uygulama potansiyeli (V)
Sekil 8.46. PVF"XO™ biyosensoriine uygulama potansiyelinin etkisi (9,900x10” mol PVF c¢m?,
1,0 mg XO mL™", 0,10 M pH 7,4 fosfat tamponu, 25 °C)

8.4.2. PVF ClOy" film kahnhigmnin etkisi

PVEF'XO™ biyosensorii ile incelenmesi gereken parametrelerden bir taneside

calisma elektrodu iizerine kaplanan polimer filmin kalinhigidir. Bu amagla, 1,650x107
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mol PVF ¢cm™(0,5 mC) — 1,485x10°® mol PVF c¢m™(4,5 mC) kalinliktaki aralikta 0,7 V
sabit potansiyelde hazirlanan polimer filmleri kullanilmistir. Hazirlanan polimer film
kapli elektrotlar 1 mgmL™"' enzim ¢ozeltisinde 20 dakika bekletilerek biyosensorler
hazirlanmis ve pH’1 7,4 olan 0,10 M fosfat tamponu kullanilarak olusturulan 6l¢iim
ortamina eklenen ksantin miktar1 ile alim degisimleri gozlenmistir. Elde edilen akim

degisimleri ile maksimum akim degerleri bulunmus ve Sekil 8.47°de gdsterilmistir.

3.0
25

2.0 o )

15

Imax (MA)

1.0 )

0.5 ([

0.0 +—+—rT—rrT+—rrrrrrr T

0.00 200 400 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00

PVF film kalinhigi (x10" mol PVF cm'z)

Sekil 8.47. PVF'XO™ biyosensoriine PVF film kalinligmm etkisi (1,0 mgXOmL™", 0,10 M pH
7,4 fosfat tamponu, 25 °C, 0,50 V)

Grafikte maksimum akim degerleri incelendiginde, 4,950%x10” mol PVF cm™
film kalinhigina kadar akim degerleirnde artis gozlenirken, bu kalinligin iizerinde ise
akim degerlerinde azalma goézlenmistir. Polimer film kalinliginin artmasi sonucunda

difiizyon hizin1 kisitlamasi nedeniyle akim degerlerinde azalma gozlenmektedir.
8.4.3. XO c¢ozeltisinde bekletme siiresinin etkisi

PVE'CIO,™ polimer film kapli elektrodun enzim ¢dzeltisinde bekletme siiresi 1-
45 dakika araligindaki farkli zamanlarda degistirilerek hazirlanan PVF'XO~
biyosensorlerine enzim ¢ozeltisinde bekletme siiresinin etkisi arastirilmistir. PVF X0~
biyosensorleri, platin ¢alisma elektrodu 4,950x107 mol PVF cm? film kalinhiginda
polimer film ile kaplandiktan sonra 1,0 mgmL™ enzim ¢ozeltisinde belirli siirelerde

bekletilerek hazirlanmistir. 0,50 V uygulama potansiyelinde, pH’1 7,4 olan 0,10 M
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fosfat tamponu kullanilarak olusturulan 6lgiim ortamina eklenen ksantin ile hazirlanan
her bir PVF'XO" biyosensdriiniin akim cevaplari izlenmis ve bulunan maksimum akim
degerleri  Sekil 8.48’de  gosterilmistir.  Polimer matriks igerisine enzim
immobilizasyonunun elektrodun enzim ¢ozeltisinde bekletme siiresi ile orantili oldugu
diisiintildiiglinde, 20 dakika bekletme siiresine kadar maksimum akim degerlerinde artis
gbzlenmistir. 20 dakikanin iizerindeki bekletme siirelerinde ise akim degerlerinde
herhangi bir akim degisiminin gozlenmemis olmasi polimer matriks igerisine
immobilize olan enzim miktarmin doygunluk noktasina ulagmas: seklinde

yorumlanmustir.
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Sekil 8.48. PVF'XO™ biyosensdrine XO c¢ozeltisinde bekletme —siiresinin  etkisi
(4,950x107 mol PVF cm™, 1,0 mgXOmL™", 0,10 M pH 7,4 fosfat tamponu, 25 °C, 0,50 V)

8.4.4. XO konsantrasyonunun etkisi

PVF'CIO,~ polimer film kapli elektrodun enzim immobilizasyonu igin
kullanilan enzim ¢dzeltisinin konsantrasyonu 0,50-8 mgmL™ araliginda degistirilerek
PVF'XO™ biyosensériine enzim konsantrasyonunun etkisi arastirilmistir. Bu calisma
icin, PVF"XO~ biyosensorii ilk olarak ¢alisma elektrodunun 4,950x10”7 mol PVF cm™
film kalinliginda polimer film ile kaplanmasi, diger asamada ise polimer film kaph
elektrodun farkli konsantrasyonlardaki enzim ¢ozeltisinde 20 dakika bekletilmesiyle

hazirlanmistir. PVF'XO™ biyosensorii ile pH’1 7,4 olan 0,10 M fosfat tamponu
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kullanilarak olusturulan 6l¢iim ortamina ksantin eklenmesiyle degisen akim degerleri
incelenmis ve her bir enzim konsantrasyon degeri i¢in maksimum akim degerleri
belirlenmistir (Sekil 8.49). Maksimum akim degerleri incelendiginde 1,5 mgmL™ XO
konsantrasyonuna kadar akim artig1 gozlenirken, daha sonraki konsantrasyonlarda bir
degisim gozlenmemektedir. PVF'XO™ biyosensorleri XO ¢ozeltisinde esit siirelerde
bekletilmis olmalarina ragmen, 1,5 mgmL™ XO konsantrasyonunun altinda daha diisiik
akim degerleri gozlenmistir. Bu durum, 1,5 mgmL" XO konsantrasyonun altinda
kullanilan enzim c¢ozeltilerinde enzimin polimer matriks igerisinde doygunluk

seviyesine ulagsmadigi seklinde agiklanmustir.
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Sekil 8.49. PVF'XO™ biyosensoriine XO konsantrasyonunun etkisi (4,950x10”7 mol PVF cm™,
0,10 M pH 7,4 fosfat tamponu, 25 °C, 0,50 V')

8.4.5. pH etkisi

0,10 M fosfat tamponu kullanilarak olusturulan 6l¢iim ortaminin pH degeri 3-9
araliginda degistirilerek PVF ' XO~ biyosensoriine pH degerinin etkisi arastirilmistir.
PVF"XO" biyosensérii ¢alisma elektrodunun 4,950x10” mol PVF c¢m™ film kalinligida
polimer film ile kaplanmasindan sonra elektrodun 1,5 mgmL™"' enzim ¢ozeltisinde 20
dakika bekletilmesiyle hazirlanmistir. 0,50 V uygulama potansiyelinde, PVF XO~
biyosensorlerinin akim cevaplari farkli pH degerlerindeki 0,10 M fosfat tamponlar ile

olusturulan Gl¢iim ortaminda incelenmistir. Her bir pH degerinde elde edilen akim
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cevaplar1 kullanilarak Sekil 8.50°de gosterilen maksimum akim degerleri bulunmustur.

Grafikte maksimum akim degeri en yiiksek pH degeri 7,4 olarak bulunmustur.
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Sekil 8.50. PVF'XO™ biyosensdriine pH etkisi (4,950x107 mol PVF cm™?, 1,5 mgXOmL",
0,10 M fosfat tamponu, 25 °C, 0,50 V)

8.4.6. S1caklik etkisi

pH’1 7,4 olarak belirlenen 0,10 M fosfat tamponu ile olusturulan 6l¢iim
ortaminin  sicakhigi 20-55 °C arahiginda degistirilerek PVF XO~ biyosensoriine
sicakligim etkisi arastirilmistir. PVEXO™ biyosensérii galisma elektrodunun 4,950x 107
mol PVF ¢cm™ film kalmhiginda polimer film ile kaplanmasindan sonra elektrodun 1,5
mgmL™" enzim ¢zeltisinde 20 dakika bekletilmesiyle hazirlanmustir. 0,50 V uygulama
potansiyelinde, Ol¢iim oratamina eklenen ksantin ¢ozeltisinin konsantrasyonu ile
degisen akim cevaplari izlenmis ve c¢alisilan sicakliklarda maksimum akim degerleri
bulunarak degerlendirilmistir. Buna gore Sekil 8.51°de gosterilen maksimum akim
degerleri incelendiginde 40°C sicaklia kadar bir artis gozlenirken daha yiiksek
sicakliklarda  onceki  sicaklik  calismlarindada  belirtildigi  gibi  enzimin

denatiirasyonundan kaynaklanan bir azalma gozlenmistir.
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Sekil 8.51. PVF'XO™ biyosensériine sicakhigin etkisi (4,950><10'7 mol PVF c¢cm?, 15
mg XO mL™’, 0,10 M pH 7,4 fosfat tamponu, 0,50 V)

20-40°C sicaklik araliginda PVF'XO™~ biyosensorii ile gerceklesen enzimatik
reaksiyonun hizindaki degisimin sonuncunda artan maksimum akim degerleri
kullanilarak Sekil 8.52’de gosterilen Inl-1/T grafigi ¢izilmistir. Enzimatik reaksiyonunun
aktivasyon enerjisi Arrhenius esitligi kullanilarak ¢izilen Inl-1/T grafiginin egiminden

23,636 kI mol™' olarak bulunmustur.
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Sekil 8.52. PVF"XO" biyosensorii igin Inl-1/T grafigi
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8.4.7. Girisim etKkisi

Enzimatik reaksiyon sonucunda olusan irik asit ve Ol¢clim ortaminda
bulunabilecek askorbik asit gibi girisim yapabilen maddeler kullanilarak hazirlanan
PVF'XO™ biyosensoriine bu maddelerin girisim etkileri incelenmistir. Calismalarda
kullanilan PVF"XO" biyosensorii hazirlanirken calisma elektrodu 4,950x10” mol PVF
cm film kalinhginda polimer film ile kaplanmis daha sonra polimer film kapli elektrot
1,5 mgmL™ enzim ¢ozeltisinde 20 dakika bekletilerek enzim immobizasyon asamasi
tamamlanmistir. pH’1 7,4 olan 0,10 M fosfat tamponu kullanilarak olusturulan 6l¢iim
ortamina konsantrasyonlar1 0,50 mM’da sabit tutulan ksantin, iirik asit ve askorbik asit
¢ozeltileri eklenmesi ile hazirlanan PVF'XO~ biyosensériiniin 0,50 V uygulama
potansiyelinde akim cevaplart izlenmistir. Sekil 8.53’de gosterilen akim cevaplari
incelendiginde, dl¢lim ortamina iirik asit ve askorbik asit eklemelerinde herhangi bir
akim degisimi olmadig1 gozlenmis ve PVF XO™ biyosensoriine iirik asit ve askorbik

asitin girigim etkilerinin olmadig1 belirlenmistir.
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Sekil 8.53. PVF'XO~ biyosensériiniin 0,50 mM ksantin, {irik asit ve askorbik asit eklenmesi ile
elde edilen akim cevaplari (4,950x107 mol PVF cm™, 1,5 mgXOmL™", 0,10 M pH 7,4 fosfat
tamponu, 30 °C, 0,50 V)

8.4.8. Substrat konsantrasyonunun etkisi

PVF'XO™ biyosensoriiniin dogrusal ¢alisma araliginin belirlenmesi amaciyla,

pH’1 7,4 olan 0,10 M fosfat tamponu kullanilarak olusturulan 6l¢iim ortamina eklenen
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ksantin konsantrasyonu ile biyosensoriin 0,50 V uygulama potansiyelinde akim

cevaplarindaki degisim incelenmistir. Bu ¢alisma i¢in PVF " XO~ biyosensorii, ilk olarak

¢alisma elektrodunun 4,950x107 mol PVF cm™ film kalinhiginda polimer film ile

kaplanmasi ve daha sonra polimer film kapli elektrodun 1,5 mgmL™ enzim ¢ozeltisinde

20 dakika bekletilmesiyle hazirlanmistir. Dogrusal calisma araliginin bulunmasi igin

yapilan ¢alisma ii¢ defa tekrarlanmis ve standart sapmalar1 hesaplanmistir (Sekil 8.54).
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Sekll 8.54. PVF"XO" biyosensoriine ksantin konsantrasyonunun etkisi (4,950x10” mol PVF
1,5mgX0mL™", 0,10 M pH 7,4 fosfat tamponu, 30 °C, 0,50 V)
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Sekil 8.55. PVF"XO™ biyosensériiniin dogrusal ¢alisma aralig
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Sekil 8.55’de gosterilen substrat konsantrasyonu grafigine gore, PVF X0~
biyosensorii i¢in dogrusal ¢aligma araligi 1,73x10°-1,74 mM olarak bulunmustur.
Ayrica, PVF'XO™ biyonsesdrii igin gozlenebilme smir1 da belirlenmis ve
5,20x10* mM ksantin olarak bulunmustur. Dogrusal ¢alisma arahginda elde akim
degisimlerinden yararlanarak Michaelis-Menten sabiti ¢izilen Lineweaver-Burk
grafiginden hesaplanmistir (Sekil 8.56). Goriiniir Michaelis-Menten sabiti, K,
PVF'XO" biyosensérii i¢in 6,065 mM ksantin olarak bulunmustur. Ayrica Lineweaver-
Burk grafigi yardimiyla PVF XO~ biyosensoriiniin duyarligi da hesaplanmis ve 56,22

pA mM'em™ olarak belirlenmistir.
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Sekil 8.56. PVF'XO" biyosensérii i¢in Lineweaver-Burk grafikleri

8.4.9. PVF ' XO™ biyosensériiniin kararlihg ve tekrarlanabilirligi

PVF'XO™ biyosensoriiniin kullanim kararliigimin arastirlmasi igin 4,950x107
mol PVF c¢m™ film kalinhigindaki polimer film kapli elektrodun 1,5 mgmL™ enzim
¢ozeltisinde 20 dakika bekletilmesiyle hazirlanan PVF XO™ biyosensorii kullanilmistir.
0,50 V uygulama potansiyelinde, pH’1 7,4 olan 0,10 M fosfat tamponu kullanilarak
olusturulan 6lglim ortamina ksantin eklemesi (6l¢iim ortaminda 0,75 mM ksantin
¢ozeltisi) yapilarak PVF'XO~ biyosensoriiniin akim cevaplarinin giin iginde tekrar
kullanimlar sonucunda degisimi incelenmistir. Buna gére, PVF XO™ biyosensorii giin

icinde yapilan 12 ayr1 dl¢limden sonra aktivitesini %50 korudugu belirlenmistir.
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PVF'XO™ biyosensdriiniin depolama kararliligi arastirilmasi i¢in PVF XO~
biyosensorii, onceki calismalarda optimize edilen sartlarda hazirlanmistir. Biyosensor
calismalar diginda +4°C’de buzdolabinda ve pH 7,4 fosfat tamponu igerisinde muhafaza
edilmistir. 0,50 V uygulama potansiyelinde, pH’1 7,4 olan 0,10 M fosfat tamponu
kullanilarak olusturulan 6l¢iim ortamina ksantin eklemesi (6l¢iim ortaminda 0,75 mM
ksantin ¢dzeltisi) yapilarak PVF'XO~ biyosensoriiniin akim cevaplarmin giinliik
periyotlarda yapilan &lgiimler sonucundaki degisimi incelenmistir. PVF'XO~
biyosensorii ile 40 giin boyunca yapilan ¢aligmalar sonucunda, biyosensor aktivitesinin

15 giin sonunda % 50 oraninda korudugu belirlenmistir (Sekil 8.57).
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Sekil 8.57. PVF'XO™ biyosensoriiniin depolanma kararliligi (4,950x107 mol PVF cm?, 1,5
mg XO mL™", 0,10 M pH 7,4 fosfat tamponu, 30 °C, 0,50 V)

Akim cevaplar1 arasindaki uyum dercesini gosteren tekrarlanabilirligin (kesinlik)
arastirilmast i¢in karalilik calismasindaki sartlara uygun olarak PVF X0~ biyosensorleri
hazirlanmis ve ayni ksantin ¢ozeltisine (6l¢iim ortaminda 0,75 mM ksantin ¢ozeltisi)
verdigi akim cevaplar1 belirlenerek bagil standart sapma degeri hesaplanmistir. Ayni
sartlarda hazirlanan 5 biyosensor ile yapilan ¢alisma sonucunda bagil standart sapma

%3,30 olarak bulunmustur.
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8.4.10. PVF'XO™ biyosensériiniin voltametrik yontem ile incelenmesi

Calisma elektrodunun 4,950x10” mol PVF ¢cm™ film kalinliginda polimer film
ile kaplanmasi ve daha sonra polimer film kapli elektrodun 1,5 mgmL' enzim
¢ozeltisinde 20 dakika bekletilmesiyle hazirlanan PVF XO™ biyosensorii ile akim
degerleri doniistimlii voltametri yontemi ile 0,0-1,0 V arasinda potansiyel taramasi
yapilarak incelenmistir. Kararli akim egrisi elde edildikten sonra 6l¢lim ortamina artan
ksantin konsantrasyonlarinda substrat eklenmis ve her ekleme sonrasinda elde edilen
voltamogramlar Sekil 8.58’de gosterilmistir. Grafikte verilen voltamogramlar
incelendiginde, PVF'XO~ biyosensoriinin  akim degerlerinin artan  ksantin

konsantrasyonu ile orantili olarak arttig1 gozlenmistir.

L ——

Current / 1e-6A

Potential / V

Sekil 8.58. PVE"XO™ biyosensorii i¢in elde edilen voltamogramlar (4,950x10” mol PVF cm?,
1,5mgXOmL™, 0,10 M pH 7,4 fosfat tamponu, 30 °C)

Enzimatik reaksiyon sonucunda olusan H,O,’in yiikseltgenmesine potansiyel
tarama hizinin etkisini incelemek amaciyla pH 7,4 fosfat tampon ¢ozeltisinde PVF XO~
biyosensérii igin 10-1000 mVs" araligindaki farkli tarama hizlarmda doniisimli

voltamogramlar kaydedilmistir (Sekil 8.59).
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Sekil 8.59. PVF'XO™ biyosensorii igin farkli potansiyel tarama hizlarinda elde edilen
voltamogramlar (4,950><10'7 mol PVF ¢cm?, 1,5 mg XO mL™’, 0,10 M pH 7.4 fosfat tamponu,
30 °C)
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Sekil 8.60. PVF'XO~ biyosensoriine ait akim cevaplarmin (a) farkli potansiyel tarama hizlari,
(b) potansiyel tarama hizlarinin karekoki ile degisimi

Farkli tarama hizlarinda dontigiimlii voltamogramlar alinarak yapilan ¢alismada,
H,0Oy’in yiikseltgenmesine ait pik akimlarimin potansiyel tarama hizi ile artti1
belirlenmistir ve 10-300 mVs™ tarama hiz1 araliginda bir dogrusallik gozlenmistir (Sekil
8.60(a)). Bu durum diisiik tarama hizlarinda elektrot iizerinde gerceklesen reaksiyonda
elektrokimyasal prosesin ylizey kontrollii oldugunu gostermektedir. Sekil 8.60(b)’de
potansiyel tarama hizinin karekokii ile H,O,’in yiikseltgenmesine ait pik akimlarinin

degisimi incelendiginde ise 300-1000 mVs™ araliginda bir dogrusallik tespit edilmistir.
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Bu dogrusallik yiiksek tarama hizlarinda elektrot iizerindeki reaksiyonun difiizyon

kontrollii gerceklestigini gdstermektedir.

8.4.11. PVF'XO" biyosensorii ile gercek numune ¢alismasi

Solunum gii¢liigii rahatsizliklarinin onlenmesinde kullanilan ksantin igerikli
ilaglar ile yapilan gercek numune analizinde PVF'XO~ biyosensériiniin 0,50 V
uygulama potansiyelinde akim cevaplart incelenmistir. Gergek numune g¢alismasinda
Novartis ila¢g firmasinin irettigi aminocardol(numune-I) ve Nobel ilag firmasinin
iirettigi teokap(numune-II) ilaglar1 kullanilmistir. PVF ' XO™ biyosensorii ile yapilan
analizde numune-I ¢ozeltisinden 60 pL, numune-II ¢dzeltisinden 40 pL kullanilmastir.

Cizelge 8.4’de bu analiz i¢in bulunan sonuglar gosterilmistir.

Cizelge 8.4. PVF ' XO™ biyosensorii i¢in gercek numune analizleri

Gercek deger,  Eklenen ksantin kons., Analiz degeri*, Geri kazanim,

Numune mM mM mM %
0 0,334 + 0,053 ;
0,250 0,578 + 0,063 97,55
I 0,342
0,500 0,816 + 0,071 96,32
0,750 1,046 + 0,095 94,87
0 0,218 + 0,042 ;
0,250 0,458 + 0,066 96,00
I 0,222
0,500 0,697 + 0,075 95,80
0,750 0,925 + 0,092 94,33

* 3 analizin ortalamasi ve bu analize ait standart sapma gosterilmektedir.

8.4.12. PVF'XO™ biyosensoriine ait SEM goriintiileri

PVF"XO™ biyosensériiniin yiizey morfolojisinin arastirilmas1 amaciyla, optimum
sartlarda hazirlanan iki farkli ylizeyin SEM goriintiileri alinmistir. Sekil 8.61(a)’da
PVF'ClO4~ kapl yiizeyin SEM goriintiisii verilmistir. Sekilde yiizeyin tamamemen
polimer film ile kaplandig1 gozlenmistir. Sekil 8.61(b)’de ise PVF'ClO,~ kapl yiizey

lizerine enzim immobilizasyonu sonrasinda elde edilen SEM goriintiisii verilmistir.
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Sekilde immobilizasyon sonrasi yiizeyde meydana gelen degisme ve enzimin polimer

yiizeyde tutundugu acik¢a gézlenmistir.

2jam EHT =2000 WV Signal A = SE1 Mag= BATKX e 2 pam EHT = 2000k Signal A = SE1 Mag= BITKX Ee
H WD = 75mm |Probe = 82pA — WD * 7.0mm |Probe = 58pA

Sekil 8.61. PVF'XO~ biyosensoriine ait SEM goriintiileri, (a) PVF'ClO4~ yiizeyi, (b)
PVF'CIO, -XO yiizeyi
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8.5. PVF'XO™-Pt Biyosensoriine Ait Arastirma Sonuclari

8.5.1. Uygulama potansiyelinin etkisi

PVF'XO™-Pt biyosensoriiniin akim cevaplarmin uygulama potansiyeli ile
degisimi 0,2-0,80 V potansiyel araliginda c¢aligmalar yapilarak incelenmistir. Bu
calismada kullanilan PVF " XO™-Pt biyosensorii hazilanirken ilk olarak ¢alisma elektrodu
0,7 V’da 4,950x10” mol PVF cm™ kalmhgindaki PVF film ile kaplanmis, daha sonra -
0,20 V da sabit potansiyelde 4,0 mM H,PtCly ¢ozeltisinde 2,00x107 C yiik gegirilerek
polimer film {izerinde platin biriktirilmis ve son olarak 1,5 mgmL™ enzim ¢ozeltisinde
20 dakika bekletilerek hazirlanmistir. 0,20-0,80 V potansiyel araliginda, pH’1 7,4 olan
0,10 M fosfat tamponu kullanilarak olusturulan 6l¢iim ortamina eklenen ksantin ile
hazirlanan PVF " XO™-Pt biyosensérlerinin akim cevaplari izlenmistir. Her bir uygulama
potansiyelinde elde edilen akim cevaplar1 kullanilarak maksimum akim degerleri
bulunmus ve Sekil 8.62’de gdsterilmistir. Grafik incelendiginde, en yiiksek maksimum

akim degerinin 0,50 V uygulama potansiyelinde oldugu belirlenmistir.
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Sekil 8.62. PVF'XO™-Pt biyosensériine uygulama potansiyelinin etkisi (4,950x10” mol PVF

cm?, 4,0 mM H,PtCls, 2,00x107 C Pt film kalinhig, 1,5 mgXOmL™, 0,10 M pH 7,4 fosfat
tamponu, 25 °C)
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8.5.2. Platin biriktirme potansiyelinin etkisi

Calisma elektrodunun polimer film ile kaplanmasindan sonra film yiizeyinde
platin biriktirme islemi farkli potansiyeller uygulanarak gerceklestirilmis ve boylece
biriktirme potansiyelinin PVF XO™-Pt biyosensoriiniin akim cevaplar1 iizerine etkisi
incelenmistir.  Calismada  kullanilan PVF'XO™-Pt biyosensorii  ii¢ asamada
hazirlanmistir. Birinci asamada calisma elektrodu 0,7 V’da 4,950x107 mol PVF cm™
kalinhgina kadar PVF film ile kaplnmustir. ikinci asamada ise polimer film kapl
elektrodun 4,0 mM H,PtClg ¢ozeltisinde farkli potansiyel araliklarinda 2,0x107 C yiik
gecmesi ile film ylizeyinde platin biriktirilmistir. Son asamada ise modifiye edilmis
calisma elektrodu enzim immobilizasyonu i¢in 1,5 mgmL'1 enzim ¢ozeltisinde 20
dakika bekletilmigtir. Platin biriktirme islemi -0,1 V ile -0,6 V arasindaki
potansiyellerde calisilmig ve her bir potansiyelde hazirlanan biyosensorlerin akim
cevaplar izlenmistir. Bu akim cevaplar1 yardimiyla bulunan maksimum akim degerleri

Sekil 8.63’de gosterilmis ve en biiylik akim degeri -0,2 V’da elde edilmistir.
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Sekil 8.63. PVF'XO™-Pt biyosensoriine platin biriktirme potansiyelinin etkisi (4,950x10” mol
PVF cm™, 4,0 mM H,PtCls, 2,00x107 C Pt film kalinhig1, 1,5 mgXOmL", 0,10 M pH 7.4
fosfat tamponu, 25 °C, 0,50 V)
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8.5.3. Platin film kalinhi@inin etkisi

PVF'XO™-Pt biyosensoriiniin akim cevaplar1 {izerine polimer film iizerinde
biriktirilen platin filmin kalinligininin etkisi kullanilan 4,0 mM H,PtClg ¢6zeltisinden
-0,2 V potansiyelde 0,5x102-8,0x10% C araliginda yilk gegirilerek arastirilmustir.
Calisma elektrodu polimer film ile 0,7 V’da 4,950x107 mol PVF cm™ kalinhginda
hazirlanmistir. Enzim immobilizasyon islemi ise modifiye edilmis ¢alisma elektrodunun
1,5 mgmL™" enzim ¢ozeltisinde 20 dakika bekletilmesiyle gerceklestirilmistir. Yapilan
calisgmada elde edilen akim cevaplari incelenmis ve maksimum akim degerleri
bulunarak Sekil 8.64’de gosterilmistir. Grafik incelendiginde, 4,00x102 C film
kalinligina kadar akim degerlerinde bir artis gozlenirken daha sonraki film

kalinliklarinda ise akim degerlerinde bir azalma gézlenmistir.

3.0 -
2.5 4 Y

2.0 - P

Imax (MA)
o
([

1.5 4

1.0 4

0.5 4

0-0 TfiflslTfJlsJlifrrrrro < rrvyyrvrvryryrmrvrvrY Trmrm ™

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00
Pt kaplama kalinhg (x102 C)

Sekil 8.64. PVFXO™-Pt biyosensériine platin film kalinliginin etkisi (4,950x 107 mol PVF cm?,
4,0 mM H,PtClg, 1,5 mg XO mL", 0,10 M pH 7,4 fosfat tamponu, 25 °C, 0,50 V)

8.5.4. H,PtCl; konsantrasyonunun etkisi

Bu calismada, PVF'XO™-Pt biyosensorii hazirlanirken platin  biriktirme
basamaginda kullanilan H,PtCls ¢ozeltisinin konsantrasyonu 0,5-4,0 mM aralifinda

degistirilerek akim cevaplari izlenmistir. PVF XO™-Pt biyosensérii, ilk olarak ¢alisma
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elektrodunun polimer film ile 0,7 V’da 4,950x107 mol PVF cm™ kalinliginda
kaplanmasiyla  hazirlanmis, daha sonra polimer film yiizeyinde farkh
konsantrasyonlarda H,PtCls ¢ozeltisi kullanilarak -0,2 V’da 4,00<10% C film
kalmhiginda platin biriktirilmis ve son olarak elektrot 1,5 mgmL™ enzim ¢ozeltisinde 20
dakika bekletilerek immobilizasyon siireci tamamlanmistir. Hazirlanan biyosensorlerin
akim cevaplart 0,5 V uygulama potansiyelinde, pH’1 7,4 olan 0,10 M fosfat tamponu
kullanilarak olusturulan dlgiim ortaminda alinmustir. Olgiim ortammna eklenen ksantin
cozeltisi ile akim degisimleri gozlenmis ve ¢alisilan her bir H,PtCls konsantrasyonu igin
maksimum akim degerleri bulunmustur. Sekil 8.65°de gosterilen maksimum akim
degerleri incelendiginde en biiyiikk akim degerinin 2,0 mM H,PtClg ¢6zeltisinde elde
edildigi belirlenmistir. 2,0 mM H,PtClg ¢6zeltisinin tizerindeki konsantrasyonlarda ayni

kaplama kalinlig1 kullanilmasina ragmen akim degerlerinde azalma gozlenmistir.
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Sekil 8.65. PVF"XO™-Pt biyosensoriine H,PtCls konsantrasyonunun etkisi (4,950x10” mol PVF
cm?, 4,00x107 C Pt film kalmligi, 1,5 mgXOmL™, 0,10 M pH 7.4 fosfat tamponu, 25 °C,
0,50 V)

8.5.5. Si1caklik etkisi

PVF'XO™-Pt biyosensériine sicakhigin etkisinin arastirilmasi amaciyla
20-60 °C arasinda ¢alismalar yapilmustir. 4,950x10”7 mol PVF cm™ kalmhgindaki
polimer film iizerine 2,0 mM H,PtClg ¢ézeltisinden 4,00x10 C’luk yiik gegirilmesiyle

platin biriktirilerek ve 1,5 mgmL’ enzim ¢ozeltisinde 20 dakika bekletilmesiyle
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hazirlanan PVF'XO™-Pt biyosensériiniin pH’1 7,4 olan 0,10 M fosfat tamponu
kullanilarak olusturulan O6l¢iim ortamina ksantin eklenmesiyle akim cevaplarindaki
degisim izlenmistir. 0,50 V uygulama potansiyelinde yapilan ¢alismada, elde edilen
akim cevapari kullanilarak her bir sicaklik i¢in maksimum akim degerleri bulunmus.
Sekil 8.66°de verilen maksimum akim degerleri incelendiginde, 45 °C’ye kadar akim
degerlerinde artis gozlenmis, bu sicakliktan sonra hem akim cevaplarinda bir azalma

hem de cevaplarda bir diizensizlik belirlenmistir.
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Sekil 8.66. PVF ' XO™-Pt biyosensoriine sicakligin etkisi (4,950x107 mol PVF cm?, 2,0 mM
H,PtCls, 4,00x107 C Pt film kalinligi, 1,5 mg XO mL", 0,10 M pH 7,4 fosfat tamponu, 0,50 V)

25
y =-3,5018x + 12,926

R?=0,971
2.0 0,9715

L /]
()

1,5 [ J

Inl

1,0 ®

0,5

0,0llllllllllllllllllllllllllllll'llllllllll

3,10 3,15 3,20 3,25 3,30 3,35 3,40 3,45 3,50
1T (x103K™)

Sekil 8.67. PVF XO™-Pt biyosensorii i¢in Inl-1/T grafigi
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20-45 °C sicaklik araliginda bulunana maksimum akim cevaplarini kullanilarak
Sekil 8.67°da gosterilen Inl-1/T grafigi cizilmis ve PVF XO™-Pt biyosensorii ile
gergeklesen enzimatik reaksiyon icin aktivasyon enerjisi 29,114 kJmol” olarak

bulunmustur.
8.5.6. Girisim etkisi

PVF'XO™-Pt biyosensdriine dlgiim ortaminda bulunabilecek askorbik asit ve
{irik asit gibi maddelerin girisim etkileri incelenmistir. Calismada kullanilan PVF " XO™-
Pt biyosensorii ilk olarak g¢alisma elektrodunun 0,7 V’da 4,950x10”7 mol PVF cm™
kalinligindaki PVF film ile kaplanmasi, daha sonra -0,20 V da sabit potansiyelde 2,0
mM H,PtCls ¢ozeltisinde 4,00x1072 C yilk gegirilerek polimer film iizerinde platin
biriktirilmesi ve son olarak 1,5 mgmL™" enzim ¢ozeltisinde 20 dakika bekletilmesiyle
hazirlanmistir. Hazirlanan biyosensdrlerin - akim  cevaplarnt 0,5 V  uygulama
potansiyelinde, pH’1 7,4 olan 0,10 M fosfat tamponu kullanilarak olusturulan 6l¢tim
ortamina konsantrasyonlari1 1,00 mM’da sabit tutulan ksantin, {irik asit ve askorbik asit
cozeltileri eklenmesi ile incelenmistir. Sekil 8.68’de gosterilen akim cevaplari
incelendiginde, 6l¢lim ortamina eklenen iirik asit ve askorbik asit ile herhangi bir akim
degisimi olmadig1 gozlenmis ve PVF XO™ biyosensdriine iirik asit ve askorbik asitin

girigim etkilerinin olmadig1 belirlenmistir.
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Sekil 8.68. PVF " XO™-Pt biyosensériiniin 1,00 mM ksantin, iirik asit ve askorbik asit eklenmesi
ile elde edilen akim cevaplari (4,950x107 mol PVF cm™, 2,0 mM H,PtClg, 4,00x107 C Pt film
kalinligi, 1,5 mg XO mL™", 0,10 M pH 7,4 fosfat tamponu, 30 °C, 0,50 V)
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8.5.7. Substrat konsantrasyonunun etkisi

Optimize edilen sartlarda hazirlanan PVF'XO™-Pt biyosensériiniin dogrusal
calisma araliginin belirlenmesi amaciyla 0,50 V uygulama potansiyelinde pH’1 7,4 olan
0,10 M fosfat tamponu kullanilarak olusturulan Olgiim ortamina eklenen ksantin
konsantrasyonu ile biyosensoriin akim cevaplari incelenmistir. Dogrusal calisma
araliginin bulunmasi i¢in yapilan ¢alisma {i¢ defa tekrarlanmis ve standart sapmalari

hesaplanmistir (Sekil 8.69).
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Sekil 8.69. PVF XO™-Pt biyosensoriine ksantin konsantrasyonunun etkisi (4,950x10” mol PVF
cm?, 2,0 mM H,PtCls, 4,00x107 C Pt film kalinhig, 1,5 mgXOmL™, 0,10 M pH 7,4 fosfat
tamponu, 30 °C, 0,50 V)

Sekil 8.69’da gosterilen grafik incelendiginde PVF XO™-Pt biyosensorii i¢in
dogrusal ¢alisma aralig1 0,43x10°-2,84 mM ksantin olarak bulunmustur (Sekil 8.70).
Ayrica, PVF'XO™-Pt biyosensorii i¢in gozlenebilme smuri 1,30x10* mM olarak
bulunmustur. Sekil 8.70°de verilen akim degerlerinden yararlanarak Michaelis-Menten
sabiti ¢izilen Lineweaver-Burk grafiginden hesaplanmistir (Sekil 8.71). Goriiniir
Michaelis-Menten sabiti, Ky, PVF XO™-Pt biyosensorii igin 3,454 mM ksantin olarak
bulunmustur. Ayrica Lineweaver-Burk grafigi yardimiyla PVF " XO™-Pt biyosensdriiniin

duyarlig1 da hesaplanmis ve 68,75 pAmM'cm™ olarak belirlenmistir.
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Sekil 8.70. PVF"XO™-Pt biyosensoriiniin dogrusal calisma aralig
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Sekil 8.71. PVF"XO™-Pt biyosensorii icin Lineweaver-Burk grafikleri

8.5.8. PVF'XO™-Pt biyosensoriiniin kararhhg ve tekrarlanabilirligi

PVF'XO™-Pt biyosensériiniin kullanim kararliligmnin arastirilmas1 amaciyla

4,950x107 mol PVF cm™ film kalinligindaki polimer film kapli elektrot 2,0 mM

H,PtCly ¢ozeltisinden 4,00x107 Cluk yiik gegirilmesiyle platin kaplanmus ve daha

sonra 1,5 mgmL™ enzim ¢ozeltisinde 20 dakika bekletilmesiyle hazirlanan PVF XO™-Pt

biyosensorii kullanilmigtir. 0,50 V uygulama potansiyelinde, pH’1 7,4 olan 0,10 M

fosfat tamponu kullanilarak olusturulan O6l¢iim ortamina ksantin eklemesi (6lgiim

ortammda 1 mM ksantin ¢dzeltisi) yapilarak PVF XO™-Pt biyosensdriiniin akim

cevaplarinin giin i¢inde tekrar kullanimlar sonucunda degisimi incelenmistir. Buna gore,
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PVF'XO™-Pt biyosensorii giin iginde yapilan 20 ayr ol¢iimden sonra aktivitesini

yaklasik %50 korudugu belirlenmistir.

Depolama kararlilig1 arastirilmasi i¢in yukaridaki parametreler ayni tutularak
PVF"XO™-Pt biyosensérii hazirlanmis ve 0,50 V uygulama potansiyelinde, pH’1 7,4 olan
0,10 M fosfat tamponu kullanilarak olusturulan 6l¢iim ortamina ksantin eklemesi
(6lgiim ortaminda 1 mM ksantin ¢dzeltisi) yapilarak PVF XO™-Pt biyosensdriiniin akim
cevaplart incelenmistir. Giinliik periyotlarda yapilan Olglimler sonucundaki
akimcevaplarindaki degisim incelenmis ve 40 giin boyunca devam eden g¢aligmalar
sonucunda biyosensoriin aktivitesini 20 giin sonunda %50 oraninda korudugu

belirlenmistir (Sekil 8.72).
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Sekil 8.72. PVF X0 ™-Pt biyosensériiniin depolanma kararhiligi (4,950x10” mol PVF cm™, 2,0
mM H,PtClg, 4,00x10 C Pt film kalinlig1, 1,0 mgXOmL™", 0,10 M pH 7,4 fosfat tamponu, 30
°C, 0,50 V)

Akim cevaplar1 arasindaki uyum dercesini gosteren tekrarlanabilirligin (kesinlik)
arastirtlmas1 igin karalilik calismasindaki sartlara uygun olarak PVF XO™-Pt
biyosensorleri hazirlanmig ve ayni ksantin ¢ozeltisine (6l¢iim ortaminda 1 mM ksantin
coOzeltisi) verdigi akim cevaplar1 belirlenerek bagil standart sapma degeri
hesaplanmistir. Aynmi sartlarda hazirlanan 5 biyosensor ile yapilan calisma sonucunda

bagil standart sapma %35,76 olarak bulunmustur.
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8.5.9. PVF ' XO™-Pt biyosensériiniin voltametrik yontem ile incelenmesi

PVF'XO™-Pt biyosensériiniin akim cevaplar1 voltametrik olarak doniisiimlii
voltametri yontemi ile 0,0-1,0 V arasinda potansiyel taramasi yapilarak gézlenmistir. Bu
yontemde kullanilan PVF'XO™-Pt biyosensorii optimum sartlarda hazirlanmis ve
voltamogramlar pH’1 7,4 olan 0,10 M fosfat tamponu kullanilarak olusturulan 6l¢tim
ortaminda kaydedilmistir (Sekil 8.73). Grafikte verilen voltamogramlar incelendiginde,
olgiim ortamma ksantin eklemeleri ile PVF'XO~ biyosensériiniin akim degerleri

arasinda bir orant1 oldugu gozlenmistir.

Current / 1e-6A

Potential / V

Sekil 8.73. PVE"XO™-Pt biyosensorii i¢in elde edilen voltamogramlar (4,950x10” mol PVF cm’
. 2,0 mM H,PtClg, 4,00x10% C Pt film kalmligi, 1,5 mgXOmL™", 0,10 M pH 7.4 fosfat
tamponu, 30 °C)

Enzimatik reaksiyon sonucunda olusan H,O;’in ylikseltgenmesine potansiyel
tarama hizinin etkisini incelemek amaciyla pH 7,4 fosfat tampon c¢ozeltisinde
PVF'XO™-Pt biyosensorii i¢in 10-1000 mVs' araligindaki farkli tarama hizlarinda
dontigiimlii voltamogramlar kaydedilmistir (Sekil 8.74).
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Current / 1e-4A

Potential / V

Sekil 8.74. PVF'XO™-Pt biyosensorii igin farkli potansiyel tarama hizlarinda elde edilen
voltamogramlar (4,950x10”7 mol PVF cm™, 2,0 mM H,PtCl, 4,00x10? C Pt film kalinhg, 1,5
mgXOmL™, 0,10 M pH 7.4 fosfat tamponu, 30 °C)
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Sekil 8.75. PVF'XO™-Pt biyosensdriine ait akim cevaplarmin (a) farkli potansiyel tarama
hizlar1, (b) potansiyel tarama hizlarinin karekokii ile degisimi

Sekil 8.75(a)’da H,O,’in yiikseltgenmesine ait pik akimlarinin farkli tarama
hizlarindaki degisimi verilmistir. Sekil incelendiginde 10-300 mVs™' tarama hizi
araliginda bir dogrusallik gozlenmistir. Bu durum diisiik tarama hizlarinda
elektrokimyasal reaksiyonun yiizey kontrollii oldugunu gostermektedir. Sekil 8.75(b)’de
potansiyel tarama hizinin karekokii ile H>O,’in ylikseltgenmesine ait pik akimlarinin
degisimi incelendiginde ise 300-1000 mVs™' araliginda bir dogrusallik tespit edilmistir.
Bu sonug yiiksek tarama hizlarinda elektrot iizerindeki reaksiyonun difiizyon kontrollii

gerceklestigini gostermektedir.
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8.5.10. PVF"XO™-Pt biyosensérii ile gercek numune ¢cahismasi

Aminocardol(numune-I) ve Teokap(numune-II) ilaglart ile PVF XO™-Pt
biyosensoriiniin gercek numunelerdeki akim cevaplart incelenmistir. Ger¢ek numune
analizinde PVF'XO™-Pt biyosensorii onceki g¢alismalarda optimize edilen sartlarda
hazirlanmis ve Ol¢iim ortamina eklenen ilag numunesi igerisindeki ksantin tayini
yapilmistir. PVF'XO™-Pt biyosensdrii ile yapilan analizde numune-I ¢dzeltisinden
100 pL, numune-II ¢ézeltisinden 80 uL kullamlmstir. Olgiim ortamina sirastyla gergek
numune ve ksantin ¢ozeltisi eklenerek 0,50 V uygulama potansiyelinde elde edilen akim

cevaplar izlenmis ve bulunan sonuclar asagida verilen Cizelge 8.5’de gosterilmistir.

Cizelge 8.5. PVF XO™-Pt biyosensdrii i¢in gergek numune analizleri

Gercek deger,  Eklenen ksantin kons., Analiz degeri*, Geri kazanim,
Numune

mM mM mM %
0 0,594 + 0,079 -
0,250 0,839 +0,081 98,10
I 0,570 0,750 1,346 + 0,087 100,32
1,000 1,562 £ 0,092 96,79
1,500 2,006 + 0,105 94,11
0 0,439 + 0,060 -
0,250 0,683 = 0,084 97,76
I 0,440 0,750 1,169 + 0,086 97,32
1,000 1,392 + 0,087 95,30
1,500 1,853 £0,091 94,27

* 3 analizin ortalamasi ve bu analize ait standart sapma gosterilmektedir.

8.5.11. PVF"XO™-Pt biyosensoriine ait SEM goriintiileri

PVF'XO™-Pt biyosensoriiniin yiizey morfolojisinin arastirilmas1 amaciyla,
optimum sartlarda hazirlanan iki farkli yiizeyin SEM goriintiileri almmustir. Sekil
8.76(a)’da verilen SEM gériintiisiinde PVF C10,~ kapli yiizey iizerine platin tanecikleri

elektrokimyasal olarak biriktirilmistir. Sekilde platin taneciklerinin yiizeye homojen bir
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sekilde biriktigi gdzlenmistir. Sekil 8.76(b)’de ise platin biriktirilmis PVF'C104~ kapli
ylizey {lizerine enzim immobilizasyonu sonrasinda elde edilen SEM goriintiisii
verilmigtir. Enzim molekiillerinin platin biriktirilmis polimer yiizeyde tutundugu agikca

gozlenmistir.

WD = 7.0 mm |Probe = 58pA

|2:|“ EWT = 2000 KV Signal A = SE1 Mag= BB4KX 1 pm EHT = 2000 Signal A = SE1 Mag= 13.01 KX

| | WD = 7.0mm | Probe = 56 pA

Sekil 8.76. PVF'XO™-Pt biyosensoriine ait SEM gériintiileri, (a) PVF'CIO,-Pt yiizeyi,
(b) PVF'XO™-Pt yiizeyi
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9. SONUC VE ONERILER

Ksantin tayini i¢in tasarladigimiz biyosensorlerin hazirlanmasinda PVF polimeri
calisma elektrodu yiizeyine iki farkli yontem kullanilarak kaplanmistir. Bu
yontemlerden birincisinde, platin calisma elektrodu PVF ¢ozeltisinde belirli bir siire
bekletildikten sonra kurutularak elektrot yiizeyinin polimerin ndétral formu ile
kaplanmas1 saglanmistir. Daldirip-kurutma olarak adlandirilan bu yontem ile polimer
kaplanan ¢alisma elektrodu ksantin oksidaz ¢ozeltisinde belirli bir siire bekletilerek
immobilizasyon islemi tamamlanmistir. Altin ve platin taneciklerinin ksantin oksidaz
biyosensorii lizerine etkisinin incelenmesinde ise PVF kapli ¢alisma elektrodu metal
iyonlar1 iceren ¢ozeltide belirli bir siire bekletildikten sonra immobilizasyon basamagina

gecilmis ve enzim ¢dzeltisinde bir siire bekletilerek hazirlanmistir.

Cizelge 9.1. PVFXO, PVF-Au-XO ve PVF-Pt-XO biyosensorlerinin optimum sartlari

Parametreler Biyosensor

PVF-XO PVF-Au-XO PVF-Pt-XO
Uygulama potansiyeli, V 0,65 0,40 0,40
PVF konsantrasyonu, mg mL! 5,0 5,0 5,0
PVF ¢ozeltisinde bekletme siiresi, dakika 5 5 5
KAuCl, konsantrasyonu, mM - 2,0 -
KAuCly ¢6z. bekletme siiresi, dakika - 2 -
PtBr, konsantrasyonu, mM - - 1,5
PtBr;, ¢6z. bekletme siiresi, dakika - - 10
XO konsantrasyonu, mg XO mL™ 2,0 2,0 2,0
XO ¢ozeltisinde bekletme siiresi, dakika 20 20 20
(S;Zicl.dcllll(c;mcdegerlerine gore) 35 40 40
Cevap siiresi, saniye 20-25 35-40 35-40
Dogrusal calisma araligi, mM 1,67x102-0,22  2,50x10°-0,56  2,00x107-0,66
Gozlenebilme smirt, mM 5,0x107 7,5%x10™ 6,0x10™
Kullanim kararliligi, élgﬁm sayisi 3 ] 9
(%50 aktivite kaybina gore)
Depolama kararliligi, g.i.jn 6 10 15
(%50 aktivite kaybina gore)
Tekrarlanabilirlik, %BSS 4,99 3,41 4,70
Duyarlik, pA mM'cm™ 2,68 28,95 53,08
E, , kj mol 13,165 18,275 20,363
K, mM 0,704 0,393 0,286

mapp b
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Yukarida verilen yontem ve islem basamaklar1 dahilinde hazirlanan ii¢ farkl
biyosensore ait optimizasyon calismalar1 ve diger parametreler i¢in elde edilen sonuglar
Cizelge 9.1°de gosterilmistir.

Daldirip-kurutma metodu ile hazirladigimiz ii¢ farkli biyosensor icin Sekil
9.1’de gosterilen akim cevaplari incelendiginde, polimer film {izerinde biriktirilen altin
ve platin partikiillerinin etkisi biyosensorlerin akim degerlerinin  biiyiikliigiine
yansimaktadir. PVF-XO biyosensorii i¢in akim cevaplart 0,5-2,5 nA araliginda
gozlenirken, PVF-Au-XO ve PVF-Pt-XO biyosensorleri i¢in bu aralik sirasiyla 0,5-350
nA ve 0,5-500 nA’de gozlenmistir (Agui, 2006).

o3 o T S S S S S S S S S S S S S S S

1.0

0

-1.0

-2.0

-3.0 1

Current / 1e-8A

.40

-5.0 1

-6.0

LN S S S ST B B e S B b R SO B AN D AN SN N S L
0 100 200 300 400 500 600

Time / sec

Sekil 9.1(a). PVF-XO biyosensoriiniin akim cevaplariin ol¢iim ortamina eklenen ksantin
konsantrasyonu ile degisimi (5,0 mgPVFmL", 2,0 mgXOmL", 0,10 M pH 7,4 fosfat
tamponu, 30 °C, 0,65 V)
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Sekil 9.1(b). PVF-Au-XO biyosensoriiniin akim cevaplarinin 6l¢iim ortamina eklenen ksantin
konsantrasyonu ile degisimi (5,0 mgPVEmL™", 2,0 mM KAuCl,, 2,0 mgXOmL™, 0,10 M pH
7,4 fosfat tamponu, 30 °C, 0,40 V)



131

O
0
-0.2 1
-0.4
-0.6
-0.8
1.0
-1.2
-1.44
-1.6
-1.84

20 b7
0 100 200 300 400 500 600 70O 800 900 1000

Current / 1e-6A

Time / sec

Sekil 9.1(c). PVF-Pt-XO biyosensoriiniin akim cevaplarinin 6lgiim ortamina eklenen ksantin
konsantrasyonu ile degisimi (5,0 mgPVF mL", 1,5 mM PtBr,, 2,0 mg X0 mL", 0,10 M pH 7,4
fosfat tamponu, 30 °C, 0,40 V)

Biyosensorlerin cevap siireleri karsilastirildiginda ise, PVF-XO biyosensoriiniin
cevap siiresi 20-25 saniye dolaylarinda olurken, PVF-Au-XO ve PVF-Pt-XO
biyosensorleri i¢in cevap sliresi 35-40 araliginda olmaktadir. Altin ve platin
partikiillerinin polimer film yiizeyinde biriktirilmesiyle kalinlasan elektrot yiizey
tabakas1 biyosensorlerin cevap siiresi uzatmaktadir. Bu durum Sulak ve ¢alisma
arkadaslarinin hazirladiklar1 glikoz oksidaz biyosensorlerinde elde ettikleri sonuglar ile
paralellik gostermektedir. PVF film iizerine glikoz oksidazin immobilizasyonu ile
hazirlanan biyosensoriin cevap siiresi 30-40 saniye araliginda olurken, altin biriktirilmis
PVF film yiizeyine glikoz oksidazin immobilizasyonu ile hazirlanan biyosensdriin

cevap siiresi 40-60 saniye araliginda gozlenmistir (Sulak, 2006).

PVF polimer film yiizeyindeki metal tanecikleri biyosensoriin uygulama
potansiyelinde de degisiklige neden olmustur. PVF-XO biyosensorii i¢in uygulama
potansyeli 0,65 V olarak belirlenirken, PVF-Au-XO ve PVF-Pt-XO biyosensorleri i¢in
0,40 V olarak bulunmustur. Benzer olarak, ksantin tayini i¢in H,O,’in yiikseltgenme
akiminin dlglilmesine dayanarak yapilan ¢aligmalarda da metal partikiillerinin uygulama
potansiyelini daha diisiik pozitif potansiyele kaydirdigi belirlenmistir (Kirgoz, 2004;
Cubukcu, 2007; Sulak, 2006). Celej ve arkadaslarinin glikoz tayini i¢in hazirladiklari
glikoz oksidaz biyosensorlerinde altin partikiillerinin etkisi incelenmis ve altin
partikiilleri kullanilarak hazirlanan elektrot ile H>O,’in yiikseltgenme potansiyelinin 200
mV kadar diistiigii belirlenmistir (Celej, 1998). Altin partikiillerinin elektrotkatalitik etki

gosterdigi bir diger karsilastirmali caligma ise Raj ve arkadaslarinin askorbat varliginda
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dopamine tayini i¢in yaptiklar1 voltametrik ¢alismadir. Bu ¢alismada, altin partikiilleri
kullanilarak hazirlanan elektrot ile askorbatin yiikseltgenme potansiyeli daha diisiik
pozitif potansiyele kaydigi, bunun yaninda dopamin i¢in elde edilen akim degerlerinde

yiikselme oldugu belirlenmistir (Raj, 2003).

PVF-Au-XO ve PVF-Pt-XO biyosensorleri hazirlanmasinda kullanilan KAuCly
ve PtBr, c¢ozeltilerin konsatrasyonlar1t ve bu cozeltilerdeki metal biriktirme stireleri
arastirilmistir. KAuCly ve PtBr, cozeltilerin konsatrasyonlarinin ve metal biriktirme
stirelerinin hazirlanan biyosensdrlerin akim cevaplarimi etkiledigi belirlenmis, Chen ve
arkadaglarinin hazirladiklar1 glikoz oksidaz biyosensoriinde altin nanopartikiillerinin
etkisini inceledikleri, Geng ve arkadaslarinin karbon monooksit’in ylikseltgenmesinde
altin pargacik biiyiikliiklerinin elektrokatalitik etkisini arastirdiklari, Male ve
arkadaslarinin ~ karbonhidratlarin  elektrokimyasal ~ olarak  tayininde  bakir
nanopartikiillerinin etkisini inceledikleri literatiir calismalarinda elde ettikleri veriler ile

benzer sonuglar elde edilmistir (Chen, 1998; Male, 2004; Geng, 2007).

PVF kapl elektrot yiizeyinde altin ve platin pargaciklarinin biriktirilmesi cevap
akimlarinin artmasina, H,O’in ylikseltgenme potansiyelinin daha diisik pozitif
degerlere kaymasina, duyarligin ve dogrusal g¢alisma araliginin artmasina neden
olmustur. Metal pargaciklarinin varliginda K, degerinin diistiigii belirlenmistir. Ky,
degerinin diismesi enzimin substrata kars1 affinitesinin arttigini1 gostermektedir. Ayrica,
metal pargaciklarinin aktivasyon enerjisini bir miktar arttirdig1 belirlenmistir. Bu artisin

reaksiyon mekanizmasinda meydana gelen degisimden kaynaklandig diisiiniilmektedir.

Calisma elektrodunun polimer film ile kaplanmasinda kullandigimiz ikinci
yontemde, PVF ClO,~ modifiye elektrodu tetrabutilamonyum perklorat igeren metilen
klorlir c¢ozeltisindeki PVF’nin sabit potansiyelli elektrolizi ile hazirlanmistir.
Elektrokimyasal ¢oktiirme olarak adlandirilan bu yontemde polimer film kapli ¢calisma
elektrodu ksantin oksidaz ¢ozeltisinde belirli bir siire bekletilerek enzim biyosensorii
hazirlanmugtir. Platin biriktirilmis PVF ClO4~ modifiye elektrodu ise polimer film kapl
calisma elektrodunun metal iyonlari igeren ¢ozeltide sabit potansiyelde elektroliz islemi
sonucunda hazirlanmis ve bu elektrot yiizeyine enzim immobilizasyonu oOnceki
elektrotlarda kullanilan yol izlenerek yapilmistir. Hazirlanan her iki biyosensor igin

belirlenen optimum sartlar ve diger parametreler Cizelge 9.2°de gdsterilmistir.
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Cizelge 9.2. PVF'XO™ ve PVF XO™-Pt biyosensérlerinin optimum sartlart

Parametreler r—— Biyosensor r——
PVF XO PVF XO™-Pt
Uygulama potansiyeli, V 0,50 0,50
PVF'CIO4” film kalinhgi, mol PVF cm™ 4,950x107 4,950x1077
XO konsantrasyonu, mg XO mL"! 1,5 1,5
XO ¢ozeltisinde bekletme siiresi, dakika 20 20
Pt biriktirme potansiyeli, V - -0,2
Pt film kalinhg1, C - 4,0x107
H,PtCl¢ konsantrasyonu, mM - 2,0
(Sr:fcj; lzzljc’lmcdeg’erlerine gore) 40 4
Cevap siiresi, saniye 40-45 45-50
Dogrusal ¢aligma araligi, mM 1,73x 10°-1 74 0,43x% 10'3-2,84
Gozlenebilme sinir1, mM 5,2x1 0* 1,3x1 0*
Kullanim kararliligi, 619i'1m say1s1 12 16
(%50 aktivite kaybina gore)
Depolanma kararliligi, gun 15 20
(%650 aktivite kaybina gére)
Tekrarlanabilirlik, %BSS 3,30 5,76
Duyarlik, pA mM'em? 56,22 68,75
E, , kj mol’ 23,636 29,114
Ko, » mM 6,065 3,454

Elektrokimyasal ¢oktiirme metodu ile hazirladigimiz PVF " XO™ ve PVF XO™-Pt

biyosensorleri igin Sekil 9.2°de gésterilen akim cevaplari incelendiginde, PVF'ClO,

film iizerine elektrokimyasal olarak biriktirilen platin = partikiillerinin  etkisi

biyosensorlerin akim degerleri arttirmuistir. PVE'XO™ biyosensorii igin akim cevaplar

0,25-3,10 pA araliginda gozlenirken, PVF'XO™-Pt biyosensorii i¢in bu aralik 0,15-4,40

PA olarak gozlenmistir. Akim cevaplarina Pt partikiillerinin elektrokatalitik etkisi

bircok literatiirde de benzer sonucglar gostermistir. (Tang, 2004; Zou, 2008; Wang,

2010).
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Sekil 9.2(a). PVF'XO~ biyosensdriiniin akim cevaplarinin 8l¢iim ortamma eklenen ksantin
konsantrasyonu ile degisimi (4,950x107 mol PVF cm™, 1,5 mgXOmL™", 0,10 M pH 7,4 fosfat
tamponu, 30 °C, 0,50 V)
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Sekil 9.2(b). PVF"XO™-Pt biyosensdriiniin akim cevaplarinin dlgiim ortamina eklenen ksantin
konsantrasyonu ile degisimi (4,950x107 mol PVF cm™, 2,0 mM H,PtClg, 4,00x107 C Pt film
kalinlig, 1,5 mgXOmL™", 0,10 M pH 7,4 fosfat tamponu, 30 °C, 0,50 V)

PVF'XO™-Pt biyosensoriiniin akim cevabi iizerine PVF'CIO,4” filmin yiizeyine
platin partikiillerinin elektrokimyasal biriktirilmesi basamaginda kullanilan H,PtCls
¢Ozeltisinin konsantrasyonu etkisi 0,5-4,0 mM araliginda incelenmistir. Teorik olarak
H,PtCle ¢Ozeltisinin konsantrasyonu artigi ile artan tanecik biiyiikliigiiniin bir sonucu
olarak Pt partikiillerinin biyosensoriin verimini artacagi Ongoriilmesine ragmen,
calisilan konsantrasyon araliginda optimum konsantrasyon degeri 2,0 mM olarak
belirlenmistir. Elde edilen bu veriler dikkate alinarak literatiir ¢alismalar1 incelendiginde

benzer sonuglarin oldugu bulunmustur. Huang ve arkadaslar1 hazirladiklari sensérde
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H,PtClg ¢0Ozeltisinin konsantrasyonunun etkisini arastirmiglar ve 10 mM H,PtClg
konsantrasyonuna kadar keskin bir akim artis1 gozlenirken, bu konsantrasyondan sonra
akim cevaplarinda bir azalma oldugunu tespit etmislerdir. 10 mM’dan daha diisiik
H,PtClg konsantrasyonlarinda gozlenen bu durum kiigiik boyutlu Pt taneciklerinin diisiik
elektrokatalitik aktivite gosterdigi, 10 mM konsantrasyon degerinden sonra ise ylizeyde

artan Pt partikiillerinin belirli kararliliga ulastig1 seklinde agiklanmistir (Huang, 2008).

H,PtClg ¢ozeltisinin konsantrasyonunun etkisi ile paralel olarak incelenebilecek
ve bazi c¢alismalarda elektrokimyasal biriktirme siiresi olarak ele alinan bir diger
parametrede platin film kalinhigidir. Platin biriktirme kalinligi parametresi ile
yaptifimiz c¢alismanin sonuglart inceledigimiz birgok literatiir ¢alismasi ile paralel
sonuclar gostermektedir. Bu calismalardan bir tanesi Zou ve arkadaglarinin
hazirladiklar1 glikoz biyosensoriin akim cevaplarinin platin patikiillerinin biriktirme
stiresi ile degisimini arastirdiklart ¢alismadir. Calismada platin patikiillerinin
elektrokimyasal biriktirme siiresi i¢in optimum deger 5 dakika olarak tespit edilmistir. 5
dakikanin {izerinde ki biriktirme siirelerinde biyosensdriin akim cevaplarinda bir azalma
oldugu belirlenmis ve bu durum elektrot yiizeyinde biriken platin partikiillerinin artist
sonucunda elektrodun gergek yiizey alaninda meydana gelebilecek kiigiilme ile
iliskilendirilmistir (Zou, 2008). Bir diger calismada, salisilik asit tayini i¢in hazirlanan
elektrotta platin partikiilleri elektrot yilizeyine doniisiimlii voltametri metodu ile farkl
cevrim sayilarinda biriktirilmistir. Salisilik asit i¢in maksimum akim degeri 135 ¢evrim
ile kaplanan elektrotta elde edilmistir. K,PtCls ¢ozeltisi kullanilarak yapilan
elektrokimyasal biriktirme islemi 20-150 arasinda farkli ¢evrim sayilarinda
gergeklestirilmis ve her bir elektrot yilizeyinin biriktirme isleminde sonra SEM
goriintiileri incelenmistir. 135 ¢evrime kadar olan platin biriktirme islemlerinden sonra
alman SEM gorintiileri incelendiginde, cevrim sayist ile birlikte yiizeydeki platin
partikiil sayisinda giderek artis oldugu ve 135 ¢evrim ile hazirlanan elektrotta yiizeyin
platin partikiilleri ile tamamen kaplandig1 gozlenmistir. Bu cevrim sayisindan daha
biiyiikk degerlerde hazirlanan elektrotlarda ise elektrot yiizeyinde platin partikiillerinin
bliylidiigli gozlenmistir. Wang ve arkadaslarinin yaptiklari bu ¢alisma sonucunda
cevrim sayisindaki artis ile yiizeyde meydana gelen degisimin sonucu hem akim
cevaplar1 hem de SEM goriintiileri incelenerek yapilmis ve platin partikiillerindeki
biiylimenin akim cevaplarinda azalmaya neden oldugu tesipit edilmistir (Wang, 2010).

Bu c¢alismalara ek olarak, elektrot yiizeyinde platin partikiillerinin elektrokimyasal
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biriktirilmesi isleminde benzer literatiir sonuglariyla karsilasmak miimkiindiir (Wang,

2006; Chen, 2007; Wu 2009).

PVF'XO™-Pt biyosensérii hazirlanirken PVF'CIO,” filmi yiizeyinde platin
biriktirme islemi sabit potansiyelde yapilmis ve farkli potansiyellerde yapilan biriktirme
islemlerinde biyosensoriin akim cevaplar1 incelenmistir. Platin biriktirme potansiyeli
olarak -0,2 V belirlenmistir. Daha negatif potansiyellerde yapilan biriktirme
islemlerinde elektrot yiizeyinde platin birikme hizinin arttig1 gézlenmistir. Oysa, kiiciik
negatif potansiyellerde platin biriktirme isleminin daha uzun siirdiigii ve polimer film
yilizeyinde olusan kaplamanin daha saglam oldugu goézlenmistir. Yapmis oldugumuz bu
gozlem Kim ve arkadasi tarafindan hazirlanan glikoz biyosensensoriinde de belirlenmis,
caligmalarinda farkli platin biriktirme potansiyellerinde hazirlanan yiizeylerin SEM

goriintiileri ile karsilastirmalar yapilmistir (Kim, 1996).

Biyosensoriin akim cevabinin etkisi {lizerine yapilan bir baska calisma ise
PVF'CIO,  filminin kalmligmin optimizasyonudur. Bu c¢alismanin  sonuglar
incelendiginde, maksimum akim degeri 4,950x107 mol PVF cm™ kalinhigindaki
PVF'CIO;” filmi ile hazirlanan biyosensorde elde edilmistir. Daha kalin polimer
filmlerinde akim degerinde azalma go6zlenmistir. Akim degerindeki bu azalma
literatiirdeki bir¢cok sonug ile Ortiismekte olup, polimer filmin kalinhigindaki artisin
Olclim ortamindaki susbtratin polimerin i¢ bdlgelerine difiizyon hizini engelleyici yonde
etki yapmasindan kaynaklandigi belirlenmistir (Sen 2004; Giilce, 2005). Giilsev ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan bir c¢alismada ise PVF'ClO,” filmi kalinliginin
biyosensoriin akim degerlerinde meydana getirdigi degisimin tespitinin yaninda her bir
film kalinhig1 i¢in hazirlanan biyosensorlerin  Gorilinlir Michaelis-Menten  sabiti
hesaplanmig ve polimer film kalinhig1 artik¢a K.y, degerlerinde de bir artis oldugu

belirlenmistir (Aydin, 2002).

Hazirlanan  bes  farkli  biyosensériin  optimizasyon  parametrelerinin
belirlenmesinden sonra performans ozelliklerinin arastirilmast amaciyla g¢alismalar
yapilmistir. Bu ¢aligmalardan bir tanesi de biyosensdrlerin dogrusal ¢alisma araliginin
bulunmasidir. Dogrusal calisma araligimin tespiti icin her bir biyosensor kendi
optimizasyon sartlarinda hazirlanmis ve 6l¢iim ortamina ksantin ¢ozeltisinden yapilan
eklemeler ile akim cevaplar arasindaki lineer degisim araligi belirlenmistir. Sekil
9.3°de 5 ksantin biyosensorii i¢in bulunan dogrusal ¢alisma araliklarinin

karsilagtirilmasi verilmistir.
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Sekil 9.2. Biyosensorlerin dogrusal ¢alisma araliklarinin karsilagtirilmasi

Grafikten de gorildigi gibi elektrokimyasal ¢oktiirme yoluyla kaplanan
PVF'CIO; ile hazirlanan biyosensorler daldirip-kurutma yoluyla kaplanan PVF ile
hazirlanan biyosensorlere gore daha genis bir calisma araligi gostermektedir. PVF
modifiye elektrodunun PVF'ClO4~ modifiye elektroduna gére polimer film kaliliginin
daha ince olmasi, enzimin bu polimer yilizeyindeki immobilizasyon tiirii elektrodun
cevap verebilecegi susbtrat miktarini etkilemis ve PVF-XO biyosensorii i¢in dogrusal
calisma aralig iist degeri 0,22 mM olarak tespit edilmistir. Ayn1 polimer yiizeyine altin
ve platin biriktirilerek hazirlanan biyosensorlerde ise dogrusal calisma araliginin
yaklagik 3 kat genisledigi goriilmektedir. PVF XO™-Pt biyosensériinde ise PVF X0~
biyosensoriine gore dogrusal calisma araliginin platin partikiillerinin etkisi ile yaklasik

1,5 kat genisledigi belirlenmistir.

Hazirladigimiz  biyosensorlerin -~ dogrusal  calisma  araliklar1  literatiir
arastrimalarinda hazirlanan ksantin biyosensorleri ile karsilastirilmis ve birgok
biyosensorde daha genis dogrusal aralik gosterdigi belirlenmistir. Buna gore, Arslan ve
arkadaslar1 hazirlandiklar1 ksantin biyosensoriinde dogrusal ¢alisma araligint 0,01-0,4
mM, Kirg6z ve arkadaglar 5%10-0,04 mM, Cubukcu ve arkadaglar1 5x10-0,01 mM,
Hoshi ve arkadaslar1 3-300 uM, Pei ve arkadasi 6x10*-0,2 mM, Liu ve arkadaglari
Ix 10'3-0,02 mM, Shan ve arkadaslar1 3,9% 10°-2,1x10 mM, Gao ve arkadaslar1 2% 10*-
0,01 mM olarak bulmustur (Arslan, 2006; Kirgoz, 2004; Cubukcu, 2007; Hoshi, 2006;
Pei, 2000; Liu, 2004; Shan, 2009; Gao, 2009). Bazi literatiir arastirmalarinda ise
hazirladigimiz biyosensorlerde elde ettigimiz araliktan daha genis dogrusal calisma
araligina sahip biyosensorler hazirlandigi tespit edilmistir. Bunlardan bir tanesi

Villalonga ve calisma arkadaslariin  hazirladiklar1  amperometrik  ksantin
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biyosensoriidiir ve dogrusal c¢alisma araligt 0,3-10,4 mM olarak bulunmustur
(Villalonga, 2007). Bir diger amperometrik ksantin biyosensdriinde ise dogrusal ¢alisma

araligi 1-15 mM olarak bulunmustur (Kiling, 1998).
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Sekil 9.1. Biyosensorlerin gozlenebilme sinirlarinin karsilastirilmasi

Hazirladigimiz biyosensorlerin Sekil 9.2°de gosterilen goézlenebilme simirlari
karsilastirildiginda, dogrusal ¢alisma araliginda gbzlenen sonuca paralel olarak PVF-
XO biyosensoril i¢in sinir degeri diger 4 biyosensorden daha yiiksek bulunmustur.
Literatiir arastirmalarinda elde edilen sonuglarda ise gozlenebilme sinirin1 Arslan ve
arkadaslar1 1x10” mM, Kirgdz ve arkadaslar1 1x10™* mM, Pei ve arkadasi 1x10™ mM,
Shan ve arkadaglari 1x10° mM, Gao ve arkadaslart 1x10* mM, Villalonga ve
arkadaslar1 0,2 mM olarak bulmustur (Arslan, 2006; Kirgoz, 2004; Pei, 2000; Shan,
2009; Gao, 2009; Villalonga, 2007).



139

KAYNAKLAR

Agiii, L., Manso, J., Sedeno, P., Pingarron, J., 2006, Amperometric biosensor for
hypoxanthine based on immobilized xanthine oxidase on nanocrystal gold-carbon
paste electrodes, Sensors and Actuators B, 113, 272-280.

Arai, G., Takahashi, S., Yasumori, ., 1996, Xanthine and hypoxanthine sensors based
on xanthine oxidase immobilized in poly(mercapto-p-benzoquinone) film,
J. Electroanal. Chem., 410, 173-179.

Arslan, F., Yasar, A., Kilig, E., 2006, An Amperometric Biosensor for Xanthine
Determination Prepared from Xanthine Oxidase Immobilized in Polypyrrole Film,
Artificial Cells, Blood Substitutes, and Biotechnology, 34, 113—128.

Arslan, F., 2004, Ksantin Tayini I¢in Poliprol Filme Ksantin Oksidazin Imbolizasyonu
ve Yeni Bir Biyosensor Hazirlanmasi, Gazi iiniversitesi Fen Bilimleri Enstitiisii,
Doktora Tezi, Ankara.

Aso, B.C., Kunitake, T. and Nakashima, T., 1969, Cationic Polimerization and
Copolimerization of Vinilferrocene, Die Makromolekulare Chemie, 124, 232-240.

Atkins, P.W., 1998, Physical Chemistry, 8th ed. New York.

Aydn, G., Celebi, S.S., Ozyériik, H., Yildiz, A., 2002, Amperometric enzyme electrode
for L(+)-lactate determination using immobilized L(+)-lactate oxidase in
poly(vinylferrocenium) film, Sensors and Actuators B, 87, 8—12.

Bard, A.J., Faulkner, L.R., 2000, Electrochemical Methods: Fundamentals And
Applications, 2nd edition, Wiley.

Cameron, C., 2000. Enhanced Rates of electron Transport in Conjugated Redoks
Polymer Hybrids, Memorial University of Newfoundland St. John’s, Canada.

Carsol, M.A. and Macsini, M., 1998, Development of a system with enzyme reactors
for the determination of fish freshness, Talanta, 47, 335-342.

Carsol, M.A., Volpe, G., Macsini, M., 1997, Amperometric detection of uric acid and
hypoxanthine with Xanthine oxidase immobilized and carbon based screen-
printed electrode, Application for fish freshness determination, Talanta, 44, 2151-
2159.

Celej, M. S. and Rivas, G., 1998, Amperometric Glucose Biosensor Based on Gold-
Dispersed Carbon Paste, Electroanalysis, 10, 771-775.

Chakraborty, S., Raj, R., 2009, Pt nanoparticle-based highly sensitive platform for the
enzyme-free amperometric sensing of H,O,, Biosensors and Bioelectronics, 24,
3264-3268.



140

Chen, X., Li, J., Li, X., and Jiang, L., 1998, A New Step to the Mechanism of the
Enhancement Effect of Gold Nanoparticles on Glucose Oxidase, Biochemical And
Biophysical Research Communications, 245, 352-355.

Chen, X., Li, N., Eckhard, K., Stoica, L., Xia, W., Assmann, J., Muhler, M.,
Schuhmann, W., 2007, Pulsed electrodeposition of Pt nanoclusters on carbon
nanotubes modified carbon materials using diffusion restricting viscous
electrolytes, Electrochemistry Communications, 9, 1348—1354.

Crumbliss, A.L., O’Daly, J.P., Perine, S.C., Stonehuerner, J., Tubergen, K.R., Zhao, J.,
Henkens, R.W., 1992, Colloidal gold as a biocompatible immobilization matrix

suitable for the fabrication of enzyme electrodes by electrodeposition, Biotechnol.
Bioeng., 40, 483-490.

Celebi, M. S., Ozyériik, H., Yildiz, A., Abaci, S., 2009, Determination of Hg2+ on
poly(vinylferrocenium) (PVF+)-modified platinum electrode, Talanta, 78, 405—
4009.

Cubukg¢u, M., Timur, S., Anik, U., 2007, Examination of performance of glassy carbon
paste electrode modified with gold nanoparticle and xanthine oxidase for xanthine
and hypoxanthine detection, Talanta, 74, 434-439.

D’Silva, C., Wang, X. and Pethig, R., 1989, Physical and -electrochemical
characterisation of polyvinylferrocene films, J. Phys. D: Appl. Phys., 22, 1591-
1597.

Dixon, M., Thurlow, S.T., 1924, Studies on Xanthine Oxidase: Preparation and
Properties of the Active Material, Biochem. J., 18, 971-976.

Dong, S., Che, G., 1991, Electrocatalysis at a microdisk electrode modified with a redox
species, J. Electroanal. Chem., 309, 103-114.

Dursun, F., 2009, Medyator Bagli Matrikslerin Tyrosinase Tabanli Fenol Biyosensdriine
Uygulanmasi, Gebze Yiiksek Teknoloji Enstitiisii Miihendislik ve Fen Bilimleri
Enstitiisii, Gebze.

Eggins, B.R., 2002, Chemical Sensors and Biosensors, John Wiley, USA.

Emre, F. B., 2007, Kolesterol Biyosensorii Tasariminda Bazi Polimerik Materyallerin
Enzim Immobilizasyon Ortami Olarak Kullammu, Inénii Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisii, Doktora Tezi, Malatya.

Freire, R.S., Pessoa, C.A., Mello, L.D. and Kubota, L.T., 2003, Direct Electron
Transfer: An Approach for Electrochemical Biosensors with Higher Selectivity
and Sensitivity, J. Braz. Chem. Soc., 14 (2), 230-243.

Gao, Y., Shen, C., D1, J.,, Tu, Y., 2009, Fabrication of amperometric xanthine biosensors
based on direct chemistry ofxanthine oxidase, Materials Science and Engineering
C,29,2213-2216.



141

Geng, D. and Lu, G., 2007, Size effect of gold nanoparticles on the electrocatalytic
oxidation of carbon monoxide in alkaline solution, Journal of Nanoparticle
Research, 9, 1145-1151.

Ghosh(Hazra), S., Sarker, D. and Misra, T.N., 1998, Development of an amperometric
enzyme electrode biosensor for fish freshness detection, Sensors and Actuators B:
Chemical, 53, 58-62.

Gonzalez, E., Pariente, F., Lorenzo, E., Hernandez, L., 1991, Amperometric sensor for
hypoxanthine and xanthine based on the detection of uric acid, Anal. Chim. Acta,
242, 267-273.

Gorton, L., Lindgren, A., Larsson, T., Munteanu, F.D., Ruzgas, T., Gararyan, I., 1999,
Direct electron transfer between heme-containing enzymes and electrodes as basis
for third generation biosensors, Analytica Chimica Acta, 400, 91-108.

Gokdogan, O., Sulak, M., Giilce, H., 2006, Investigation of oxygen electroreduction on
polyvinylferrocene coated glassy carbon electrodes, Chemical Engineering
Journal, 116, 39-45.

Gilce, H., 1993, Polivinilferrosen Modifiye Elelftrodunun Sulu ve Susuz Ortamlardaki
Elektrokimyasal Davranisi, Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii,
Doktora Tezi, Ankara.

Giilce, H., Ozyériik, H., Yildiz, A., 1994a, Electrochemical reduction of anthracenes on
poly(vinylferrocenium) coated Pt electrodes in acetonitrile, Ber. Bunsenges. Phys.
Chem., 98, 228-233.

Giilce, H., Ozyoriik, H., Yildiz, A., 1994b. Electrochemical oxidation of anthracenes on
poly(vinylferrocenium) coated Pt electrodes in acetonitrile, Ber. Bunsenges. Phys.
Chem., 98, 828-832.

Giilce, H., Ozyorikk, H., Yildiz, A., 1995. Electrochemical response of the
poly(vinylferrocenium) coated Pt electrodes towards some anions in aqueous
medium. Electroanalysis, 7, 178-183.

Giilce, H., Ozyoriik, H., Celebi, S.S., Yildiz, A., 1995a, Amperometric enzyme
electrode for aerobic glucose monitoring prepared by glucose oxidase
immobilized in poly(vinylferrocenium), J. Electroanal. Chem., 394, 63-70.

Giilce, H., Ozyoriikk, H., Celebi, S.S., Yildiz, A., 1995b. Amperometric enzyme
electrode for sucrose determination prepared from glucose oxidase and invertase
co-immobilized in polyvinylferrocenium, J. Electroanal. Chem., 397, 217-223.

Giilce, H., Ataman, I., Giilce, A., Yildiz, A., 2002a, A new amperometric enzyme
electrode for galactose determination, Enzyme Microb. Tech., 30, 41-44.

Giilce, H., Giilce, A., Yildiz, A., 2002b. A novel two-enzyme amperometric electrode
for lactose determination, Anal. Sci., 18, 1-3.



142

Giilce, H., Giilce, A., Kavanoz, M., Coskun, H., Yildiz, A., 2002c. A new amperometric
enzyme electrode for alcohol determination, Biosens. Bioelectron., 17, 517-521.

Gilce, H., Aktas, Y.S., Giilce, A., Yildiz, A., 2003, Polyvinylferrocenium immobilized
enzyme electrode for choline analysis, Enzyme and Microbial Technology, 32,
895-899.

Gilce, A., Giilce, H., 2005, Polyvinylferrocenium modified Pt electrode for anaerobic
glucose monitoring, J. Biochem. Biophys. Methods, 62, 81-92.

Habermuller, K., Mosbach, M., Schuhmann, W., 2000, Electron-transfer mechanisms in
amperometric biosensors, Fresenius J. Anal. Chem., 366, 560-568.

Haemmerli, S.D., Suleiman, A.A., Guilbault, G.G., 1990, Amperometric Determination
of Hypoxanthine and Inosine by Use of Enzyme Sensors, Analytical Letters, 23
(4), 577-588.

Harrison, R., 2002, Structure and Function of Xanthine Oxidoreductase: Where Are We
Now?, Free Radical Biology & Medicine, 33 (6), 774-797.

Hille, R., 2006, Structure and Function of Xanthine Oxidoreductase, Eur. J. Inorg.
Chem., 1913-1926.

Hiratsuka, A., Kojima, K., Mugurumac, H., Lee, K., Suzuki, H., Karube, 1., 2005,
Electron transfer mediator micro-biosensor fabrication by organic plasma process,
Biosensors and Bioelectronics, 21, 957-964.

Horton, R., Moran, L. A., Scrimgeour, G., Perry, M., Rawn, D., 2006, Principles of
Biochemistry, 4th Edition, Prentice Hall.

Hoshi, T., Noguchi, T., Anzai, J., 2006, The preparation of amperometric xanthine
sensors based on multilayer thin films containing xanthine oxidase, Materials
Science & Engineering C, 26, 100-103.

Hu, S., Liu, C.C., 1997, A bienzyme sensor for the determination of hypoxanthine and
inosine, Electroanalysis, 5, 1229-1233.

Hu, S., Liu, C.C., 1997, Development of a hypoxanthine biosensor based on
immobilized xanthine oxidase chemically modified electrode, Electroanalysis, 5,
372-377.

Hu, S., Xu, C., Luo, J., Cui, D., 2000, Biosensor for detection of hypoxanthine based on
xanthine oxidase immobilized on chemically modified carbon paste electrode,
Analytica Chimica Acta, 412, 55-61.

Huang, Y., Wen, Q., Jiang, J., Shen, G., Yu, R., 2008, A novel electrochemical
immunosensor based on hydrogen evolution inhibition by enzymatic copper

deposition on platinum nanoparticle-modified electrode, Biosensors and
Bioelectronics, 24, 600-605.



143

Kannuck, R.M., Bellama, J.M., Blubaugh, E.A., Durst, R.A., 1987, Crosslinked
Poly(vinylferrocene)-Modified ~ Reference  Electrode @ for =~ Nonaqueous
Electrochemistry, Anal. Chem., 59, 1473-1475.

Kaufman, F.B., Engler, E.M., 1979, Solid-state spectroelectrochemistry of crosslinked
donor bound polymer films, J. Am. Chem. Soc. 101 (3), 547-549.

Kaufman, F.B., Schroeder, A.H., Engler, E.M., Kramer, S.R., Chambers, J.Q., 1980, Ion
and electron transport in stable, electroactive tetrathiafulvalene polymer coated
electrodes, J. Am. Chem. Soc., 102 (2), 483-488.

Kavanoz, M., 2009, Electrochemical Preparation and Characterization of
Polyvinylferrocene/Polyaniline Composite Electrode and Using for Determination
of Phenolic Compounds, Hacettepe iiniversitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Doktora
Tezi, Ankara.

Kavanoz, M., Giilce, H., Yildiz, A., 2004, Anodic Stripping Voltammetric
Determination of Gold on a Polyvinylferrocene Coated Glassy Carbon Electrode,
Turk J Chem, 28, 287-297.

Kawai, T., Iwakura, C., Yoneyama, H.,1989, Electrochemical characteristics of
poly(vinylferrocene) derivatives for battery application, Electrochim. Acta, 34,
1357-1361.

Kilinc, E., Erdem, A., Gokgunec, L., Dalbasti, T., Karaoglan, M., Ozsoz, M., 1998,
Butternilk based cobalt phthalocyanine dispersed ferricyanide mediated
amperometric biosensor for the determination of xanthine, Electroanal., 10, 273—

275.

Kim, C.S. and Oh, S.M., 1996, Enzyme sensors prepared by electrodeposition on
platinized platinum electrodes, Electrochimica Acta, 41, 2433-2439.

Kirgéz, U.A., Timur, S., Wang, J., Telefoncu, A., 2004, Xanthine oxidase modified
glassy carbon paste electrode, Electrochem. Commun., 6, 913-916.

Koide, S., Yokoyama, K., 1999, Electrochemical characterization of an enzyme
electrode based on a ferrocene-containing redox polymer, Journal of
Electroanalytical Chemistry, 468, 193-201.

Kul, Z., 2006, Yag Dokusu Kaynakh“Stromal Vaskiiler Fraksiyonun Random Paternli
Cilt Fleplerinin Yasayabilirligi Uzerine Etkisi Deneysel Caligma, Uzmanlik Tezi,
Istanbul.

Kuralay, F., Ozyériik, H., Yildiz, A., 2005, Potentiometric enzyme electrode for urea
determination using immobilized urease in poly(vinylferrocenium) film, Sensors
and Actuators B, 109, 194—199.

Kuralay, F., Ozyériik, H., Yildiz, A., 2006, Amperometric enzyme electrode for urea
determination using immobilized urease in poly(vinylferrocenium) film, Sensors
and Actuators B, 114, 500-506.



144

Kuramoto, N. and Shishido, Y., 1998, Property of thermo-sensitive and redox-active
poly(N-cyclopropylacrylamide-covinylferrocene) and poly(Nisopropylacrylamide
-co-vinylferrocene), Polymer, 39(3), 669-675.

Liu, S., Liu, J.,, Wang, L., Zhao, F., 2010, Development of electrochemical DNA
biosensor based on gold nanoparticle modified electrode by electroless deposition,
Bioelectrochemistry, 79, 37-42.

Liu, Y., Nie, L., Tao, W., Yao, S., 2004, Amperometric Study of Au-Colloid Function
on Xanthine Biosensor Based on Xanthine Oxidase Immobilized in Polypyrrole
Layer, Electroanalysis, 16, 1271-1278.

Male, K. B., Hrapovic, S., Liu, Y., Wang D., Luong, J.H.T., 2004, Electrochemical
detection of carbohydrates using copper nanoparticles and carbon nanotubes,
Analytica Chimica Acta, 516, 35-41.

Mao, L., Xu, F., Xu, Q., Jin, L., 2001, Miniaturized Amperometric Biosensor Based on
Xanthine Oxidase for Monitoring Hypoxanthine in Cell Culture Media, 4nal.
Biochem., 292, 94-101.

Mao, L., Yamamoto, K., 2000, Amperometric on-line sensor for continuous
measurement of hypoxanthine based on osmium-polyvinylpyridine gel polymer
and xanthine oxidase bienzyme modified glassy carbon electrode, Anal. Chim.
Acta, 415, 143-150.

Metinyurt, G., 2003, Yiiksek Basin¢li Sivi Kromatografisi (HPLC) Plazma Ksantin
Oksidaz Aktivitesi Olgiimii ve Hipogonadizmlli Hastalarda Ksantin Oksidaz
Diizeylerinin Belirlenmesi, Uzmanlik Tezi, Giilhane Askeri Tip Akademisi Askeri
tip Fakiiltesi, Ankara.

Mohanty, S.P. Kougianos, E., 2006, Biosensors: a tutorial review, Potentials IEEE,
25(2), 35-40.

Murphy, L., 2006, Biosensors and bioelectrochemistry, Current Opinion in Chemical
Biology, 10, 177-184.

Nguyen, A.L., Luong, J.H.T., 1993, Development of mediated amperometric biosensors
for hypoxanthine, glucose and lactate: a new format, Biosens. Bioelectron.,
8,421-431.

Nguyen, A.L., Luong, JH.T., 1993, Mediated glucose biosensor based on
polyvinylferrocene, Appl. Biochem. Biotechnol., 43, 117-132.

Nguyen, A.L., Luong, JH.T., Yacynych, A.M., 1991, Retention of enzyme by
electropolymerized film: A new approach in developing a hypoxanthine
biosensor, Biotechnol. Bioeng., 37, 729-735.

Niu, J., Lee, J.Y., 2000, Bulk-modified amperometric biosensors for hypoxanthine
based on sol—gel technique, Sens. Actuators B, 62, 190-198.



145

Okuma, H., Takahashi, H., Sekimukai, S., Kawahara, K., Akahoshi, R., 1991, Mediated
amperometric biosensor for hypoxanthine based on a hydroxylmethylferrocene-
modified carbon paste electrode, Anal. Chim. Acta, 244, 161-164.

Ozer, B.C., Ozyoriik, H., Celebi, S.S., Yildiz, A., 2007, Amperometric enzyme
electrode for free cholesterol determination prepared with cholesterol oxidase

immobilized in poly(vinylferrocenium) film, Enzyme and Microbial Technology,
40, 262-265.

Pei, J., Li, X., 2000, Xanthine and hypoxanthine sensors based on xanthine oxidase
immobilized on a CuPtClg chemically modified electrode and liquid
chromatography electrochemical detection, Analytica Chimica Acta, 414, 205-
213.

Pekin, B., 1979, Biyokimya Miihendisligi (Temel Ilkeler), Izmir.

Qiong, C., Tuzhi, P., Liju, Y., 1998, Silk fibroin/cellulose acetate membrane electrodes
incorporating xanthine oxidase for the determination of fish freshness, Anal.
Chim. Acta, 369, 245-251.

Raj, C. R., Okajima, T., Ohsaka, T., 2003, Gold nanoparticle arrays for the
voltammetric sensing of dopamine, Journal of Electroanalytical Chemistry, 543,
127-133.

Rehak, M., Snejdarkova, M., Otto, M., 1994, Application of biotin-streptavidin
technology in developing a xanthine biosensor based on a self-assembled
phospholipid membrane, Biosens. Bioelectron., 9, 337-341.

Saatci, E., 1997, Inek siiti ksantin 9ksidazm1n saflagtirilmast ve bazi kinetik
ozelliklerinin incelenmesi, Ersiyes Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Yiiksek
Lisans Tezi, Kayseri.

Saito, T., Watanabe, M., 1998, Characterization of poly(vinylferrocene-co-2-
hydroxyethyl methacrylate) for use as electron mediator in enzymatic glucose
sensor, Reactive & Functional Polymers, 37, 263-269.

Sasaki, Y., Walker, L.L., Hurst, E.L. and Pittman, C.U., 1973, Preparation of
Polyvinylferrocene, Journal of Polymer Science, 11, 1213-1224.

Shan, D., Wang, Y.N., Xue, H.G., Cosnier, S., Ding, S.N., 2009, Xanthine
oxidase/laponite nanoparticles immobilized on glassy carbon electrode: Direct
electron transfer and multielectrocatalysis, Biosensors and Bioelectronics, 24,
3556-3561.

Shen, L., Yang, L., Peng, T., 1996, Amperometric determination of fish freshness by a
hypoxanthine biosensor, J. Sci. Food Agric., 70, 298-302.

Shi, G., Liu, M., Zhu, M., Zhou, T., Chen, J., Jin, L., Jin, J.Y., 2002, The study of
nafion/xanthine oxidase/au colloid chemically modified biosensor and its



146

application in the determination of hypoxanthine in myocardial cells in vivo,
Analyst, 127, 396-400.

Shirota, Y., Kakuta, T., Mikawa, H., 1984, Electrochemical oxidation of
poly(vinylferrocene) with concurrent precipitation on the electrode; preparation of
an electrically conducting polymer, Makromol. Chem., 5, 337-340.

Skoog, D., Holler, F., Nieman, T., 1998, Principles of Instrumental Analysis.

Smith, T.W., Kuder, J.E., Wychick, D., 1976. Voltammetric behavior of
polyvinylferrocene, J. Polym. Sci., 14, 2433-2448.

Sulak, M. T., Gékdogan, O., Giilce, A., Giilce, H., 2006, Amperometric glucose
biosensor based on gold-deposited polyvinylferrocene film on Pt electrode,
Biosensors and Bioelectronics, 21, 1719-1726.

Sen, S., Giilce, A., Giilce, H., 2004, Polyvinylferrocenium modified Pt electrode for the
design of amperometric choline and acetylcholine enzyme electrodes, Biosensors
and Bioelectronics, 19, 1261-1268.

Senel, M., Cevik, E., Abasityanik, M.F., 2010, Amperometric hydrogen peroxide
biosensor based on covalent immobilization of horseradish peroxidase on
ferrocene containing polymeric mediator, Sensors and Actuators B, 145, 444—450).

Tang, H., Chen, J., Yao, S., Nie, L., Deng, G. and Kuang, Y., 2004, Amperometric
glucose biosensor based on adsorption of glucose oxidase at platinum

nanoparticle-modified carbon nanotube electrode, Analytical Biochemistry, 331,
89-97.

Telefoncu, A., 1999, Biyosensérler, Biyokimya Lisansiistii Yaz Okulu, Kusadasi.

Tomur, A., Etlik, O., Gundogan, N.U., 2005, Hyperbaric oxygenation and antioxidant
vitamin combination reduces ischemia-reperfusion injury in a rat epigastric island
skin-flap model, J. Basic Clin. Physiol. Pharmacol., 16 (4), 275-85.

Tiiziin, C., 1997, Biyokimya, Palme Yayinlari, Ankara.

Umana, M., Rolinson, D. R., Nowak, R.., Daum, P., Murray, R. W., 1980, X-Ray
photoelectron spectroscopy of metal, metal oxide and carbon electrode surfaces

chemically modified with ferrocene and ferricenium, Surface science, 101, 295-
309.

Vastarella, W., 1998, Enzyme Modified Electrodes in Amperometric Biosensors,
Universita Degli Studi Di Bari Dipartimento Di Chimica, Italy.

Villalonga, R., Matos, M., Cao, R., 2007, Construction of an amperometric biosensor
for xanthine via supramolecular associations, Electrochemistry Communications,
9,454-458.



147

Volpe, G., Macsini, M., 1996, Enzyme Sensors for Determination of Fish Freshness,
Talanta, 43, 283-289.

Wang, X.B., Bonnett, J.M., Pethig, R., Baker, P.K., Parri, O.L., Underhill, A.E., 1991,
Electrochemical properties of substituted polycinylferrocene films, J. Mol
Electron. 7 : 167-178.

Wang, Z., Qiu, K., 2006, Electrocatalytic oxidation of formic acid on platinum
nanoparticle electrode deposited on the nichrome substrate, Electrochemistry
Communications, 8, 1075-1081.

Wang, Z., Xu, F.A., Yang, Q., Yu, J.H., Huang, W., Zhao, Y., 2010, Electrocatalytic
activity of salicylic acid on the platinum nanoparticles modified electrode by
electrochemical deposition, Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 76, 370-374.

Watanabe, E., Tamada, Y., Hamada-Sato, N., 2005, Development of quality evaluation
sensor for fish freshness control based on KI value, Biosensors and
Bioelectronics, 21, 534-538.

Whirter, B.R., Hille, R., 1991, The Reductive Half Reactsno of Xanthine Oxidase, The
Journal of Biological Chemistry, 266 (35), 23724-23731.

Wu, H., Wang, J., Kang, X., Wang, C., Wang, D., Liu, J., Aksay, [.LA., Lin, Y., 2009,
Glucose biosensor based on immobilization of glucose oxidase in platinum
nanoparticles/graphene/chitosan nanocomposite film, Talanta, 80, 403—406.

Xu, D., Wang, L., Gao, M., Jin, L., Jin, J., 2002, Amperometric sensor for glucose and
hypoxanthine based on a Pd-IrO, modified electrode by a co-crosslinking
bienzymic system, Talanta, 57, 365-373.

Xue, H., Mu, S., 1995, Bioelectrochemical response of the polypyrrole xanthine oxidase
electrode, Electroanal. Chem., 397, 241-247.

Yao, T., 1993, Enzyme electrode for the successive detection of hypoxanthine and
inosine, Anal. Chim. Acta, 281, 323-326.

Yildiz, S., 1979, Xanthine oxidase enzimi aktivitesinin spektrofotometrik yontemle
tayini, D. U. Tip Fakiiltesi Dergisi, 293-302.

Yildiz, S., Pekin, B., 1979, Xanthine’in Xanthine Oxidase ile Enzimatik olarak
Yiikseltgenmesinin Fluorometrik Yonetemle Incelenmesi ve Bazi Parametrelerin
Tayini, D. U. Tip Fakiiltesi Dergisi, 303-313.

Yildiz, S., Pekin, B., 1982, Determination of Xanthine Oxidase by Microcalorimetric
Method, Analytical Letters, 15 (B4), 405-412.

Yuan, C.J, Hsu, C.L, Wang, S.C, Chang, K.S., 2005, Eliminating the interference of
ascorbic acid and uric acid to the amperometric glucose biosensor by cation
exchangers membrane and size exclusion membrane, Electroanalysis, 17, 24,
2239-2245.



148

Zhao, J., O’Daly, J.P., Henkens, R.W., Stonehuerner, J., Crumbliss, A.L., 1996, A
xanthine oxidase/colloidal gold enzyme electrode for amperometric biosensor
applications, Biosens. Bioelectron., 11, 493-502.

Zhao, S., Luong, J.H.T., 1993, Bioelectrocatalysis of a water-soluble tetrathiafulvalene-
2-hydroxypropyl-B-cyclodextrin complex, Anal. Chim. Acta, 282, 319-327.

Zou, Y., Xiang, C., Sun, L., Xu, F., 2008, Glucose biosensor based on electrodeposition
of platinum nanoparticles onto carbon nanotubes and immobilizing enzyme with
chitosan-Si0; sol-gel, Biosensors and Bioelectronics, 23, 1010-1016.

http://www.fatih.edu.tr/~abasiyanik/BSA%20ve%?20biyosensorler.pdf (Abasiyanik, M.F.,
Sakalar, E., Senel, M., 2008, Biyosensorlere genel bir bakis ve biyosavunmada kullanilan
Biyosensorler).

http://www.biyomedtek.com/bmt-konular-no4.htm  (Biskin, 2002, “Saghk i¢in
Biyoteknoloji” yazidan derlenmis).



149

OZGECMIS
KiSiSEL BiLGILER
Adi Soyadi : Salih Zeki Bag
Uyrugu : T.C.
Dogum Yeri ve Tarihi : Karaman, 1980
Telefon : 03322233877
Faks H
e-mail : szeki@selcuk.edu.tr
EGITIM
Derece Ady, Tlge, 11 Bitirme Y1l
Lise . Fatih Lisesi, Karaman 1998
Universite  : S.U., Fen-Edebiyat F., Kimya Béliimii, Konya 2002
Yiiksek Lisans : S.U., Fen Bilimleri E., Kimya ABD, Konya 2004
Doktora . S.U., Fen Bilimleri E., Kimya ABD, Konya 2011
IS DENEYIMLERI
Yil Kurum Gorevi
2003-devam ediyor  S.U. Fen F., Kimya Boliimii Aras. Gor.
YABANCI DILLER
Ingilizce
YAYINLAR

Bas, S.Z., Yildiz, S., 2003, Chemical modification kinetics of polystyrenes having
various molecular weights, Colloids and Surfaces A: Physicochem. Eng. Aspects, 298,
123—-128 (Yiiksek Lisans)





