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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

LAKTAT TAYINI ICIN LAKTAT OKSIDAZ TEMELLI AMPEROMETRIK
ENZIM ELEKTROT HAZIRLANMASI

Ali Cihan CELIK

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Funda OZTURK

Laktik asidin hizli ve giivenilir analizi, klinik analizler, gida endiistrisi ve
spor hekimligi gibi alanlarda 6nemli bir rol oynar. Laktik asit tayini i¢cin HPLC, iyon
kromatografisi veya enzimatik kitler kullanilmaktadir ancak bu yontemler genellikle
pahali, zaman alici ve zahmetlidir. Laktik asidin dogrudan hizli, ucuz, segici ve
giivenilir tayini igin biyosensor kullanimi diger tayin yontemlerinin iyi bir
alternatifidir.. Bu ¢alismada laktik asit tayini i¢in benzo[c]sinnolin, laktat oksidaz ve
¢ok duvarli karbon nanotiip (CDKNT) ile modifiye edilmis karbon pasta enzim
elektrot gelistirildi. Elektrodun c¢dozelti/elektrot arayiizeyindeki elektron aktarim
ozellikleri dontisiimlii voltametri ve elektrokimyasal empedans spektroskopisi
yontemleri kullanilarak incelendi. Daha 6nce yapilan elektrokimyasal calismalar
sonucunda medyator gibi etki gosterebilecegi disiiniilen benzo[c]sinnolin, bu
caligmada laktik asit tayini i¢in yeni bir medyator olarak arastirildi ve laktat oksidaz
icin iyi bir elektron alicist (medyator) oldugu ve laktik asit tayininin -0,40 V
(Ag/AgCl’a kars1) gibi diisiik bir potansiyelde gerceklesmesini sagladigi goriildii.
Hazirlanan enzim elektrodun optimum elektrot bilesimi ve en iyi ¢alisma kosullari
arastirilldi. %16 benzo[c]sinnolin, %24 CDKNT ve %60 grafit tozu ile hazirlanan
enzim elektrodun pH’s1 7,0 olan 0,05 M fosfat tamponunda laktik aside en iyi cevabi
verdigi bulundu. Bu sartlar altinda enzim elektrodun dogrusal ¢alisma araligi, tekrar
uretilebilirlik, tekrarlanabilirlik, cevap zamani, raf dmrii gibi performans faktorleri
incelendi. Calismada ayrica enzim elektrodun serumda laktik asit tayinine
uygulanabilirligi arastirildi.  Gelistirilen enzim elektrot ile genis bir derisim
araliginda, girisim etkisi olmadan, tekrarlanabilirligi yliksek ve hizli laktik asit tayini
gergeklestirildi.

Anahtar kelimeler: Laktik asit, amperometri, benzo[c]sinnolin, ¢ok duvarli karbon
nanotiip, karbon pasta
2014, 95 sayfa



ABSTRACT

MSc. Thesis

LACTATE OXIDASE BASED AMPEROMETRIC ENZYME ELECTRODE
DEVELOPMENT FOR LACTATE DETERMINATION

Ali Cihan CELIK

Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Funda OZTURK

Fast and reliable analysis of lactic acid plays an important role in fields such
as sports medicine, clinical analysis and food industry. HPLC, ion chromatography
or enzymatic kits are used for lactic acid analysis but these methods are often
expensive, time consuming and laborious. The use of biosensors for direct, rapid,
cheap, reliable and selective lactic acid determination is a good alternative to other
detection methods. In this study for the determination of lactic acid, benzo [c]
cinnoline, lactate oxidase and multi-walled carbon nanotube (MWCNT) modified
carbon paste electrode was developed for the determination of lactic acid. Electron
transfer properties of the electrode at solution/electrode interface were investigated
using impedance spectroscopy and cyclic voltammetry methods. According to the
previous electrochemical studies benzo [c] cinnoline, was investigated as a new
mediator for lactic acid determination and it was used as an useful electron acceptor
(mediator) for lactate oxidase and allowed lactic acid determination to be carried out
at -0.40 V (Ag / AgCI against). The optimum electrode composition and the best
working conditions of the constucted enzyme electrode were investigated. Enzyme
electrode prepared by 16% benzo [c] cinnoline, 24% MWCNT and 60% graphite
powder was found to give the best response to lactic acid in 0.05 M phosphate buffer
at pH 7.0. Performance factors of the enzyme electrode such as linear working range
reproducibility, repeatability, response time, shelf-life were determined under
optimal working conditions. The applicability of the enzyme electrode was also
evaluated in this study. Rapid and high reproducible lactic acid determination was
performed with the constructed enzyme electrode in a wide concertration range with
no interference effects.

Keywords: Lactic acid, amperometry, benzo [c] cinnolin, multi walled carbon
nanotubes, carbon paste
2014, 95 pages
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SIMGELER DiZiNi

A - Amper

BCC : Benzo (c) sinolin

cm? : Santimetre kare

CDKNT : Cok duvarli karbon nanotiip
DKE : Doygun kalomel elektrot
DV : Doniistimlii voltametri

Eing : Indirgenmis enzim

Eyiik . Yikseltgenmis enzim

FET - Alan etki transistorleri

GA : Glutaraldehit

H.0, : Hidrojen peroksit

HPLC . Yiiksek performansl sivi kromatografisi
ISFET : Iyon secici alan etki transistrleri
Km : Michaelis-Menten sabiti
KPE : Karbon pasta elektrot

LOD : Laktat oksidaz

M : Molar

mA : Miliamper

mg : Miligram

Ming : Indirgenmis medyator

mM : Milimolar

mmol : Milimol

mV : Milivolt

My . Yiikseltgenmis medyator
nm : Nanometre

nM : Nanomolar

\P) : Azot

O, : Oksijen

Pt : Platin

S : Substrat



umol

- Saniye

: Tris(hidroksimetil)aminometan
. Enzim tinitesi

‘Volt

: mikroamper

: mikromolar

: mikromol



ICINDEKILER

Sayfa
OZET ... i
ABSTRACT ... i
TESEKKUR ......ooioiieiieeeeee ettt ettt ettt ettt senananas iii
SIMGELER DIZINI........coooiiiiiiiiiiis e iv
ICINDEKILER .........cocoiiiiieieteceeeeeeeee et en st Vi
SEKILLER DIZINI .........cooiiiiiiececeeeeee e X
CIZELGELER DIZINI ........c.cooiiiiiiiieeeeeeeeee et Xi
L) 23 TR 1
2. KURAMSAL TEMELLER ..ot 4
2.1 OFQANTK ASTE.....etiiiitieiieiee et b bbb 4
2.2 LAKEIK ASIE ... 5
2.2.1 Laktik ASidin TariiGeST ....cccueeivieriiiiiieiiie ittt 6
2.2.2 Laktik ASidin OZeIlKIETT ........ccucveveviiicecieieicieeeeeie e eseee s 6
2.2.3 Laktik Asidin Insan Viicudu icin Onemi ........coceeveveveveveveeeeeeeeeeeeeeeevenenes 7
2.2.4 Laktik Asidin Kullanim Alanlart ... 8
2.3 BIYOSENSOTIET ...t 9
2.3.1 Biyosensorlerin Yapist ve FOnKSIyonu ........ccccooovviiiiiiicncecsc e 12
2.3.2 BIyODIESENIET ... 13
2.3.2.1 ENZIM BiyOSENSOIIETi. .....cuvviiiiiiiiiiciicisie e 13
2.3.2.2 DOKU B1yOSENSOTIETT ...c.vviiiiiiiiiiiiiiiiicieec s 14
2.3.2.3 Mikrobiyal Biyosensorler .........ccociiiiiiiiiiiiicc e 15
2.3.2.4 DNA BiyOSENSOTIEIT 1...vvviiieiiiieiie i 15
2.3.2.5 IMMUNOSENSOTIET .....vvvvevcvcecececeeeeeeeeeesetetete ettt ese e s sttt st seseseseseseseeees 16
2.3.3 Elektrokimyasal BiyoSenSOTIEr .........cccooviiiiiiiiiiiiic e 17
2.3.3.1 Amperometrik BiyoSensOTIer...........ccuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiccee 17

vi



2.3.3.2 Potansiyometrik BiyOSENSOTIET ........ccoiviiiiiiiiiiiiieiicec e 18

2.3.3.3 Yari Iletken Temelli BiyOSENSOIIEr...........ccevevevieeverieeieiereiseseveseseeisse e, 18
2.3.3.4 Optik Temelli BiyoSenSOTIET........ccccviiiiiiiiiiiiiiciecc s 19
2.3.3.5 Piezoelektrik Temelli BiyosensoOrler........cccovvvviviiiiiiiiiiiiiiiieie e 19
2.3.3.6 Kalorimetri Temelli BiyosensOrler .........ccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiie e 20
2.3.3.7 Biyosensorlerde Aranan OzelliKIer........coovveuevevevererereeeeeeeeeeeeee e 21
2.4, ENZIMIET ..ot 23
2.4.1 Enzimlerin TaritiGeSi......ccuiiieiiiiiiie it 24
2.4.2 Enzimlerin Yapist ve OZellIKICTT .........coviiiiiiiiiiiicieec e 24
2.4.3 Enzimlerin Siniflandiriimas: ve Numaralandirilmast...........ccooeeviiiniinniee, 26
Enzim sinifi 1: OksidorediKtazIar..........ccocoiiiiiiiinieiese e 26
Enzim sinifi 2: Transferazlar ... 26
Enzim sintfi 3: HIArolazlar ... 27
ENzim Sinifi 4: LIYAZIAT .....ocoiiiiee e 27
ENzim sinifi 5: 1ZOMEIAZIAT...........ccoviiieieieiece e 27
ENzim S1nif1 6: LIGAZIAT ......ccvoeiiicciece e 27
2.4.4 Enzimlerin ¢alisma meKaniZmasl ........cccueivuieiiieieniieeeiiieeesieessieessiessssseesnineeens 27
2.4.5 Enzimatik reaksiyon hizini etkileyen faktorler............ccooovviiiiiiniiiiiincen, 28
2.4.5.1 SUDSLrat dTISIMI ....eeeiviiiiiii ittt nn e en 28
2.4.5.2 ENZIM A@TISTIMI ..evvviiiiiiieiiiie ettt sttt ettt e e e e e nneeen 28
2.4.5.3 S1CAKIIK e 29
2.4.5.4 Ortam PH ST ..ouiiiiiiiie i 29
2.4.5.5 Ortamdaki SU MIKEATT .....oeiveiiiiiiiieiie e 30
2.4.5.6 AKEIVALOTIET ...t 31
T (111131100 (<) TR 31
2.4.7 Enzim immobilizasyon yOntemIeri..........c.ccveiveriiiiiiiiicie e 33
2.4.7.1 Kovalent baglama ..........cocoveiiiiiiiiiieicceeee e 35
2.4.7.2 AUSOIDSTYON ...t 35

Vii



2.4.7.3 Capraz Baglama (Enzimlerin Birbirine Baglanmasi) ..........ccccccoeiiiieiiininnnne 36

2.4.7.4 TUIUKIAMA ...t 36
2.4.8 Laktat Oksidaz Enzimlerinin OzelliKIEri .........cccoovvevevivceereiereeecreees s 37
2.4.9 Amperometrik Enzim EleKtrotlar .............cccooveviiiiiieie e 37
2.4.9.1 Birinci nesil enzim eleKtrotlar.............c.coveiiiiiiciiii 38
2.4.9.2 1kinci nesil enzim eleKtrotlar ............ccceveveieeuerereiieieceeie e 38
2.4.9.3 Ugiincii nesil enzim eleKtrotlar ............cocoevevceerevereeieceieeseseseseeeeseseseeseienas 39
2.5 Elektron Transfer Aracis1 (Medyatdr) Sisteminin Onemi ...........ccceveevevveeevennene, 39
2.6 Karbon Pasta EIEKIrOtIar...........ccooiiiriiiiceeee e 40
2.7 Alternatif akim (A.C.) impedanst YONTEMI ......ccueereiriieerieiieesie e 41
2.7. KAYNAK OZEH cv.vvvvvveiviiiiciieie ettt 46
2.7.1. Medyatorler ile ilgili galigmalar...........cccoooviiiieiiiiiicie e 46
2.7.2 Enzim Elektrotlar ile I1gili CallSmalar...........cccvvvevevirceeierieecseesseseseeeenenans 47
2.7.3. L-Laktat Tayini ile I1gili CaliSmalar...........c.cccceeveverirererieererieeeseee e, 49
3. MATERYAL VE METOT ..ot 53
3.1. Cihazlar ve Malzemeler ... 53
3.1.1. Elektrokimyasal analiz C1hazi ............ccocoviiiiiiiiiiiicc e 53
3.1.2. Hiicre ve eleKtrotlar .........c.cooiiiiiiiiie e 53
313 PH MEIIE s 54
3. L4 MIIKIO PHPEL ..ottt 54
3150 AZOU ZAZ1 e 54
3.L.6. ST SU..eiiicii 54
3.2. Kullanilan Reaktifler ve OZelliKIEri............ccocvveveverirererereeeeceeie e, 54
3.3 Hazirlanan COZEILIET .......c.eviiiiiiiiii e 55
3.3.1. Fosfat Tampon COZEILIST......oovverriiiieiiieieieesee e 55
3.3.2. TRIS TAMPONU ...ttt 55
3.3.3. ENZIM GOZEIHIETT ....veeiiiieiiice e e 55
3.3.4. Laktik ASit COZEITIST ...uveiiiiieiiiieiiie e 56

viii



3.3.5. Girisim ¢alismalarinda kullanilan ¢ozeltiler ............ococeviieiiii i 56

3.4. BCC ve CDKNT ile Modifiye Edilmis Karbon Pasta Enzim Elektrotlarin

Hazirlanmast .........oociiiiiiiiii 56
4. DENEY SONUCLARI VE BULGULAR .......cccccoiiiiiiiiiice e 58
4.1. Biyosensoriin Hazirlanma Kosullarinin Optimizasyonuna Ait Bulgular ........... 58
4.1.1 Biyosensériin Elektrokimyasal OzelliKIeri ............coevveevevereriicreiiieresiceessenans 58
4.1.2 Empedans OIGUMICTT ........coviiiiiiiiiiiiicic e 59
4.1.3 BCC’nin Medyator Ozelliginin InCelenmesi ............ccovveveveveveeeeeeerseeeeeennn, 61
4.1.4. BiyosensoOr Cevabina Enzim Miktarmnin EtKisi ......ccccovvviiiiiniiiiniicc i, 64
4.1.5 Biyosensor Cevabina Cok Duvarli Karbon Nanotiip Miktarinin Etkisi ........... 65
4.1.6 Biyosensor Cevabina Benzo [C] sinnolinin Miktarinin Etkisi .........ccccccevveennee. 66
4.2 Biyosensoriin Caligma Kosullarinin Optimizasyonuna Ait Bulgular .................. 67
4.2.1 Optimum S1CAKIK .....oviiiiiiiiiii e 67
4.2.2 OPtIMUM PH .o 67
4.2.3 Calisma Potansiyeli........cccieiiiiiiiiiiiiie s 68
4.2.4 Substrat Derisiminin EtKiST......ocovviiiiiiiiiiiiiiiiiie e 69
4.3 Enzim Elektrotla Yapilan Calismalara iliskin Sonuglar..........ccccocovevevvueveiennnnn. 70
4.3.1 Cevap stiresinin belirlenmesi .........cccocvieriiiiieiieiicse e 70
4.3.2 Tekrar kullanilabilirlik ve tekrar tiretilebilirlik.............occconiiniiiini, 71
4.3.3 R OMIT ...t 73
4.3.4 CPE -BCC-CDKNT-LOD ile insan serumunda laktik asit tayini .................... 74
4.3.5 Girisim etKiSinin INCEIENMEST .....vvviiviieiiiieiiie e 75
5. SONUGLAR ..ot ettt st be e e be e saeeanbeesbeeeteeas 77
KAYNAKLAR ..ottt sttt e e saesbeenteeneenneenseanee e 88
OZGECMIS ..ottt 95



SEKILLER DiZiNi

Sayfa

Sekil 1. 1 BCC'nin MOIeKUl YapISL.......ciiiiieiiiieiiiii it 3
Sekil 2. 1 Karboksilli asitlerin geometrik yapiSi......cccvcvviriiiiiiieiiiiesniie e 4
Sekil 2. 2 Karboksilli asitlerin asitliZi .........cccervveiiiiiiiiiiiiieeee e 5
Sekil 2. 3 : Laktik asidin kimyasal yapist .........ccocvrviiiiiiiiiiieiieceeee e 6
Sekil 2. 4 Biyosensor bilesenlerinin sematik gosterimi (Y1lmaz 2012) ........ceeueneee 13
Sekil 2. 5 Bir piezoelektrik sensorii ( Faccio ve ark. 1995) ..o 20
Sekil 2. 6 Substrat derisimi ile tepkime hiz1 arasindaki iliski.........ccccoeeviiiiiiniinnnnnn, 28
Sekil 2. 7 Enzim derisimi ile tepkime hiz1 arasindaki iligki ........cccoooeiiiiiiiniinnnnne 28
Sekil 2. 8 Sicakliga bagli olarak enzimlerle gerceklesen tepkimelerin hizina iliskin
OFATIK .o 29

Sekil 2. 9 Farkli pH larda ¢alisan enzimlere ait tepkime hizi pH grafigi ................. 30
Sekil 2. 10 Tepkime hizinin ortamdaki su miktari ile iliskisi........ccocevviiiiiieniiinennnnn, 31
Sekil 2. 11 Aktivator miktart ve tepkime hizi arasindaki iligki ..........cccooveviiiiiinnns 31
Sekil 2. 12 Inhibitdr miktar1 ve tepkime hiz1 arasindaki iliski.............cocevereriveneennn. 32
Sekil 2. 13 Enzim immobilizasyon yontemleri.........cccooevieviiiiiiiniiiiciiccseesieee 34
Sekil 2. 14 Medyatorlii ve medyatorsiiz elektrotta elektron transferi............ccoceeeene 40
Sekil 2. 15 Impedans egrilerinin sematik yaklagimi............cccovcveriirerercresierennnennn. 43
Sekil 2. 16 Esdeger devre modeli .........ccueeiiiiiiiiiiiiiici e 44
Sekil 2. 17 Sekil 2.16°de verilen elektrik devresinin impedansinin Nyquist diyagrami
................................................................................................................................... 45
Sekil 3.1 Olgiimlerde kullanilan hiicre SiStEMi...........cooveveueuieeeeeeeiirieee e, 53

Sekil 4.1 Modifiye edilmemis ve modifiye edilmis elektrotlarin doniigiimli
voltamogramlar1 a) Sade KPE b) KPE-BCC ¢) KPE-BCC-CDKNT (0,05
molL™, pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1 V/s™ tarama hiz1)....................... 59

Sekil 4. 2 (A) Sade KPE (B) a: KPE-BCC, b: KPE-CDKNT, c: KPE-CDKNT-BCC
elektrotlarinin Nyquist egrileri (5,0 mmolL™ Fe(C N)53'/4' iceren 0,10 molL”
LR CLGOZEISINAC) . ..o 61



Sekil 4. 3 KPE-BCC’ nin sulu ortamda kaydedilen CV’si (0,05 molL?, pH 7,0 fosfat
tamponu, oda sicakligs, 0,1 Vs™ tarama hiz1)................ccccooeeiiiiil., 62

Sekil 4.4 KPE-BCC-CDKNT-LOD’nin laktik aside duyarliligi (N, ortam) (0,05
molL?, pH 7,0 fosfat tamponu, -0,4 V, oda sicakligl)........................ 63

Sekil 4.5 Laktik asit tayini i¢in hazirlanan BCC modifiye elektrotun ¢aligma ilkesi
(Eing Ve Eyiix enzimin yiikseltgenmis ve indirgenmis halleri, BCCing Ve
BCC,i BCC’nin indirgenmis ve yiikseltgenmis halleri)..................... 64

Sekil 4.6 KPE-BCC-MWCNT-LOD cevabi iizerine enzim miktarinin etkisi (0,05
molL™, pH 7,0 fosfat tamponu, -0,4 V, oda sicaklif1)........................ 65

Sekil 4.7 KPE-BCC-MWCNT-LOD cevabi lizerine CDKNT miktarinin etkisi
(0,05 molL™, pH 7,0 fosfat tamponu, -0,4 V, oda sicaklig)................. 66

Sekil 4.8 KPE-BCC-MWCNT-LOD cevabi tizerine BCC miktarinin etkisi
(0,05 molL™, pH 7,0 fosfat tamponu, -0,4 V, oda sicaklig )................. 67

Sekil 4.9 KPE-BCC-MWCNT-LOD cevabr iizerine pH’min etkisi (0,05 molL™, pH
7,0 fosfat tamponu, -0,4 V, oda sicakli@1)............coooiiiiiiiiiiinnn. 68

Sekil 4.10 KPE-BCC-MWCNT-LOD cevabu tizerine ¢alisma potansiyelinin etkisi
(0,05 molL™, pH 7,0 fosfat tamponu, -0,4 V, oda sicaklig)............... 69

Sekil 4.11 Subsrat derisimine bagli olarak farklanan akim degerlerine ait kalibrasyon
grafigi, (iginde: 1,96x10™- 1,27x10% mmolL™ derisim araligina ait
kalibrasyon grafigi; 0,05 molL™, pH 7,0 fosfat tamponu, -0,4 V, oda
SICAKIIZI) o 70

Sekil 4.12 Enzim elektrodun cevap siiresinin belirlenmesine iliskin akim-zaman
grafigi (0,05 molL™, pH 7,0 fosfat tamponu, -0,4 V, oda sicakligy).......71

Sekil 4.13 KPE-BCC-CDKNT-LOD’nin tekrar kullanilabilirligine iligskin kalibrasyon
egrileri (0,05 molL™, pH 7,0 fosfat tamponu, -0,4 V, oda sicakligy)......... 72

Sekil 4.14 KPE-BCC-CDKNT-LOD e ait operasyonel kararlilik (0,05 molL?, pH 7,0
fosfat tamponu, -0,4 V, oda sicaklig1)............ccoooiiiiiiiiiiiii, 72

Sekil 4.15 KPE-BCC-CDKNT-LOD?’ nin tekrar tiretilebilirligine iligkin kalibrasyon
egrileri (0,05 molL™, pH 7,0 fosfat tamponu, -0,4 V, oda sicakligy)........73

Sekil 4.16 KPE-BCC-CDKNT-LOD’ nin laktik aside duyarliliginin zamanla
degisimi (0,05 molL™, pH 7,0 fosfat tamponu, -0,4 V, oda sicakligy)......74

Xi



CIZELGELER DIiZiNi

Cizelge 2.

Cizelge 2.
Cizelge 3.

Cizelge 4.

Cizelge 4.
Cizelge 4.

Cizelge 4.

Cizelge 4.

Cizelge 4.

Cizelge 4.

Cizelge 4.

Cizelge 4.

Sayfa

1 Gida maddelerindeki ¢esitli bilesenler i¢in biyosensoér uygulamalari ... 10

2 Amperometrik biyosenérlerin hazirlanmasinda kullanilan bazi
BNZIMIBT ..., 37

1 Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve temin edildikleri firmalar.54
1 BCC ile modifiye edilmis KPE yiizeyinde 0,05 molL™ fosfat

tamponunun pH 7,0 de doniisiimlii voltamogramlarindan elde edilen pik

potansiyellerinin ve pik akimlarinin tarama hizi ile degisimi.............. 62
2 Insan serumundaki laktik asidin geri kazanim degetleri ....................... 75
3 Girisim yapan maddelerin girigim yUzdesi........ccoovvrveririinieeiinicnien, 75

4 CPE-BCC-CDKNT-LOD’ nin en uygun elektrot bilesimi, ¢alisma
kosullar1 ve performans faktorleri.............ocooiiiiiiiiiiiiiiii i, 76

5 Laktik asit tayini i¢in hazirlanan bazi biyosensorlerin 6zelliklerinin
karsilagtirilmasi /metal bilesikleri(medyator) .........coevviiviiieiiniiiienns 78

6 Laktik asit tayini i¢in hazirlanan bazi biyosensorlerin 6zelliklerinin
karsilagtirilmasi/organik boyar madde(medyator) ...........ccooovevirveneennns 81

7 Laktik asit tayini i¢in hazirlanan bazi biyosensorlerin 6zelliklerinin
karsilastirilmasi/polimer(medyator)..........ccoooverieriiineniiec e 83

8 Laktik asit tayini i¢in hazirlanan bazi biyosensdrlerin 6zelliklerinin
karsilastirtlmasy/medyatorsliZ ........occverveeieeiiieiie e 84

9 Laktik asit tayini i¢in hazirlanan bazi biyosensorlerin dzelliklerinin
karsilagtiritlmasi/son yillarda yapilan .........ccccceoviiiiiiiiiiii, 86

Xii



1.GIRIS

Laktik asit (CsHsO3, MA: 90,08 g/mol, Erime noktasi: 53 ° C); polar, suda
kolaylikla ¢dziinebilen, renksiz ya da sarimsi renkte olabilen bir organik asittir. ilk
olarak eksimis siitten elde edildigi icin siit asidi olarak da bilinir. Laktik asit ¢ozelti

ortaminda bir protonunu kaybettiginde laktat iyonunu olusturur (CH3CH(OH)COOQO").

CH,CH(OH)CO,H < H" +CH,CH(OH)CO,  Ka=1.38x 10" 1)

Laktik asit insan viicudunda c¢esitli ve 6nemli proseslerde gorev almaktadir.
Insan viicudunda, normal metabolizma hizinda veya egzersiz durumunda
fermantasyon prosesi ile laktat dehidrogenaz enziminin piruvata etki etmesi
sonucunda  L-laktat  olusur. Kandaki L-laktat  derisimi  genellikle

1-2 mmolL™ civarindadir (Habermiiller ve ark. 2000, Gispen ve ark. 2000).

Laktik asit birden ¢ok amag i¢in kullanilan bir kimyasaldir. Asitlendirici,
tatlandiric1 ve koruyucu madde olarak gida, tekstil, deri endiistrisinde kullanilmas1 ve
indirgenebilir polilaktik asit polimerizasyonu i¢in hammadde niteligi tasimasi bu

kullanim alanlarina verilecek en basit 6rneklerdir (Toptas 2011).

Bir amperometrik biyosensoriin  spesifik  Ozellikleri; yiiksek oranda
immobilize edilen enzimin aktif merkezi ile uygun bir calisma potansiyelinin
uygulandig1 bir elektrot yiizeyi arasindaki elektron transfer siirecinin kinetigine
baglidir. Yiiksek duyarlilik ve hizli cevap ozelliklerine sahip bir amperometrik
biyosensor gelistirmenin temel 6n kosulu; biyobilesenden elektroda hizli bir elektron

transferini miimkiin kilmaktir (Habermiiller ve ark. 2000, Gispen ve ark. 2000).

Oksidaz temelli biyosensorler, fizyolojik elektron alicist olarak davranan
oksijene bagli olduklarindan; bu aygitlar, oksijen miktarinin ¢ozelti igerisinde azalip
artmasina bagli olarak yanlis sonu¢ vermeye yatkindirlar. Bu yanhishklar
biyosensoriin cevap akimlarindaki degisiklik ve lineerligin en st limitinin

azalmasim igermektedir. Bu durum, oksijen ile elektronlar1 enzimin redoks



merkeziyle elektrot yiizeyi arasinda tasima kapasitesine sahip bir elektron alicisinin
yer degistirmesi saglanarak diizeltilebilir. Bu amacla elektron transfer aracilari
(medyatorler) kullanilmaktadir. Medyatorler, ortamda ¢6ziinmiis olarak bulunan
oksijen ile yarisarak, elektronlari enzimin aktif merkezinden elektrot yiizeyine
tagirlar. Medyator kullanmanin bir sonucu olarak, medyatoriin diisiik redoks
potansiyeli sebebiyle endojen tiirlerin yiikseltgenmesi de minimuma indirilebilir.
Ancak bu yiikseltgenmeler tamamen ortadan kaldirilamaz (6zellikle askorbik asit
icin). Bu endojen tiirler yiikseltgenerek cevap akimlarinda hataya ayrica kullanilan

medyatorii harcayarak ek hatalara sebep olabilmektedir (Beskan 2011).

Literatiir incelendiginde; medyator kullanimina, hazirlanan farkli nitelikteki
amperometrik enzim elektrotlara ve laktik asit tayinine iliskin bilgiler edinilebilir.
Paz Zanini ve ark. (2012) laktik asit tayini ic¢in laktat oksidaz enziminin
laponit/kitosan hidrojelleri ile modifiye edilmis camsi karbon elektroda immobilize
edilmesi ile bir biyosensor hazirlamislardir. Medyator olarak ise ferrosen—metanol
kullanilmigtir. Haccoun ve ark. (2004) L-Laktat tayini i¢in poli (5-hidroksi-1,4-
naftakinon-co-5-hidroksi 3- tiyoasetik asit-1,4-naftakinon) kopolimer filmine
kovalent olarak baglanmis laktat oksidaz enzimini kullanarak amperometrik bir
biyosensor hazirlamiglardir. Wang ve ark. (2008) tarafindan laktat tayini i¢in negatif
yiklii laktat oksidaz enziminin pozitif yiiklii nanoboyuttaki kobalt fitalosiyanin ile
elektrostatik ¢ekiminden yararlanilarak immobilize edildigi kolloidal biyokompozite
dayali bir biyosensor gelistirilmistir. Garjonyte ve ark. (2011) flavositokrom b2
kaynag1 olarak kullanilan ekmek mayasi Saccharomyces cerevisiae ile modifiye
edilmis karbon pasta elektrotlarin laktik asit biyosensorii olarak kullanimini
arastirmiglardir. Piano ve ark. (2010) tarafindan laktik asit tayini i¢in Meldola’s Blue-
Reinecke tuzu ile modifiye edilmis perde baskili karbon elektrot gelistirilmistir.
Perde baskil1 elektrot laktat dehidrogenaz enzimi ve NAD" ile kaplanmis ve elektrot

yiizeyine yarige¢irgen membran olarak seluloz asetat tabakasi biriktirilmistir.

Bu ¢alismada laktik asit tayini i¢in elektron transfer aracis1 (medyator) olarak
benzo[c]sinnolinin (Sekil 1.1) kullanildigr amperometrik enzim elektrot hazirlanmasi
amaglandi. Bu amagla laktik asit tayini ¢ok duvarli karbon nanotiip, BCC ve laktat

oksidazin belirlenen optimum miktarlarda karistirilmasiyla hazirlanan karbon pasta



elektrot (KPE/BCC/CDKNT/LOD)yiizeyindei, enzimatik reaksiyon sonucu olusan
indirgenmis durumdaki medyatoriin - 0,4 V elektrot potansiyelinde tekrar
yiikseltgenmesi esasina dayanilarak yapildi. Enzim elektrodun en iyi ¢alisma

kosullar1 belirlendi ve elektrodun ¢alismasini etkileyen faktorler incelendi.

/ \

N—/N
Sekil 1.1 BCC’nin molekiil yapisi



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Organik Asit

Laktik asit diger tiim organik asitler gibi karboksilli asitler grubuna giren bir
zayif asittir (Ka 1,38x10™ ). Laktik asit molekiilii geometrik olarak diizlemseldir ve
molekiildeki agilar yaklasik 120° dir (Sekil 2.1).
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Sekil 2. 1 Karboksilli asitlerin geometrik yapist

Molekiilde oksijenden kaynaklanan polarlik vardir. Yiiksek enerjili p
orbitallerinden ve tepkimeye acik olan sterik durumdan dolay:r kimyasal etkinlik
gosteren kisim polar olan karboksil grubu iizerindedir. Tepkimelerde molekiiliin
diger kismi fazla etkili degildir. Laktik asit mineral asitlerine gore (HCI, HNOj3 vb.)
zayif bir asittir. Mineral asitlerde pKa ~ 1 veya daha kiigiik, organik asitlerde ise pKa
lar yaklasik bes dolayindadir. Laktik asit mineral asitlerden daha zayif olmasina
ragmen alkollerden ve fenollerden daha kuvvetli bir asittir ¢linkii karboksilat iyonlari

rezonansla kararli duruma gelir ( Sekil 2.2) (Asildag 2006).
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Sekil 2. 2 Karboksilli asitlerin asitligi

Kiigiik molekiil agirhikli karboksilli asitler kokuludur. Karboksilli asitler

(RCO4H) hidrojen baglar: yardimiyla dimerler olusturabilirler (Asildag 2006).

2.2 Laktik Asit

Laktik asit kimyasal olarak alfa hidroksi asit veya 2- hidroksipropiyonik asit
olarak adlandirilan bir organik asittir. Laktik asit; asit grubunun yanindaki karbon
atomunda bir hidroksil grubu olan alfa hidroksi asittir. Eger hidroksil grubu, asit
grubunun ikinci  karbonunda ise bu durum beta-hidroksi asit olarak
adlandirilmaktadir. Merkezi karbon atomu; dort farkli gruba baglandigindan laktik
asit, D (dextro) ve L (levo) olmak iizere iki tane optik izomeri olusturmaktadir (Sekil
2.3). L (+) ve D (-) izomerleri bakteriyel sistemlerde tiretilmektedir. Bu izomerlerden

sadece L formu hayvansal metabolizmada yer almaktadir ( Dizdar 2012).

Laktik asit veya co-hidroksi propiyonik asit, suda ¢oziildiigiinde laktat ve H"

iyonlari verir. Bu bir tersinir reaksiyondur ve bu denge asagida gosterilmistir.

CH,CH(OH)CO,H < H* +CH,CH(OH )CO,
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Sekil 2. 3 : Laktik asidin kimyasal yapisi

2.2.1 Laktik Asidin Tarihgesi

Laktik asidin kimyasal bir bilesik olarak kesfi, 18. yy 1n ortalarinda yasamis
tinlii bir kimyager olan Carl Wilhelm Scheele tarafindan gergeklestirilmistir. Carl
Wilhelm Scheele organik kimya alaninda ¢alisan ilk kimyager olarak bilinmektedir
(H. Benninga 1990). Laktik asit, 1881'de ticari olarak biiyiik 6l¢iide eksimis siitten
elde edilirdi; bu yiizden laktik aside siit asidi de denir. Siitte bulunan laktoz, laktik
maya denilen bakteriler tarafindan laktik aside doniistiiriiliir (Dutta 2006; Chahal ve
Starr 2006).

2.2.2 Laktik Asidin Ozellikleri

e Kimyasal ad1: 2-hidroksipropanoyik asit
e Kimyasal formiilii: C3HgO3

e Molekiiler agirligi: 90,08 g/mol

e Erime noktasi: 53 °C

e Kaynama noktasi: 122 °C (12 mmHg)

e GOriiniim: renksiz ya da sarimsi

e pKa: 3,86 (Ullmann 1990)


http://tr.wikipedia.org/wiki/Carl_Wilhelm_Scheele
http://tr.wikipedia.org/wiki/Carl_Wilhelm_Scheele
http://tr.wikipedia.org/wiki/Carl_Wilhelm_Scheele
http://tr.wikipedia.org/wiki/1881
http://tr.wikipedia.org/wiki/Laktoz
http://tr.wikipedia.org/wiki/Bakteriler

2.2.3 Laktik Asidin Insan Viicudu i¢in Onemi

Laktik asit hayvan, bitki veya mikroorganizma gibi degisik hayat formlarinda
bulunan bir bilesik olup, karbonhidrat ve amino asit metabolizmasinin bir ara tiriini

olarak kendisini gostermektedir (Bogaert ve Naidu 2000).

Laktik asit genel olarak hemen hemen her dokuda mevcut olup, 6zellikle
biyolojik salgilarda miktar olarak daha fazla bulunmaktadir. Ornegin; laktik asit
kanda 1,4 pumolml™®, spermde 4,1 pmolml™, iirinde 0,3 pmolml™ olarak tayin
edilmistir. Insan viicudunda laktik asidin L (+) formunun daha baskin oldugu
goriilmekle beraber, tirinde laktik asidin D (-) formuna da rastlanmistir. Laktik asidin
D (-) formu, karaciger tarafindan metalobize edilmekte olup, laktik asidin bu yiizden
hepatik yetmezlik yasayan ve Ozellikle {i¢ yasin alti ¢ocuklara gida olarak
verilmemesi tercih edilmektedir (Giilseren 2012). Biyolojik sistemlerde, laktik
asidin L (+) formu, pirivik asidin indirgenmesi ile olugmaktadir. Bu hidrojen
transferi NADH bazli enzim olan, laktat dehidrogenaz enzimi ile gergeklesmekte ve
laktik asit seviyesi piruvat derisimine gére ve NADH/NAD® oranma gore
degismektedir. Ayrica, laktik asit bilesen derisimlerinin bazi 6zel dokulara gore
degismesinin yaninda, bir istisna olarak, iskelet kaslarindaki tiim hiicrelerde
laktat/piruvat oran1 her zaman sabit olmaktadir. Yeteri kadar oksijenin bulundugu
ortamlarda, laktat 12 mol, piirivat ise 1 mol olugmakta ve bu oran hep sabit
kalmaktadir. Laktat ve piirivat molekiillerinin hidrofobik dogasi geregi, bu
molekiiller hiicre zarina kolaylikla girebilmektedir. Hiicre zar1 kandaki bu iki
molekiiliin derisimi ve NADH/NAD" redoks dengesi arasinda bir iliski kurmaktadir
(Coban 2008). Ortamda eger oksijen varsa, kas hiicreleri igin gerekli enerji,
adenozin trifosfat (ATP) ya da kreatin fosfat gibi enerji bilesiklerini sentezleyen
glikozun oksidatif indirgenmesiyle saglanmaktadir. Eger ortamda gerekli oksijen
mevcut degilse veya fiziksel aktivite gibi ihtiya¢ olunandan daha fazla miktarda
enerji gerektiginde, gerekli olan enerji glikoliz yolu ile saglanmaktadir. Glikoliz
reaksiyonu, kaslardaki laktik asitin artmasina sebep olmaktadir. Bununla beraber,
fazla asit kan akisina diffuz ederek karaciger ve bobrek tarafindan absorbe edilir.

Fazla asit, karaciger ve bobrek tarafindan emildikten sonra, burada glikoz ve



glukojen sentezi igin kullanilir ve bu metabolik durum laktik asitin oksidatif
indirgenmesi sonucunda agiga ¢ikan enerjiyi kullanir (R. Garjonyte ve ark. 2006).

1930 yilinda, Meyerhof, kullanilan laktik asit ile okside olan laktik asit
oraninin bese bir oraninda oldugunu bulmustur. Laktik asit, karacigerde veya
bobrekte yeniden bir senteze gidildigi taktirde, glikoz molekiilii kan akisina sirkiile
olarak enerjiye veya laktik asite doniisiimiin saglandigi kas hiicrelerine ulasir. Bu
dongiiye, ‘Cori’ dongilisii ad1 verilmektedir. Yapilan calismalarda, laktik asidin
yetiskin bir erkekteki giinliik geri donilisim oraninin 120-150 g arasinda oldugu

belirtilmistir (Giilseren 2012).

Laktik asit dogal yollar ile veya sentetik olarak iiretilebilir (Paz Zanini ve
ark. 2011).

2.2.4 Laktik Asidin Kullanim Alanlar:

Bir¢cok uygulama alanina sahip bir kimyasal olan laktik asidin endiistride
oldukg¢a 6nemli bir yeri vardir. Laktik asidin su anki kullanimi ve uygulama alanlari

dort temel sinifa ayrilir;

e (ida
e Kozmetik
o flac

e Kimyasal uygulamalar

1982°den beri laktik asit pazari, gida ve icecek sanayisi tarafindan
olusturulmaktadir ve bugiin de bu durum devam etmektedir. Uretilen laktik asidin
%50’den fazlas1 hazir gida tirtinlerinde emiilsifiye edici ajan olarak kullanilmaktadir.
Laktik asit bakterileri, 6zellikle pH’y1 diigiirmeleri, rekabetci olarak davranmalar1 ve
bakteriyosin gibi antimikrobiyal maddeler iiretmeleri nedeniyle gida muhafazasinda

cok fazla yararlanilan mikroorganizmalardir (Toptas 2011).



Teknik Kkalitedeki laktik asit, asitligi diizenleyici olarak sebze ve deri
endiistrisinde kullanilmaktadir. Laktik asidin kullanildig1 diger alanlar ise eczacilik

ve kozmetiktir (Toptas 2011).

Laktik asit kozmetik uygulamalarinda dogal katki maddesi olarak kullanilir.
Oncelikli olarak nemlendirici ve pH diizenleyici olmasina ragmen, antimikrobik
aktivitelerde, derinin temizlenmesinde ve derinin sulandirilmasinda da kullanilir.
Nemlendirici etki dogrudan laktik asidin su tutma kapasitesine baghidir ve laktik
asidin cilt parlatici etkisi tirozinaz olusumunu 6nlemesinden kaynaklanir. Insan
bedeninin dogal bilesenleri oldugundan, laktik asit ve onun tuzu olan laktat, dogal ve
daha giivenli formiillerden yana olan modern egilimlere kusursuzca uyar ve onlari

kozmetikte ¢cok faydali aktif maddeler yapan cilt parlatict1 ve yeniden gencglestirme

gibi etkilere sahiptir (Oban 2008).

2.3 Biyosensorler

Biyosensorler, olgiimii istenen bilesen (analit) ile uygun bir biyoajan
(biyomolekiil) arasindaki fizikokimyasal etkilesimin, donistiiriiciiler (transduser)
yardimi ile elektrik sinyallerine doniistirildiigii ve bu sinyallerin elektronik

yontemlerle analit derisimi cinsinden ifade edildigi analitik cihazlardir.

Biyosensor sistemleri genel olarak ii¢ temel bilesenden olusur. Bunlar, segici
tanima mekanizmasina sahip biyoajan (biyomolekiil), bu biyoajanin analit ile
etkilesimi sonucu olusan fizikokimyasal sinyalleri elektronik sinyallere doniistiiren

cevirici (tranduser) ve elektronik boliimler olarak siralanabilir (Dursun 2009).

Biyosensor, enzim, antikor, reseptor, niikleik asit, hiicre gibi bir biyobilesenin
uygun iletim ve sinyal sistemi ile birlestirilmesi ile hazirlanan analitik bir sistem

olarak da tanimlanabilir ( Castillo ve ark. 2004).



Biyosensorler i¢in uygulama alanlar1 asagidaki maddeler ile 6zetlenebilir;

e Kilinik diyagnostik

e Biyomedikal sektor

e Tarla tarimi, bag-bahge tarim1 ve veterinerlik
e Bakteriyel ve viral diyagnostik

e flac analizi

e Endiistriyel atik kontrolii

e (evre koruma ve kirlilik kontrolii

e Maden isletmelerinde toksik gaz analizleri

e Askeri uygulamalar

Biyosensorler; gida maddeleri, metabolitler, vitaminler, antibiyotikler, ilaglar gibi
organik maddeler, bazi anorganik bilesikler yaninda enzimler, viriisler ve
mikroorganizmalarin tayininde kullanilirlar. Bunlarin disinda, biyolojik oksijen
gereksinimi  (BOD), toksisite ve mutajenite testlerinde de basar1 ile
kullanilmaktadirlar (Yilmaz 2011). Cizelgede gida maddelerindeki gesitli bilesenler

i¢in biyosensor uygulamalar1 6zetlenmistir ( Cizelge 2.1 ).

Cizelge 2. 1 Gida maddelerindeki ¢esitli bilesenler i¢in biyosensor uygulamalari

(Bartlett ve P.N. 1990)

Analit Uygulama | Biyobilesen Doniistiiriicii Tayin Arahg
Yumusak
ickiler,

Glikoz Meyve Glikoz oksidaz | Amperometrik | 50-500 mmolL™

sular ve Sit

0,03-15 mmolL™*

Glikoz oksidaz, (Glikoz)
Glikoz, D-fruktoz 0,01-10 mmolL™
Fruktoz, Sarap dehidrogenaz, Amperometrik | (fruktoz)
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Etanol, Alkol 0,014-4 mmolL™
L-Laktat, dehidrogenaz, (etanol)
L-Malat, L-malat 0,011-1,5
Sulfit dehidrogenaz, mmolL™
Sulfit oksidaz, (L-laktat)
Diyaforaz 0,015-1,5
mmolL™
(L-malat)
0,01-0,1 mmolL™*
(sulfit)
Bal, Sit, 50 x 10°- 10
Fruktoz Meyve suyu | D-fruktoz Amperometrik | mmol™
ve Sarap dehidrogenaz
Nisasta Bugday unu | a- amilaz, Amperometrik
srnekleri Amiloglikosilaz 5x10°%-5 x10™"
ve glikoz mmolL™
oksidaz
Etanol Bira Alkol oksidaz Amperometrik | 0,12- 2,00
mmolL™
Aset aldehit | Alkolli Alkol Amperometrik | 500-33x10*
icecekler dehidrogenaz mmolL™
Polifenol Yesil cay,
tiziim ve Tyrosinaz Amperometrik | 10x10%-10x10*
Zeytin mmolL™
ekstraktlari
Sitrik asit Meyve suyu | Sitrat Liyaz Amperometrik | 0,015-0,5
ve Sporcu mmolL™
icecekleri
Sarap, L-malat
L-malat Meyve dehidrogenaz ve | Amperometrik | 0,01-1,2 mmolL™
sulari ve Salsilat
Cider hidroksilaz
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Askorbik Meyve Askorbat
asit sular oksidaz Amperometrik | 5,0x102-1,2
mmolL™
L-amino Sentetik L-amino asit
asitler ornekler oksidaz ve Potansiyometrik
Horseradis -
peroksidaz
L-glutamat | Gida L-glutomat
aromalar oksidaz ve Amperometrik | 0,05-1,0 mmolL™
NADH oksidaz
Aminler Balik Diamin oksidaz <6 mmolL™
Amperometrik
Biyojenik Balik Diamin oksidaz <9,5x10™
aminler Amperometrik | mmolL™
Histamin Deniz Histamin 0,01 -0,02
arinleri oksidaz Amperometrik | mmolL™
Hipoksantin | Balik Ksantin oksidaz 0,005-0,03
Amperometrik | mmolL™
Nitrat Sentetik Nitrat reduktaz < 0,1 mmolL™
ornekler Amperometrik | nitrat
Ispanak Oksalat oksidaz 0,012-0,1
Oksalat ornekleri Amperometrik | mmolL™
Oksalat oksidaz 0,1-2,0 mmolL™
Oksalat Ispanak ve horseradish Amperometrik
ornekleri peroksidaz

2.3.1 Biyosensorlerin Yapisi ve Fonksiyonu

Biyosensorler yiizeye

immobilize edilmis biyolojik sistemler ve bu

sistemlerden gelen bilgiyi olgiilebilir bir sinyale doniistiiren cihazlardan olusur (Sekil
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2.4). Biyolojik bilesen sayesinde belirli bir analite veya analitlere kars1 secgici cevap
alinir ve bdylece girisim etkisi en aza indirgenir. Biyosensorlerin igerdigi biyolojik
bilesenler, segici olarak hedef analitle reaksiyona girer ve analit derisimine bagh

olarak elektriksel sinyal olustururlar (Yilmaz 2012).

Doniistiiriicliniin temel gorevi, analit ile biyolojik olarak aktif materyal
arasindaki etkilesim nedeniyle meydana gelen fizikokimyasal degisiklikleri elektrik

sinyaline doniistiirmektir.

Etkilesim P Sinyal

Analit Bivolojik Daéniistiiriicii ‘ - !

bilesen

N\ re

Katalitik  Affinite
1.Enzimler l.Antikorlar

2 Hiicreler 2.Niikleik asitler
3. Dokular 3.Reseptorler

Sekil 2. 4 Biyosensor bilesenlerinin sematik gosterimi (Yilmaz 2012)

2.3.2 Biyobilesenler

Biyosensorlerin yapisinda gorev alan biyobilesenler ¢cogu kez biyoreseptor
olarak da adlandirilirlar. Bunlarin i¢inde en yaygin kullanilanlar enzimler, dokular,
mayalar, antibadi/antijenler ve antikorlardir. Enzim —substrat ve antikor — antijen

arasindaki etkilesimin ilk adimi1 analitlerin protein molekiillerine baglanmasidir.

2.3.2.1 Enzim Biyosensorleri

Biyosensor teknolojisinin tarihsel gelisimine bakildiginda bu alandaki ilk

caligmalarin enzim sensdrleriyle basladigi goriilmektedir. 1962°de Clark ve Lyons ve
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1967°de Updike ve Hick tarafindan rapor edilen glukoz tayinine yonelik “glukoz
oksidaz enzim elektrodlar1” bu konudaki ilk 6rnekleri olusturmaktadir (Yiicel 2013).
Biyosensor hazirlamada enzimleri kullanmak; spesifiklik bakimindan avantajli ancak
saf enzimin pahali olusu ag¢isindan da dezavantajlidir. Temel bilimlerdeki ilerlemeler
enzimlerin yani sira diger biyolojik materyallerin fonksiyonlarinin da g¢ok daha
ayrmtili bir sekilde ortaya ¢ikarilmasina imkan vermistir. Bu ilerlemelerin dogal bir
sonucu olarak farkli biyolojik materyallerin ve iletim sistemlerinin kombinasyonuyla

cok ¢esitli biyosensorler gelistirilmis ve gelistirilmeye devam edilmektedir.

Bugiinkii sonuca bakildiginda, hangi temel iletim sistemi s6z konusu olursa
olsun pratik ve ticari uygulamalarda enzim elektrotlarinin biiyiik bir Gstiinliigii goze
carpmaktadir. Bilinen enzimlerin yani sira bilinmeyenlerin potansiyel varligi,
piyasada ylizlerce ticari enzim preparatinin bulunabilirli§i ve bu saymin her gecen
giin yiikselmesi enzim sensdrlerinin tartisilmaz istiinligiiniin devam edeceginin bir

gostergesidir (Yiicel 2013)

2.3.2.2 Doku Biyosensorleri

Ik defa 1981 yilinda bitki dokusu temelli elektrot hazirlanmasindan itibaren,
birgok bitki dokusu temelli biyosensor gelistirilmistir. Bitkisel doku materyalleri
kullanilarak olusturulan biyosensorler, izole enzimlerle olusturulan biyosensorlere

bir alternatiftir (Sidwell ve Rechnitz 1986).

Doku biyosensorlerinde enzimin saflastirilmast gerekliligi ortadan kalkar,
ayrica bu biyosensorler bazi enzimler i¢in dogal ortamda artan kararlilik ve diisiik

maliyet gibi avantajlara sahiptirler.

Doku kesitleri kullanildiginda biyosensoriin cevap siiresi genellikle uzundur.

Bu siireyi kisaltmak igin direkt doku kesiti yerine, doku ezilerek veya iyice
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homojenize edilerek hazirlanir. Bdylece difiizyon problemi de azaltilmis olur
(Toprakkiran 2012).

2.3.2.3 Mikrobiyal Biyosensorler

Enzimler yerine mikroorganizmalarla hazirlanan sensorlere mikrobiyal
sensorler denir. Mikrobiyal sensorlerin enzim sensorlerine gore bazi avantajlari

vardir bunlar asagida yer alan maddeler ile 6zetlenebilir:

e Enzimler dogal ortamlarinda bulunacaklarindan dis etkilere karsi daha az
dayaniklidir.
e Mikrobiyal sensorler enzim elektrotlardan genelde daha uzun 6miirliidiir.

e Safenzim yerine hiicre kullanilmasi daha ekonomiktir.

Ancak mikrobiyal sensorler enzim sensorlerine gore bazi dezavantajlara da

sahiptir.

e Hiicre membrani difiizyon bariyeri olusturdugundan membrandan gegemeyen
molekiiller i¢in uygun sensor hazirlanamaz.

e Mikrobiyal sensorlerin cevap siiresi enzim sensdrlerinden daha uzundur.

e Hiicre bir¢ok enzim igerdiginden hedef reaksiyonunun diger enzimlerden

etkilenmesi s6z konusudur (Karadag 2012).

2.3.2.4 DNA Biyosensorleri

Tanima yiizeyi olarak DNA’nin  kullanildigi  biyosensdrlere DNA
biyosensorleri adi verilir ( McGown ve ark. 1995). DNA biyosensorleri, dizisi
bilinen hibridizasyon olaylarinin izlenmesinde (Mikkelsen ve S.R. 1996) veya bu
yiizey ile etkilesime giren maddelerin tayininde kullanilabilir. Bu maddeler, DNA “1

ile; elektrostatik olarak, DNA c¢ift sarmal yapisinin kiigiik ve biiylik oluklarina
baglanarak ya da dogal yapilit DNA’nin baz ciftleri arasina birikerek etkilesebilir.
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Bunun sonucunda da DNA’da bulunan elektroaktif bazlarin sinyallerinde diisiise
veya yiikselise neden olabilirler. Bu sonuca gére de maddenin DNA ile etkilesimi

hakkinda yorum yapilabilir ( Wang ve ark. 2001).

Kullanilan klasik yOntemlere alternatif bir yontem olarak, DNA
biyosensorlerinin yliksek hassasiyetli, kiigiiltiilebilir olmalari, taginabilir ve tek
kullanimlik modellerinin tasarlanabilmesi, ucuz olmalari, diisiikk miktarda giic ve
iriin gereksinimleri olmasi gibi avantajlarinin olmasi nedeniyle giiniimiizde DNA

biyosensorlerinin kullanimi oldukga artmistir ( Lukasova ve ark. 1982).

DNA biyosensorleri kullanilarak DNA-ilag etkilesimleri basarili bir sekilde
algilanabilmektedir. Bu algilama DNA’ya ait elektroaktif bazlar olan guanin/adenin
sinyali iizerinden ya da analizi yapilacak ilacin elektrokimyasal sinyali iizerinden
yapilabilir. Bu sinyallerdeki degisimlere gore DNA-—ilag etkilesimleri hakkinda
yorumlar yapilabilir (Erdem ve ark. 2002).

2.3.2.5 immiinosensorler

Immiinosensdrler, biyospesifik duyar element olarak immiinoaktif maddelerin
kullanildig: bir biyosensor tipidir ve uygun antijen ile antikorun kompleks olusumu
esasina dayanir. Antikor-antijen reaksiyonu son derece sec¢icidir (Parkinson ve
Pejcic 2005). Cok ¢esitli immiinanaliz yontemleri vardir ve bu teknikler toksikoloji
ve patojen algilanmasi alanlarida dahil yaygin olarak kullanilmaktadir (Yousef A.E
2008) .

Immiinosensérlerin -~ kullanim  potansiyellerinin - nedeni; genel olarak
kullanilabilmeleri, antijen-antikor reaksiyonunun spesifik ve segici olmasi ve
yontemin yiiksek hassasiyetidir. Antijen-antikor kompleksi her tiir algilayicida
kullanilabilir. (Alocilja ve Tahir 2008).
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2.3.3 Elektrokimyasal Biyosensorler

2.3.3.1 Amperometrik Biyosensorler

Amperometri; potansiyel uygulanmis elektrokimyasal bir hiicreden gegen
akim yogunlugunun saptanmasidir. Bu akim yogunlugu elektrokimyasal olarak aktif
taneciklerin (calisma elektrodunda yiikseltgenen ya da indirgenen tiirlerin)
derisiminin bir fonksiyonu olarak tanimlanir. Calisma elektrodunda indirgenen veya
yiikseltgenen madde katyon, anyon veya yiiksiiz bir tanecik olabilir. Ikinci elektrot

referans elektrot olarak i goriir.

Bir elektrot tepkimesinin hizi;

e (ozeltiden elektrot ylizeyine dogru akan kiitle transfer (difiizyon) hizina

e Tepkimeye girecek olan maddenin bir kimyasal tepkime ile olustugu
durumlarda ¢ozelti tepkimesinin hizina

e Adsorplanan tiirler olmasi durumunda, yiizeye tutunma ve yiizeyden koparak
¢ozeltiye gegme hizina

e Elektrot yiizeyindeki madde ile elektrot arasindaki yiik aktarimi yani elektron
aktarim hizina baglidir. Bu ise tepkimeye giren madde tiirline, derisimine,

elektrot malzemesinin tiiriine ve uygulanan gerilime baghdir.

Iletici sistem olarak bir amperometrik biyosensériin kullanilmasi durumunda
potansiyometrik biyosensorlerde oldugu gibi enzim, elektrot sistemini saran bir
membran ic¢inde tutuklanmistir ve bu ikisi arasindaki en biiyiik fark, iiriinlerden

sinyal olusturan tiiriin elektrot yiizeyinde tiiketilmesidir.

Amperometrik esasli ve biyoaktif bilesen olarak enzimlerin kullanildig1 bazi

biyosensorlere iligkin drnekler asagida verilmistir (Emre 2007);

KolesteroEsteraz

Kolesterol Esteri

> Kolesterol (1)

L — Laktat + O, —t2¥a%tez_, pirijyat + H,0, (2)
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Glikoz + O, + H,0 —&%z9staz_, GlykonikAsit + H,0, (3)

2.3.3.2 Potansiyometrik Biyosensorler

Potansiyometrik analiz yontemleri, elektrokimyasal hiicrelerde fark edilebilir
bir akim geg¢mezken yapilan potansiyel Olclimlerine dayanan yontemlerdir.
Potansiyometrik ol¢timlerin gerektirdigi diizenekler basit ve ucuzdur ve bir referans
elektrot, bir indikator elektrot ve potansiyel 6l¢tim cihazini igerir (Skoog ve D.A.
1998).

Potansiyometrik sistem, bir voltametrik hiicre (elektrolitik ¢o6zelti), buna
baglantili olan indikatdr elektrot (degisken potansiyel) ve karsilastirma elektrotu

(sabit potansiyel) ile yiiksek empedansli bir potansiyometreden olusur.

2.3.3.3 Yani Iletken Temelli Biyosensorler

Temel sensor olarak metal oksit yar1 iletken alan etki transistorlerini
(MOSFET) ya da iyon duyar alan etki transistorlerini (ISFET) esas alan bu tiir enzim
sensorleri, enzim ile alan etki transistorlerinin birlestirilmesini ifade edecek sekilde
enzim alan etki transistorleri (ENFET) olarak adlandirilirlar. MOSFET lerin,
gazlarin Olglimiine uygun hale getirilmesiyle olusan gaz duyar sensorlerde
(GASFET) adsorblanan gaz molekiillerinin disosiyasyonu ve olusan yiikiin oOksit
tabakasina transferi temel ilkeyi olusturur. Bu durum tabanin dielektrik sabitini
degistirerek ve drain akimda bir modifikasyona yol agarak ol¢lime imkan verir

(Yiicel 2013).
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2.3.3.4 Optik Temelli Biyosensorler

Optik enzim sensorleri iletici sistem olarak optik lifler iizerine uygun bir
yontemle enzim immobilize edilerek hazirlanan Olgiim aygitlaridir. Enzimatik
reaksiyon sonucu meydana gelen kimyasal ya da fizikokimyasal bir degisimin
Ol¢iimiinii esas alir. Sinyal, 151k yansimasi, sa¢ilimi ya da yayimi sonucu meydana
gelir. Dolayistyla optik lifin lizerine enzim immobilizasyonuyla gerceklestirilen optik
esasli enzim sensorleri temelde absorbsiyon, fluoresans, biyoliiminesans gibi temel

ilkeler ¢ercevesinde islev gortirler.

2.3.3.5 Piezoelektrik Temelli Biyosensorler

Piezoelektrik sensorler en genel anlamda karakteristik rezonans frekansindaki
farklanmay1 belirleyerek bir piezoelektrik kristal yiizeyinde toplanan Ornegin
kiitlesinin ol¢iilmesi esasina gore calisan gravimetrik aygitlardir. Sensor se¢imliligi,
kristal yiizeyindeki madde ile spesifik bir etkilesime sahip analitin birikimiyle
iliskilidir. Sensor yiizeyinde bir madde adsorblandigr veya biriktigi zaman
piezoelektrik kristalin rezonans frekansindaki farklanmanin Olciilmesiyle sonuca

ulasilir ( Faccio ve ark. 1995) .

Bir piezoelektrik sensoriin {izerinde enzim immobilizasyonuyla gerceklestirilen
piezoelektrik enzim sensorlerinde, enzim molekiillerine substratlarin baglanmasindan
dolay1r meydana gelen kiitle degisimlerinin, piezoelektrik kuartz diskin titresiminde
sebep olduklar1 farklanmadan yararlanilarak madde miktarina ulagilir. Sekil 2.5°de

bir piezoelektrik sensoriin semasi gosterilmistir.
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Sekil 2. 5 Bir piezoelektrik sensorii ( Faccio ve ark. 1995) .

2.3.3.6 Kalorimetri Temelli Biyosensorler

Hemen hemen tim biyokimyasal reaksiyonlar ekzotermik karakterdedir.
Enzimatik reaksiyon sonucu substratin iiriine doniistimii 1s1 iretimini de beraberinde
getirir. Termodinamigin birinci yasasi Uretilen 1s1 ile molar entalpi arasinda oransal

bir iligkinin varligin1 tanimlamaktadir.

Q=-ny2 Ah 1)

Is1 iiretimi nedeniyle cevreleyen sistemin 1s1 kapasitesi olan Cs ‘ye baglh

olarak yerel bir sicaklik degisimi, AT, gézlenmektedir.

AT =Q/Cs=-n,Y Ah/Cs (2

Enzimatik reaksiyon entalpileri -10 ile -100 kj/mol araligindadir ve birkag
mK civarinda yerel sicaklik degisimlerine denen olurlar. Kalorimetrik biyosensorler
bu sicaklik degisimlerinin ¢ok hassas polikristalin yari iletken ve metal oksit karigimi
termistorler tarafindan algilanarak elektriksel sinyale donistiiriilmesi prensibinden

yararlanir (Lammers ve Scheper 1999).
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2.3.3.7 Biyosensorlerde Aranan Ozellikler

Ideal bir biyosensdriin sahip olmasi gereken bazi ozellikler asagida

Ozetlenmistir:

e Kalibrasyon Ozellikleri: Dogrusal ¢alisma araligi, duyarlik ve gozlenebilme

Sinir1

Ideal bir biyosensor analitin stok ¢dzeltisinin ¢alisma ortamina ilave edilmesi
yoluyla kolaylikla kalibre edilebilmelidir. Kalibrasyon grafigi, bir denge akimina
gore diizeltilmis kararlt hal cevaplariin (Al) belirlenmesi ve analit derisimine (C)
veya logaritmasina (log C/CO0) kars1 grafige gegirilmesi ile ¢izilebilir. Kalibrasyon
grafifinde substrat derisimi ile biyosensor cevabi arasindaki iliskinin dogrusal

oldugu derisim araligina dogrusal ¢aligma aralig1 adi verilir.

Duyarlik, genellikle analitin derisimindeki degisiklige karsi biyosensoriin
cevabindaki degisikligin izlenmesi ile belirlenir. Duyarlik, kalibrasyon grafiginin,
dogrusal c¢alisma araligindan yararlanilarak belirlenen AI/C ya da Al/llog C/Cy

oranindan yani grafigin egiminden hesaplanir.

Gozlenebilme sinir1, optimum ¢alisma kosullarinda sensor ile tayin edilebilen

en diisiik derisim degeridir.
e Segcicilik ve Glivenilirlik

Bir biyosensoriin segiciligi hem enzimin 6zgiilliigiine hem de 6rnekte bulunan
elektroaktif tiirlerin varligmma baghdir. Ideal bir biyosensdr sadece hedef analitin
derisimindeki degisikliklere cevap vermeli ve ortamda bulunan diger tiirlerden
etkilenmemelidir. Bir biyosensor seciciligi iki sekilde belirlenebilir: Birincisi girisim
yapan tiiriin ortama eklenmesi ve biyosensoriin cevabinin dl¢iilmesini icerir. Her tiir
icin kalibrasyon egrisi ¢izilir ve ayni kosullarda analit i¢in ¢izilen kalibrasyon egrisi

ile karsilastirilir. Bu durumda segicilik, analitin tek basina ve girisim yapan tiiriin tek
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basma oldugunda elde edilen sinyal oran1 olarak ifade edilir. ikinci durumda ise,
girisim yapan tiir, belli derisimde analit iceren elektrokimyasal hiicreye ilave edilir

ve segicilik, biyosensor cevabinin varyasyon yiizdesi olarak ifade edilir.

Glivenilir bir biyosensoriin cevabi analit derisimi ile dogrudan iliskili olmali
ve Ornek matriksi iginde bulunan girisim yapan tiirlerin derisimlerinden
etkilenmemelidir. Bu sebepten, biyosensorler igin muhtemel girisim yapabilen tiirler

belirlenmeli ve etkilerinin nasil oldugu tespit edilmelidir (Ustabas 2010 ).
e Cevap siiresi

Ideal bir biyosensoriin cevap siiresinin kisa olmasi istenir. Cevap siiresi
caligma ortamina analit eklemeleriyle kolaylikla belirlenebilir. Cevap siiresi, kararli
hal cevabinin % 90’ma veya % 95’ine ulasilmasi i¢in gegcen siire olarak
tanimlanabilir. Cevap siiresi analit, kosubstrat ve iriinlerin farkli tabaka ve
membranlar boyunca tasinma hizina baglidir. Ayrica, bu tabakalarin kalinligina ve

gecirgenligine de baghdir.
o Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik, bir zaman periyodu boyunca yapilan 6l¢iim sonuglarininin
bir serisinin sagilmasi ya da yayilmasinin 6lgiisiidiir. Bu genellikle dogrusal ¢alisma
araligindaki analit derisimleri i¢in belirlenir. Bir biyosensoriin tekrarlanabilir cevaba

sahip olmasi dogru ve giivenilir analiz i¢in gereklidir.
e Kararlilik

Kararlilik ¢aligma periyodu boyunca biyosensoriin performansinin korunmasi

yetenegidir. Ideal olarak bir biyosensoriin uzun siire kararliligin korumasi istenir.
e Biyosensoér Omrii

Biyosensorlerde kullanilan biyolojik elementler genellikle en az kararh
bilesendir. Bir biyosensoriin en Onemli o&zelliklerinden biri normal ¢alisma

kosullarinda ne kadar siire duyarligin1 korudugudur. Omiir, yapilan 6l¢iim sayisina
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ya da Olgiilen analit derisimine bagli olarak degisebilir. Yiiksek derisimler duyarligin
daha ¢abuk yitirilmesine yol agabilir. Ayrica, drnekte bulunan bazi tiirlerin varligi da
deaktivasyona ugrama siirecini, hedef analitin derisiminden bagimsiz olarak,
hizlandirabilir. Uzun biyosensér omrii i¢in gerekli saklama kosullar1 da énemlidir.
Biyosensoriin  buzdolabinda  saklanmasi, biyolojik elementin  6zelliklerini

korunmasini saglayabilir (Koyuncu Zeybek 2010).

2.4. Enzimler

Enzimler, karbon, oksijen, hidrojen ve azottan olusan, hiicrelerde
biyokimyasal reaksiyonlar1 katalize eden, biyokimyasal olaylarin viicutta yasam ile
uyumlu bir sekilde gergeklesmesini saglayan biyolojik sistemlerin reaksiyon
katalizorleridir. Biyolojik katalizorler olarak da tanimlanan enzimler, besleyici
molekiillerin yikildigi, kimyasal enerjinin depolandigi ve seklinin degistirildigi, basit
oncii  bilesenlerden biyolojik makromolekiillerin yapildigi metabolik yollarda
yiizlerce reaksiyon basamagini katalize ederler. Enzimler islevlerini kendileri

degisiklige ugramadan yerine getirir (Karademir ve ark. 2002).

Enzimler, ileri derecede organize olmus protein molekiillerdir. Hayat canli
hiicre igerisinde zincirleme devam eden biyokimyasal reaksiyonlar dizisi sonunda ya
hiicre gerekli olan makro molekiillerin insa edildigi ya da biiyiikk molekiillerin
pargalanarak enerjinin agiga ¢ikarildigi bir siirectir. Burada enzimlerin gorevi gerek
biiyiilk molekiillerin yikiminda, gerekse biiyiikk molekiillerin yapim siireci olan
biyokimyasal reaksiyon olan basamaklarinda substrat dedigimiz molekiillere

kimyasal bir grubu eklemektir.
Bu kimyasal gruplar ¢ok farkli ve degisik olabilir. Metilen (CH3), amin

(NHy), hidroksit (OH), hidrojen (H), aldehit (O=C-H) ve karbondioksit (CO,) bu
kimyasal gruplara 6rnek olarak gosterilebilir (Aydin 2012).
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2.4.1 Enzimlerin Tarihgesi

Enzim molekiillerinin varoluslar1 bir yiizyili askin siiredir bilinmektedir.
Enzimlerle ilgili ilk ¢alismalardan biri; 1835 yilinda, Isveg asilli kimyaci Jon Jakob
Berzelius’un bazi kimyasal katalizorleri adlandirmasidir. Ik enzim ise saf halde
Cornell Universitesi ‘nde James B. Sumner tarafindan basariyla elde edilmistir.
Sumner, iireaz enzimini erkek tavsandan izole ve kristalize etmeyi basarmistir. Bu

calismas1 Sumner’e 1947°de Nobel 6diiliinii kazandirmistir (Bilen 2009).

Ik ticari enzim 1914 yilinda Alman Roéhm tarafindan iiretilmistir.
Hayvanlardan iiretilen bu tripsin enzimi proteinleri pargalayici etkisi sebebiyle
deterjanlara katilmisgtir. Gida endiistrisinde, 1930 yilinda enzimler meyve suyu
sanayinde kullanilmaya baglanmig, 1960’larda nisasta sanayinde mikrobiyal
enzimlerden en yiiksek diizeyde yararlanilmistir. Nisasta endiistrisi, deterjan

sanayinden sonra enzimlerin kullanildigi en biiyiik ti¢iincti sanayi dalidir.

Endiistriyel olarak iiretilen enzimlerin % 37’si deterjan, % 12’si tekstil, %
11’1 nisasta, % 8’1 firincilik driinleri ve % 6’s1 hayvan yemi sanayi dallarinda
kullanilmaktadir. Giiniimiizde enzim firmalar1 gelisen teknoloji sayesinde artan bir
hizla ¢ok genis uygulama alanlari igin enzim ticareti yapmaktadir. Endiistriyel
enzimlerin % 75’ inden fazlasimi hidrolazlar olusturmaktadir. Protein pargalayan
enzimler ise toplam enzim satisinin yaklagsik % 40’1 olusturmaktadir (Altinel
2008).

2.4.2 Enzimlerin Yapasi ve ozellikleri

Bilinen enzimlerin hepsinin yapisi proteinden meydana gelmektedir. Bazi
enzimlerin yapisi sadece proteinden meydana gelse de, bir¢gok enzim proteinlere ilave
olarak karbonhidrat, lipit, metal, fosfat veya diger organik bilesenleri de

icermektedir.
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Enzim yapisinin biitiinii “haloenzim”; protein kismi “apoenzim”; ve protein
olmayan kismi da “kofaktor” olarak adlandirilmistir. Biyokimyasal reaksiyonlarda
enzimlerin etkiledikleri veya kullandiklar1 molekiiller ise “substrat” ismiyle
anilmaktadir ( Gogiis ve Fadiloglu 2006).

Enzimler dort temel agidan ¢ok giiclii katalizorlerdir:

e Enzimler son derece etkilidirler.

o Siradan kimyasal katalizérlere gore tepkimeleri 10° —10" kez daha hizh
gerceklestirebilmektedirler. Enzimler gosterdikleri bu hiza ulasirken pH,
sicaklik, basing acisindan oldukg¢a 1limli kosullarda calisabilmeyi miimkiin
kilarlar.

e Enzimlerle katalizlenen reaksiyonlar fazla enerji gerektirmezler. Ayrica en
kolay bulunan, en ucuz, en emniyetli ¢oziicii olan su igerisinde ¢alismak
enzimler i¢in miimkiin olmaktadir. Mesela amonyak elde etmek igin
kullanilan Haber prosesinde azot baglamak icin 200- 1000 atm basing ve 500
°C sicaklik gereklidir. Ama azot baglayan bir bakterinin bu islemi yaparken
yiiksek basing ve sicakliga ihtiyaci yoktur.

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

e Enzimler reaksiyonun tipine ve substrata son derece spesifiktirler. Boylece
yiiksek verim ve ¢ok az sayida yan {iriin meydana gelir.

e Enzimlerin ¢ok c¢esitli dogal kontrol mekanizmalar1 vardir.

Enzimlerin aktivitesi, icinde bulunduklar1 sartlara gore diizenlenebilir. Ayrica
kontrol edici kiigiikk molekiiller de enzimatik aktiviteyi azaltabilir ya da arttirabilir.
Enzimler tepkimenin baglamasi i¢in gerekli olan aktivasyon enerjisini diisiiriirler. Bir
enzim daima bir ¢esit tepkimeyi kontrol eder. Hiicre i¢inde iiretilmelerine ragmen
hiicre disinda da etki gosterebilirler. Enzimlerin kontrol ettigi tepkimelerin ¢ogu cift
yonliidiir. Genellikle protein yapili olmalarindan dolayr proteinlerin etkilendigi

faktorlerden etkilenirler (Telefoncu 1986).
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Enzimlerin spesifikligi veya 6zgiilliigl, katalize ettikleri belirli reaksiyonlar
ile 1ilgili oOzellikleridir. Enzimler i¢in c¢esitli spesifiklikler (6zgilliikler)

tamimlanmstr:

e Mutlak spesifiklik: Bir enzimin, yalnizca spesifik bir substratin spesifik bir
reaksiyonunu katalize etmesi 6zelligidir.

e Grup spesifikligi: Bir enzimin, amino, fosfat ve metil gruplar1 gibi benzer
fonksiyonel gruplar1 igeren substrat ile reaksiyonlasmasi ozelligidir.

e Bag spesifikligi: Bir enzimin proteinlerin peptid bag: gibi belli bag tipleri
tizerine etkili olmas1 o6zelligidir.

e Stereokimyasal spesifiklik: Bir enzimin bir bilesigin sadece bir
stereokimyasal sekli iizerine etkili olmasi &zelligidir. Ornegin; arjinaz

enzimi, L-arjinini etkilerken D- arjinini etkilemez (Siimengen 2011 ).

2.4.3 Enzimlerin Siniflandirilmasi ve Numaralandirilmasi

IUPAC’ a gore enzimler 6 sinifta incelenir.

Enzim simifi 1: Oksidorediiktazlar

Oksidorediiktazlar, oksidasyon (yiikseltgenme) ve rediiksiyon (indirgenme)
reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir. Yiikseltgenme; molekiile oksijen eklemekle
veya molekiilden hidrojen ayrilmakla, boylece + degerin artmasiyla olur. indirgenme
ise; molekiilden oksijen ayrilmakla veya molekiile hidrojen eklemekle yani + degerin

azalmasiyla olur. Bu tepkimeleri diizenleyen enzimler 2 gruba ayrilmustr.

e Dehidrogenaz: Hidrojen tasiyan ve aktaran enzimlerdir.

e Oksidazlar: Elektron kaybeden ve aktaran enzimlerdir.

Enzim simifi 2: Transferazlar
Transferazlar, molekiilden H" disinda, baska gruplarin (C, N ve P tasiyan

gruplar) bir molekiilden digerine transferini katalizleyen enzimlerdir.
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Enzim simfi 3: Hidrolazlar
Hidrolazlar, su katilmasi suretiyle baglarin pargalandigi  hidroliz

reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir.

Enzim simifi 4: Liyazlar
Liyazlar, C-C, C-O, C-N ve C-S baglarinm yiikseltgenme ve hidroliz disinda

bir mekanizma ile kiran enzimlerdir.

Enzim sinifi 5: Izomerazlar
izomerazlar, optik ve geometrik izomerlerin rasemizasyonunu Katalizleyen

diger bir deyisle molekiil i¢inde degisiklik yaparak onun uzayda dizilisini degistiren

enzimlerdir.

Enzim simifi1 6: Ligazlar
Ligazlar, yiiksek enerjili fosfatlarin enerjisini kullanarak karbon ile C, O, S, N

arasinda bag olusumunu katalizleyen enzimlerdir. (MEGEP 2007).

2.4.4 Enzimlerin cahisma mekanizmasi

Enzimin apoenzim kismi bir ya da birkag yerinden (aktif bolgelerden)
substrat molekiiliine yapisir ya da baglanir ve bu arada koenzim kismi substrat
tizerindeki baglarla ger¢ek anlamda birlesmeye veya baglanmaya giderek onu
parcalar. Enzimlerin kimyasal yapilari, 6zellikle {giinciil yapilart tam olarak
bilinmediginden (ilk yapisi agiklanan enzim riboniikleaz, 124 amino asitten meydana
gelmistir) ¢alisma  mekanizmalari da  halen tam anlamiyla agikliga

kavusturulamamistir (Yavuz 2005).
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2.4.5 Enzimatik reaksiyon hizim etkileyen faktorler

2.4.5.1 Substrat derisimi

Ortamdaki substrat miktar1 stirekli arttirilirsa; reaksiyon o6nce hizlanir, daha
sonra sabit bir hizla devam eder. Burada anlatilan duruma iligkin grafik asagida
verilmistir (Sekil 2.6).

Tepkime hizi

|
|
' Substrat

Sekil 2. 6 Substrat derisimi ile tepkime hiz1 arasindaki iligki

2.4.5.2 Enzim derisimi

Ortamdaki enzim miktar1 siirekli arttirilirsa; reaksiyon 6nce hizlanir, daha
sonra sabit bir hizla devam eder. Burada anlatilan duruma iligkin grafik asagida
verilmistir (Sekil 2.7).

Tepkime hiz

Enzim

Sekil 2. 7 Enzim derisimi ile tepkime hiz1 arasindaki iligki
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2.4.5.3 Sicakhik

Enzimler 1siya duyarli olup, 1s1l islemler enzimlerin katalitik 6zelliklerinin
azalmasina veya kaybolmasma sebep olabilmektedir. Sicaklik artis1 enzimlerin
aktivitesini arttirmakla birlikte yiiksek sicakliklarda enzimlerin inaktivasyon hizi da
artar. Gida proseslerinde kullanilan enzimlerin ¢gogu 45 ° C nin lizerinde inaktive
olur. Bazi enzimler yiiksek sicaklara diren¢ gosteririler. Kiif ve maya kaynakh
proteazlara gore 1stya daha dayanikli olan papain etin yumusatilmasinda énemli rol
oynamaktadir. Benzer sekilde fungal amilaza kiyasla 1siya daha direngli olan malt

amilazi unlu mamiillerde kullanilmaktadir ( Fadiloglu ve ark. 2004).

Sekilde sicakliga bagli olarak enzimlerle gerceklesen tepkimelerin hizina

iliskin grafik verilmistir (Sekil 2.8).

Tepkime hizi
Optimum
/':en uygun)
1
' Sicakhik (
0 55 (C)
<« —
Calismaz Calismaz
Yapisi bozulmaz Yapisi bozulur

{denature olur)

Sekil 2. 8 Sicakliga bagli olarak enzimlerle gerceklesen tepkimelerin hizina iligkin
grafik

2.4.5.4 Ortam pH’s1

Enzim, substrat ve koenzim molekiillerinde asidik veya bazik gruplar vardir.
ES (enzim-subsrat) kompleksinin en kararli bir sekilde olusmasi (yani hizinin

maksimum olmasi igin gruplarmin belli bir iyonlasma durumunda olmasi) gereklidir.
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Bunun digindaki iyonlagmalarda ES kompleksi zayiflar ve reaksiyon hizi diiser. Bu
optimum bir pH'da reaksiyon hizinin en yiiksek olmasi demektir. Her enzimin 3 ila 8
arasinda degisen bir optimum pH"' vardir. Ancak pek ¢ok enzimin pH"4, 7
dolayindadir. Cok asidik veya ¢Ok bazik ortamlarda enzim molekiilii denatiire

olacagindan, reaksiyon hizi tersinmez olarak sifira diiser.

Enzimlerle yapilan in vitro ¢aligmalarda reaksiyon ortamin tampon ¢ozeltisini
hazirlamak i¢in 6ncelikle enzimin optimum pH'min bilinmesi veya tayin edilmesi
gereklidir. Canli hiicrelerde ortamin pH'inin nétrale yakin oldugu bilinir. Ancak,
biyokimyasal reaksiyonlar sirasinda her enzimin yerel pH' n1 tayin etmek miimkiin
degildir. Bu yerel pH'larda kiigiik degisikliklerin meydana gelerek bu yolla da
reaksiyon hizlarinin ayarlandigi sanilmaktadir (Develioglu ve ark. 1998). Asagidaki
sekilde (Sekil 2.9 ) farkli pH larda galisan enzimlere ait tepkime hizi pH grafigi

verilmigtir.

Tepkime hizi

pH

0 7 14

Sekil 2. 9 Farkli pH larda calisan enzimlere ait tepkime hiz1 pH grafigi

2.4.5.5 Ortamdaki su miktari

Enzimlerin ¢alisabilmesi igin ortamda minimum %15 oraninda su bulunmasi
gereklidir.  Ortamdaki su oraninin  %70'e kadar artmasi  enzimin

¢alismasini hizlandirir.  %70" ten sonra reaksiyon sabit bir hizla devam eder.
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Asagidaki sekilde de yukarida bahsedilen durum grafik olarak ifade edilmistir (Sekil
2.10).

Tepkime hizi

' [1]
0 15 70 Su (%)

Sekil 2. 10 Tepkime hizinin ortamdaki su miktari ile iligkisi

2.4.5.6 Aktivatorler

Enzimin calismasini hizlandiran maddelere aktivator denir. Bilesik
enzimlerde vitamin ve mineraller aktivator olarak gérev yapar. Ortamdaki aktivator
miktarinin artmasi enzimin ¢alismasini hizlandirir. Bu duruma iliskin grafik asagida

verilmistir (Sekil 2.11).

Tepkime hizi

Aktivator

Sekil 2. 11 Aktivator miktar1 ve tepkime hiz1 arasindaki iligki

2.4.5.7 Inhibitorler
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Enzimin  caligmasini engelleyen maddelere inhibitor denir. Inhibitérler
enzimin substrata baglanacag1 aktif bolgeye baglanarak, enzimin
calismasini engeller.

Siyaniir, arsenik, kursun ve civa gibi maddeler enzimler igin inhibitor etki
yapar. Ortamdaki inhibitor miktari artarsa, reaksiyon durur. Bu duruma iliskin grafik

asagida verilmistir (Sekil 2.12).

Tepkime hiz

inhibitér

Sekil 2. 12 inhibitér miktar1 ve tepkime hizi arasindaki iligki

2.4.6 immobilize Enzimler

Immobilizasyon; suda ¢oziinen ve ¢ozeltide serbest hareket edebilen enzim
molekiillerinin suda ¢oziinmeyen reaktif polimerik destek materyaller kullanilarak

hareketlerinin sinirlandirilmasma denir.

Immobilize olmus enzimlerde, enzimin hareketleri sinirlandirilmis ve belli bir
destege veya polimerik matrikste alikonularak tekrar tekrar katalitik aktivite
gdstermesi amaglanmustir. Immobilizasyon uygulamalari sadece enzimlere degil
ayrica hiicresel organellere, mikrobiyal hiicrelere, bitki hiicrelerine ve hayvan

hiicrelerine vb. uygulanabilir.

Immobilize enzimlerin ilk endiistriyel uygulamas: 1969 yilinda Chibata
tarafindan gergeklestirilmistir ve yine ilk olarak hiicre immobilizasyonu Chibata ve
calisma arkadaslarinca 1973 yilinda yiiksek seviyede aspartaz aktivitesine sahip E.
coli “yi poliakrilamit jelinde hapsetmislerdir ( Bozkurt ve B.A. 2004).
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2.4.7 Enzim immobilizasyon yontemleri

Enzim immobilizasyonu yontemleri i¢in ¢ok farkli siniflandirmalar olmakla

beraber Sekil 2.13 *de oldugu gibi bir siniflandirma yapmak miimkiindiir.
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~ ENZIM
IMMOBILIZASYONU

'
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enzim
agregatlari

Enzim

kopolimerizasyonu

Tutuklama

Membran
yiintemler|

Sekil 2. 13 Enzim immobilizasyon yontemleri (Yal¢in 2013)
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2.4.7.1 Kovalent baglama

Kovalent bagl enzim sistemleri ile ilgili ilk ¢alismalar Gruphofer ve Schleith
tarafindan 1953 yilinda diazoaktiflenmis poliamino stirene; a-amilaz, pepsin ve
riboniikleazin immobilizasyonu ile baslamistir. Kovalent baglanma genellikle

enzimin yapisinin ve fonksiyonel gruplarinin bilindigi durumlarda kullanilir.

Kovalent baglama ile immobilizasyon, destek yiizeylerde uygun bir yontemle
etkin bolgeler olusturarak enzim molekiilleri ile destek yiizeyler arasinda kovalent

bag olusturur.

Kovalent baglanma yOnteminin en biiylik avantaji, baglarin ¢ok kuvvetli
olmasi, bdylece her tiirlii akis ortaminda kullanilabilirligidir. Enzim destek materyali
tizerinde yer aldigindan substrat ile temasi kolaydir. Ayrica enzim molekili ve
destek materyali birlikte genellikle 1s1l kararlilik gdsterirler. Yontemin dezavantaji,
destek materyali ile enzim arasindaki siki etkilesimin enzimin dogal

konformasyonunu bozabilmesidir (Bal 2012).

2.4.7.2 Adsorbsiyon

Immobilizasyon igin  kullanilan en basit yontemlerden  biridir.
Biyokomponentin transduser yiizeyine non-Kovalent etkilesimler (hidrojen baglari,
coklu tuz kopriileri, elektron gegis kompleksleri ve Van der Walls kuvvetleri) ile
tutturulmast prensibine dayanir. Adsorbsiyonda kullanilan baglica adsorbanlar;
seliiloz, silikajel, cam, hidroksiapatit, kollajen, kil, polimerik aromatik reginelerdir
(Sahin 2012) .
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2.4.7.3 Capraz Baglama (Enzimlerin Birbirine Baglanmasi)

Bu yontemde kiigiik molekiillii bi veya multi- fonksiyonel reaktifler enzim
molekiilleri arasinda baglar yaparak suda g¢oziinmeyen komplekslerin olusmasini
saglarlar. Immobilizasyon ve capraz baglanma derecesi, protein ve reaktif
derisimine, pH’a ve immobilize edilecek enzime ¢ok bagimlidir. En ¢ok kullanilan
capraz baglama reaktifleri; gluteraldehit, klorformat ve karbonildiimidazol,
heterosiklik halojentirler, bioksiranlar, divinilsulfonlar, pbenzokinon, gecis metal

iyonlar1 ve epiklorhidrinlerdir.

Capraz baglama yontemi ile enzim immobilizasyonu dort farkli sekilde
gergeklestirilir.

e Enzimin yalniz bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu,

¢ Enzimin ikinci bir protein varlifinda bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu,

e Enzimin suda ¢oziinen bir tasiyicida adsorpsiyonundan sonra bifonksiyonel
reaktif ile reaksiyonu,

e Enzimin bifonksiyonel reaktif tarafindan aktivite edilmis polimer tasiyic ile

reaksiyonu.

Capraz baglama reaksiyonlar1 cok yumusak kosullarda gergeklesmediginden
bazi durumlarda onemli 6l¢iide aktivite kaybi sz konusudur (Acar 2009).

2.4.7.4 Tutuklama

Yiiksek molekiil kiitleli biyomolekiiller sentetik veya dogal jel matrikslerde,
yar1 gegirgen membranlarda, misellerde ve mikro kapsiillerde tutuklanarak etkin bir
sekilde immobilize edilebilirler. Jel matriste tutuklamada kullanilan baslica
malzemeler akrilamit polimerleri, jelatin tabakalari, nisasta, kalsiyum aljinat jelleri,

silikon lastigi, polivinil kloriir, polivinil alkoldiir (Asav 2009).
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2.4.8 Laktat Oksidaz Enzimlerinin Ozellikleri

e Stabilite : -20°C de yaklasik 6 ay

e Molekiiler agirlik: 160,000

e Izoelektrik nokta: 4,3+0,2

e Michaelis sabiti: 1,0x10> molL™ (L-Laktat)

e inhibitdrler: Fe™**, SDS

e Optimum pH: 7,5

e  Optimum sicaklik: 35—40°C

e pH Stabilitesi: 4,0—9,8 (25°C, 16 saat)

e Termal stabilit : 50°C altinda (pH 7,0 ; 10 dakika)

2.4.9 Amperometrik Enzim Elektrotlar

Amperometrik biyosensoérlerin hazirlanmasinda kullanilan bazi enzimler ve

etki ettikleri subsratlara Cizelge 2.2° de yer verilmistir.

Cizelge 2. 2 Amperometrik biyosensorlerin hazirlanmasinda kullanilan bazi enzimler

(Yilmaz 2012)

Enzim Substrat

Glukoz oksidaz Glukoz

Laktat oksidaz Laktat

Peroksidaz H20;

Kolin oksidaz Kolin

Ureaz Etanol, metanol, formaldehit
Alkol oksidaz Alkol

Lakkaz Fenolik bilesikler
Glutatiyon rediiktaz Indirgenmis glutatiyon
Tirozinaz Fenolik bilesikler

Pironaz oksidaz

Glutaminaz

Piran halkasina sahip sekerler

Glutamin



2.4.9.1 Birinci nesil enzim elektrotlar

Birinci nesil enzim elektrotlar, sadece biyolojik tanima elementi olan enzim
ve ileticiden olusur ve molekiiler oksijeninin indirgenmesinin ya da reaksiyon sonucu
olusan hidrojen peroksidin yiikseltgenmesinin belirlenmesini esas alirlar. Sabit
potansiyelde kaydedilen akim substrat derisimi ile orantilidir. Clark ve Lyons
tarafindan glukoz tayinine yonelik gelistirilen enzim elektrot birinci nesil enzim

elektrotlara 6rnek olarak gosterilebilir:

Glukoz + 0O, + H,0, — Glukonik.asit + H,0O, (1)

Boyle bir sistem bir platin katot ve bir Ag/AgCl referans elektrottan olusur ve
Pt katoda Ag/AgCl elektroda karst -0,60 V’luk bir potansiyel uygulandiginda,
oksijen derigsimi ile orantili bir akim olusur. Bu durumda oksijenin elektrokimyasal

indirgenme hiz1 oksijenin ana ¢ozeltiden difiizyon hizina baglhdir.

4Ag +4ClI- — 4AgCl +4e”

Ptkatot:O, +4H" +4e” — 2H,0

Birincil nesil enzim elektrotlarda reaksiyon {iriinii olan hidrojen peroksitin
+0,68 V’luk sabit potansiyelde asagidaki reaksiyona gore yiikseltgenmesinden de
yararlanilabilir (Erden 2010).

2.4.9.2 ikinci nesil enzim elektrotlar

Ikinci nesil elektrotlarda analit ve biyolojik tan1 materyali arasindaki tepkime
sonucu ortaya ¢ikan elektroaktif tiirler bir medyator araciligi ile elektroda iletilir.
Yapay veya dogal elektron transfer aracilar1 olan medyatorler (M) iyon aktarimini
kolaylastiracagi ve hizlandiracag: icin daha diisiik potansiyellerde ¢alisma imkani
sunar ve bu sayede ortamda girisim yapabilecek tiirler engellenir. Medyatorlii enzim

elektrodunun ¢alisma prensibi glukoz lizerinden asagidaki esitliklerde verilmistir:
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(Erden 2012)

GO, ng) +2M (1) —> GO,y + 2MGO, +2M ) +2H”

yuk

Glukoz + GO,y — Glikonolakton + GOy in)

yuk)

2M (jng) = 2M () + 267

2.4.9.3 Uciincii nesil enzim elektrotlar

Uciincii nesil enzim elektrotlarimn temelini, enzim ve elektrot arasindaki
dogrudan elektron aktarimi olusturur. N-metilfenotiyazin ve
tetrasiyanokinodimetandan hazirlanan (NMP* TCNQ") gibi organik iletken tuzlar bu
tip elektrotlarda elektrot materyali olarak kullanilabilir (Erden 2010).

2.5 Elektron Transfer Aracis1 (Medyatér) Sisteminin Onemi

Elektron transfer aracisinin kullanildigi enzim elektrotlarin, daha diisiik
elektrot potansiyeli sebebiyle girisim yapan maddelere kars1 daha az duyarli oldugu
bilinmektedir. Medyatorler, biyobilesen ile redoks reaksiyonuna kolayca katilabilen
ve boylece hizli elektron transferine yardimci olan yapay ajanlardir. Elektron
transfercisi olan redoks aracilari, elektronlar1 enzimin redoks merkezinden

elektrodun yiizeyine tasiyan, diisiik molekiil agirlikli redoks giftidir (Sekil 2.14).
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Medyatoria Elektron Transferi

AnalitXE"nyuk‘-ye_\E %
U ran E NZing) [

Elektrot

Medyatorsuz Elektron Transferi

Elektrot

(Beskan 2011)

Indirgenmis enzimle hizli reaksiyon vermesi,

Kararl indirgenmis ve yiikseltgenmis formlarinin olmasi,
Indirgenmis formunun oksijenle reaksiyon vermemesi, calisma kosullarinda
kararli olmasi ve elektron aktarimi sirasinda yan reaksiyonlara katilmamasi,

Numunedeki diger elektroaktif tiirlerden daha diisiik bir redoks potansiyeline

Sekil 2. 14 Medyatorlii ve medyatdrsiiz elektrotta elektron transferi

Ideal bir medyatdrde aranilacak 6zellikler su sekilde siralanabilir:

sahip olmasi ve toksik olmamasi (Chaubey ve Malhotra 2002).

2.6 Karbon Pasta Elektrotlar

Karbon pasta elektrot ilk kez 1958’de Adams ve grubu tarafindan
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yaymlanmistir. Rapor edilen bu sensérde kullanilan ve karbon tozu ile elektroaktif
olmayan sivi baglayicidan olusan karisim karbon pasta olarak adlandirilmistir.

(Svancara ve ark. 2001)




Modifiye karbon pasta elektrotlar ise suyla karismayan cesitli organik
baglayicilarla grafit tozunun karistirilmasiyla hazirlanirlar. Bu sayede kolayca
yenilenebilir modifiye yiizeyler elde edilebilir. Modifiye edici ajan genellikle tek bir

maddeden olusurken pasta iki ya da daha fazla bilesen igerebilir.

Modifiye edici madde basitge grafit ve pasta karigimidir. Modifiye edicinin
pasta igersindeki bilesimi genellikle % 10 ile 30 arasinda degismektedir. Bu durum
modifiye edici maddenin pasta yiizeyindeki aktif kistmlarinin kapasitesine baglidir.
Modifiye karbon pasta elektrotlarin hazirlanmasi olduk¢a kolaydir ve modifiye
elektrodun hazirlanmasi i¢in birden ¢ok yontem bulunmaktadir. Modifiye edicilerin

fonksiyonu 4 farkli sinifta toplanabilir.

* Arzu edilen tiirlerin se¢imli tuzaklamasi

* Baz1 molekiillerin immobilizasyonu ile elektrot reaksiyonuna aracilik
kazandirilmasi

» Katalitik reaksiyonda rol oynamasi

» Karbon pasta elektrodun yiizey 6zelliklerinin degisimi ( Sar 2008)

2.7 Alternatif akim (A.C.) impedans1 yontemi

Elektrot direncini belirleme yontemlerinden birisi de elektrodun ylizey
yapisini bozmayan elektrokimyasal bir teknik olan alternatif akim (AC) impedans
teknigidir. Yiiksek direngli ortamlarda da 6lgme yapilabilmesi, diger yontemlere gore
ustiinliik saglamaktadir. Yontemin 0zli, metal/cozelti ara yiizeyinde olusan cift
tabakanin uygulanan alternatif akim impedansinin Olgiilmesine dayanmaktadir.
Elektrot yiizeyine degisik frekans araliginda kii¢iik genlikli, diisiik frekansli alternatif
akim belli siirelerde uygulanmaktadir. AC impedans teknigi ile 6l¢iilen polarizasyon
direnci (Rp) toplam dirence esittir. Polarizasyon direnci; yiik transfer direncine (R¢=
Rf faradik diren¢ de denir) ek olarak ¢ift tabakanin kapasitif direncini (R¢), difiiz
tabaka boyunca olusabilecek indiiktif direnci (Rg) ve disa dogru birikintilerin
olusturdugu birikinti direncini (R,) vb. icermektedir (McCafferty 2005). AC
impedans yontemiyle degisik ortamlarda elde edilen kompleks diyagramlar

incelendiginde genel olarak yarim daireden sapan koniklerin (basik yari-daire:
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depressed semi-circle) elde edildigi goriiliir. Sapma daha ¢ok diisey eksen boyunca

gosterilen kompleks impedans tlizerinde yogunlagsmaktadir.

Yapay elektronik bir esdeger devre yardimiyla elde edilen kompleks
diyagramlar teoriden beklenen yarim daire bigimine tam uymakta, aliiminyum ile
elde edilen diyagramlar ise yarim daireye ¢ok yaklagmaktadir. Yapay hiicrelerde
gercek kondansatorler kullanilmakta, aliiminyum yiizeyinde olusan ince oksit filmi
de gercek bir kondansatore yakin 6zellik gostermektedir. Aliiminyum yiizeyindeki
ince oksit filmi disinda kalan pordéz oksit ve difliz tabakanin toplam kapasiteye
katkis1 6nemsiz kalmaktadir. Oysa herhangi bir basit sistemde, 6rnegin Fe/¢ozelti
sisteminde difiiz tabakanin etkisi 6nemli olmakta ve metal/cozelti ara yiizeyinin
temsil ettigi kondansatdr gergek bir kondansatdrden farkli davranmaktadir. Gergek
bir kondansatoriin plakalarinda yiikler elektron hareketleri ile denetlenirken
metal/cozelti ara yiizeyinde; metal tarafini elektronlar ¢ozelti tarafini ise iyonlar
denetlemektedir. Elektron ve iyonlarin biiyliklilk ve hareketlilik bakimindan
farkliliklari, teoriden beklenen degerlerin sapmasina neden olmaktadir. AC
impedans1 yonteminde kiigiik alternatif akim frekanslarinda gozlenen indiiktif

luplarin olugsmasi da ayn1 nedenlere dayaniyor olmalidir (Erbil 1987).

Nyquist diyagramlarinda diisiik ve yiiksek frekanslardaki reel impedans farki Rt
cift tabakanin yapisina gore; iyonik kisimda metal yiizeyine adsorbe olan iyonlar ile
metal yiizeyinden ¢ozeltiye dogru en az 10”° — 10°® m uzakta bir OHP (dis Helmholts
tabakasi) tasarlanabilir. Lugin kapilerinin metal ylizeyinden en fazla 10* m uzakta
oldugu varsayildiginda, Lugin kapileri ve OHP arasinda 6nemli bir mesafe vardir
(OHP“nin kalmhgmndan 10* — 10° kat daha fazla uzaginda). Difiiz tabakada
adsorplanmis tiirler (herhangi bir molekiil ya da iyon varligi) ve ¢ozelti bolgesine
karsilik gelen her bir katki, 6lgiilen direngte hesaba katilmak zorundadir (Sekil 2.15).
Bu goriise gore, direng, metal/ OHP arasinda Ri‘ye esit olmak zorundadir. Diger
biitiin direncler akim iizerinde basit (kiiciik) direngler olarak diisiiniilmelidir. Oyle ise
Olciilen Rp-R; iliskisi Sekil 2.15°de verildigi gibidir, burada akima karsilik gelen
toplam potansiyel diismesi, Vigplam ve difliz tabakadaki potansiyel diismesi, Vg 'dir.

Nyquist diyagramlarinda diisiik ve yiiksek frekanslardaki reel impedans farki, R,
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olarak degerlendirilmektedir ve Ry biitiin direnglerin toplami olarak alinmaktadir

(Tiiken 2000 ve Ozcan 2004) .

g |
|
|
I i
I - 1
- | _— H Lugie
I T = apllerindn ueu
1
! !
i | ~10"%m
o 10 210 iy
| R, R4 ! =5 ! R :
| ! 1 i i
"Fr L]
Vm]m -—-—-——————/—'1'———|— Fp= By tBEat R R
! vd+l‘-"la+l'*'ls Rp=pnlz:iz_asyn_:hn direnci
/ ] | Ei=Faradails direnc va da
Vg F——— = _ . wile transfar direnci
. ] Fa= dittz tshalta drenci
' E,=hirikintilerin direnci
: 1 E,=p&zelti direnci
R
Ry, Fp
_,—'—'—_"'_H_'_-_'_
—
_-—"""_H_H_'—ﬂ_
_l-::__:_:-\.,__ - e
£\
:_R{_l i
| = RgtRa— — —— — — -
— FL"'Rri_'

Sekil 2. 15 impedans egrilerinin sematik yaklagimi

AC impedans yonteminin uygulanmasinda, ¢ift tabaka kapasitesi ve metal
yiizeyi ile ¢ozeltinin i¢ kismi arasindaki direnclerden olusan bir “Elektronik esdeger

devre tasarlanarak polarizasyon direnci belirlenir (Sekil 2.16).
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Sekil 2. 16 Esdeger devre modeli

R.: elektrolit direnci, Rp: polarizasyon direnci, Cai: ¢ift tabakanin kapasite esdegeri
(kapasitans) dir. Sekil 2.16, bir elektrokimyasal sistemde metal/elektrolit ara
yiizeyinde olusan ¢ift tabakay1 temsil etmektedir. Cift tabaka, kapasitesi “C” olan bir
kondansatdre esdeger kabul edilmektedir. Impedans spektroskopinin temelini

olusturmaktadir.
Bu devrenin impedansi:

. R
Z2=72,+1Z, =R, +——>"—
1+wR C,

W= 24 =+/—1 1)

Burada denklem (1)’in son teriminin pay ve paydast 1-1oR,Cgiile ¢carpimi

R IwR:C,,
Z=R_+ P - i
©1+wWPRICE  1+WRICS
)
Denklem (1) ve (2) karsilastirilirsa, Z, ve Z; asagidaki esitliklere esit oldugu kolayca
goruliir:
R
Z, =R, 2 . 22
1+w R, Cyg
_ WRZC,,
' 1+w? Rstzl
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Z —-|R Ry 2 Z% = sz 3
r_|:c+7:| + i_(7j ()

Denklem (3) merkezi (Rc + Rp/2,0) ve yaricapt Ry/2 olan bir ¢ember
denklemidir. Bu denklemin grafigi Z, yatay eksen ve Z; dikey eksen iizerinde
gosterilerek bir grafik cizilirse Sekil 2.17°de verilen Nyquist diyagrami elde edilir.
Sekil 2.16°de goriildiigii gibi Nyquist diyagramlari, iki boliimden olusmaktadir.
Yiiksek frekans bolgesinde diyagram yarim daireseldir: 2 Ry, Zimax’a esittir
(Gabrieli 1992) Denklem (1) ve (2)’den, frekans sifira yaklastik¢a Z,’nin R¢ + Rp’ye
esit oldugu, frekans sonsuza yaklastikca Zi’nin R.’ye esit oldugu kolayca goriiliir.
Nyquist diyagraminda biiyiik ¢apli yarim daireler, polarizasyon direncinin sayisal
olarak dairenin ¢apina esit oldugunu gosterir. Bu durumda, korozyon hizi kiigiik
olmaktadir. Korozyon arttik¢a, yiik transfer direnci degerleri azalir, dolayisiyla,
Nyquist diyagramlarinda yari dairelerin g¢apt azalir. Teorik olarak elde edilen
denklem (1) ve (2)’ye gore deneysel bulgular bir yarim dairesel egriyi vermelidir.

Ancak, gercek deneysel sonuglarda bazi diizeltme faktorleri gerekmektedir.

'Zi
—Dimax
A
4 Rp/2 '\“’
©Omax C ©=0 7
O Re Rt Rp/2 Re+Rp 3

Sekil 2. 17 Sekil 2.16°de verilen elektrik devresinin impedansinin Nyquist diyagrami

45



2.7. Kaynak Ozeti

2.7.1. Medyatorler ile ilgili calismalar

Casero ve ark. (2000) hidrojen peroksitin substrat ve 1,4-benzokinonon
medyator olarak kullanildigit amperometrik bir nitrik oksit enzim elektrodu
hazirlamislardir. Peroksidaz enziminin aktivitesi nitrik oksit varliginda inhibe olur,
bu nedenle enzim aktivitesindeki diisiis ¢ozeltideki nitrik oksit derisimi ile orantilidir.
Calismada dontigimlii voltametri ile c¢esitli medyatorlerin enzimden elekroda
elektron transfer kabiliyeti duyarlilik ve giivenilirlik degerlendirilerek arastirilmis ve
1,4-benzokinon ve 1,4-naftakinonun metil viyolojen ve
[Ru(phendion),bpy](PF¢).’den daha uygun oldugu ve daha yiiksek verim igin
kullanilabilecegi goriilmiistiir. Biyosensor nitrik okside 2,7x10°-1,1x10° molL™
araliginda dogrusal cevap gostermis ve gozlenebilme smr1 2,0x10° molL™ olarak

rapor edilmistir.

B. Serra ve arkadaglar1 1999 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada laktat tayini i¢in,
laktat oksidaz ve peroksidaz enzimleri ve medyator olarak ferrosenin kullanildig: bir
grafit- teflon kompozit biyosensor gelistirmiglerdir. Gelistirilen biyosensorii siit,
sarap ve yogurt gibi gida maddelerindeki laktik asit miktarim1 6lgmek igin
kullanmislardir. Bu bienzim biyosensor, enzimlerin ve medyatoriin grafit-teflon
matriks igine basit fiziksel bir bagla baglanmasiyla elde edilmistir. Teflon igerigi %
70,0 olan elektrot ile pH 7,4 te ve 0,00 V da calisilmistir. Bu biyosensor dig
gevresinin parlatma yapilarak temizlenebilir olmasi nedeniyle yenilenebilir
niteliktedir ve bu sekilde bu biyosensoriin 6 ay siireyle kullanilabilecegi belirtilmistir.

L- laktat i¢in saptama limiti 1,4 mmolL™ olarak verilmistir.
Garjonyte ve arkadaslar1 flavositokrom b2 kaynagi olarak kullanilan ekmek

mayast Saccharomyces cerevisiae ile modifiye edilmis karbon pasta elektrotlarin

laktik asit biyosensorii olarak kullanimini arastirmislardir. Yiikseltgenmis haldeki
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flavositokrom b2 laktik asit ile reaksiyona girmis ve laktik asit piriivik aside
doniisiirken flavositokrom b2 indirgenmistir. indirgenmis flavositokrom b2
yiikseltgenmis haldeki medyatér ile reaksiyona girmis ve flavositokrom b2
yiikseltgenirken medyatdr indirgenmistir. Indirgenmis medyator tekrar elektrot
yizeyinde yiikseltgenmis ve laktik asit tayini bu prensibe dayanarak
gerceklestirilmistir. Calismada fenazin metosiilfat medyatér olarak kullanilmas,
optimum c¢aligma potansiyeli 0,0 V ve calisma pH’st 7,2 olarak bulunmustur.
Biyosensoriin  glukoz, askorbik asit, asetaminofen, ve etanole karsi segiciligi
arastirtlmis ve sadece askorbik asidin girisim etkisi gézlenmistir. Biyosensor laktik
aside 0,03-1 mmolL™" araliginda dogrusal cevap gdstermis, hazirlanan biyosensoriin
siit, yogurt gibi gercek numunelerde laktik asit tayininde kullanilabilirligi

incelenmistir.

2.7.2 Enzim Elektrotlar ile lgili Calismalar

Giilce ve ark. (1995) siikroz tayini i¢in glukoz oksidaz ve invertaz enzimlerini
platin elektrot yiizeyine kaplanmis poli(vinilferrosenyum) matrikse birlikte
immobilize ederek amperometrik enzim elektrot hazirlamislardir. Polimerdeki PVF*
bolgeleri hidrojen peroksitin yiikseltgenmesi i¢in katalitik etki gostermis ve bu da
elektrodun duyarliliginin artis1 ile sonuglanmistir. Elektrodun siikroza cevabi, DKE’a
karst +0,70 V’luk sabit potansiyel uygulandiktan bir dakika sonra Ol¢iilmiis ve
elektrodun dogrusal ¢alisma arahgi 0—55 mmolL™ olarak bulunmustur. Elektrot
kararliligi 74 giin boyunca 166 6l¢iim yapilarak incelenmis elektrot cevabinin ilk

birka¢ giin maksimum deger gosterdigi sonra azaldigi belirtilmistir.

Junko Motonaka ve ark. (1998) osmiyum kompleksiyle birlikte L- laktat
dehidrogenaz ve D- laktat dehidrogenaz enzimlerini kullanarak L-laktik asit ve D-
laktik asit miktarlarini 6lgmek i¢in bir biyosensor gelistirmislerdir. Elektrodun
karakterize edilmesi i¢in dongiisel voltamogram alinmis ve optimal kosullar
belirlenmistir. Optimal kosullar altinda 6l¢timlerde L- laktik asit i¢in 0,110 mmolL"
! ve D-laktik asit i¢in 1220 mmolL™ lineer aralik oldugu gézlenmistir. Hazirlanan

elektrodun hassasiyetinin bir ay siireyle korundugu da ¢alismada belirtilmistir.
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Paz Zanini (2004) ve arkadaslari laktik asit tayini i¢in laktat oksidaz
enziminin laponit/kitosan hidrojelleri ile modifiye edilmis cams1 karbon elektroda
immobilize edilmesi ile bir biyosensér hazirlamislardir. Medyator olarak ise
ferrosen—methanol kullanilmistir. Calismada en iyi hidrojel bilesimi aragtirilmis ve
loponit/kitosan i¢in en uygun oran 25/50 olarak bulunmustur. Laktik asit biyosensorii
icin dogrusal aralik 1,0-7,0x107 moIL'l, alt tayin siniri 3,8x10° molL?, cevap
zamani 4 saniye ve duyarlilik (0,326+0,003) A cm?M™olarak rapor edilmistir.
Glukoz, metanol, etanol, sitrik asit, asetik asit, lirik asit gibi ¢esitli maddelerin
biyosensOr cevabina etkisi arastirilmis ve sadece askorbik asidin girisim etkisi
gbzlenmistir. Hazirlanan biyosensér bira, sarap ve siitte laktik asit tayininde
kullanilmis ve elde edilen sonuglar standart spektrofotometrik metotla uyumlu

bulunmustur.

Garjonyte ve arkadaslar1 (2011) tarafindan Prusya mavisi ve nafyon film
icerisine farkli kaynaktan elde edilen laktat oksidaz enzimlerinin immobilize
edilmesi ile hazirlanan amperometrik laktik asit biyosensdrlerinin Ozellikleri akis
enjeksiyon analizi ile aragtirilmistir. Prusya mavisi camsi karbon elektrot ylizeyine
FeCl;, KCI, HCl ve Kj(Fe(CN)g igeren ¢ozeltiden 40 saniye boyunca 400 mV
potansiyel uygulanarak biriktirilmis, laktat oksidaz enzimi bu elektrot yiizeyine
damlatilmig ve oda sicakliginda ¢oziiciiniin buharlagmasindan sonra elektrot yiizeyi
nafyon film ile kaplanmstir. Olgiimler Ag/AgCl’e karst -50 mV potansiyelde
gercgeklestirilmis ve hazirlanan biyosensorlerin 0,8 mmolL™* derisime kadar laktik
aside dogrusal cevap verdigi bulunmustur. Caligmada farkli kaynaktan elde edilen
enzim ile hazirlanan biyosensorlerin ¢alisma arali§i agisindan farkli davranig
gostermedigi bulunmustur. En diistik alt tayin sinir1 ise Enterococcus tiirleri kaynakli
liyofilize enzimden 0,6 Unite igeren biyosensérle elde edilmistir. Bu biyosensor ile
0,02 mmolL™ laktik asidin 80 kez enjeksiyonu sonucunda cevap akimmda nemli bir

degisiklik gozlenmemistir.

Arnaldo C. Pereira ve ark. (2007) laktat dehidrogenaz (LDH) ve Meldola

mavisi (MB) ile olusturulan ve doniistiiriicli, sabitleyici, immobilizasyon matriksi
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olarak da cok duvarli karbon nanotiipin kullanildigi bir laktat biyosensorii
gelistirmislerdir. Amperometrik cevap, laktat dehidrogenazin katalizorliiglinde
laktatin NAD" ile verdigi enzimatik reaksiyon sonucunda alinmistir. Enzim Meldola
mavisi iizerine ¢apraz baglarla baglanmis ve daha sonra da ¢ok duvarli karbon
nanotiip tizerine adsorbe edilmistir. Optimum kosullart elde etmek i¢in pH , destek
elektrolit, LDH ve NAD" miktarlar1 ve calisma potansiyeli optimize edilmistir.
Amperometrik sensdr miikemmel bir hassasiyet (3,46 Acm 2 mmol L) gostermistir.
Bu biyosensdr olduke¢a genis bir dogrusal araliga (0,10-10 mmol L) sahiptir. Bu
ozellikleri nedeniyle bu biyosensor kan orneklerinde laktat tayini i¢in son derece

kullanighdir.

2.7.3. L-Laktat Tayini ile lgili Calismalar

Haccoun ve ark. (2004) L-Laktat tayini i¢in poli (5-hidroksi-1,4-naftakinon-
co-5-hidroksi 3- tiyoasetik asit-1,4-naftakinon) kopolimer filmine kovalent olarak
baglanmis laktat oksidaz enzimini kullanarak amperometrik bir biyosensor
hazirlamislardir. Laktat Ol¢timleri oksijenli ortamda film kapli platin elektrotta
AQ/AQCI elektroda karst +0,50 V’luk bir potansiyel uygulanarak yapildiginda
oksijen dogal medyator olarak gorev gormiis ve duyarlilik 350450 pAmolL ™ cm™
olarak bulunmustur. Oksijensiz ortamdaki Ol¢iimlerde ise polimerdeki Kkinon
immobilize bir medyatdr gorevi goérmiis ve film kapli camsi karbon elektrot ile
Ag/AgCl elektroda karst -0,10 V’luk diisiik bir potansiyelde duyarlilik 110+£50
],LAmOIL'lcm'2 olarak bulunmustur. Calismada laktatin son derece diisiik bir
potansiyelde tayini filmdeki kinon grubunun medyator olarak goérev yapmasi ile
aciklanmistir ve kinon grubunun en biliyiikk avantaji ise bu kadar diisiik bir
potansiyelde girisim yapan tiirlerin  yiikseltgenmesinin Onlenmesi  olarak

belirtilmistir.
M.M. Rahman ve ark. (2009), altin elektrot iizerine iletken polimer ( poli-

5,20-50,20 O-tertiyofen-30-karboksilik asit ) ve ¢ok duvarli karbon nanotiip

kaplayarak amperometrik bir laktat biyosensorii gelistirmislerdir. Bu elektrot tizerine
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ayrica laktat dehidrogenaz ve NAD® nin oksidize formu immobilize edilmistir.
Polimer kapli elektrot yiizeyine laktat dehidrogenazla birlikte amin gruplar1 ve
karboksilik asit eklenmesiyle elektrodun okuma sinyali arttirilmistir. Kalibrasyon
egrisindeki r° degeri  0,9995 olarak bulunmustur. Hassasiyet ise 0,0106 | A/l molL™
olarak Olgiilmiistiir. Hazirlanan bu elektrot siit ve insan serum Orneklerinde basarili

sonuglar vermistir.

Wang ve arkadaslar1 (2009) tarafindan laktat tayini i¢in negatif yiikli laktat
oksidaz enziminin pozitif yiiklii nanoboyuttaki kobalt fitalosiyanin ile elektrostatik
cekiminden yararlanilarak immobilize edildigi kolloidal biyokompozite dayali bir
biyosensor gelistirilmigtir. Bu biyokompozit camsi karbon elektrot tizerinde
mitkemmel film olusturabilme ve yliksek adsorplama oOzelliginden dolayr laktat
biyosensorlerinin hazirlanmasinda kullanilmistir. Calismada nanoboyuttaki kobalt
fitalosiyanin sadece enzim immobilizasyonu amaci ile kullanilmamis, ayn1 zamanda
hidrojen peroksitin yiikseltgenmesi icin elektrokatalitik aktivite de gOstermistir.
MnOgznanopartikiiller iceren kitosan film ise askorbik asitten gelebilecek girisim
etkisini azaltmak amaci ile bir dig katman olarak biriktirilmistir. Hazirlanan
biyosensdr 0,020-4,0 mmolL™ araliginda laktata dogrusal cevap gostermis ve yiiksek

dogrulukla gercek numunede laktat tayininde kullanilmistir.

Fumio Mizutani ve arkadaglar1 (1995), poliyon kompleks membran igine
laktat oksidaz enziminin immobilize edilmesiyle laktat tayini i¢in bir elektrot
gelistirmiglerdir. Camsi karbon elektrot polilizin ve laktat oksidaz igeren sulu
¢ozeltiye daldirilmis ve daha sonra poli(4-stirenesiilfonat) eklenerek kurumaya
birakilmistir. Elektrodun laktik aside cevap siiresi 5 s olarak belirtilmistir. Alt tayin
smirt 0,1 pmoIL'1 olarak verilmistir. Bu sekilde hazirlanan elektrot laktik asit,
asetominofen girisimlerini de elimine etmistir. Elektrodun kullanim siiresinin

yaklasik iki ay oldugu belirtilmistir.
Huang ve arkadaglar1 2011 yilinda ¢ok duvarl karbon nanotiiplere ve platin

nanopartikiillere dayanan bir amperometrik laktik asit biyosensor gelistirmislerdir.

Cok duvarli karbon nanotiip ve platin nanopartikiillerden olusan kompozit film camsi
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karbon elektrot iizerine yayilmistir. Enzim modifiye elektrot iizerine adsorpsiyon
yontemi kullanilarak immobilize edilmistir. Enzim immobilize modifiye elektrot
enzim kaybinin 6nlenmesi amaci ile tetraetil ortosilikat ve HCI ile hazirlanan ince bir
sol-gel film tabakasi ile kaplanmustir. Calismada platin nanopartikiil ve nanotiip
kompozitinin sadece ¢ok duvarli karbon nanotiip ile hazirlanan elektroda kiyasla
daha yiiksek katalitik aktivite gosterdigi bulunmustur. Biyosensoér 0,50 V caligsma
potansiyelinde laktik aside 0,2-2,0 mmolL™ derisim araliginda dogrusal cevap
gdstermis, cevap zamani 5 saniye, duyarliligi 6,36 pA mmolLolarak rapor
edilmistir. Girisim ¢aligmasinda biyosensdriin yaygin girisimcilere iyi bir segicilik
gosterdigi bulunmus ve gergek numune analizlerinde referans yontem olarak secilen

spektrofotometrik yontemle uyumlu sonuglar elde edilmistir.

Piano ve arkadaslar1 (2010) tarafindan laktik asit tayini i¢in Meldola’s Blue-
Reinecke tuzu ile modifiye edilmis perde baskili karbon elektrot gelistirilmigtir.
Perde baskil1 elektrot laktat dehidrogenaz enzimi ve NAD" ile kaplanmis ve elektrot
yilizeyine yarigecirgen membran olarak selluloz asetat tabakasi biriktirilmistir.
Modifiye elektrot ¢alisma potansiyeli olarak 0,05 V’un kullanildigi amperometrik
akis hiicresine baglanmustir. Biyosensor laktik aside 0,55-10 mmolL™ araliginda
dogrusal cevap gdstermis ve alt tayin smir1 0,55 mmolL™ olarak rapor edilmistir.

Hazirlanan biyosensor serumda laktat tayininde basari ile kullanilmigtir.

Romero ve arkadaslar1 (2011) laktat oksidaz enzimini platin elektrot
tizerindeki albumin ve musinden olusan hidrojele immobilize ederek bir biyosensor
hazirlamiglardir. Enzim daha sonra glutaraldehit aracilii ile polikarbonat temelli
polimer matrikse ¢apraz olarak baglanmistir. Gelistirilen biyosensoriin ¢alisma
potansiyeli 0,65 V, dogrusal calisma araligi 0,7 pmolL™"-1,5 mmolL™, cevap zamani

90 saniye, alt tayin sir1 0,7 pmolL™" ve raf mrii 30 giin olarak rapor edilmistir.

Kun Wang ve arkadaslar1 2005 yilinda yaptiklar1 bir caligmada negatif yiikli
laktat oksidaz (LOD) ile zit yiikkli nano kobalt fitalosiyaninin elektrostatik
etkilesimle Dbirbirlerine kendiliginden baglanarak olusan bir biyokompozit elde

etmislerdir. Bu biyokompozitin camsi karbon elektrot iizerinde miikemmel film
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tabakas1 olusturma Ozelliginden yararlanilarak laktat tayini ig¢in bir biyosensor
gelistirilmistir. Bu calismada nano kobalt fitalo siyanin sadece laktat oksidazin
immobilize olmasi i¢in degil ayn1 zamanda enzimatik reaksiyon sonucunda olusan
H,O,’nin  oksidasyonu sirasinda gosterdigi  elektrokatalitik etkisinden de
yararlanilmigtir. Bu sensore dig katman olarak MnO; nanopartikiilleri igeren ve bu
sekilde askorbik asidin girisimini engelleyen kitosan tabakasi kaplanmistir .
Optimum kosullar altinda biyosensor genis bir lineer araliga ve yliksek hassasiyete
(3,98 Acm 2 mmolL™) sahiptir. Biyosensor ayni zamanda iyi bir tekrarlanabilirlik ve
uzun bir raf dmriine de sahiptir. Bu biyosensor gercek orneklerde laktat tayini i¢in

kullanilmistir.

J. Haccoun ve arkadaslar1 2004 yilinda laktat oksidazin elektropolimerize
kopolimer film poli(5-hidroksi-1,4-naftakinon-co-5-hidroksi-3-tiyoasetik asit-1,4-
naftakinon) tizerine kovalent baglarla baglandigi bir laktik asit biyosensori
gelistirmiglerdir. Elektropolimerize film Pt elektrot {izerine kaplanmistir. Bu
biyosensoriin hassasiyeti + 0,5 V da 350450 AmolL*cm™ olarak verilmistir.
Biyosensor {iizerine bir kinon grubunun medyatér olarak eklenmesiyle ayni
calismalar bu kez camsi karbon elektrotta yapilmis ve hassasiyet 110 + 40 AmolL™

cm 2 olarak bulunmustur.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Cihazlar ve Malzemeler

3.1.1. Elektrokimyasal analiz cihaz

Amperometrik 6lgme islemleri Electrochemical Analyzer Dropsens 2.0
(Ispanya) marka elektrokimyasal ¢alisma sistemi kullamlarak yapildi. Bu
elektrokimyasal sisteme BAS C3 (Bioanalytical Systems, Inc., A.B.D.), elektrot
hiicre standi baglanarak tiim deneyler bu hiicrelerde gerceklestirildi. Empedans
Olgtimleri bilgisayar baglantili IVIUM marka (lvium Technologies, Hollanda)

elektrokimyasal analiz cihazi ile gergeklestirilmistir.

3.1.2. Hiicre ve elektrotlar

Amperometrik 6lgme islemlerinde Sekil 3.1°de verilen ii¢ elektrotlu 6lgme
sistemi kullanildi. Referans elektrot olarak BAS MF-2052 no’lu Ag/AgCl, Kkarsit
elektrot olarak BAS MW-1034 no’lu platin tel ve ¢alisma elektrodu olarak 15 mg i¢
hacimli karbon pasta elektrot kullanildi.

Sekil 3. 1 Olgiimlerde kullanilan hiicre sistemi
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3.1.3. pH metre
Tampon ¢ozeltilerinin pH’larinin 6l¢tilmesinde Hanna Instruments HI 2211

marka pH metre cihazi kullanildi.

3.1.4. Mikro pipet
Cozelti ilaveleri i¢in Autolab marka + 0,05 pL hassasiyeti olan mikro pipetler
kullanildi.

3.1.5. Azot gaz1
Cozeltide ¢oziinmiis halde bulunan oksijeni uzaklastirmak igin Yaliz Sinai

Tibbi gazlar A.S. firmasindan temin edilen yiiksek safliktaki (% 99,99) azot gazi
kullanildi.

3.1.6. Saf su

(Cozeltinin hazirlanmasinda kullanilan saf su; Purelab Option Q DV 25 marka

saf su cihazindan saglandi.

3.2. Kullanilan Reaktifler ve Ozellikleri
Calismada kullanilan kimyasal maddelerin adlar1 ve temin edildikleri firmalar

Cizelge 3.1 de verilmistir.

Cizelge 3. 1 Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve temin edildikleri firmalar

Kullanilan Kimyasal Temin Edildigi Firma
Laktik asit (C3HgO3) Sigma Aldrich

BCC (Benzo[c]sinolin) Sigma Aldrich

Laktat oksidaz (pediococcus) Sigma Aldrich
Sodyum fosfat dibazik (Na,HPO,) Tekkim

Sodyum fosfat monobazik dihidrat (NaH,PO4.2H,0) Tekkim

Hidroklorik asit (HCI) Sigma Aldrich
Sodyum hidroksit (NaOH) Tekkim %99
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3.3 Hazirlanan Cozeltiler

3.3.1. Fosfat Tampon Cozeltisi

0,05 molL™? fosfat tamponu hazirlamak i¢in hesaplanan miktarlarda sodyum
dihidrojenfosfat dihidrat ve disodyum monohidrojenfosfat tartilarak saf suda
¢ozilildi. Hazirlanan fosfat ¢ozeltilerini istenilen pH’lara ayarlarken 0,210 M NaOH ve
0,10 molL* H3PO4 ¢ozeltileri kullanildi. pH c¢aligsmalarinda kullanilmak {izere
sirasiyla 0,05 molL™* derisimde 5,0; 6,0; 7,0 pH’ larda fosfat tamponlar1 hazirlandu.
Hazirlanan ¢ozeltiler kullanilmadiklari zaman buzdolabinda +4°C’de muhafaza

edildi.

3.3.2. TRIS tamponu

0,05 molL™ TRIS tamponu hazirlamak i¢in hesaplanan miktarlarda tris
(hidroksimetil) aminometan tartildi ve 0,10 molL™ HCIl ¢ozeltisi kullanilarak
istenilen pH degerine ayarlandi. pH ¢alismalarinda kullanilmak {izere sirasiyla 0,05
molL? derisimde 7,5; 8; 8,5; ve 9,0 pH’larda TRIS tamponlar1 hazirlandi. Hazirlanan
cozelti buzdolabinda +4°C’de saklandi.

3.3.3. Enzim ¢ozeltileri

Laktat Oksidaz enzimi (LOD) belirli bir miktar tartilarak ultra saf suda
¢oziildikten sonra 10 pL‘lik (10iinite/10puL)(S1) porsiyonlara ayrildi ve
buzdolabinda -20°C’de muhafaza edildi. Kullanilacagi zaman S1 porsiyonlarmi, S2
(ltnite/10uL), S3 (0,liinite/10uL) ve S4 (0,01{inite/10ul) seklinde porsiyonlara
ayrildi. Elektrodumuzu hazirlarken S4 (0,01inite/10uL) enzim ¢ozeltisi alinarak

karbon pasta enzim elektrot karisimina ilave edildi.
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3.3.4. Laktik Asit Cozeltisi

Calismalarda kullanilan 10 molL™ laktik asit ¢ozeltisi, laktik asidin gerekli
miktarlarda tartilip saf suda ¢6ziilmesiyle hazirlandi. Kullanilmadigi durumlarda ¢ozelti

buzdolabinda +4°C’de saklandi.

3.3.5. Girisim ¢calismalarinda kullanilan ¢ozeltiler

Serumda bulunan bazi tiirlerin hazirlanan enzim elektrodun cevabina etkisinin
arastirilmasi i¢in bu tiirlerin stok ¢ozeltileri hazirlanip hiicreye eklendi. Bu ¢ozeltiler

asagida verildigi sekilde hazirlandr:

L- askorbik asit, {irik asit ve glikoz stok ¢ozeltileri her birinin derisimleri
1,0x102 molL? olacak sekilde ilgili katilarinin tartilip saf suda coziilmesi ile

hazirlandi.

Urik asit stok ¢dzeltisi ise derisimi 1,0x102 molL™ olacak sekilde uygun
miktarda tartilip % 0,45 (k/h)’lik Li,COg3 ¢ozeltisinde ¢oziilerek hazirlandi.

Girisim ¢aligsmalarinda verilen maddelerin fizyolojik derisimleri, stok
¢ozeltilerinin belirli miktarlarinin i¢inde tampon bulunan elektrokimyasal hiicreye

katilmasiyla elde edildi.

3.4. BCC ve CDKNT ile Modifiye Edilmis Karbon Pasta Enzim Elektrotlarin
Hazirlanmasi

BCC ve CDKNT ile modifiye edilmis karbon pasta enzim elektrot asagida
tarif edilen sekilde hazirlandi:

Sade KPE hazirlanirken 15 mg grafit tozu tartildi ve bu karigima 10 pL
parafin yag: eklendi.
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BCC ile modifiye edilmis eletrodumuzda 12,5 mg grafit tozu ve 2,5 mg BCC
tartild1 ve 10 pL parafin yag: eklendi ve elektrot hazirlandu.

CDKNT ile modifiye edilmis elektrodumuzda 11,5 mg grafit tozu ve 3,5 mg
CDKNT tartildi ve 10 pL parafin yag: eklendi ve elektrot hazirlandi.

9,5 mg grafit tozu ve 2,5 mg BCC ve 3,5 mg CDKNT tartildi. Grafit tozu,
BCC ve CDKNT cam bir petri kabinda homojen bir dagilim elde edilene kadar
karistirildi. Bu karigima 10 pL parafin yagi eklendi ve yaklasik 20 dakika spatiil
yardimiyla karistirilmaya devam edildi. Hazirlanan pasta karbon pasta elektrot

govdesi igine yerlestirildi ve elektrot ylizeyi piiriizsiiz bir yiizeyde diizlestirildi.
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4. DENEY SONUCLARI VE BULGULAR
4.1. Biyosensoriin Hazirlanma Kosullarinin Optimizasyonuna Ait Bulgular

4.1.1 Biyosensoriin Elektrokimyasal Ozellikleri

fletken bir maddeyi igeren durgun bir ¢ozeltide bir calisma elektroduna
zamanla dogrusal olarak artan bir potansiyel uygulandiginda akim—potansiyel
egrisinin bir pik seklinde olustugu goriiliir. Bu uygulamada potansiyel taramasi ileri
yonde belli bir potansiyel degerine ulastiktan sonra yine dogrusal olarak azalacak

bigimde ters gevrilirse, bu teknigin ad1 doniisiimlii voltametri (DV) olur.

Elektroda hizli bir potansiyel taramasi uygulandigi zaman potansiyel, standart
indirgenme potansiyeline yaklasir ve madde indirgenmeye baslar. Potansiyel negatif
degerlere ulastikca elektrot yiizeyindeki maddenin indirgenme hizi ve buna bagh
olarakta daha fazla madde indirgeneceginden akim degeri artar. Indirgenme hizi
arttikca akimi, elektrot yiizeyine diflizyonla gelen madde miktari kontrol etmeye
baslar. Difiizyon tabakasi zamanla kalinlasacagi i¢in difiizyon hizi ve dolayisiyla

akim azalir. (Tekin 2008)

Bu ¢alismada kullanilan elektrotlarin elektrokimyasal 6zelliklerini incelemek
amaciyla KPE, KPE-BCC ve KPE-BCC-CDKNT elektrotlar1 ayr1 ayri hazirlanarak
her bir elektrodun 0,05 molL* pH 7,0 fosfat tamponunda déniisiimlii
voltamogramlar1 alindi. (Sekil 4.1). Sekil 4.1 incelendiginde sade KPE yiizeyinde
herhangi bir indirgenme veya yiikseltgenme pikine rastlanmadi. BCC ile modifiye
edilmis KPE’un tampon c¢ozeltideki doniisiimlii voltamogrami incelendiginde
sirastyla -0.66 'V ve -0,44 V potansiyellerinde BCC’ye ait indirgenme ve
yiikseltgenme pikleri gozlendi. Elektrot BCC ve CDKNT ile modifiye edildiginde
indirgenme yiikseltgenme piklerine ait pik akimlarinda artis goriildi. Bu sonug
CDKNT’lerin yiiksek iletkenligi ve genis yiizey/hacim oranlari ile agiklanabilir.
BCC ve CDKNT ile modifiye elektroda enzim eklendiginde pik akimlarinda azalma

goriildi.
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Sekil 4.1 Modifiye edilmemis ve modifiye edilmis elektrotlarin doniisiimli
voltamogramlar1 a) Sade KPE b) KPE-BCC ¢) KPE-BCC-CDKNT (0,05
molL™, pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1 V/s™ tarama hizi)

4.1.2 Empedans ol¢iimleri

Elektrokimyasal empedans spektroskopisi elektrotlarin modifikasyonu sirasinda
elektrot yiizeyindeki empedans degisimleri gdsteren bir tekniktir. Calismada bolim
2.7¢de anlatildig1 gibi sade KPE, KPE-BCC, KPE-CDKNT ve KPE-CDKNT-BCC
elektrotlarinin empedans 6lgtimleri alindi. Sekil 4.2 (A) ve sekil 4.2 (B)’de modifiye

Mo iceren 0.10

edilmis ve modifiye edilmemis elektrotlarm 5.0 mmolL™ Fe(CN)g
molL™ KClI ¢ozeltisindeki Nyquist egrilerini gdstermektedir. Nyquist egrilerinde
sanal empedans (Z") ger¢ek empedansa (Z') kars1 grafige gegirilir. Empedans
spektrumunun Nyquist egrisi, bir dogrusal ve bir yarim halka seklinde iki kisimdan
olusur. Yiiksek frekanslardaki yarim halka elektron tranferinin sinirli oldugu duruma,
diisiik frekanslardaki dogrusal kisimda difiizyon prosesine karsilik gelir. Yarim
dairenin gap1 elektrot yiizeyindeki elektron transfer direncine esittir (Wang 2008).

Sekil incelendiginde sade karbon pasta elektrot ile iyi tanimlanmis bir yarim halka

elde edildigi goriildii. Sade KPE’nin olusturdugu halkanin ¢apinin en biiyiik olmasi
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cozelti/elektrot ara yiizeyinde direncin daha yiiksek oldugu dolayisiyla elektron
aktariminin en diistik oldugu seklinde yorumlandi. Sade KPE, BCC veya CDKNT ile
modifiye edildiginde elde edilen halkalarin gaplar1 sade KPE ile karsilastirildiginda
¢ok daha diisiik bulundu. Bu durumda BCC ve CDKNT’lerin ¢ozelti/elektrot ara
yiizeyinde elektron aktarim direncini diisiirdiigii diistintiildi. KPE-BCC ve KPE-
CDKNT olusturduklart halkalarin ¢aplarimin birbirine yakin olmasina ragmen, KPE-
BCC-CDKNT’nin olusturdugu halkanin capinin tiim elektrotlardan daha kiiclik
oldugu goriildii. Bunun sebebi olarak; CDKNT ve BCC’nin sinerjetik etkisi ile
¢ozelti/elektrot ara yiizeyinin direncinin daha diisiik olmasi, bununla beraber elektron
aktarim hizinin daha biiyiik oldugu sdylenebilir. Sonug olarak KPE-BCC-CDNKT
capmin en kiigiik olmasi elektron aktarimin hizli olmasi ve ¢ozelti/elektrot ara

yiizeyinin direncinin daha da diisiik oldugunu gosterdi.
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Sekil 4.2 (A) Sade KPE (B) a: KPE-BCC, b: KPE-CDKNT, c: KPE-CDKNT-BCC

elektrotlarmin Nyquist egrileri (5,0 mmolL™ Fe(CN)s*™*

molL™ KClI ¢ozeltisinde)

iceren 0,10

4.1.3 BCC’nin Medyator Ozelliginin incelenmesi

Calismada kullanilan Benzo [c] sinolinin (BCC) medyator 6zelligi iki 6nemli
nitelik arastirilarak tespit edildi. Bir molekiiliin medyator olabilmesi i¢in ilk kosul
elektrokimyasal reaksiyon mekanizmasinin tersinir olmasidir. (Nicholson ve Shain
1964) Bu amagla BCC’ nin tersinirligi arastirildi. BCC’nin indirgenme
reaksiyonunun tersinir, yari tersinir veya tersinmez olup olmadigina karar vermek
icin DV deneylerinde elde edilen voltamogramindan yararlanildi. Bu amagla BCC ile
modifiye edilmis KPE’un 0,05 molL™ pH 7,0 tamponunda 0,1 Vs™ tarama hizinda
0,5V - (-1,0) V potansiyel araliginda doniisiimlii voltamogrami kaydedilidi. -0,66 V
ta gozlenen indirgenme pikinden sonra geri tarama yapildiginda -0,44 ta bir
yiikseltgenme piki gozlendi (Sekil 4.3). Bu sonu¢ BCC’nin indirgenme

reaksiyonunun tersinir veya yari tersinir oldugunu diistindiirdi.

Bu amacla, farkli tarama hizlarinda alinan doniistimlii voltametri

deneylerinden yararlanildi (Cizelge 4.1). Tarama hiz1 arttikga pik akimlarinin
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artmast, pik potansiyellerinin daha negatif degerlere kaymasi ve pik genislemesinin
goriilmesi BCC nin sulu ortamda yar1 tersinir bir reaksiyonla indirgendigini
destekledi (Nicholson ve Shain 1964, Greef vd. 1990, Bard ve Faulkner 2001)

Cizelge 4.1 BCC ile modifiye edilmis KPE yiizeyinde 0,05 molL™? fosfat
tamponunun pH 7,0 de doniisiimli voltamogramlarindan elde edilen pik
potansiyellerinin ve pik akimlarinin tarama hizi ile degisimi

Tarama hizi (v) Vs~ Eo/V ip*/ nA Eot/V ip” / LA
0,1 -0,66 -29,031 -0,44 58,872
0,2 -0,69 -77,354 -0,39 100,661
0,5 -0,76 -115,918 -0,35 117,812
0,7 -0,77 -115,506 -0,32 147,397
1,0 -0,79 -101,370 -0,31 170,785
100
50
I 0
]
=< _
Z -50
-100
-150
-15 -1 -0,5 0 0,5 1
Potansiyel, V

Sekil 4. 3 KPE-BCC’ nin sulu ortamda kaydedilen DV’si (0,05 molL™, pH 7,0 fosfat
tamponu, oda sicaklig, 0,1 Vs tarama hiz1)

BCC nin elektrokimyasal reaksiyonunun yari tersinir oldugunun
belirlenmesinden sonra, BCC ile modifiye edilmis KPE nin laktik asite duyarlilig
arastirildi. Bu amagla, azot ortaminda sirastyla KPE - CDKNT - LOD ve KPE —
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BCC — CDKNT - LOD clektrotlar1 hazirlandi. Her bir elektrot 0,05 molL™ pH 7,0
fosfat tamponu igerisinde -0,4 V potansiyelde kararli hal akimlar1 elde edilene kadar
bekletildi. Stok laktik asit ¢Ozeltisinden belirli hacimlerde ig¢inde tampon ¢ozelti
bulunan hiicreye eklendi ve amperometrik dlgiimler alindi. Akim farklar laktik asit

derisimlerine kars1 grafige gecirilerek duyarliliklart karsilastirildi.
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Sekil 4.4 KPE-BCC-CDKNT-LOD’nin laktik aside duyarliligi (N, ortam) (0,05
molL™, pH 7,0 fosfat tamponu, -0,4 V, oda sicaklig1)

KPE-CDKNT-LOD elektrodu kullanilarak azotlu ortamda -0,4 V’ta alinan
Olgimlerden uygun bir Kalibrasyon egrisi elde edilemedi. Sebebinin ise ortamda
medyator 6zelligi gosterecek bir tiiriin bulunmamasi oldugu diisiiniildii. KPE-BCC-
CDKNT-LOD’nin kullanilarak azotlu ortamda laktik asit ilaveleri sonunda elde
edilen akim farklar1 derisime kars1 grafige gecirildiginde yiiksek duyarliliga sahip bir
egri elde edildi. Duyarliliktaki bu artisin nedeninin BCC oldugu sonucuna varildi.
Elde edilen bilgiler 1s181inda bu ¢alismada laktik asit tayini igin BCC’nin medyator

olarak kullanilmasina karar verildi.

Sekil 4.5°de laktik asit tayini i¢in hazirlanan KPE-BCC-CDKNT-LOD’de

gerceklesen olaylar 6zetlendi.
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L-laktat LOD BCC(ind) e
.
Piriivat LODijnqg BCC(yiik)

101313

Sekil 4.5 Laktik asit tayini i¢in hazirlanan KPE-BCC-CDKNT-LOD nin ¢alisma
ilkesi (Eing Ve Eyii enzimin indirgenmis ve yiikseltgenmis halleri, BCCinq ve

BCC,i BCC’nin indirgenmis ve yiikseltgenmis halleri)

Calismada kullanilan BCC asagidaki reaksiyona gore LOD enziminin
yiikseltgenmesinde medyator olarak rol oynadi. LOD enzimi yiikseltgenirken BCC
indirgendi. Indirgenen BCC -0,4 V’ta tekrar yiikseltgendi.

L - laktat + LOD, ,, — Pirtivat + LOD, ,

yuk

LOD,,, +BCC,,, — LOD,, + BCC,,

yuk

BCCind Elektrot (—0.40V) N BCCyUk

4.1.4. Biyosensor Cevabina Enzim Miktarinin Etkisi

Enzim miktarinin elektrot cevabina etkisini incelemek amaci ile diger
bilesenler sabit tutularak 0,0005; 0,001; 0,005; 0,01; 0,05 ve 0,1 U LOD igeren
enzim elektrotlar hazirlandi. Her bir elektrot 0,05 molL™ pH 7,0 fosfat tamponu
igerisinde -0,4 V potansiyelde kararli hal akimlar1 elde edilene kadar bekletildi.
Laktik asit ¢ozeltisinden hesaplanan miktarlarda iginde tampon ¢ozelti bulunan
hiicreye eklendi ve amperometrik Ol¢iimler alindi. Enzim miktariin biyosensor
cevabi lizerine etkisi sekil 4.6’da verildi. En uygun enzim iinitesi 0,01 {inite olarak
belirlendi. (Sekil 4.6 ). Sekil 4.6 incelendiginde 0,01 iinite enzim miktarindan sonra
% aktivitedeki azalma, elektrota immobilize olmus enzimin elektrot yiizeyini bloke

etmesiyle agiklandi..
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Sekil 4.6 KPE-BCC-MWCNT-LOD cevabr iizerine enzim miktarinin etkisi (0,05
molL™, pH 7,0 fosfat tamponu, -0,4 V, oda sicaklig1)

4.1.5 Biyosensor Cevabina Cok Duvarh Karbon Nanotiip Miktarimin Etkisi

Bu c¢alismada kullanilan KPE-BCC-CDKNT-LOD’nin hazirlanmasinda
kullanilacak en uygun ¢ok duvarli karbon nanotiip miktarinin belirlenmesi igin 2,5
mg; 3 mg; 3,5 mg; ve 4 mg CDKNT kullanilarak dort farkli enzim elektrot
hazirlandi. Bu elektrotlarin 0,05 molL™, pH 7,0 fosfat tamponunda ve -0,4 V’ta
laktik asit ilavelerine karsi cevaplart belirlendi ve CDKNT miktarinin biyosensor
cevabi lizerine etkisi sekil 4.7°de gosterildi. Elde edilen sonuglara gore optimum
CDKNT miktar1 4 mg olarak belirlendi. Sekil 4.7 incelendiginde 3,5 mg ile 4 mg
CDKNT {in kullanildig1 elektrotlarin duyarliliklarinin birbirine ¢ok yakin oldugu
goriildii. Karbon nanotiipin pahali bir malzeme olmasi nedeni ile g¢alismanin

devaminda 3,5 mg karbon nanotiip kullanilmasina karar verildi.
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Sekil 4.7 KPE-BCC-MWCNT-LOD cevabi iizerine CDKNT miktarinin etkisi
(0,05 molL™, pH 7,0 fosfat tamponu, -0,4 V, oda sicakligi)

4.1.6 Biyosensor Cevabina Benzo [C] sinnolinin Miktarimin Etkisi

BCC miktarinin enzim elektrodunun aktivitesine etkisini incelemek i¢in diger
bilesenlerinin miktar1 sabit tutulurken BCC miktar1 1,5 mg; 2 mg; 2,5 mg ve 3 mg
olarak degistirilerek dort farkli enzim elektrot hazirlandi. Enzim elektrotlar 0,05
molL™ pH 7,0 fosfat tampon icerisinde daldirildi ve Ag/AgCl’e karst - 0,4 V’da
dengeye gelene kadar bekletildi. 1,010 molL™ stok laktik asit ¢dzeltisinden
hiicreye belirli hacimlerde ilaveler yapildi ve enzim elektrodun amperometrik cevabi
o6l¢iildii. Elde edilen en yiiksek amperometrik cevap 100 kabul edilerek hesaplanan %
aktivite degerleri laktik asit derisimine kars1 grafige gecirildi. En uygun BCC miktar:
2,5 mg olarak belirlendi (Sekil 4.8 ). Sekil 4.7 ve Sekil 4.8 incelendiginde optimum
BCC ve CDKNT miktarlarindan sonra % aktivite degerlerinde meydana gelen
azalma, BCC ve CDKNT’iin elektrot yiizeyini bloke ederek laktik asitin LOD

enzimine ulagmasini engellemesi ile agiklandi.
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Sekil 4.8 KPE-BCC-MWCNT-LOD cevab1 iizerine BCC miktarinin etkisi
(0,05 molL, pH 7,0 fosfat tamponu, -0,4 V, oda sicaklig1 )

4.2 Biyosensoriin Calisma Kosullarinin Optimizasyonuna Ait Bulgular

4.2.1 Optimum Sicakhk

Enzim aktivitesi gii¢lii bir sekilde sicakliga baghdir; clinkii ¢ok yiiksek ve
disiik sicaklik degerleri enzimin inaktivasyonuna yol acabilir. Literatiir
incelendiginde laktik asit tayini i¢in gelistirilen pek ¢ok biyosensor c¢aligmasinda
sicakligin amperometrik cevap lizerine etkisinin incelenmesine ragmen, ¢alismalarin
cogunun pratik olmasi nedeniyle oda sicakliginda gerceklestirildigi goriildii. Bu teze

ait calismalar da oda sicakliginda (25°C) gerceklestirildi.

4.2.2 Optimum pH

pH’ nin amperometrik cevap lizerine etkisini belirlemek amaciyla KPE-BCC-
CDKNT-LOD, hazirlanan 0,05 molL™ farkli pH degerlerindeki fosfat tamponlari
icinde Ag/AgCl’e kars1 - 0,4 V potansiyelde kararli hal akimlar1 elde edilene kadar
bekletildi. Stok laktik asit ¢ozeltisinden belirli hacimlerde ilaveler yapilarak
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amperometrik cevaplar belirlendi. Elde edilen degerler pH’ya kars1 grafige gegirildi
ve optimum pH 7,0 olarak belirlendi (Sekil 4.9).

Literatiir incelendiginde serbest enzimin (LOD) pH’smin 7,5 olarak rapor
edildigi goriildii. (Suman ve Pundir 2005) Bu calismada belirlenen optimum pH
degeri literatiirdeki pH degeri ile karsilagtirildiginda 0,5 birimlik kayma oldugu
gorildii. Bu kaymanin, enzimin karbon pasta icinde BCC ve CDKNT ile
hapsedilmesinden dolayr mikro g¢evresinin farklanmasi sonucu fizikokimyasal

karakteristiklerinin degismesinden kaynaklandig: diigtiniildii.

120

100 F

80 F

60 F

%0 Aktivite

20 F

4 6 8 10
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Sekil 4.9 KPE-BCC-MWCNT-LOD cevabi tizerine pH’nin etkisi (0,05 molL?, pH
7,0 fosfat tamponu, -0,4 V, oda sicakligi)

4.2.3 Calisma Potansiyeli

Hazirlanan enzim elektrodun (KPE-BCC-MWCNT-LOD) en uygun ¢alisma
potansiyelinin belirlenmesi i¢in -0,2 V, -0,3 V, -0,4 V ve -0,5 V’da kalibrasyon
egrileri ¢izildi. Elde edilen sonuglara gore en uygun c¢aligma potansiyeli -0,4 V olarak
belirlendi (Sekil 4.10). Bu potansiyelin olduk¢a diisiik bir degerde olmasinin diger

tiirlerin girisim etkisini de 6nemli 6l¢iide azaltacag diistiniildii.
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Sekil 4.10 KPE-BCC-MWCNT-LOD cevab iizerine ¢aligma potansiyelinin etkisi
(0,05 molL™, pH 7,0 fosfat tamponu, -0,4 V, oda sicakligi)

4.2.4 Substrat Derisiminin EtKkisi

0,05 molL™ pH 7,0 PBS tamponunda -0,4 V’da dengeye getirilen enzim
elektodun laktik aside cevabinin, gozlenebilme sinirinin ve dogrusal calisma
araliginin belirlenmesi i¢in 1,010 - 1,0x10% molL™ derisim araliginda olacak
sekilde stok laktik asit ¢ozeltisinden belirli hacimlerde tampon ¢ozeltiye ilaveler
yapildi. Enzim elektrodun laktik aside amperometrik cevabi 6l¢iildii ve kalibrasyon
grafigi ¢izildi. Kalibrasyon grafiginden yaralanarak dogrusal c¢alisma araligi ve
gozlenebilme smir1 tayin edildi. Gozlenebilme siniri 1,96x10”" molL™ dogrusal

¢alisma araligr ise 1,96x107 — 1,1x10™ molL™ olarak bulundu (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 Subsrat derisimine bagli olarak farklanan akim degerlerine ait kalibrasyon
grafigi, (i¢inde: 1,96x10* — 1,27x102 mmolL™ derisim arahigina ait
kalibrasyon grafigi; 0,05 molL™, pH 7,0 fosfat tamponu, -0,4 V, oda
sicakligr)

4.3 Enzim Elektrotla Yapilan Calismalara iliskin Sonuclar

4.3.1 Cevap siiresinin belirlenmesi

KPE-BCC-CDKNT-LOD’nin cevap siiresini belirlemek i¢in enzim elektrot
0.05 molL™* pH 7,0 fosfat tamponuna daldirildi ve -0,4 V potansiyelde kararli hal
akimlari elde edene kadar bekletildi. Laktik asit derisimi 1,96x10* molL™ olacak
sekilde elektrokimyasal hiicreye stok laktik asit ¢ozeltisinden belirli hacimde ilave
yapildi. Belirli bir siire boyunca amperometrik cevaplar kaydedildi. Akim farklari
zamana kars1 grafige gecirildi. Akim farkinin hemen hemen sabit kaldigi siire
elektrodun cevap siiresi olarak belirlendi. Bu siirenin KPE-BCC-CDKNT-LOD i¢in
100 saniye oldugu tespit edildi (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12 Enzim elektrodun cevap siiresinin belirlenmesine iliskin akim-zaman
grafigi (0,05 molL™?, pH 7,0 fosfat tamponu, -0,4 V, oda sicaklig1)

4.3.2 Tekrar kullanilabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik

KPE-BCC-CDKNT-LOD’nin tekrar kullanilabilirligini incelemek igin,
hazirlanan enzim elektrodun ard arda 5 kez laktik aside cevabi 6lciildii. Olciimler
sonucunda elde edilen akim farklarina karsi laktik asit derisimine ait kalibrasyon
grafikleri ¢izildi ve elde edilen duyarliliklarin bagil standart sapmasi (BSS)
hesaplandi. Elde edilen sonuglara gore % BSS 4,5 olarak bulundu (Sekil 4.13). Bu
sonu¢ hazirlanan enzim elektrodlarin laktik asit tayininde tekrarlanabilirligi yiiksek

cevaplar verdigini gosterdi.

Elektrotun operasyonel kararliligini belirlemek i¢in Sekil 4.13’de ¢izilen
kalibrasyon grafiklerinden yararlanildi. 2,4x107 molL™ laktik asit ¢ozeltisine karsilik
gelen akim degerleri okundu. Alinan ilk 6l¢iimiin aktivitesi % 100 kabul edilerek ard
arda alinan olgtimlerdeki aktivite kayiplart Sekil 4.14 verildi. S6z konusu sekil

incelendiginde 5 6l¢lim sonunda biyosensoriin aktivite kaybetmedigi goriildii.

Enzim elektrodun tekrar iiretilebilirliginin belirlenmesi i¢in optimum olarak
belirlenen bilesimde 7 ayr1 enzim elektrot hazirlandi. Bu elektrotlarinin her birinin

laktik aside karsi cevabi belirlendi. Bu amagla her bir elektrot icin elde edilen
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kalibrasyon egrilerinin duyarliklarinin bagil standart sapma degeri hesaplandi. Elde

edilen sonuglara gore % BSS 2,46 olarak bulundu (Sekil 4.15). Bu sonug gelistirilen

enzim elektrodun tekrar {iretilebilirliginin yiiksek oldugunu gosterdi.

Sekil 4.13
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KPE-BCC-CDKNT-LOD’ nin tekrar kullanilabilirligine iligkin

kalibrasyon egrileri (0,05 molL™, pH 7,0 fosfat tamponu, -0,4 V, oda

sicakligr)

L

0 2 4
Olgiim Sayisi

Sekil 4.14 KPE-BCC-CDKNT-LOD’e ait operasyonel kararlilik (0,05 molL™?, pH
7,0 fosfat tamponu, -0,4 V, oda sicakligr)
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Sekil 4.15 KPE-BCC-CDKNT-LOD’ nin tekrar {iretilebilirligine iliskin kalibrasyon
egrileri (0,05 molL™, pH 7,0 fosfat tamponu, -0,4 V, oda sicakligr)

4.3.3 Raf omrii

KPE-BCC-CDKNT-LOD’ nin raf dmriinii belirlemek amaci ile hazirlanan
enzim elektrot 0,05 molL™ pH 7.0 fosfat tamponu i¢inde -0,4 V potansiyelde denge
akimmna ulasana dek bekletildi. 1,0x10° molL™? stok laktik asit c¢ozeltisinden
hesaplanan miktarlarda ortama ilaveler yapildi ve amperometrik cevaplar kaydedildi.
Akim farklar1 laktik asit derisimine kars1 grafige gecirilerek duyarlik belirlendi. Ayni
enzim elektrot kullanilarak 2 giin arayla ayni sekilde amperometrik 6lgiimler alindi.
Bulunan duyarliklar giinlere karsi grafige gegirildi ve elektrodun duyarliginin
zamanla nasil degistigi incelenerek elektrot 6mrii belirlendi (Sekil 4.16). KPE-BCC-
CDKNT-LOD ’nin 15 giin sonunda duyarliliginda %25’lik bir azalma oldugu tespit
edildi.
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Sekil 4.16 KPE-BCC-CDKNT-LOD’ nin laktik aside duyarliigmin zamanla
degisimi (0,05 molL™, pH 7,0 fosfat tamponu, -0,4 V, oda sicakligr)

4.3.4 CPE -BCC-CDKNT-LOD ile insan serumunda laktik asit tayini

KPE-BCC-CDKNT-LOD ile kanda laktik asit tayini yapmak ig¢in 2 farkli
serum numunesinde ¢alisildi. Kan 6rnekleri 1:50 ve 1:100 oraninda fosfat tamponu
ile seyreltilerek analiz i¢in kullanildi. KPE-BCC-CDKNT-LOD kan 6rneklerinde
laktik asit tayini, standart katma yontemi kullanilarak yapildi. Bunun i¢in hazirlanan
enzim elektrot, 5,0 mL 0,05 molL™ pH 7,0 fosfat tamponu igerisine daldirild1 ve
Ag/AgCl’e karst -0,4 V’da kararli hal akimlar1 elde edilene kadar bekletildi. Kan
orneginden 100 pL hiicreye eklendi ve -0,4 V’da amperometrik 6lgiim alindi.
Ardindan ayni1 hiicreye belli hacimlerde stok laktik asit ¢ozeltisinden ilaveler yapildi.
Hesaplanan akim farklari laktik asit derisimine kars1 grafige gegirildi. Standart katma
yontemi ile kandaki laktik asit derisimi hesaplandi. Hesaplanan laktik asit miktari ile
ornek kanda bulunan laktik asit miktar1 karsilastirilarak geri kazanimlar hesaplandi

(Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2 Insan serumundaki laktik asidin geri kazanim degerleri

Kan numunesi Laktik ait derisimi (mgL™)

Enzimatik kolorimetrik _ .
Enzim elektrot

yontem
1 0,0207 0,0221 + 0,00568
2 0,0306 0,0312 £0,00718

" sonuglar 3 degerin ortalamasi olarak verildi.

4.3.5 Girisim etkisinin incelenmesi

KPE-BCC-CDKNT-LOD elektrodun cevabina girisim yapan tiirlerin boliim
3.3.5 anlatildig: sekilde laktik asit derigimi 5x10° molL™? olan hiicreye girisim etkisi
incelenecek tiiriin belirli derisimde eklenmesi ve -0,4 V‘da once laktik asidin cevap
akiminin sonra laktik asit ve girisim yapan tiirlerin toplam akiminin 6l¢iilmesi ve
toplam akimdan laktik asidin neden oldugu akimin ¢ikarilarak girisim yapan tiire ait
cevap akiminin hesaplanmasiyla belirlendi. Girisim yapan maddelerin girisim
yiizdesi Cizelge 4.3 verildi. Cizelge incelendiginde glukozun girisim etkisinin en
yiiksek oldugu, askorbik asit ve iirik asitin girisim etkisinin ise ¢ok daha az oldugu

tespit edilmistir.

Cizelge 4.3 Girisim yapan maddelerin girisim ytizdesi

Girisim Girisim
Girisim Yapan Tiiriin Toplam Cevap Yapan Tiiriin Girisim
Yapan Tiir Derisimi Akim (nA) Cevap Akim Yiizdesi®
molL™* (nA)
5,0x107 0,509735 0,036425 %7,15
Glukoz 1,5x10° 0,691709 0,191233 %27,6
. 50x10° 1540461 -0,044450 - %2,89
Askorbik Asit 1’5X10_4 1628431 0.079894 %4.90
) 5,0x10°  2,259390 -0,077290 - %3,42
Urik Asit 4
1,5%10 2,343395 0,192939 %8,23

& Girigim yapan tiiriin cevap akiminin toplam cevap akimina orani
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Calismada kullanilan enzim elektrodun yapisi, ¢alisma kosullar1 ve alinan sonuglara

iliskin 6zet niteligindeki bilgiler Cizelge 4.4” de verildi.

Cizelge 4.4 KPE-BCC-CDKNT-LOD’ nin en uygun elektrot bilesimi, calisma
kosullar1 ve performans faktorleri

Elektrot Bilesimi Calisma Kosullar
Grafit tozu / mg 9,5 Tampon Fosfat tamponu
Enzim /U 0,01 Tampon derisimi / molL™* 0,05
BCC/ mg 2,5 pH 7,0
Parafin yag1 / pL 10 Sicaklik / °C 25
CDKNT / mg 3,5 Calisma potansiyeli / V -0,4
Performans Faktorleri
Dogrusal ¢alisma araligi / molL™ 1,96x10" —1,1x10™
Gozlenebilme smir1 / molL™ 1,96><10‘7
Tekrar tretilebilrlik / % 2,5
Tekrarlanabilirlik / % 4,5
Raf 6mrii / giin 15
Cevap Siiresi / s 100
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5. SONUCLAR

Bu tez calismasinda, laktik asit tayini i¢in BCC ve CDKNT ile modifiye edilmis
amperometrik enzim elektrot gelistirildi. Bu amagla, dncelikle BCC, CDKNT ve
grafit tozu karistirildi ve daha sonra hazirlanan karisima LOD enzimi immobilize
edilerek karbon pasta elektrot govdesi icine yerlestirildi. Hazirlanan enzim elektrot

ile elde edilen sonugclar asagida kisaca 6zetlendi.

e KPE-BCC-CDKNT-LOD’nin optimum ¢alisma kosullarinin belirlenmesi i¢in
yapilan ¢alismalar sonucunda en uygun tamponun 0,05 molL™ pH 7,0 fosfat

tamponu oldugu gortildii.

e KPE-BCC/CDKNT/LOD’nin en uygun grafit tozu, BCC, CDKNT ve enzim
miktarlarinin sirasiyla 9,5 mg, 2,5 mg, 3,5 mg oldugu belirlendi.

o KPE-BCC-CDKNT-LOD ile yapilan c¢alismalarin pratik olmasi igin
calismalar oda sicakliginda gerceklestirildi.

e KPE-BCC/CDKNT/LOD’nin cevap siiresinin yaklagik 100 saniye oldugu

goriildii.

e KPE-BCC-CDKNT-LOD’nin tekrarlanabilirligini belirlemek igin ayni enzim
elektrotla ard arda 5 6l¢lim alindi ve olgtimlerin BSS degeri % 4,5 olarak

bulundu.

e Tekrar iiretilebilirligin degerlendirilmesi i¢in ise ayn1 yolla hazirlanan 7 farkh
enzim elektrodun laktik aside cevabi belirlendi ve elde edilen kalibrasyon

egrilerinin duyarliklarinin bagil standart sapmasi % 2,46 olarak hesaplandi.

e KPE-BCC/CDKNT/LOD’nin dogrusal ¢alisma araliginin 1,96% 107-1,1x10™

molL™ ve gozlenebilme siirinin 1,96x10” molL™* oldugu belirlendi.
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Cizelge 4.5 Laktik asit tayini i¢in hazirlanan bazi1 biyosensorlerin 6zelliklerinin karsilastirilmasi /metal bilesikleri(medyator)

) i . . Tekrar
No | Yontem/ Enzim Medyator/ Cahsma | Potansiyel Duyarhhk Alt tayin suur / Lineer kullamilabilirlik Bozucu tiirler Uygulama Ref.
elektrodu / pH / Sicakhk arahk / Cevap Zamam o
Raf Omrii
5/10/50pmolL™Y/
_ _ 1V ,01-1mmolL™";
Amperometrik/ Hegzasiyanoferrat 0 / 37/35/25 0,01-1mmo 1 Gros A.
1 bLpH NAD" / pt pHO/ A mmol™ L 0,05-2mmolL."; ; ; ; (2004)
25 °C HA MmO 0,1-0,5mmolL™ /
100s-100s- 120s
Amperometrik/ L- | hegzasiyanoferrat 08V/-/ 1 -10,002-5mmolL™ / . Montagne
) 1,1 pA 'L ) - - -
2 | LpH NAD" / - 25°C HA Tmo 30 saniye /60 giin M. (1993)
3 Amperometrik/ II:eg/zgswancI)(ferlr)at/ / 0H087\£; i -/0,1-8 mmolL™*/ 150 deneme | - i Kan Durliat H.
L-LDH u/ Camst faroon 1\ prt 1, 1 dakikadan az (1999)
Pt 21-C
Asetominofen,
Amperometrik / Osmmyum ov/ 160 saatte a?,k?rbat’ure’ Kenausis
4 LOD kompleksi / Camsi pH 7,3/ - - %90 nunu korur. / - diisiik - G. (1997)
karbon 37 °C ° ' potansiyellerde '
meldola mavisi
Amperometrik / Ferrosen / 0.7V/ 17 “f? - /0,5-5,5mmolL™ / Boujtita
5 |Lop Karbon pasta pH 8,9/ mmol™L./ 20 saniye -/5 aydan az ) ) M. (1996)
P 25 °C 133 pA mmolL y '
. Osminyum 0,15Vv/ o .
. . K
6 Amperometrik / kompleksi / Karbon pH 7,3/ 69 uA_l -/ 0-0,5mmolL™/ - 16 saatte %30 kayp Oksijen - enausts
LOD o mmol™ L /- G.(1996)
pasta 21,3~C
. L 3V ,0lmmolL™* .
7 Amperometrik / Hidroksimetil- Op3H 7j 0,77+0,08uA 8(()) :;n r:]rzolL'{ / / yaklasik 1 ay askorbat Bira, Parra
1L iy ) A2
LOD ferrosen / Au 20°C mmol 70 saniye sarap (2006)
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Cizelge 4.5: Laktik asit tayini i¢in hazirlanan bazi biyosensdrlerin 6zelliklerinin karsilastirilmasi/metal bilesikleri(medyator)(devami)

8 | Amperometrik/ Kinon / Cams1 -0,1/6/25 70 50 /0,05-15/- 9 hafta boyunca Asetiminofen, Yogurt Haccoun J. (2006)
LOD karbon birgok deneme duyar | askorbat
yapilmgtir / - Glisin,O,,diislik
potansiyel
Amperometrik / | Osminyum 04V/ / 6 saat boyunca %75 Wang D L. (1993)
9 LOIg Kom I«sti I Karbon | PP 713/ 20 mA mol*L | 0-lmmolL™?/ i ar/4); askorbat - go
P 22°C 12 saniye yarisay
Amperometrik / | Prusya mavisi / -0,05Vv/ 10,4 pA LumolL / -/ 1 ayda %80 duyar Sara
10 P y ’ e 0,01-0,5mmolL™*/ g Y | ca P De Luca S.(2005)
LOD Karbon pH 7/ - mmol~L . 6l¢lim almaktadir yogurt
1-2 dakika
. Ferrisiyaniir / 1mmolL™/ Laktik asit
11 ﬁgngerometrlk/ Karbon screen Oi'\; g /- - 1-50mmolL™ / -/ 10 ay - igeren Sato N.(2006)
printed PRL7, 50 saniye iceceklerde
. . 02V/ 5pmolL™ / 0,005-
1 | Amperometrik /| Hegzasiyanoferrat/ | - o, 2BA 1,5mmolLL / - _ / Diigiik potansiyel | - Gue A.M. (2002)
LOD Au mmol~L
25°C 2 dakika
. . 02V/ _ 1 0,00mmolL?/ Ard arda 10 8l¢iim
13 A[)T[e)rgmet”k/ ":Egzas'yamfe”a” pH 9/ fl_g nAmmol 1 6 005-1,5 mmol L/ | alinds / - - Tap H.(2000)
25°C 2-5 dakika 3 hafta
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Cizelge 4.5: Laktik asit tayini i¢in hazirlanan bazi biyosensorlerin 6zelliklerinin karsilagtirilmasi/metal bilesikleri(medyator)(devami)

10 giinde %70-80

- + O :
14 Amperometrik / Hegzasiyanoferrat / Pt 0;—1I 2)/ // 3.8uA /0,02:3 mmolL™/ g;)kglralﬁf‘ (m‘::la)c; - ?Liiﬁ:ren Montagne M.(1995)
D-LDH gzasty P o mmol™*L 2 dakikadan daha az g ¢ ’ gne M.
30°C lay(+4°-C siit
saklandiginda)
10 giinde %70-80
) 055V / ] dogruluk(+4 °C ,
Amperometrik / . 2,5 8pA -/ 0,04-1,5 mmolL™/ ) Alkol igeren
15 D-LDH Hegzasiyanoferrat / Pt pH09/ mmol L 2 dakikadan daha az Saklandlgolnda)/ icecekler.silt Montagne M.(1995)
30°C 1ay (+4 °C
saklandiginda)
10 giinde %70-80
) . dogruluk(+4 °C o
Amperometrik / . 08V/ 500-570 nA | -/ 0,01-1 mmolL™/ . Peynir,siit,yo
H f P . kl - M M.(1
16 D-LDH egzasiyanoferrat / Pt oH 9/30°C | mmol L 9.3 dakika sa andlgolnda)/ gurt ontagne M.(1995)
4ay(+4°C
saklandiginda)
. . 02V / pH 10pumol™L /
A H f 1,8uA
17 LT‘Efgomet”k/ Azgzas'yano errat/ g mfn*; | 0.002-L7 mmoliL/ | -/ /Disiik potansiyel | - Gue A.M. (2002)
25°C 3 dakika
01V/ oH 6-30 saat arasinda
Amperometrik / | Osminyum kompleks / ' P 1 %350 duyarlilig: Ohara T J (1993)
18 741 -/ - -/0,2-1,8 mmol™L/ - 3 , /- -
LOD Camsi karbon o azaldigi tespit
25-C -
edildi
_ 2 ayda %20’lik
_ _ -0,1V/ pH IL*t
Amperometrik / | Ferrosen / Grafit 01V/p 0,424 nA 0.9umo B duyarlilik kayb1 Askorbat,malat, Sarap,
19 LOD teflon 4l mmol™ L 1.4 pmolL" / taspit edildi / Tartar,succinate gurt Serra b.(1999)
25°C 2 dakikadan az P ! yogu
6 ay
Osminyum kompleks Disak
Amperometrik / L ov/ 9,16 uA -/0,025-0,5mmol™L / poatnsiyellerdeki .
20 LOD (redox polimeri) / DH7 /- mmoliL i 3saat/ - cok katmanl: Siit Corton E.(2001)

Camsi karbon

yapilar
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Cizelge 4.6 Laktik asit tayini i¢in hazirlanan baz1 biyosensdrlerin 6zelliklerinin karsilastirilmasi/organik boyar madde(medyatdr)

Alt tayin
siir1 / Tekrar
Yontem/ Medyator/ Potansiyel / Lineer e .
No Enzim Calisma elektrodu | pH / Sicaklik Duyarhhk arahik / kulla.pllal.).lllrhk/ Bozucu tiirler Uygulama Ref.
Raf Omrii
Cevap
Zamani
230 denemede
- . . baslangi¢ -
1 - -
1 Amperometik | L | 005V . ops | akvisini ok e | yada b | SHC
/ D-LDH P pH7/- N %70’ni korur / 31 . yHe 1y (1995)
Karbon pasta mmolL™/ - . 0 asid suyu
gin(4-C
saklandiginda)
1030
Amperometrik | Meldola mavisi / ov/-/ 1,02/3,0 pmolL™/ Avramescu
. . ’ ' 20-200 Tek kull hk/- |-
2 / L-LDH Grafit screen priting | 25°C mmolL™* 1 e xutlanimil Sarap A. (2002)
umolL™/
30 saniye
3 Amperometrik | Metilen mavisi / ;)Oglg\g// 2,25 mA Il_? /“ H/IOI / Cosnier S.
L »1 - == - -
/L-LDH Camsi1 karbon 2590 mol~L 20-30 saniye (1996)
-/ 0 -
Amperometrik/ Tetrasiyanokinon 0,22V/ 0,2 1/h/0?to 80 del Pande
4 P dimetan / Karbon pH 7,5/ - mmolL™*/-/ | 7. ata lgnde, * ay Sicaklik,pH - y
L-LDH o . icindede %55 duyar P.C.(1994)
pasta 25°C 15-30 saniye | . . .
Ol¢limlerini korur
. . . .. -0,V /pH .
5 Amperometrik/ | Poli-Matilen mavisi gg/ 'p i -/-120-30 10 élciimden az /- | - i Karyakin
L-LDH / Camsi karbon 2:5 oc saniye #t A.A.(1994)
Mendola mavisi/ | -0,05V / pH 8 0.5-8 Sprules S D
Amperometrik/ SOVIP 24,38nA mmolL™/1- | -/ Oda sicakhginda » P
6 Karbon screen / 1 1 R Askorbat,piirivat | - (1995)
L-LDH L o mmol~L 20 mmolL™/ | 3 giinden az
printing 23°C
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Cizelge 4.6: Laktik asit tayini i¢in hazirlanan bazi biyosensorlerin 6zelliklerinin karsilastirilmasi/organik boyar madde(medyatdr)

Amperometrik/ Meldola mavisi / 0.05-0.25v 164pA 702 1 Kulys J.
7 LOD Karbon basta IpH 7,9/ mmol L mmolL™/ -/- Askarbat - (1992)
P 25°C 12 saniye
50 Asetiminofen
-0,1V haft irgok '
8 Amperometrik/ Kinon/ (|)_| 5 // 70 uA pmolL™/ zenzn?eb(;):u;rca birgo askorbat Yosurt Haccoun J.
LOD Cams1 karbon i mmolL | 0,05-15 y Glisin,0,,diisiik £ (2006)
25-C 1 yapilmigtir / - .
mmolL™ / - potansiyel
. . -/ 0-4,0- Az mii Kul .
Amperometrik/ Metilen-yesil / 015V 50,4 pA /0 ’0_18 z miiddet / ulys J
9 LOD Karbon basta pH 7/ mmol L mmolL™/ 2 ay Askorbat Kan (1993)
P 25°C 30saniye | (4°C)
10 Amperometrik / Toludin / Karbon _?:'075/\// i -/ 0,25-4 n Piirivat i ShuHC
D-LDH pasta p25 oc mmolL™/ - (2001)
2-metil 1,4 -0,15Vv/ -
i L ’ .. Miki K.
11 f_r:]_pl)je;ometrlk/ naptokinon / Karbon | pH 8,5/ - -/- -/- Oksijen - (1:38I9)
pasta 25°C
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Cizelge 4.7 Laktik asit tayini i¢in hazirlanan bazi1 biyosensorlerin 6zelliklerinin karsilastiriimasi/polimer(medyator)

Alt tayin
Medyator/ Potansiyel / simir1 / Lineer | Tekrar
No Yontem/ Enzim | Calisma pH/ Duyarhlik arahk / kullamlabilirlik / Bozucu tiirler Uygulama Ref.
elektrodu Sicakhik Cevap Raf Omrii
Zamani
Toludin mavisi 230 denemede
. ) IL* 1 Piriivat,DL-o- F te et
Amperometrik / | ve poli- -0,05V/ 30 wmolL ™/ ] bas. angle . jruvaL UL ermante € Shu H-C.
1 . . - 0,05-5 mmolL" | aktivitesinin %70’ni hidroksi butyric yada balik
D-LDH etilenamin / pH7/- 1 . 0 . (1995)
/- korur /31 giin( 4-C asid suyu
Cams1 karbon B
saklandiginda)
Asetiminofen,
. A . askorbat Fermante et .
9 Amperometrik / | Poli etilenamin/ | -0,05V/ i -/ 0,02-0,3 200 denemeden daha elektronolimerize ada balik Narasaiah
D-LDH Karbon pasta pH 7/ - mmolL™ / - az/- . p. . Y D. (1996)
o-fenildiamin suyu
tabakasi
_ Poli-o- it
3 Amperometrik / fe(:]illc(;iamin/ 0,15V/ 0,16 nA (1)13 HEZIL*// " ) ) Lobo M.
L-LDH PH 9,5/ - mmol L . (1996)
Karbon pasta 35 saniye
Amperometrik / - 0,6 nA Trojanowic
Poli-pirol / P V/-1/- /-1 - -/- - -
4 LOD oli-pirol /Pt | 08 V/=/- | o -1 / 2.M. (1995)
Amperometrik / . 0,2V-0,5V / 0,5 mmolL™/ Askorbat,fruktoz, Ross B.
5 Poli-pirol / Pt -/- . /- o -
LOD pH 7/ - -/ 5-10 saniye glukoz,oksijen,lire (1994)
0,03-0,6
pmolL™ /
. P I.' - y '77 A k 9“ aL_ L -
Amperometrik / | o0 o 0-015V/ | 05611 ua | 22777, | ginde 10 deneme | *Skorbatire obo
6 L -LDH fenildiamin / HO95/- mmol 'L pmolL™/ anilabilmektedir / - sistin, Elma sarabi | Castanon
Karbon pasta PH S, 0,5-8,5 yap parasetomol M.J. (1997)
pmolL™ /
40-80 saniye
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Cizelge 4.8 Laktik asit tayini i¢in hazirlanan baz1 biyosensorlerin 6zelliklerinin karsilastirilmasi/medyatorsiiz

. Medyator/ . Alt tayin simr1/ | Tekrar
No Yon_t em/ Calisma Potansiyel / Duyarhhik Lineer arahk / kullanilabilirlik / Bozucu tiirler Uygulama Ref.
Enzim pH / Sicakhik L
elektrodu Cevap Zamam Raf Omrii
Amperometrik | -/ Camsi -0,1-02V/ /00 3/? > R 3"gu.1i1de giinde 50 Askorbat,diisiik Kiiltiir Staskeviciene S
! / L-LDH karbon H7/- ; mmolL"/ Olgumii %90 otansiyel hiicresi L. (1991)
P 1-1,5 dakika duyarlilikla slger | POt '
-1
Amperometrik 065V/ 300+10 nA 2 pmolL. ™/ 1 Asetiminifen, Siit ve Palmisano F.
2 /LOD -/Pt pH 7/ mmol™*L 0.002-1 mmolL=/ /- askorbat,iire ogurt (2001)
25°C 21 saniye . yog!
. -1/
Amperometrik -/1,5-18,75 Makovos
- /P H5.6- -/- -/- - -
3 /LOD Pt pHS,6-6/ / mmolL™Y - / E.B.(2002)
34°C
T
4 Amperometrik | -/ Karbon 06V/ 21 pA (I)OO;L;n ilam/olL'l / iig\sl??;:nki)r?i;: gglg Gavalas
LOD H 7 /24° "L A ) ) V.G.(2001
/L0 pasta pH 77247C mmo 20-60 saniye korur / 5 ay G.(2001)
y 10 umol L /0,02- | 1> glinde %85 fie(fl?;? 3:2”
5 Amperometrik latinlenmi 03V/ 1,71 pA 4 mumolL'l / lO: 45 duyarliligini korur / nafyon T Siit, Hajizadeh
/LOD p-att I pH 7/ mmol 'L : 3ay (5°C . yogurt K(1991)
grafit saniye N tabaka,diisiik
saklandiginda) .
potaniyel
. 2 giinde %86 - .
Amperometrik o 7,24+0,1 nA . Asetiminofen, Domates Palmisano F.
6 / LOD /Pt PHTI287C ot H duyarlilignt korur / askorbat,iire, suyu (2000)
130 giin
T - )
7 | Amperometik |y 0ESVIPH ) 15 MmOl | duyaign korur /| Askorbatsisingre | Kan Mullen
/ LOD 7’4 / 21 OC , - uyarliligini Kkorur SKorpbat,sistin,ure WH(1986)
1-3 dakika 1lay
. -0,7V - -1 . .
Amperometrik 0.7VI /0,06 ,185 Mitsubayashi
8 /LOD - [Pt pH 7/ - mmolL™/ -13 ay - Ter K.(1994)
25°C 14 saniye '
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Cizelge 4.8: Laktik asit tayini i¢in hazirlanan bazi biyosensorlerin 6zelliklerinin karsilagtirilmasi/medyatorsiiz(devami)

8 saatten fazla
-1 1 e -
Amperometrik 06V/ 8,6  molL /_1 Olgtim almginda Askorbat,sistin . Choi M.M.F.
9 /LOD -/ Pt pH 7/ - 0-0,48 mmolL %380 baslngig hidroklorit Siit,yogurt (2005)
22°C /- aktivesini korur /
1 y1l kadar
60 giinde,giinde
1 10 dlglim
10 Amperometrik | -/ Cams1 1|_\|/ 7/ 7/ i gié)Herzlrﬁolll_‘l / alindiginda Asetiminofen, Siit Mizutani F.
/LOD karbon 2 00 C’: 5 sallni . baslangig Askorbat, iire (1995)
4 aktivesinin %50
korur / -
2 haftada giinde
. 07V/ 5 umolL™Y/ 20 lgiim Fermante I
11 f[‘g’gome"'k /Pt pH 7/ - 5-300 mmolL? | alindiginda ; balik ve et Sa(sl';";;')
30°C /- bas.akt.%80 korur suyu '
/-
. 06V/ -/
22 o | - | e
20°C / 42-94 saniye
15giin boyunca
siirekli 6l¢iim
Amperometrik -lpH7,4] alindiginda Clark
-IPt - -I-I- - K
13 /LOD 25°C baglangi¢ an L.C.(1984)
aktivitesini %80
korur /-
0,01 mmolLY
+
14 Amperometrik Pt 0,65V / Zlns,i\():wizl,p 0,01-0,3 " Asetiminofen, ) Badea
/LOD pH 7,4/ - " mmolL™/ askorbat M.(2003)
25 saniye
Fermante et
Amperometrik | -/Karbon -0,06V/ Asetiminofen, Chaubey A.
15 / LOD pasta pH7/- i HI- 24 saatten tez / - askorbat 23;13 balik (2000)
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Cizelge 4.9 Laktik asit tayini i¢in hazirlanan bazi biyosensorlerin 6zelliklerinin karsilastirilmasi/son yillarda yapilan ¢aligmalar

Medyator/

Potansiyel

Alt tayin smir1/

Tekrar

No | Yontem/ Enzim Calhisma [pH/ Duyarhilik Lineer aralik / kullamlabilirlik Eiorzlg:u Uygulama Ref.
elektrodu Sicakhik Cevap Zamanm Raf Omrii
. Kitosan / . ,
1 Amperometrik / LOD Ferrosiyanid / -50 mV/ ) -/ 1,62-1,66uM / 65 60 5lciim ) Guda Ormekleri Rastislav Monosik
PBS /- S ve ark. (2011)
Au elektrot
l':l/l,:lggli g/(l:?\e/;: / +0.05V/ M. Piano ve ark
2 Amperometrik /LDH . PBS - -/ 0,55-10 mM /- 10s/17 giin - Insan serumu ' '
Printed H 10.0/- (2010)
elektrot P '
10mv/
. HRP / . | Thanh Thuy N
3 Kondiiktometrik / LOD PBS - 0,05uM / -/ - -/ 5 Hafta - Yogurt 6rnekleri an uy guyen
Au elektrot (2013)
pH6,0/-
4-vinilbenzil
timin /
Amperometrik / LOD 4-vinilbenzil 180 mv / /001-1.0 mM / Veronica |. Paz
4 trietilamonyum PBS 60 giin 5 ' ' - - Sarap, siit, bira | Zanini ve ark. (2013)
kloriir / Camst pH 7,0/ -
Karbon
elektrot
Amperometrik / 50 mV / :
S Saccharomyeces cerevisiae Karbon pasta PBS - -/ 3-6 UM / - - - - R. Garjonyte ve
elektrot ark.(2008)
pH7,3/-
Prusya mavisi . Takeshi Shimomura
6 Amperometrik / LOD modifiye screen 0,00 V/PBS 200 giin 10nM/-/- - - Medikal ve ark. (2012)
pH7,4/- uygulamalar

printed elekrot

86




Cizelge 4.9: Laktik asit tayini i¢in hazirlanan bazi biyosensorlerin 6zelliklerinin karsilastirilmasi/son yillarda yapilan (devami)

Titanyum dioksit/ | 0,01V/
. Indirgenmis PBS ) ) ) ) Elena Casero ve ark. (2014)
Amperometrik / LOD Grafen / Camsi OH 7,0/ - 0,6 uM
karbon elektrot
250 mV . .
Amperometrik / LDH Grafen / Camsi /PBS i ~11.0%10° M - i i Yogurt Antonio Radoi ve ark.(2013)
karbon elektrot
pH7,0/-
Zn0O nanotel t08V/
Amperometrik / LOD / PBS - 12uM/-/- -/2 hafta - Yanguang Zhao (2014)
/ Au elektrot oH 7.4 -
Amperometrik / Lactobacillus Jing Chenve Yeling Jin
bulgaricus ve Streptococcus 0.7V/ 220s / (2011)
. 1 -/O, elektrot PBS - 120 uM - . Kan ve siit
thermophilus kiiltiirleri pH 6.8/ - 240 giin
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