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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

JELATIN-ALJINAT- TITANYUM DiOSKIT-SUPEROKSIT DISMUTAZ
BIYOSENSORUNUN GELISTiRILMESI VE ELEKTROKIMYASAL
OZELLIKLERININ INCELENMESI

Utku KARAKAYA

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Emel EMREGUL

Bu tez ¢alismasinda, platin elektrot yiizeyine SOD’un (Siiperoksit dismutaz) jelatin-
aljinat-titanyum dioksit (J-AL-TiO;) i¢ine immobilizasyonu yapildi. Bu nedenle jelatin-
aljinat orani, SOD konstantrasyonu, TiO, miktari, glutaraldehit konsantrasyonu ve pH
gibi biyosensoriin performansini etkileyen parametreler incelendi. EIS (Elektrokimyasal
Impedans Spektroskopisi) ve CV (Déngiisel voltametri) ile immobilizasyon basamaklari
calisilmis ve biyosensoOriin elektrokimyasi incelenmistir. Farkli tarama hizlarinda
dongiisel voltametri ile yapilan ¢alismalarda TiO, nanopartikiillerin ve redoks probunun
etkisi arastirilmistir. ks ve a degerleri hesaplanarak bu etki sayisal olarak agiklanmistir.
Jelatin-Aljinat-TiO,-SOD elektrot ile yapilan kalibrasyon ¢aligmasinda iki lineer aralik
belirlenmigtir. Kiigiik lineer aralik 0.0009 mM — 0.125 mM araliginda ve biiyiik lineer
aralik i¢in 0.25 mM - 2 mM arasinda bulunmustur. Algilama limiti ise 0,9 pM olarak
belirlenmistir. Ayrica biyosensoriin  kullanilabilirligi arastirilmistir ve gelistirilen
biyosensor ile 10. giin sonunda alinan Olgiimde kalan aktivite % 61.56 olarak
belirlenmistir. Gelistirilen biyosensor O, tayini i¢in yiiksek segicilik, diisiik tayin siniri,
uzun siireli kararlilik gibi 6nemli analitik 6zelliklere sahip oldugunu gostermistir.

Haziran 2017, 102 sayfa

Anahtar Kelimeler: Jelatin, Aljinat, Titanyum dioksit, Stiperoksit radikali, Siiperoksit
dismutaz, Dongilisel Voltametri, Amperometri, Biyosensor.



ABSTRACT

Master Thesis

DEVELOPMENT OF GELATIN-ALGINATE- TITANIUM DIOXIDE-
SUPEROXIDE DISMUTASE BIOSENSOR AND INVESTIGATION OF
ELECTROCHEMICAL PROPERTIES

Utku KARAKAYA

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Emel EMREGUL

In this thesis, the biosensor was constructed by immobilization of SOD, in gelatin-
alginate-titanium dioxide on a platinum electrode. For this, parameters affecting the
performance of the biosensor such as amount of gelatin-alginate ratio, TiO,,
concentration of SOD, glutaraldehite and pH were investigated. Immobilization steps
were studied by using Electrochemical Impedance Spectroscopy (EIS) and Cyclic
Voltammetry (CV) techniques, and the electrochemistry of the biosensor were
examined. By using CV at different scan rates, the effect of TiO, nanoparticles and
redox probe were investigated. This effect was explained as numerical by calculating ks
and o values. The calibration curve of gelatin-alginate-TiO,-SOD electrode consisted of
two linear range. The smaller linear range was observed between 0.0009 mM — 0.125
mM and the higher linear range was between 0.25 mM — 2 mM. Detection limit of the
biosensor was 0,9 uM. The stability of the biosensor also studied and after 10 days the
retained activity was 61.56%, compared with the first day. Constructed biosensor shows
that it has significant analytical properties such as high selection for O,", low detection
limit, long-term stability.

June 2017, 102 pages

Key Words: Gelatin, Alginate, Titanium dioxide, Superoxide radical, Superoxide
dismutase, Cyclic Voltametry, Amperometry, Biosensor.
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1. GIRIS

Reaktif oksijen partikiilleri (ROP), oldukga reaktif indirgenmis oksijen molekiillerinin
bir smnifidir. Siiperoksit anyonu, hidroksil radikali, hidrojen peroksit gibi yapilar
icermektedirler. Birincil tiir olan siiperoksit radikalleri normal fizyolojik sartlar altinda
diisiik konsantrasyonlarda bulunurlar. Siiperoksit dismutaz ile dismutasyonu sonucunda
H.0, ve O;’ye donistiiriiliirler (McCord ve Fridovich 1968).

Stiperoksit anyonlari ¢ogunlukla toksik olarak degerlendirilir, ¢iinkii biyolojik
sistemlerde alkoksil (RO"), hidroksil radikali (HO") ve peroksinitrit (ONOQ") gibi baska
radikallere ¢evrilmektedirler. Siiperoksit anyonundaki artis ile hiicre biiyiimesi,
mutajenesis (mutagenez) ve hiicre oOliimleri ile sonuglanmaktadir (Halliwell ve
Gutteridge 1984, Kehrer 2000, Auchere ve Rushak 2002, Cepinskas vd. 2002, Alfonso
vd. 2007, Seifried vd. 2007). Ayrica, travmatik beyin yaralanmalarinda siiperoksit
konsantrasyonu onemli miktarda artabilmektedir (McCord ve Fridovich 1969, Kontos
ve Wei 1986, Globus vd. 1995, Thomas vd. 1996, Wrona ve Dryhurst, 1998, Sadek vd.
2004, Ellis vd. 2008, Ji vd. 2009, Komatsu vd. 2009). Siiperoksit radikalleri; yaslanma,
kanser, parkinson gibi kademeli nerodejeneratif hasar hastaliklarda olusabilmektedir
(Hall ve Braughler 1989, Floyd 1990, Vanella vd. 1993, Mossine vd. 1999, Wang vd.
2008, Barroso vd. 2011). Bu yiizden siiperoksit anyonlar1 konsantrasyonunun kantitatif
olarak belirlenmesi ve antioksidan bilesenlerinin yararli etkileri oldukga ilgi
cekmektedir (Wang vd. 2009).

Stiperoksit radikallerinin belirlenmesinde, elektron spin rezonanst (Kroh vd. 1961,
Nilsson vd. 1969, Bray vd. 1970), kondiiktometrik analiz (Ander 1967), kiitle
spektroskopisi (Foner ve Hudson 1962), spektrofotometre (Andrew 1969) vb. ortak
yontemler kullanilmaktadir. Son zamanlarda, elektrokimyasal olarak siiperoksit
radikalinin ~ belirlenmesi i¢in Onemli sayida arastirma yapilmistir.  Ciinki
elektrokimyasal metot basit, segici, diisilk maliyetli, direkt ve gergek zamanli olarak
biyolojik sistemlerde saptanmalarini saglayabilir (Wang vd. 2012). Elektrokimyasal
siiperoksit sensdrii olarak iki ana tip bulunmaktadir. Ik grup sitokrom c’nin siiperoksit

tarafinda indirgenmesi esaslidir. Sitokrom c¢’nin elektrot yiizeyinde yeniden



oksidasyonu ile olusan akim siiperoksit konsantrasyonu ile orantilidir. Redoks proteini
ve elektrot arasindaki elektrokimyasal iletisimi kurmak i¢in mediyatorli ve
mediyatorsiiz diizenlemeler kullanilmistir (Campanella vd. 1997, Tammeveski vd.
1998, Lisdat vd. 1999, Scheller vd. 1999, Gobi ve Mizutani 2000, Gobi vd. 2001, Ge ve
Lisdat 2002, Ignatov vd. 2002). Fakat sitokrom c, siiperoksit radikalleri i¢in spesifik
enzimler degildir. Ikinci grup sensorler ise SOD ile siiperoksitlerin spesifik
dismutasyonu temellidir. SOD’lar siiperoksitlerin O, ve H,0,’¢ dismutasyonlar1 igin
cok 1iyi adreslenmislerdir ve bu streteji dogrultusunda siiperoksit sensorlerinin
gelistirilmesinde kullanilmislardir (Campanella vd. 1997, 2000a,b, 2001, Mesaro$ vd.
1998a,b, Descroix ve Bedioui 2001, Endo vd. 2002, Tian vd. 2002a,b). Cogu sensor
stiperoksitlerin SOD ile dismutasyonu sonucu olusan H,0,’in saptanmasina yonelik
calismalar yapilmistir (Di vd. 2004). Polimerle hazirlanmis enzim membranh
biyosensorlerde enzim hazirlanmis polimer film igerisine hapsedilerek hazirlanmaktadir
(Malitesta vd. 1990). Enzimin polimer yiizeyine kovalent olarak baglanmasi igin
glutaraldehit, epiklorohidrin ve 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimit gibi degisik
capraz baglayicilar kullanilmaktadir (Curilli vd. 2001).

Nanopartikiiller diisiik erime noktalari, 6zel optiksel oOzellikleri, yiiksek katalitik
aktiviteleri ve siradan olmayan mekanik 6zellikleri nedeniyle kendi y1gin malzemelerine
gore daha ¢ok ilgi cekmektedirler (Siegel 1991). Nanopartikiillerin fiziksel ve kimyasal
ozellikleri, bilesenleri ve homojenlik derecelerine baglidir. Bu nedenle degisik sentez
yontemleri gelistirilmistir (Toba vd. 1994, Gao ve Wachs 1999, Balachandaran vd.
2010). SiO,, altin, giimiis, CeO,, MnO; ve TiO, nanopartikiilleri gibi birgok malzeme
nanobiyosensodrlerin yapiminda kullanilmaktadir (Rahman vd. 2010). Bunlar arasinda
TiO, nanopartikiilleri  {istiin ~ Ozellikleri, genis yiizey alanlar1 ve harika
biyouyumluluklar: gibi 6zelliklerinden dolay1 oldukga ilgi gérmektedir (Li vd. 2009).
Bao vd. (2008), TiO; nanopartikiillerinin elektrot yiizeyine modifiyesi ve enzimin
immobilizasyonuyla glukoz sensorii  gelistirmislerdir. TiOy’lerin  yiizey alanini
arttirmalarindan dolayr enzim icin daha iyi bir ortam olusturduklar1 gézlemlenmistir

(Jang vd. 2012).



Bu caligmada, siiperoksit radikallerinin hassas, hizli, spesifik ve kolay bir sekilde
saptanabilmesi i¢cin SOD biyosensorii gelistirilmistir. Bu amacla polimer olarak jelatin
ve aljinat (J-AL) kullanilarak enzimin ¢apraz baglayici olan glutaraldehit ile polimerlere
kovalent olarak platin (Pt) elektrot ylizeyine baglanmasi saglanmistir. Optimizasyon
asamalarinda enzim konsantrasyonu, nanopartikiill miktari, c¢apraz baglayici
konsantrasyonu ve Jelatin-Aljinat oranlar1 gibi farkli parametreler elektrokimyasal
olarak calisilmis ve sonuglar karsilastirllmistir. Optimizasyon islemlerinden sonra
hazirlanan SOD biyosensorii ksantin ve ksantin oksidaz (KsOD) ile in vitro olarak
siiperoksit radikali elde edilmis ve bu siiperoksit radikalleri “Gamry Instruments

Framework Chronoamperometry” kullanilarak amperometrik olarak tayin edilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Elektrokimya

Elektrokimya, maddenin elektrik enerjisi ile etkilesimi sonucunda gerceklesen kimyasal
ve fiziksel degisimleri inceleyen bilim dalidir. Elektroanalitik teknikler maddenin yiik,
potansiyel ve akim gibi elektriksel ve kimyasal parametrelerin arasindaki iliskiyi
inceler. Olgiimler igin gerekli sinyalin tiiriine bagl olarak kendi i¢inde potansiyometrik
ve potansiyostatik olarak iki ana sinifa ayrilmaktadir. Bu iki ana sinifta da en az iki
elektrot ve elektrolit ¢ozeltisi igermektedir. Bu sistem ile elektrot ylizeyi iyonik iletici
ve elektronik iletici arasinda baglanti gérevi goérmektedir. Iki elektrottan biri dl¢iimii
yapilacak hedef analite cevap vermektedir. Referans elektrot ise ¢ozelti 6zelliklerinden

bagimsiz olarak sabit potansiyele sahiptir.

Metalik bir elektrot (m) ¢ozelti (aq) igerisindeki bir elektron kaynagma konursa

elektrot/cozelti ara ylizeyinde bir yiik transferi gerceklesecektir.

Fe** (ag) + e < Fe?* (ag) (2.1)
Zamanla dengeye ulasan bu reaksiyon ve elektrot/¢ozelti ara yiizeyindeki elektron
transferi iki faz arasinda potansiyel farkina sebep olarak net bir yiikk ayrimi meydana
getirir (Fisher 1996). Elektrot/cozelti ara yiizeyindeki potansiyel diisiisii Agmys:

Apmis = pm — ps (2.2)

om metal potansiyeli ve gs ise ¢ozelti potansiyelidir.

2.1.1 Elektriksel cift tabaka

Elektriksel cift tabakanin ilk modeli 1879 yilinda Helmholtz tarafindan gelistirildi.
Helmholtz elektriksel ¢ift tabakayi, iyonlarin yiizeyde tek tabaka halinde



adsorplanabilecegini fiziksel bir modele dayandirarak modeli basit bir kondansatore
benzetti. Daha sonra Gouy-Chapman (1910-1913) elektriksel ¢ift tabakanin difiiz
modeline o6nemli katkilar yapti. Gouy-Chapman, c¢ozeltiden tanecik ylizeyine
dengeleyici (counter, zit yiiklii) iyonlarin adsorpsiyonundan dolay1 potansiyelin tistel

olarak azalacagini ifade etti (Hiemenz vd. 1997).
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Sekil 2.1 Elektrot ¢ozelti ara yiizeyi (https://zaferbayhan.files.wordpress.com, 2012)

Metal yiizeyinin birinci sirast su molekiilleri veya bazi 6zel iyonlarla kaplidir ve bu
elektrodun hidrasyon tabakasidir. Genelde anyonlar ve biiylik katyonlar ¢ozeltide

hidratize halde bulunmazlar.

Ikinci sira hidratlasma egilimi daha fazla olan kiigiik art1 yiiklii iyonlardan olusur. Metal
yiizeyine adsorplanmis iyonlarm merkezinden gegirilen diizleme I¢ Helmholtz Tabakas1
(IHP), hidratize iyonlarin merkezinden gecen diizleme ise Dis Helmholtz Tabakasi

(DHP) denir. Elektriksel ara yiizey kendi i¢inde iki katmandan olusur (Sekil 2.1):

1) Metal ile dis helmholtz diizlemi arasinda kalan yogun elektriksel ¢ift tabaka
2) D1s hemlholtz diizlemi ile ¢ozelti i¢lerine dogru uzanan ve elektriksel yiik yogunlugu

¢ozelti i¢ine dogru gidildikg¢e azalan ve sifira diisen difiiz tabakadir.


https://zaferbayhan.files.wordpress.com/

Kolloidal taneciklerin yiizeyindeki yiik, tanecik ylizeyindeki asidik veya bazik gruplarin
ayrismasint ya da c¢ozeltiden yiiklii bir grubun adsorpsiyonunu igceren ¢ok farkli
mekanizmalarin bir sonucu olarak ortaya ¢ikabilir. Tanecigin yiikii, ¢ozeltideki zit ytliklii
iyonlarin esdeger miktarlar1 ile dengelenir. Bu zit yiiklii iyonlar diflizyon bulutundaki
taneciklerin etrafinda toplanirlar. Tanecik yiizeyinin zit yiiklii iyonlarin difiiz tabakasi
ile kaplanmasi sonucu olusan tabakaya elektriksel ¢ift tabaka adi verilir (Hunter vd.
1981). Elektriksel cift tabaka bir yiizeyin yakinindaki elektriksel potansiyel degisimini
aciklar ve ¢ozelti ile temasta olan kolloidal tanecikler ve diger taneciklerin davranisi

hakkinda bir¢ok bilgi vermektedir (Kelly vd. 1982, Dogan 2001).

Gouy-Chapman-Stern modeli (Sekil 2.3), ¢oziinmiis iyonlarin boyutlarini ve dahasi her
bir iyonun su molekiilleri ile sarili oldugunu g6z 6niinde bulundurmaktadir. Bu nedenle
iyonlar elektrot yiizeyine yaklasamamakta ve elektrot yiizeyi ile DHP arasinda Gouy-
Chapman modelinde oldugu kadar belirgin bir potansiyel disiisic meydana

getirememektedirler.
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Sekil 2.2 Stern elektriksel ¢ift tabaka modeli (Ozbek 2014)

Grahame, ¢oziinemeyen bir iyonun ¢6ziinebilen bir iyona gore elektrot yiizeyine daha
fazla yaklasabilecegini gostererek Stern’in modelini gelistirmistir (Sekil 2.2). Boylece

elektrot ile direkt olarak temasta olan iyonlar spesifik olarak adsorplanir ve Ig¢



Helmholtz Tabakasini olusturur. Coziinen iyonlar ise non-spesifik olarak adsorplanir ve

DHP bélgesini olusturur.

Bochris, Devanathan ve Muller 1963’te suyu ¢6ziicii model alarak bir goris ileri
sirmiiglerdir (BDM modeli). Bu su molekiillerinin dipolleri elektrot yiizeylerine
yakinliklar1 nedeniyle sabitlenmis durumdadirlar. Bu model elektriksel ¢ift tabakay1

tanimlayan model olarak kullanilmaktadir.

Stern katmani difiazyon katmani

>
>

Sekil 2.3 Gouy-Chapman-Stern modelinin sematik gosterimi ve elektrot ile ¢ozelti ara
yiizeyinde potansiyel diisiisti (Biik 2014)

2.1.2 Doniisiimlii Voltametri (CV)

20. yilizyilin ilk ¢eyrek yilinda elektrokimyacilar icin elektroanaliz, potansiyometri ve
kondiiktometri genel olarak arastirma konusu olmus ve temel ilkeleri saptanmistir.
Polografi ve 6zellikle voltametri son zamanlarda {izerinde ¢ok ¢aligilan elektrokimyasal
yontemlerdir. Bu iki yontemde de analiz kosullarina uyan akim siddet-gerilim
egrilerinin ¢izilmesi temel kosuldur. Elde edilen egrilerin degerlendirilmesi &zellikle
fizikokimya basta olmak iizere analitik, inorganik, organik ve biyokimyada
kullanilmaktadir (Yazici 2004, Kardas 2004).



0000 Potentiostat

Sekil 2.4 Doniistimlii voltametri deney diizenegi (www.andersonmaterials.com, 2015)

Voltametri yonteminde deneyler iiglii elektrot sistemi ile ger¢eklestirilmektedir. Bu iiglii
elektrot sisteminde yer alan elektrotlardan birisi zamanla potansiyeli degistirilen ¢alisma
elektrotudur. Platin, altin, karbon, civa gibi elektrotlar calisma elektrodu olarak
kullanilmaktadir. ikinci elektrot, deney boyunca potansiyeli sabit kalan referans
elektrottur. Referans elektrot olarak giimiis/giimiis kloriir (Ag/AgCl) veya doymus
kalomel elektrotlar yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ugiincii elektrot ise karsit veya
yardimcr elektrottur. Platin (Pt) elektrotlar genellikle karsit elektrot olarak kullanilir.
Sekil 2.4’de deney diizenegi gosterilmistir.

Dontistimlii voltametri yonteminde potansiyel zamanla dogrusal olarak degismektedir.
Potansiyel tarama, baslangic ve bitis potansiyeli arasinda yapilirsa dogrusal taramali
voltametri (LSV), ayni tarama hiziyla baslangi¢c potansiyeli yoniine goére ters yonde
tarama yapilirsa doniisiimlii voltametri (CV) adini alir. Doniisiimlii voltametride (CV)
potansiyel-zaman grafiginde testere disi seklinde {iggen dalga sekli olusur (Sekil 2.5)
(Yazic1 2004, Kardas 2004).


http://www.andersonmaterials.com/

- Dongi 1

Epitis

Gen
Tarama

a

Nen
Tarama

Potansivel

E
bas Domniis

Potansiveh

Zaman

Sekil 2.5 Dontisiimlii voltametri tekniklerinde potansiyel taramanin zamanla degisimi
(Derkus 2012)

Voltametri yonteminde akim, ¢calisma elektrodunda yer alan maddelerin yiikseltgenmesi
veya indirgenmesi sonucunda olusur. Anodik akim yiikseltgenme sonucunda olusurken,
katodik akim ise indirgenme sonucunda olusmaktadir. Dongiisel voltametri yontemi ile
elde edilen pik; akim biiyiikligi, elektronegatif madde konsantrasyonu, transfer edilen
elektron sayisi, elektrot yiizey alam1 ve difiizyon Kkatsayis1 gibi etkenler ile
degismektedir. Bu yontemde calisma elektroduna potansiyel uygulanarak elektroaktif
maddenin  yiikseltgenme  potansiyeline ulasilmasiyla  yiikseltgenme  baslar.
Potansiyeldeki artis ile maddenin ylikseltgenme hizinin artmasina bagh olarak akimda
hizli bir artis gozlenir. Yikseltgenme hizi yeterince arttifinda akim elektrot yilizeyine
difiizyon ile gelen madde miktarindan etkilenir. Siirekli olarak diflizyon katmani

kalinlastig1 i¢in difiizyon hiz1 ve akim zamanla azalmaya baglar.

Doniistimlii voltametri yonteminde farkli tarama hizlarinin uygulanabilmesi bu teknigin
avantajlar1 arasindadir. Boylece tepkime ile olusan ara {iriinlerin kararliliklar ile ilgili
saptamalar yapilabilmektedir. Adsorbsiyon, diflizyon ve elektron aktarim reaksiyonuna

etki eden kimyasal reaksiyon olaylarini da belirlemek miimkiin olmaktadir.

Doniistimlic  voltametri  yonteminde farkli redoks problarmin elektrokimyasal
ozelliklerinden yararlanilmaktadir. Bu redoks problar1 hizli elektron transferi ile tersinir

olarak indirgenme ve yiikseltgenme reaksiyonlar1 gergeklestirir. Ferri/ferro sistemi,



metilen mavisi, dopamin, askorbik asit en ¢ok kullanilan redoks problar1 arasinda yer

almaktadir.

2.1.3 Elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS)

Ilk defa impedans terimi 1886 yilinda Oliver Heaviside tarafindan dile getirilmistir
(Josephs 1971). Impedans 6lciim metodlar1 korozyon, kat1 faz elektrokimyasi ve
biyoelektrokimya gibi pek c¢ok elektrokimya dalinda yaygin olarak kullanilmistir.
Elektrokimyasal Impedans Spektroskopisi, frekans diizleminde elektriksel bilgiler
saglayarak karakterizasyon islemine olanak saglamaktadir (Bard ve Faulkner 1980,
Macdonald 1987).

Elektrokimyasal hiicrelerde cift tabakanin kalinlig1 uygulanan potansiyel ile orantili
olarak degismekte ve bu kapasitans degeri alternatif akim spektroskopisi ile
Olciilebilmektedir. Bu  teknikle elektrokimyasal hiicreye siniisoidal sinyal
pertubrasyonlar1 uygulanmakta ve bu siiregte elde edilen farkli elektrokimyasal

degisimlere kars1 degisen akim degeri belirlenmektedir (Sekil 2.6).

Sekil 2.6 Impedimetrik sisteme uygulanan siniisoidal uyari ve alinan cevap (Derkus
2012)

Elektrokimyasal hiicreye AC potansiyeli uygulanmasi sonucunda hiicreden gecgen

akimin 6lgiilmesi ile EI bulunur. Uygulanan siniisoidal pertubrasyon Er:
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Ey = Eo - Sin (ot) (2.3)

E:, t anindaki potansiyel; Eo, sinyal genligi ve =2nf agisal frekanstir. (f frekans, Hertz)
Bu potansiyele karsi olusan cevap, potansiyel ile ayni frekansta fakat farkli genlik ve faz

agisina sahip zaman bagimli bir AC akim sinyalidir.
li = lo- Sin (ot + ¢) (2.4)

Ohm yasasina benzetmeye calisildiginda sistemin impedansi:

_E _ ESin(at) _7 Sin(wt)
1, 1Sin(at+¢) ° Sin(at+¢)

(2.5)

Yukaridaki esitlikten impedansin genlik (Zg) ve faz kaymasina (¢) bagli olarak
tiiretildigi goriilebilir. Bodylece, impedansin bir vektor gibi degerlendirilebilmesine

olanak saglanmis olur.

Impedimetrik verilerin gosteriminde daha ¢cok Nyquist grafigi kullanilmaktadir. Nyquist
grafikteki her bir nokta farkli bir frekans degerini gdstermektedir.

b R,
-Z, R
@
=
| £]
¢ Z
(a) (b)
Rl RI

Sekil 2.7 Tipik bir Nyquist impedans spektrum grafigi (Derkus 2012)

11



Sekil 2.7°de bir frekans taramasi gerceklestirilmistir. Bu impedans spektrum profili Ry
direncine (a) ait degerle baslayan ve (b) degeriyle biten, toplam1 R; + R; olan bir yarim
daire seklindedir. R; degeri ¢ozelti direncini gosterirken R, direnci yiik transfer
direncini (R) gdstermektedir. impedimetrik &lgiimlerin ilk anlarinda yiiksek frekans
(diisiik enerji) pertiibrasyonlari ile ¢ozelti direnci Olgiiliir ve daha sonra tarama bolgesi
elektrot yiizeyine dogru kayar. Bu kisimda diren¢ en fazla oldugu i¢in Nyquist
grafiklerde kapasitif direng en iist degerlerde gozlenir. Frekans azaldikg¢a direncin artisi
gbzlenmis ve bir noktadan sonra impedans egrisi diiz bir egri halini almistir. Bu diiz egri

Warburg impedansini gostermektedir (Derkus 2012, Uygun 2012).

Zw=o(w) (1 - ) (2.6)

Esitlik (2.6)’daki o agisal frekans, o ise Warburg katsayisidir.

Elektrokimyasal impedans spektroskopisinde arayiiz 6zellikleri Randles hiicresi olarak
adlandirilan elektrokimyasal hiicrenin devre {izerine oturtulmasiyla incelenmektedir.
Sekil 2.8’de gosterilen Randles devresi; paralel baglanmis kapasitor (C) ile elektrot
yiizeyindeki ¢ift tabakanin rezistoriine (Re) seri olarak baglanmis ¢ozelti direncinden
olugmaktadir. Warburg impedans1 (W) ise elektroda frekans bagimli difiizif transportu

gostermektedir.

—

Sekil 2.8 Randles devresi (Derkus 2012)

Impedans spektrumlar1 genellikle Nyquist ve Bode diyagramlar1 olarak kullanilmaktadir

(Sekil 2.9). Bu iki diyagramda da impedans frekansin bir fonskiyonu seklindedir. Bu iki

12



diyagramda yiiksek frekanstan diisiik frekansa dogru bir tarama gerceklestirir. Bu
sayede baslangic direncinin bulunmasina olanak saglar. Hangi diyagramin kullanilacagi
deneysel verilere gore belirlenir, veriler daginik ise Bode, tam yarim daire seklinde ise

Nyquist Diyagramu tercih edilir.

Leog |Z|
a

)
S 10
E 15
N
5 05 10
0 ; [

0 0 i) 30 41 50 o c o
Zre (0)

Sekil 2.9 Nyquist ve Bode diyagramlar1 (Uygun 2012)
a.Nyquist diyagrami b.Bode diyagrami

2.1.4 Amperometri

Amperometrik yontemde analit Ol¢iimii sabit potansiyeldeki akimin o6lgiilmesine
dayanmaktadir. Calisma elektroduna sabit bir potansiyel uygulandiginda elektrotta
gerceklesen elektrokimyasal indirgenme ve yiikseltgenme ile akimda artis gerceklesir
(Sekil 2.10). Bu akim degisimi de amperometrinin 6lglim esasini olusturmaktadir (Labib
vd. 2016).

Calisma elektrodu ve karsit elektrot arasinda sabit bir potansiyel uygulandiginda
elektrokimyasal reaksiyon sonucunda zamanin karekokii ile azalan bir akim elde edilir.
Bu yontem kronoamperometri olarak adlandirilir. Herhangi bir t zamaninda elektroda
uygulanan potansiyel baslangi¢ potansiyeline disiiriildigiinde, t siiresi i¢inde elektrot
tepkimesi sonucunda olusan iirliniin geri yiikseltgenmesi ile anodik akim olusmasina

bagl olarak kullanilan yonteme ise geri ¢evirmeli kronoamperometri ad1 verilmektedir.
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Bu yontemin akim-zaman iliskisi Cottrell esitligi ile verilir,

py?

is.k = nFAEFW (2 7)

Esitlikte; i faradik akimi, n elektron sayisini, F Faraday sabitini, D difiizyon katsayisini,

C konsantrasyonu, t ise zamani1 temsil etmektedir (Bard ve Faulkner 2001).
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Sekil 2.10 Kronoamperometrik uyari ve cevap (Biik 2014)
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2.2 Serbest Radikaller

Serbest radikaller molekiil veya molekiiler parcalar olup atomik ya da molekiiler
orbitallerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron bulundururlar (Halliwell ve
Gutteridge 1999). Bu eslesmemis elektron veya elektronlar bu serbest radikallerin
yeniden aktiflesmelerini saglarlar (Valko vd. 2007). Ancak Fe*, Cu*?, Mn*? gibi gecis
metalleri ve lantanit iyon kompleksleri ortaklanmamig elektron igermelerine ragmen
serbest radikaller olarak adlandirilmazlar, fakat serbest radikallerin olusumlarinda

onemli rol oynarlar. Serbest radikaller katyon, anyon veya nétral olabilirler.

Serbest radikaller genelde reaktif olduklarindan diger molekiillerle hizli bir sekilde
reaksiyona girme egiliminde olup dayaniksiz ve yari Omiirleri kisadir. Radikaller
yanma, atmosfer kimyasi, polimerlesme kimyasi, biyokimya gibi birgok kimyasal
sliregte onemli rol oynamaktadirlar. Trifenilmetil radikali 1900 yilinda Moses Gomberg

tarafindan tespit edilmis ilk organik serbest radikal olmustur.

Serbest radikaller molekiillerin yapisina bagli olarak oksijen merkezli; siiperoksit (O;"),
hidroksil (OH™), karbon merkezli; triklorometil (CCl3") ve kiikiirt merkezli; tiyol (RS)
olarak isimlendirilmektedirler (Halliwell ve Chirico 1993; Aust vd. 1993). Ayrica nitrik
oksit radikali (NO") ve azot dioksit radikali (NO;") tek sayida elektron tasidiklarindan
dolayi serbest radikal olarak tanimlanmaktadirlar (Darley-Usmar 1996).

Viicut i¢inde pek ¢ok tipte serbest radikal bulunmaktadir. Reaktif oksijen tiirleri ve
reaktif azot tiirleri serbest radikal sistemlerinin 6nemli bilesenleridir. Bu iki serbest
radikal tiirii haricinde atomik hidrojen, bir¢ok agir gecis metali (demir, bakir, ¢inko,
manganez), klor ve cevresel atiklar (CO, asbest, ozon) serbest radikal kaynagi gibi
davranmaktadirlar (Pala ve Tabakgioglu 2007).

Serbest radikaller yasam igin gerekli bazi biyolojik siireclerde Onemli rol
oynamaktadirlar. Biyolojik sistemde en ¢ok bulunan radikal serbest oksijen

radikalleridir. Oksijen canli sistemleri igin hayati olsa da, normal metabolizma
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sirasinda olugan bazi reaktif oksijen partikiilleri viicut i¢in olduk¢a zararlidir (Diplock
1998). Serbest radikallerdeki eslesmemis elektronlar protein, lipit ve DNA gibi
biyolojik materyallere zarar vermektedirler. Biyolojik sistemde, diger molekiiller ile
kolayca elektron aligverisine giren molekiillere “reaktif oksijen partikiili”
denilmektedir (Halliwel 1991a). ROP’larin yararhi etkileri, zararli durumlara karsi
hiicresel yanitlarda fizyolojik roller icermeleridir. Ornegin; bulasic1 hastaliklara karsi
savunmada ve hiicresel sinyal sistemindeki fonksiyonlar1 gibidir. Bir diger yararl etkisi
de, diisiik konsantrasyonlardaki ROP mitojenik yaniti indiiklemeleridir. Ayrica in vivo
homeostaziste de hayati bir rol tistlenmektedirler (Salvemini ve Cuzzocrea 2002, Victor
vd. 2004, Zweier ve Talukder 2006, Sakaguchi ve Furusawa 2006). Yiiksek
konsantrasyonlarda ise ROP hiirce yapisina, lipidlere ve membranlara, proteinler ve
niikleik asitlere hasar veren onemli mediyatorler olabilirler (Poli vd 2004). Bunun
sonucu olarak da yasa bagimli kanser, arteriyoskleroz, artrit, norodejeneratif gibi

hastaliklarda kilit rol oynadiklar1 6ngoriilmektedir (Halliwell ve Gutteridge 1999).

Baz1 serbest radikal olusum kaynaklari;

- UV radyasyon, X-isinlari, gama 1sinlar1, mikrodalga 1isima

- Metal katalizli reaksiyonlar

- Hava kirletici olan atmosferdeki oksijensiz radikaller

- Reaktif oksijen tiirleri ve reaktif azot tiirlerini iireten makrofaj ve nétrofili baslatan
inflamasyon

- Mitokondri katalizli elektron tagima reaksiyonlari, yan iiriin olan oksijensiz radikaller
- Makrofaj, trambosit, arsidonik asit ve diiz kas hiicreleri metabolizmasiyla olusan
reaktif oksijen tiirleri

- Kimyasallarla etkilesimler, araba egzoz gazlari, puro ve sigara dumanlari

- Pigirme siirecindeki organik maddelerin yanmasi, orman yanginlari, volkanik
aktiviteler

- Endiistriyel atiklar, artik kimyasallar, alkol alimi, bazi ilaglar, asbest, bazi pestisit ve

herbisitler, baz1 metal iyonlari, fungal toksin ve ksenobiyotikler (Bano vd. 2012)
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Reaktif oksijen tirleri, viicutta lipoksigenaz, siklooksigenaz, ksantin oksidaz,
myeloperoksidaz ve sitokrom P-450 gibi birgok enzim tarafindan iretilmektedir
(Meydani 2001). Reaktif oksijen tiirleri igin ¢izelge 2.1°deki gibi bir simiflandirma
yapilmaktadir.

Cizelge 2.1 Reaktif oksijen tiirleri

Radikaller Radikal Olmayanlar Singlet Oksijen
Siiperoksit radikal (O,7) | Hidrojen peroksit ( H,O2 ) Oksijenin biradikal
Hidroksil radikal (OH™) | Lipid hidroperoksit ( ROOH ) dogasindan dolay1
Alkoksil radikal (RO™) Hipoklorik asit ( HOCI) radikal 6zelligi
Peroksil radikal (ROO™) gostermektedir.

Molekiiler oksijenin (O2) suya indirgenmesi sirasinda ortaya ¢ikan ROP’lar, hiicrelerin
sitokrom komplekslerinde meydana gelmektedir (Onar 1990). ROP’lar, ¢esitli serbest
radikallerin olusturdugu serbest radikal zincir reaksiyonlarini baslatabilirler ve

- karbon merkezli organik radikaller (R"),

- alkoksil radikalleri (RO"),

- peroksit radikalleri (ROQ"),

- tiyil radikalleri (RS,

- siilfenil radikalleri (RSO,

- tiyil peroksit radikalleri (RSO3")

gibi serbest radikallerin olusumuna neden olurlar (Sekil 2.11).

ROP’lar endojen ve ekzojen maddeler olarak iiretilebilirler. Endojen kaynaklari,
mitokondri, sitokrom p450 metabolizmasi, peroksizom ve inflamasyona yol agan hiicre
aktivasyonudur (Inoue vd. 2003). Mitokondrilerin énemli miktarda H,O, tirettikleri
uzun siiredir bilinmektedir. Siiperoksitlerin mitokondri tarafindan iiretildikleri 40 yil
once Loschen ve Flohe (1971) tarafindan ilk kez ortaya g¢ikarilmistir. Mitokondride
olusan siiperoksit radikallerinin saptanmasi zordur. Bunun ise biiyiik olasilikla yiiksek

SOD aktivitesinin bir sonucu oldugu diisiiniilmektedir. Ubisemikinonlar mitokondriyel
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membranlarda oksijenin ana indirgeyicisidirler. Mitokondri mg protein basina dakikada
yaklasik 2-3 nmol siiperoksit tiretmektedir, her yerde bulunmalar1 canli organizmalarda
bu radikallerin en 6nemli fizyolojik kaynaklari oldugunu belirtir (Inoue vd. 2003).
Serbest radikal iiretimi i¢in mitokondri Onemli boliimdiir. Ayrica antioksidanca
zengindirler, boylece membranlarinin iki tarafinda da organeldeki oksidatif stresin
minimize edilmesini saglarlar (Cadenas ve Davies 2000). Mitokondriyal i¢ zarmn iki
tarafindaki siiperoksit radikalleri etkili bi¢imde detoksifikasyonu saglayarak ilk 6nce
hidrojen peroksit sonrada suya dontisimii gergeklestirir (Cu-Zn SOD zarlar arasi
boslukta lokalizedir ve Mn SOD matrikste lokalize olmustur). Organizmada serbest
radikal olusturan dogal olaylarin baslicalari; mitokondriyal elektron transportu, heksoz
monofosfat yolu, ksenobiyotiklerin metabolizmasi, dogal uyaranla fagositik hiicrelerin
aktivasyonu, biyosentetik ve biyokimyasal yikim olaylaridir. Cizelge 2.2°de serbest
oksijen partikiillerinin olusum kaynaklar1 gosterilmistir. Normal metabolizmanin
haricinde  hiperoksi, inflamasyon ve radyasyon serbest radikal olusumunu
hizlandirmaktadir (Kalyanaraman vd. 1980). Ayrica, reaktif oksijen tiirleri yiiksek
oksijen basinci, ozon, azotdioksit, kimyasal maddeler ve ilaglar gibi bazi uyarilarin da

etkisiyle artmaktadirlar.

sﬁperoksit radikali
oksi radikali O &= H+
- e d.]kal 2 \ Perhidroksi radikali
OH + RO
HO,"®
- / Ny g
o
ROl o> RS kot it Dy
)\ / \ % Fe2+
RH
RO, A _
peroksi radikali O H -+ O H
\ ™Y / hidroksil radikali
karbon radikali

Sekil 2.11 Reaktif oksijen partikiillerinin olusumu (Kocabay 2011)
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Cizelge 2.2 Reaktif oksijen partikiillerinin kaynaklar1

I. Normal biyolojik

islemler

II. Oksidatif stres yapici

durumlar

III. Yaslanma siireci

islemler

1. Oksijenli solunum
2. Katabolik ve anabolik

1. Iskemi, hemoroji, travma,
radyoaktivite, intoksikasyon
2. Ksenobiyotik maddelerin
etkisi

a) Inhale edilenler

b) Aliskanlik yapan maddeler

¢) Ilaglar
3. Oksidan enzimler

a) Ksantin oksidaz

b) Indolin dioksijenaz

c) Triptofan dioksijenaz

d) Galaktoz oksidaz

e) Siklooksijenaz

f) Lipooksijenaz,

g) Monoamino oksidaz
4. Stres ile artan
katekolaminlerin oksidasyonu
5. Fagositik inflamasyon
hiicrelerinden salgilanma
(notrofil, monosit, makrofaj,
eozinofil, endotelyal hiicreler)
6. Uzun siireli metabolik
hastaliklar
7. Diger nedenler: Sicak soku,

giines 15111, sigara

1. Yas ilerledikge,
vicudun ROP {iretimi

artar.

19




Reaktif oksijen partikiillerinin organizma i¢in yararli gérevlerinin olmasinin yani sira,
normal metabolizma sirasinda veya cesitli dis etkenlerle olusan serbest radikal tiirleri
hiicre fonksiyonlarina zarar vermelerinden dolay1 bu oksijen tiirlerinin olusumunun ve
aktivitesinin kontrol altina alinmasi gerekmektedir. Bu reaktif tiirlerin etkileri viicudun
dogal savunma sistemi tarafindan kontrol altinda tutulmaktadir. Ayrica bu savunma
mekanizmasinin diyetle alinacak antioksidan besinlerle desteklenmesi gerekmektedir.

Cizelge 2.3’de bazi ROP’lar1 notralize eden antioksidanlar gosterilmistir.

Cizelge 2.3 Bazi ROP’lar1 nétralize eden antioksidanlar (Bano vd. 2012)

Reaktif Oksijen Partikiilleri Notralize Edici Antioksidanlar
Lipit peroksidazlar Beta-karoten, E vitamini, ubikinon
Stiperoksit radikali C vitamini, glutatyon

Hidrojen peroksit C vitamini, E vitamini, glutatyon
Hidroksil radikali Lipoik asit, C vitamini, glutatyon
ANTIOKSIDAN SERBEST RADIKAL SAGLIKLI ATOM
W4 X

Sekil 2.12 Antioksidanlarin serbest radikalleri notrlestirmesi

(http://healthandwealthsuccess.blogspot.com.tr, 2015)

Aerobik solunum sirasinda olusan ROP hasarlarina karsi organizmada antioksidan
savunma sistemi ikiye ayrilir. Enzimatik sistemde; katalaz, SOD ve glutatyon
peroksidaz gibi enzimler rol oynarken; non-enzimatik sistemde ise A, E, C gibi
vitaminler, metal baglayan proteinler ile glutatyon gibi tiyol igeren bilesikler rol

oynamaktadir.
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Biyolojik sistemlerde ROP’larin olusumu, savunma mekanizmasi i¢in yararli oldugu

gibi, bazi biyokimyasal islevlerin yerine getirilmesinde, enzimatik sistemlerin etki

mekanizmalar1 ve denetiminde de yarar saglarken; proteinler, niikleik asitler, DNA,

karbohidratlar ve lipidler iizerine atak yapmalar

nedeniyle

bircok hastaligin

patofizyolojisinde rol oynamaktadirlar (Sekil 2.13, Stohs ve Bagchi 1995).

Ksenoantibiyotikler

el

— MItokondri,

Stres Proteinleri
‘\ ROP

mikrozomlar

Makrofa) +=————b TNF

uretimi

ProteinKinaz C
aktivasyonu

Endonikleaz
aktivasyonu

olusumu
Lipitler Proteinler DNA l
ALE,C Vitaminlerinin ¢ > Tiyollerin DNA Hasan

oksidasyonu

¢

|

Lipid peroksidasyon

Membran hasan

!

<§q

Hidroperoksitler,
Aldehitler vb.

/

oksidasyonu

!

l

ca™” tagimim sisteminde hasar (mitokondri,
mikro ve plazma membrani)

l

Poli (ADP Riboz)
sentaz aktivasyonu

»

\ v

ca* bagiml sistemlerin aktivasyonu
(endonikleazlar, proteazlar, fosfolipazlar)

T

l

Hlcre Hasan

el

ATP ve NAD(P)(H)
azalma

Sekil 2.13 ROP ve doku hasar1 arasindaki iligki (Stohs ve Bagchi 1995)

Oksidanlarin, belirli bir diizeyin iizerinde olusmasi ya da antioksidanlarin yetersiz

kaldig1 oksidatif stres durumunda ROP’lar organizmanin yap1 elemanlar1 olan protein,

lipid, karbohidrat, niikleik asitler ve yararli enzimlerin yapisini bozarak meydana

getirdikleri zararh etkiler asagidaki sekildedir:

- Hiicre organelleri ve membrandaki lipid ve protein yapisini bozarlar,

- Hiicre i¢i yararli enzimleri etkisizlestirirler,

- DNA’y1 tahrip ederler,
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- Mitokondrilerdeki aerobik solunumu bozarlar,

- Elastaz, proteaz, fosfolipaz, lipoksijenaz, siklooksijenaz, ksantin oksidaz, triptofan
dioksijenaz, galaktoz oksidaz gibi enzimleri aktive ederler,

- Hiicrenin potasyum kaybini artirirlar,

- Trombosit agregasyonunu artirirlar,

- Dokulara fagosit toplanmasini kolaylastirirlar,

- Hiicre disindaki kollojen doku bilesenlerini, savunma enzimlerini ve transmitterleri

yikarlar (Halliwell 1991b).

Lipitler serbest radikallere kars1 en hassas biyomolekiillerdir. Hiicre membranlarindaki
kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglar1 serbest radikallerle reaksiyona girerler.
Bu siireg lipit peroksidasyonu olarak bilinmektedir. Lipit peroksidasyonu kendi kendini
devam ettirebilen bir zincir reaksiyon bi¢imindedir ve oldukca zararhidir. Lipit

peroksidasyonu sonucunda da zarlarin gegirgenlikleri artmaktadir.

Proteinler ise lipitlere gore daha az hassastirlar. Etkilenme dereceleri ise aminoasit
bilesenlerine baghdir. Serbest radikallerin etkileri sonucunda proteinlerin tersiyer
yapilar1 bozulur ve fonksiyonlarmmi kaybederler. Oksihemoglobin de siiperoksit

radikalleriyle reaksiyona girerek methemoglobini olusturur.

Serbest radikaller DNA’y1 etkileyerek mutasyona ve Oliime neden olurlar.

Stiperoksitlere maruz birakilan DNA’lar ise antijenik 6zellik gosterirler.

Cogu enziminde katalitik dongii sirasinda serbest radikaller olusur. Ksantin, ksantin
oksidaz ile oksijenli ortamda iirik asite doniisiir ve molekiiler oksijenlerde hidrojen
perokside indirgenirler. Ksantin oksidazin beyinde 6dem, iskemi, damar gegirgenliginde
degiskenlik gibi hasarlara ayrica hepatit ve beyin tiimori vakalarinda serumdaki KsOD
miktarlariin artti1 belirtilmistir (Lavelli 2000). Iskemi durumunda oksijen miktar1 az
oldugundan o6nemli bir hasar olmamaktadir. Ancak reperflizyon sirasinda oksijen
miktart normale doniince yiliksek miktarlarda hidrojen peroksit ve siiperoksit radikali

olusarak iskemi/reperfiizyon hasar1 olusur.
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Metal iyonlartyla OH™ olusumuna neden olan H,0,’de radikal olarak nitelendirilir
(Feldman vd. 1993, Marletta 1993, 1994, Auroma 1994, Halliwell 1997). Hidrojen
peroksit, iki elektron ile O2’nin indirgenmesi sonucunda olusan, biyolojik sistemlerde
siklikla Oz ’nin bulundugu ortamlarda kendiliginden ve yavas bir sekilde ya da SOD
etkisiyle hizl bir sekilde olusur.

O, + 2H > H,O,
02.- +e+2H" > H,0,
02.- + 02._ +2H" - H,O,+ O, (enzimatik) (28)

D-amino asit oksidaz, glukoz oksidaz, iirat oksidaz gibi bir ¢ok enzim de O;’e iki
elektron vererek H,0; olusturabilir. Ortaklanmamis elektronu olmayan H,0, hem zayif
bir yiikseltgen hem de zayif bir indirgendir. Ortamda gecis metalleri yoksa diger
ROP’lardan farkli olarak membranlardan kolaylikla gecebilir. Aerobik hiicrelerde H,0g;
katalaz, glutatyon peroksidaz ve diger peroksidazlar gibi antioksidan enzimlerle

parcalanmaktadir (Halliwell 1997).

Oksijenden firetilen bu radikaller canli sistemdeki en Onemli smnifi olustururlar.
Molekiiler oksijen 6zgiin bir elektron dizilimine sahiptir. Molekiiler oksijene bir
elektron ilave edilmesiyle siiperoksit anyon radikali (O,") formuna gegerler (Miller vd
1990). Ayrica indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonuyla da serbest radikaller

olusabilmektedir.

Fe2+ + 0 —— F93+ + 02._

Cu" + 0O, —€U2+ + 0y” (29)

Siiperoksit radikallerinin bir baska serbest radikal olan nitrik oksit (NO") ile reaksiyona
girmeleri sonucunda peroksinitrit (OONQO") meydana gelir. Peroksinitritlerde, azot
dioksit (NO,"), hidroksil radikali (OH") ve nitronyum iyonu (NO,") gibi toksik

maddelere dontisebilirler.
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SOD’lar siiperoksit anyonlarini hidrojen peroksit ve oksijene doniistiirerek zararlarini
azaltmaktadirlar. Bu olayda enzimin aktif bolgesinde bulunan Zn o6nemli bir rol
iistlenmektedir. SOD’lar aktif merkezlerindeki metallere bagl olarak farkli gruplara
ayrilirlar (manganez (Mn), demir (Fe), bakir (Cu) ve ¢inko (Zn)). Bitkilerde hepsi farkli
alanlarda konumlanmaktadirlar. Ornegin; Cu/Zn SOD &karyotik hiicrelerde genelde
sitozol veya kloroplastta bulunurken MnSOD  mitokondri, kloroplast ve
peroksizomlarda  bulunur. Dimerik FeSOD kloroplastta  bulunur. SOD’lar
stiperoksitlerle olusan oksidatif stresin toksik etkilerinin detoksifikasyonuyla oksijen ve
hidrojen perokside doniistiiriilmesinde 6nemli rol oynamaktadirlar (Salin ve Bridges
1980, Del Rio vd. 1983, Droillard ve Paulin 1990, Van Camp vd. 1994, Fridovich
1995). CuZnSOD histidince zengin ortamda aktif merkezlerinde iki farkli metal iceren
tek smiftir. Bakir iyonu proteinin aktivitesinden sorumludur ve ¢inko iyonu ise protein
yapisinin ve elektrostatik kararliligin korunmasinda rol oynamaktadir (Konecny vd.
1999). SOD enzimleri H,O, temizleyen katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimlerle
konjuge olarak ¢alisirlar (Michiels vd. 1994). Cesitli serbest radikallerin {iretimi redoks
aktif metallerin katilimiyla yakindan iligkilidir (Valko vd. 2005).

Genel olarak, canli organizmalardaki ROP’larin Ol¢iimii 6nemli analitik zorluklar
icermektedir. Cogu ROP yiiksek reaktiflikte ve kisa omiirliidiir ve bu yiizden biyolojik
matris komplekslerinde saptanmasi zordur (White vd. 1994, Amatore vd. 2000, Finkel
ve Holbrook 2000). Siiperoksit anyonlarini direkt olarak saptamak icin birka¢ metot
(elektron paramagnetik direng) vardir ve c¢ogu teknik direkt olmayan metotlar ile

(absorbans veya floresans olgtimleri) gergeklestirilmektedir (Kalyanaraman vd. 2012).

Bugiine kadar siiperoksit tayini i¢in kullanilan yontemler; elektron spin rezonansi
(ESR), spektrofotometri, florometri, kemiliiminesans ve elektrokimyasal metotlardir
(Ohyashiki vd. 1999, Barbacanne vd. 2000, Tarpey ve Fridovich 2001, Tian vd.
2002a,b, Miinzel vd. 2002, Tang vd. 2002, Yao vd. 2002, Di vd. 2004).
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2.3 Biyosensorler

Biyosensorler 1960°’larda Clark ve Lyons onciiliigiinde ortaya ¢ikmistir. Enzim bazli,
doku bazli, immunosensér, DNA, termal ve piezoelektrik biyosensorler gibi cesitli
tiirleri kullanilmustir. Ik enzim biyosensérii 1967°de Updike ve Hicks tarafindan rapor
edilmistir (Venugopal 2002, Wang 2008, Akyilmaz vd. 2010). ilk biyosensériin
gelistirilmesinden giiniimiize biyosensorler saglik, gida, su, kalite kontrol, ¢evresel

incelemeler gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir.

Biyosensorler biyolojik tanimlama elementleri (enzim, antikor, DNA, mikroorganizma)
iceren fizikokimyasal sinyal ileticisine entegre edilmis analitik cihazlar olarak
tanimlanmaktadirlar. Son 20 yilda biyosensor alanindaki gelismeler biyosensorlerin
ucuz, hizli, basit, hassas O6zelliklerinden dolay1 6rnek bilesenlerinin ger¢ek zamanh
kalitatif ve kantitatif olarak tespit edilebilmesi sayesinde Onemli Olgiide artis
gostermistir. Biyosensorlerin tarim, tip, gida, giivenlik, ¢evresel ve endiistriyel bir¢ok

alanda olduk¢a 6nemli analitik bir rol oynayacagi diistiniilmektedir (Luong vd. 2008).

Biyosensorler, 3 ana bilesenden olusmaktadir; biyoreseptdr, doniistiiriicii ve sinyal
isleme sistemi (Sekil 2.14). Biyoreseptorler spesifik hedef analiti saptayabilen
immobilize biyokomponenttir. Biyokomponent olarak genellikle enzim, antikor, niikleik
asit ve hiicreler kullanilmaktadir. Analit ile biyoreseptor arasindaki reaksiyon
sonucunda {riin olusumu, 1s1 aciga ¢ikmasi, elektronlarin akist ve pH ya da kiitle
degisimi gibi kimyasal degisimler meydana gelmektedir. Bu biyokimyasal
degisimlerden elde edilen sinyaller doniistiiriiciiler ile elektriksel sinyale dontistiiriiliir

(Perumal ve Hashim 2014).
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Sekil 2.14 Biyosensoriin sematik gosterimi (Lowe 1985)

Hizla gelismekte olan biyosensorler glinlimiizde saglik alan1 basta olmak iizere; cevre
analizlerinde, askeri sahada, gida, farmasétik ve kimya endiistrileri gibi bir¢ok alanda
kullanilmaktadir. Biyosensorlerin yiliksek spesifiklik ve genis konsantrasyon aralifinda
tayine olanak saglayan yapilar1 biyosensorlerin avantajlari arasinda yer almaktadir.
Biyomolekiillerin pH, sicaklik, gibi ortam kosullarindan etkilenmesi sonucunda

kullanim 6miirlerinin azalmasi ise dezavantaj olarak goriilmektedir (Telefoncu 1999).

2.3.1 Biyoreseptorler

Biyoreseptorler biyosensorlerdeki spesifikligin - temelini  olusturmaktadir. Tespit
edilecek analitin ilgili kisimlarinin sensére baglanmasini saglar. Biyoreseptorler; enzim,
antikor/antijen, DNA/RNA, aptamer ve hiicre olabilir. En yaygin kullanilan
biyoreseptorler enzimler ve antikorlardir. Biyosensorler, kullanilan biyoreseptor tiiriine
gore, biyokatalitik esasli ve biyoafinite esasl olmak tizere iki sekilde gruplandirilabilir.
Biyokatalitik reseptorlerde enzim ylizeyinde bulunan analitin makromolekiiller
tarafindan katalizlenerek reaksiyona girmesi saglanir. Substrat 6zelligi gosteren analitin
bu yolla siirekli tiiketimi saglanmaktadir. En yaygin kullanilan biyokatalitik
biyoreseptorlere enzimler, hiicreler ve dokular 6rnek gosterilebilir. Biyoafinite temelli

biyosensorlerde ise, biyosensoriin biyolojik yapisinda bulunan makromolekiiller ile
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analitin etkilesmesi temeline dayanir. (Thevenot vd. 1999). Biyoafinite esash

biyosensorlerde en ¢cok kulanilan biyoreseptorler antikorlar/antijenlerdir.
2.3.1.1 Biyosensorlerin biyoreseptorlere gore siniflandirilmasi

Biyosensorlerin ayirt edici Ozellige sahip olmalarin1 saglayan biyoreseptorlerdir.
Biyoreseptorler tanimlama sistemi ile hedef analiti birlestirdiginden dolay1 hedef analite
kars1 hassas ve secici olmasi gerekir. Biyosensorler kullandiklar1 biyolojik sinyalleme

mekanizmalarina gore 5 ana kisma ayirilabilirler (Sekil 2.15, Perumal ve Hashim 2014).
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Sekil 2.15 Cesitli biyolojik sinyal mekanizmalarina gore biyosensor tiirleri
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2.3.1.1.1 Enzim temelli biyosensorler

Enzimler substratlarin1 spesifik olarak taniyan biyokatalizorlerdir. Bu ozellikleri
sayesinde enzimler analitik cihazlarin gelismesinde ¢ok Onemli rol oynamaktadir.
Enzim temelli biyosensorlerinin ¢aligma prensibi spesifik tanimlamaya dayanmaktadir.
Baglanma sonucunda olusan sinyaller analitin konsantrasyonu ile orantilidir. Olusan
sinyallerde ileticiler tarafindan akim, potansiyel, sicaklik degisimi, elektrokimyasal 151k
absorpsiyonu gibi farkli yanitlara doniistiiriilmektedir (Mulchandani 1998). Enzimatik
biyosensorlerin avantajlar1 yiiksek segicilik, hizli yanit, basit olusumlu cihazlar ve
diisiikk maliyetleridir (Hall 2002). Dezavantajlar1 ise ¢evresel kosullara hassasiyet, sinirlt
Omiirleri ve Ornek bilesimindeki maddelerle inhibisyonlaridir. Enzimlerin spesifik
katalitik reaksiyonlar1 ¢ok diisiik algilama limitlerine olanak saglamaktadir. Enzim —
substrat etkilesimleri enzim temelli biyosensorlerin temelini olusturmaktadir. Enzimler
substrat konsantrasyonu, sicaklik, inhibitor ve pH gibi faktérden etkilenebilir. Enzim
bazli biyosensorlerin algilama limitinin detaylandirilmasinda Michaelis—Menten
denklemi kullanilmaktadir. Glukoz oksidaz (GOD) temelli biyosensorler literatiirlerde
en ¢ok yer alan enzim bazli biyosensorlerdir. Ayrica kalp hastaliklari, parkinson, kanser
gibi hastaliklarin belirlenmesinde Superoksit Dismutaz (SOD) temelli biyosensdrler
kullanilmaktadir (Ohsaka vd. 1995, Tian vd. 2004, Di vd. 2004, Wang vd. 2012).
Biyosensorlerde elektrokimyasal temelli metodlar, 6zellikle O, radikalinin tayini igin
kullanilmaktadir. Bu yontem SOD ya da sitokrom c (sit-c)’ye dayanmaktadir. SOD
yonteminde, H,O; olusturmak igin SOD tarafindan O, ’nin spesifik dismutasyonu ile
elektrot yiizeyinde H,O;’in elektrooksidayonunun tespitine dayanmaktadir. Sitokrom-c
yonteminde ise, altin elektrot lizerine immobilize edilmis sit-c’nin O tarafindan
kullanilmas: ve ardindan elektrot yiizeyinde gerceklesen proteinin reoksidasyonuna
dayanmaktadir. O, ¢6zeltide genellikle KsOD/hipoksantin (HKs) sistemi kullanilarak
tiretilmektedir (Cortina-Puig vd. 2009).

Son calismalar enzim esasli biyosensorlerin kolesteroliin tayininde, gida ve cevre
denetiminde, agir metallerin ve zirai ilaglarin tayininde de kullanilabildigini géstermistir

(Perumal ve Hashim 2014).
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2.3.1.1.2 immiinosensorler

Immiinosensérler, uygun antijen ile antikorun kompleks olusumu esasina
dayanmaktadir. Antikor-antijen reaksiyonlar1 oldukga spesifiktir (Parkinson ve Pejcic
2005).

Ilk antikor temelli biyosensoriin gelistirilmesinden sonra tibbi teshis i¢in antijen-antikor
temeline dayanan biyosensorlerin gelistirilmesi i¢in ¢abalar harcanmistir (Orazio 2011).
Bir antikor, iki agir zincir (H) ve iki hafif zincirden (L) olusan ‘Y’ seklinde bir
immiinoglobiilindir (Ig). Her zincirde sabit ve degisken bir parcast bulunmaktadir.
Degisken kisim antijene 6zgii olup uyumlu bir antijene baglanarak spesifik ve segici
olmaktadir. Immiinosensérlerde kullanilan tamimlama metotlarinda  optik  ve
elektrokimyasal yontemler kullanilmaktadir. Elektrokimyasal yontemler ile hizli, basit
ve ekonomik algilama saglanmaktadir. Bakteri ve patojenlerin algilamasi igin
gelistirilen immiinosensodrlerde ise nokta analizleri (point-0of-care) olarak adlandirilan
Olctim testlerinde uygulanabilir olmas1 nedeniyle oldukga ilgi ¢cekmektedir (Perumal ve
Hashim 2014). Hassasiyet ve segicilik gibi 6zellikler timor spesifik immiinosensorlerin
kanserin erken sathalarinda tani araci olarak timit verici bir hal almasini saglamigtir

(Ushaa vd. 2011).

2.3.1.1.3 Genosensorler

Cift sarmal DNA (dsDNA) zincirini olusturan tek sarmal DNA (ssDNA) zincirleri
arasinda olusan spesifik affinite reaksiyonu genosensorlerin temelini olusturmaktadir.
DNA biyosensorlerinin gelistirilmesi ile elektroforetik ayrimlarin eslesmesi ve radyo
izotropik gibi oldukca maliyetli ve zaman alan metodlar1 geride birakmistir (Perumal ve
Hashim 2014). DNA biyosensorlerin ¢alisma prensibi dsDNA olusturmak igin iki tek
sarmal niikleik asit dizisi arasinda kararli bir hidrojen bag1 olusturan eslenik ssDNA’nin
tanimlanmasina dayalidir. Bu nedenle hedef baz dizisinin eslenigi olan ssDNA
immobilize formda prob olarak kullanilmaktadir. Hedefin proba maruz kalmasi ile

dsDNA olusturmak iizere komplementer ssDNA hibritlersir ve bu da doniistiiriiciiniin
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sinyali elektriksel sinyale doniistiirmesine olanak saglayan biyokimyasal reaksiyonun
olugmasint saglar. Calismalarda ssDNA’nin algilama yiizeyine immobilizasyonunun
yapilabilmesi i¢in tiyol ve biotin gibi baglayicilara gereksinim duyulabilecegi

belirtilmistir. (Cagnin vd. 2009, Lazerges vd. 2012).

DNA sensorleri kullanilan yontemlerine gore iki farkli grupta incelenmektedir. Bunlar;
etiketlenmis hedef DNA esasl ve etiketlenmeden yapilan yontemlerdir (Bonanni ve del
Valle 2010). Etiketleme yonteminde hibridizasyonun saptanmasi i¢in florosent boyalar
(Puinno vd. 1995, Fan vd. 2003), redoks aktif enzimler (Lermo vd. 2007, Diaz-
Gonzalez vd. 2008), manyetik partikiiller (Ferreira vd. 2006) veya farkli tiir
nanopartikiiller (Wang vd. 2001, Wang vd. 2002) kullanilmaktadir. Etiketsiz
yaklagimda ise DNA bazlarinin direkt oksidasyonu sonucu olusan sinyalin ol¢limii

esasina dayanmaktadir (Thorp 1998, Wang ve Kawde 2002).

2.3.1.1.4 Hiicre temelli biyosensorler

Hiicre temelli biyosensorlerde biyospesifik algi elementi olarak canli hiicreler
kullanilmaktadir. Stimulus ve hiicre arasindaki etkilesime cevap tiretmektedir. Bakteri
ve mantar gibi mikroorganizmalar, spesifik molekiilleri ya da tiim ¢evresel durumlari
algilamak i¢in kullanilabilmektedir. Hiicre temelli biyosensorlerin birgok avantaj ve
dezavantaji bulunmaktadir. Bu biyosensoriin algilama limiti hiicrenin canliligini
siirdiirebildigi dogal ¢evre kosullar1 tarafindan belirlenmektedir. Ancak en biiyiik
kisitlama sterilizasyon, yasam siiresi ve biyouyumluluk gibi ¢ok ¢esitli kosullara bagli
olan hiicre stabilitesidir. Hiicre bazli sensoriin basarisini etkileyen diger bir konu ise
seciciliktir. Biitlin bir hiicrenin multireseptér davranist mikrobiyal sensoriin zayif
secicilige sahip olmasina neden olmaktadir. Hiicre bazli biyosensorler enzim bazl
biyosensorlere gore ¢ozlinen madde inhibisyonuna karsi daha az hassas, optimum pH ve
sicakligin altinda daha toleranshidir. Enzim bazli biyosensorlere gore daha uzun bir
yasam siiresi saglayabilmesi ve aktif hiicrelerin izole edilmeye ihtiyaci olmadigi igin
daha ucuzdur (Perumal ve Hashim 2014). Yapilan c¢alismalar hiicre bazh

biyosensorlerin hastalik teshisi, ¢evresel analizler, besin kalite kontrolii, kimyasal-
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farmasotik endiistri ve ilag algilama gibi alanlar i¢in kullanilan bir yontem oldugunu

gostermektedir.

2.3.1.1.5 Biyomimetik sensorler (Aptasensorler)

Biyomimetik sensorler biyokomponent olarak aptamerleri kullanan aptasensorlerdir.
Aptamerler; amino asitleri, oligosakkaritleri, peptitleri ve proteinleri tanimak icin
tasarlanan yapay niikleik asit zincirleridir. Aptamerler genel olarak rastgele
sentezlenmis tek zincirli oligoniikleotidlerdir. ilk &nce oligoniikleotid sentezleyicisine
rastgele zincir dizim sekansi igeren ¢ok sayida farkli sentetik oligoniikleotid iirettirilir.
Farkli baz dizimi olan her molekiil, farkli li¢ boyutlu yapiya sahiptir. Dolayisiyla bu
farkli molekiil, taninmasi disiliniilen analitle muamele edilir ve rastgele iiretilen
oligomerik molekiiliin hangi analite kars1 yliksek baglanma kapasitesine sahip oldugu
SELEX ad1 verilen 6zel bir yontemle tespit edilir. Sonra tespit edilen bu oligomerin
sekansi belirlenerek sentezleyiciye ikinci kez bu molekiilden iiretimi saglanir; tiriinler
ise biyosensor teknolojisinde biyoreseptdr olarak kullanilir. Yiiksek spesifiklik, kiiciik
boyut, modifikasyon ve immobilizasyon ¢ok yonliiliigii, rejenere olabilmesi ve hedef
analitin  baglanmasiyla gerceklesen konformasyonel degisim gibi aptamer
ozelliklerinden ¢ok c¢esitli biyoalgilama formatlarin1 optimize etme konusunda basariyla
faydalanilmistir (Perumal ve Hashim 2014). Aptamer temelli biyosensorler son
donemlerde biyomimetik sensorlerde klinik uygulama i¢in 6nemli bir hale gelmistir.
(Strehlitz vd. 2008, Torres ve Alocilja 2009, Wang vd. 2012, Weng vd. 2012).
Monoklonal antikorlara rakip olan bu molekiiller giin gectikce uygulamada kendini
daha fazla gostermektedir. Hatta son 10 yil icinde 6zel yontemlerle iiretilen aptamer
proteinlerin bazilarmin altin ve bakir gibi madenlere karsi bile 6zgiin baglanma
gosterdikleri goriilmiistiir. Bu da, 6zellikle yer alti sular1 tlizerinden maden aramalari
yapmak icin orijinal biyosensor imalatinin yapilabileceginin isaretini vermektedir

(Chambers vd. 2009).
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2.3.2 1leticiler (Transduserler)

Ileticiler, reseptorlerin  biyolojik reaksiyonunu sinyale  doniistiirmektedirler.
Biyokimyasal reaksiyonlarin 6zelliklerine gore ileticiler kullanilmaktadir (Thevenot vd.
1999, Telefoncu 1999, Hou 2005). Sekil 2.16’da iletici tiirleri gosterilmistir.

ileticiler

Sekil 2.16 Tletici tiirleri

2.3.2.1 Biyosensorlerin ileticilere gore simiflandirilmasi

leticiler fiziksel, biyolojik ve kimyasal olaylar1 yiiksek hassasiyet ve diisiik 6lciim
degerleri ile elektriksel sinyallere doniistiiren cihazlardir. Gliniimiizde gelistirilmis

bir¢ok iletici metodu bulunmaktadir.

2.3.2.1.1 Elektrokimyasal biyosensorler

IUPAC, elektrokimyasal biyosensorleri bir elektrokimyasal doniistiiriicii materyali ile
baglantili olan bir biyoreseptor kullanarak kantitatif ya da yar1 kantitatif analitik bilgi

saglayabilen bir cihaz olarak tanimlamistir (Thevenot vd. 1999). Elektrokimyasal
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biyosensorler indirgenme ve yiikseltgenme reaksiyonlart sonucu olusan akimi Olgerler.
Uretilen akim mevcut elektroaktif tiirlerin konsantrasyonu veya iiretim/tiiketim orani ile
iliskilidir. Olusan elektriksel sinyal hedef ve analit arasindaki tanimlama islemi ile ilgili
olup analit konsantrasyonu ile dogru orantihidir (Wang 2006). Elektrokimyasal
biyosensorler amperometrik, potansiyometrik, impedimetrik ve kondiiktometrik olarak

dort kategoriye ayrilirlar.

Amperometrik  sensOrler biyosensorlerin - en  popiiler smiflarindan  birisidir.
Amperometrik 6l¢iimde, elektroaktif molekiiliin elektrokimyasal yiikseltgenmesi veya
indirgenmesinin bir sonucu olarak bir akim olusur ve olusan bu akimin sabit
potansiyelde Sl¢iilmesi esasina dayanmaktadir (Harris ve Turner 2013). Amperometrik
yontemlerde ¢alisma elektrotlart altin (Au), platin (Pt) veya karbon gibi elektrotlarlardir.
Referans elektrot olarak ise genellikle giimiis/giimiis kloriir (Ag/AgCl) elektrot
kullanilmaktadir. Karsit elektrot ise akim akiginin dlgiilmesi amaciyla kullanilmaktadir
(Wang vd. 2008). Enzim temelli amperometrik elektrotlar en c¢ok kullanilan
amperometrik biyosensorlerdir. Bu yontemde ilgili tiirlerin konsantrasyonlarinin

belirlenmesinde akim yogunluklarindan yararlanilmaktadir.

[k potansiyometrik sensér 1969 yilinda iire tayinine yonelik olarak hazirlanmistir
(Perumal ve Hashim 2014). Potansiyometrik sensorler referans elektroda karsi ¢alisma
elektrodundaki potansiyelin Glglimiine dayanmaktadir. Potansiyometrik transdiiserin
calisma prensibi, elektrokimyasal hiicrede elektrottan akimin ge¢medigi bir anda
oOl¢iilerek tan1 prosesi siiresince indikator ve referans elektrot arasinda biriken potansiyel

farkina dayanmaktadir. Olgiilen potansiyel Nerst esitligi ile ifade edilir.

Elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS) temelli transdiiksiyon yontemi ile diisiik
algilama limitlerinde oOl¢timlerin yapilabilmesiyle son yillarda oldukca popiiler hale
gelmistir. Bu yontem ile etiketsiz veya reaktifsiz algilama saglayabildiginden gergek
zamanli tayinler i¢in oldukg¢a uygundur (Pejcic ve Marco 2006, Perumal ve Hashim
2014). EIS ol¢iimiinde, elektroda kontrollii alternatif potansiyel uygulanarak numune

tizerinden gegen akim belirlenir. Numuneden kaynaklanan elektriksel impedans voltajin
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akima orani olarak hesaplanir. EIS ii¢ elektrot sistemi, bir potentiostat ve bir frekans
yanit analizoriinden olusur. Bu elektrot sistemi; ¢alisma elektrodu, karsit elektrot ve
referans elektrottur (Perumal ve Hashim 2014). Impedans spektroskopisi kanser/timor
hiicrelerinin, virlislerin, bakterilerin ve patojenlerin algilanmasi gibi bir¢ok caligmada
kullanilmistir (Bayoudh vd. 2008, Diouani vd. 2008, Kukol vd. 2008, Hong vd. 2012,
Ohno vd. 2012, Nquyen vd. 2012).

Kondiiktometrik biyosensorlerde iyonik tiirlerin konsantrasyonundaki degisimi
sonucunda degisen iletkenliginin Ol¢limiine dayanmaktadir. Kondiiktometrik cihaz
birbirinden ayrilmis iki elektrottan olusmaktadir. Iletkenlik 6lciimii igin elektroda
alternatif akim uygulanarak ohm metre ile dlgtilebilen iletkenligi ortaya ¢ikmaktadir.

(Grieshaber vd. 2008, Lee vd. 2012).

2.3.2.1.2 Optik temelli biyosensorler

Son yillarda optik biyosensorler hizli bir ilerleme yasamaktadirlar ve gida giivenligi,
givenlik, yasam bilimi, ¢evresel goriintileme ve tip alami gibi O6nemli alanlarda
uygulamalar1 bulunmaktadir (Tsoka vd. 1998, Vedrine vd. 2003, Johansson vd. 2008,
Bhatta vd. 2010, 2012, Md Mislim vd. 2012, Perumal ve Hashim 2014). Optik
biyosensorler giiniimiizde en ¢ok kullanilan biyosensor tiirlerinden birisi olmakla
birlikte gida, giivenlik, canli bilimi, ¢evre izleme gibi ¢ok sayida onemli alanlarda
kullanilmaktadir. Optik biyosensorler biyotanimlama prosesine bagli olarak faz,
polarizasyon veya frekans degisimleri temeline dayanmaktadir. Optik biyosensorler
kolorimetrik, floresans, liiminesans ve yilizey plasmon rezonans gibi farkli kategorilerde
siniflandirilabilirler. Kolorimetrik ve floresans esasli biyosensorlerde hedef veya
biyolojik elementler floresan etiket veya boyalarla etiketlenirler (Fan vd. 2008). Yiizey
plasmon rezonans (SPR) biyosensorii ylizey plasmon dalgalarimi (elektromanyetik
dalga) kullanarak hedef analit ile sensor tizerindeki biyotanimlama elementi ile olan

etkilesimlerdeki degisimleri saptamaktadir (Mol ve Fischer 2010).
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2.3.2.1.3 Piezoelektrik temelli biyosensorler

Piezoelektrik ilk kez Curie kardesler tarafindan 1880°de, merkezi olmayan kristal veya
buna benzer yapilarda mekanik ve elektriksel sistemler arasindaki lineer etkilesimlerle
aciklanmustir (Katzir 2006, Tichy vd. 2010). Pizeoclektrik biyosensoérlerin transdiiserleri
quartz gibi piezoelektrik malzemeden yapilmis ve biyoalgilayict malzemede
pizeoelektrik malzeme ile kaplanmistir. Frekans belirli bir degerde akim olusturan harici
elektrik sinyali ile kontrol edilir ve hedef analit algilayici malzeme ile
baglanma/reaksiyon gergeklestiginde analitin kiitlesi ile iligkili olarak frekans

kaymasina sebep olmaktadir (Perumal ve Hashim 2014).

2.3.2.1.4 Kalorimetrik biyosensorler

Cogu kimyasal ve biyolojik reaksiyonlar 1s1 degisimi icermektedir. Bu nedenle biitiin
biyokimyasal reaksiyonlar sonucunda olusan 1s1 olusumu ve absorpsiyonu kalorimetrik
temelli biyoalgilama cihazlarinin ortaya ¢ikmasini saglamistir. Kalorimetrik yontemler
once enzim temelli biyosensorlerde ve sonradan da hiicre ve immunosensorlere
uygulanmistir (Xie vd. 1999, Ahmad vd. 2010). Kalorimetrik prensip uygun analit ile
biyotanimlama elementi arasindaki reaksiyonda olusan sicaklik degisimlerinin
Ol¢iilmesine dayanmaktadir. Sicakliktaki bu degisim harcanan reaktif veya lirlin miktari
ile iliskilidir (Xie vd. 1999). Kalorimetrik cihazlarda 1s1 degisimi termistor veya termofil
ile Olclilmektedir. Yapilan c¢alismalar biyomolekiil etkilesimlerinin etiketsiz
goriintiileme uygulamalarinda kullanildigin1 géstermistir (Cooper 2003). Bu teknik ile
DNA hibritlegsmesinin hizli bir sekilde saptanmasina olanak saglanmistir (Watterson vd.

2002, Buurma ve Haq 2008, Paul vd. 2010, Xi vd. 2010).

2.3.3 Biyolojik materyallerin immobilizasyonu

Immobilizasyon, hareketi sinirlandirmak demektir. Immobilize edilmis enzimlerin

hareketleri smirlandirilmistir. “Immobilize” terimi yerine “tutuklanmis”, “¢dziinmez

hale getirilmis”, “baglanmis” gibi terimler kullanilmaktadir (Telefoncu 1997).
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Immobilizasyon isleminin uygun yontemler ile yapilmasiyla biyosensériin kullanim
stiresi, yanit siiresi ve tekrarlanabilirlik gibi 6zellikleri etkilediginden dolay1 en kritik

adimdir (Andreescu ve Sadik 2004).

Immobilize edilmis enzimlerin ilk kez endriistiyel kullanim1 1967 yilinda Chibata ve
calisma arkadaslar1 tarafindan yapilmis ve bu calismada sentetik rasemik D-L amino
asitlerin ¢oziinmeleri i¢in aspergillus oryzae aminoasilaz’in immobilizasyonu
gerceklestirilmistir (Tosa vd. 1966). Immobilize enzim sistemlerinin 6énemli bilesenleri

enzim, matriks ve enzimin matrikse baglanma seklidir.

Matrikslerin 6zellikleri immobilize enzim sistemlerinin performanslarini belirlemede
oldukca onemlidir. ideal destek madde o&zellikleri; basinca karsi fiziksel direng,
hidrofiliklik (hidrofilisite), enzime kars1 inert, biyouyumluluk, mikrobiyal ataklara karsi
diren¢ ve disiik maliyet seklindedir (Trevan 1980, Brodelius ve Mosbach 1987,
Buchholz ve Klein 1987). Destek maddeler kimyasal yapilarina gore organik veya
anorganik olarak siniflandirilabilirler. Organik destek maddelerde kendi arasinda dogal

ve sentetik polimerler olarak iki alt gruba ayrilirlar (Cabral ve Kenndy 1991).

Matrikslerin fiziksel oOzellikleri (partikiil caplari, sisme oOzellikleri, mekanik giic)
immobilize sistemlerin performanslari igin biiyiikk ©neme sahiptir. Ozellikle por
parametreleri ve partikiil boyutu total ylizey alanmi belirler ve bdylece enzimlerin
baglanma kapasitesini kritik derecede etkilemektedir. Porsuz destek maddeler
diffiizyonel kisitlamalar gosterir ama diisiik yiikleme kapasitesine sahiptir. Bu nedenle
porlu destek maddeler yiiksek enzim yiiklenmesine olanak saglayan yiiksek yiizey alani
ve immobilize enzimleri ¢evreden daha iyi bir koruma olanagi saglamaktadirlar.
Inorganik tagyicilarin avantajlarina (fiziksel, kimyasal ve mikrobiyal bozunmaya karsi
direng) ragmen cogu endiistriyel uygulamalarda organik matriksler kullanilmaktadir.
Hidrofilik karakter immobilize enzimin aktivite seviyesini belirlemede en Onemli

faktorlerden birisidir.
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Enzimler, destek maddelere tersinir fiziksel absorpsiyon ve iyonik bagdan kararli
kovalent bag etkilesimleriyle tutturulurlar. Enzim immobilize yontemleri tersinir ve

tersinmez olarak iki ana katagoriye ayrilirlar (Gupta ve Mattiasson 1992).

2.3.3.1 Geri doniisiimsiiz immobilizasyon metotlari

Geri doniigiimsiiz immobilizasyon konseptinin anlami enzim bir kere destek maddeye
baglandigr anda enzim veya destek maddenin biyolojik aktivitesinin yok edilmeden
yapidan ¢ikartilamamasi s6z konusudur. Geri doniisiimsiiz immobilizasyon yontemi
olarak kullanilan ortak prosediirler kovalent baglama, tutuklama veya mikrokapsiilleme

ve ¢apraz baglamadir.

> Kovalent Baglama

Tutuklama - > &K Bl .,

= Mikrokapsiilleme

- Capraz Baglama P C ,,‘, r

Sekil 2.17 Tersinmez immobilizasyon metotlar1 (Brena ve Batista-Viera 2013)

2.3.3.1.1 Kovalent bag diizenlenmesi

Proteinlerin immobilizasyonunda en ¢ok kullanilan metotlar arasinda kovalent bag
diizenlenmesi esasli yapilmaktadir. Bu metodun avantaji enzim ve matriks arasindaki
bag yapilarmin dogast geregi kararli olmasi ile soliisyon igine enzim salinimi

gerceklesmemektedir.

37



Kovalent reaksiyonlar1 amid, eter, tiyo-eter veya karbamat gibi baglarla destek maddeye
enzimlerin baglanmasina olanak sagladiklari i¢in kullanilmaktadir. Bu sayede de enzim
matrikse kuvvetli bir sekilde baglanmis olmakta ve aynmi zamanda da kararli bir yap1
olusturmaktadir. Ancak, kovalent bagin dogasi geregi enzimatik aktivitesinin
azalmasiyla enzim ile birlikte matriks de kullanilmaz hale gelmektedir (Brena ve
Batista-Viera 2013).

2.3.3.1.2 Tutuklama

Tutuklama metodunun esasi enzimin polimerik bir ag i¢ine yerlestirilerek substrat ve
tirlinlin gegmesine izin verirken enzimin korumasini saglamaktir (O’Driscoll 1996). Bu
yontemin diger yontemlerden farki enzimin, membran veya matrikse baglanmamasidir.
Tek adimli siire¢ icermesi ve diisiik maliyeti bu yontemin avantajlar1 arasinda yer
almaktadir. Jel (Bernfeld ve Wan 1963), fiber tutuklama (Dinelli vd. 1976), mikro-
kapsiilleme (Wadiack ve Carbonell 1975) gibi degisik tutuklama yOntemleri
bulunmaktadir. Uzun yanit siiresi gozenek biiyiikliigii kontroliiniin zorlugu ve olasi

enzim salinimi ise bu yontemin dezavantajlaridir.

2.3.3.1.3 Capraz baglama

Bir veya daha fazla fonsiyonel grubun kullanilmasiyla tasiyict ile biyomolekiil arasinda
kovalent baglanma esasina dayanmaktadir. En ¢ok kullanilan ¢apraz baglama reaktifleri

glutaraldehit, karbonildiimidazol, heterosiklik halojeniirler vb. maddelerdir.

Capraz baglama yonteminde biyomolekiil kuvvetli bir sekilde baglandigindan
desorpsiyon ¢ok diisiiktiir. Bu yontem ile biyomolekiil immobilizasyonu farkl
sekillerde yapilabilmektedir (Telefoncu 1999);

*Biyomolekiiliin bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu,

*Biyomolekiiliin ikinci bir protein varliginda bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu,
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*Biyomolekiiliin suda ¢6ziinen bir tasiyicida adsorbsiyonundan sonra bifonksiyonel
reaktif ile reaksiyonu,
*Biyomolekiiliin bifonksiyonel reaktif tarafindan aktive edilmis polimer tasiyici ile

reaksiyonu.
2.3.3.2 Geri doniisiimlii immobilizasyon metotlari

Tersinir immobilize enzimler destek maddeden basit kosullar altinda ayrilmaktadirlar.
Enzim immobilizasyonu i¢in tersinir yontemlerin kullanilmast ¢ogu ekonomik

nedenlerinden dolay1 ilgi ¢gekmektedir.

«» Adsorpsiyvon [ E (
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ivonik Baglanma

»
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=i Affinite Baglanma
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\V4
Z

s
|
s

<3+ Disiilfit Baglar
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Sekil 2.18 Tersinir immobilizasyon yontemleri (Brena ve Batista-Viera 2013)

2.3.3.2.1 Nonspesifik adsorpsiyon

En basit immobilizasyon yontemi olan nonspesifik adsorpsiyon, iyonik baglanma veya
fiziksel adsorpsiyon esasina dayanmaktadir (Messing 1976, Woodward 1985). Fiziksel
adsorpsiyonda enzim matrikse hidrojen bagi, van der waals etkilesimleri veya
hidrofobik etkilesimlerle baglanir. Adsorpsiyon ile immobilizasyon hafif, kullanimi

kolay ve enzimin katalitik aktivitesini korunmasmni saglamaktadir. Boyle metotlar
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ekonomik olarak ¢ekicidir ama etkilesimler nispeten zayif oldugunda matriksten enzim

sizmast gibi problemler i¢erebilmektedir.

2.3.3.2.2 iyonik baglama

Geri doniisimlii enzim immobilizasyonundaki yaklasim kromatografide kullanilan
protein-ligand etkilesimleri temelinde dayanmaktadir. Ornegin, geri doniisiimlii enzim
immobilizasyonunun kromatografi prensipleri igeren uygulamalarindan bir tanesi iyon
degistiricilerin kullanilmasi olmustur (Tosa vd. 1966, Sharp vd. 1969). Bu metot basit
ve geri donistimlidiir fakat enzimin hem kuvvetli baglanmasi hemde aktivite halini
tamamen korumasi i¢in gereken kosullarin saglanmasi olduk¢a zordur. Son zamanlarda
polimerik  iyon ligandlarinin  kullanilmasi  protein-matriks  etkilesimlerinin
diizenlenmesine olanak saglamistir. Ancak, substrat veya {iriinler yiiklii olduklarinda
yiiksek yiiklii destek madde kullanilmasiyla dagilma ve difiizyon olgularinin bir sonucu
olarak kinetigin bozulmasiyla problemler meydana gelebilmektedir. Bu nedenle
optimum pH veya pH kararlilig1 gibi enzim 6zellikleri degisebilmektedir (Goldman vd.
1968, Goldstein 1972). Bunun problem ortaya ¢ikarmasina ragmen uygulamalarina
bagli olarak belirli bir enzimin optimal sartlarinin daha bazik veya asidik kosullara

kaymasi yararli olabilmektedir (Guisan vd. 1994).

2.3.3.2.3 Affinite baglama

Yapilan ¢aligmalarin temeli biyolojik materyallerle ¢aligsildigindan her zaman 3-boyutlu
yapinin oryantasyonu/kontrolii temeline dayanmaktadir. Boylece aktivitenin korunmasi
ve slirdiiriilmesi hedeflenmektedir. Bu nedenle yapilan ¢aligmalarda uygulanan farkli bir
trend, aktif destek ve proteinin spesifik bir grubu arasinda (biyo)afinite baglari
olusturmaktir. Eger biyomolekiilde dogal olarak bu tiir spesifik gruplar bulunmuyorsa,
biyomolekiiliin oldukc¢a spesifik bir bolgesinde aktiviteyi etkilemeden bu gruplar
tasarlanabilmektedir. Seliiloz-seliilloz baglanma bolgesi tasiyan enzimler, histidin
tasiyan enzimler i¢in metal iyon immobilize edilmis matriksler, spesifik enzimler i¢in

monoklonal/poliklonal antikorlar ve lektin-glikoenzim tasiyan oligosakkaritler bazi 6zel
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afinite etkilesimlerine Ornek olarak verilebilmektedir. Bu yontem matriksin tekrar
kullanimi1 ve enzim stabilitesi i¢in olduk¢a uygundur. Biyomolekiiliin farkli desteklerde

oryantasyonunun kontrolii rahatlikla saglanabilmektedir (Andreescu vd. 2006).

2.4 Cahsmada Kullanilan Biyomolekiiller, Tasiyic1 Sistemler, Nanopartikiil ve
Capraz Baglayicilar

2.4.1 Enzim

Normal miktardaki ROP immiin sistem i¢in faydali olup, asir1 iiretimleri sonucunda ise
yaslanma, kalp hastaliklari, kanser ve nerodejeneratif hastaliklara sebep olmaktadir
(Hall ve Braughler 1989, Floyd 1990, Ames vd. 1993, Vanella vd. 1993, Kovacic ve
Jacintho 2001, Mak ve Newton 2001). SOD canli organizmalar i¢in olduk¢a 6nemli bir
antioksidan enzimdir (Halliwell vd. 1984, Dean vd. 1997, Kehrer 2000). Siiperoksit
radikallerinin  (O,") molekiiler oksijen (O,) ve hidrojen peroksite (H20y)
dismutasyonunu spesifik ve etkili bir bigimde katalizledikleri ilk McCord ve Fridovich
tarafindan belirtilmistir (McCord ve Fridovich 1969). Hidrojen peroksit; katalaz ve

peroksidaz gibi diger enzimler tarafindan daha zararsiz bir tirline doniistiiriliir.

20," + 2H" > H,0, + O,
H,O, 2> H,O+%O0, (210)

Siiperoksit dismutazlar, siiperoksit radikallerine (O,”) olaganiistii segicilikleriyle
taninmaktadirlar (Bertini vd. 1998). SOD enzimi, elektrokimyasal biyosensorlerde
siiperoksit radikallerinin hassas miktarlarinin 6lgiimiine olanak saglamaktadir. SOD,
oksijen radikallerine karsi biyolojik savunma sisteminin 6nemli bir parcasi olup
(McCord ve Fridovich 1969, Fridovich 1972) oksijenle baglantili biitiin organizmalar

icin hayati nitelik tagimaktadir.

Stiperoksit dismutaz yasamin her alaninda bulunur. Cu-ZnSOD, NiSOD, MnSOD ve
FeSOD gibi farkli metal merkezli ¢esitleri bulunmaktadir (Sekil 2.19).
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Sekil 2.19 Cesitli metal merkezli SOD enzimleri (Kocabay 2011)

SOD’lar aktif merkezlerindeki metallere bagl olarak farkli gruplara (manganez (Mn),
demir (Fe), bakir (Cu) ve c¢inko (Zn)) ayrilirlar. Bitkilerde hepsi farkli alanlarda
konumlanmistir. Cu/Zn SOD; okaryotik hiicrelerde genelde sitozol veya kloroplastta
MnSOD; mitokondri, kloroplast ve peroksizomlarda bulunurken dimerik FeSOD’da
kloroplastta bulunur. SOD’lar siiperoksitlerle olusan oksidatif stresin toksik etkilerinin
detoksifikasyonuyla oksijen ve hidrojen perokside doniistiirilmesinde 6nemli rol
iistlenmektedirler (Salin ve Bridges 1980, Del Rio vd. 1983, Droillard ve Paulin 1990,
Van Camp vd. 1994, Fridovich 1995). Sekil 2.20’de Siiperoksit dismutazin farkl

kullanim alanlar1 gosterilmistir.
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Sekil 2.20 SOD enziminin uygulamalari (Bafana vd. 2011)

2.4.2 Substrat

Ksantin, pirin niikleotidi olan guaninin deaminasyonu ile elde edilir. Hiicre
membraninda bulunmaktadir ve hiicre dis1 sivida birikmektedir. Biyolojik orneklerde
ksantinin kantitatif tayini solunum yetmezligi sendromu, beyinsel iskemi gibi gesitli
tanilar i¢in kullanilmaktadir (Jimenez vd. 2007). Bu analit, plazma ve idrar 6rneklerinde
rutin olarak HPLC, kemiluminesans veya UV spektroskopisi gibi analitik tekniklerle
kolayca o6l¢iiliir, 6rnek hazirlanmasinin zahmetli olmasi ise dezavantajlarindandir. Ks,

KsOD ile siiperoksit radikali olusturur. Olusan radikal SOD ile H,O,’ye doniistiiriiliir.
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Sekil 2.21 Ksantinin kimyasal yapis1 (Campanella vd. 2000a)
DNA temelli biyosensorlerde radikal {iretici olarak fenton reaksiyonunu kullanirlarken,
SOD temelli biyosensorlerde KsOD kullanilmaktadir. Fenton reaksiyonlarinda, Fe(II)

ve Cu(Il) gibi indirgenmis ge¢is metal iyonlar, OH ve OH” iireterek H,0, ile

reaksiyona girerler.
Me" + H,0, > Me™™ + OH + OH" (2.11)

KsOD, O;’nin ksantin (Ks) veya hipoksantinin (HKSs) oksidasyonunu katalizleyerek O,

olusturur.

Ks + O, + H,0 > iirik asit + 2H + O, ” (2.12)
2.4.3 Tasiyic1
2.4.3.1 Jelatin

Jelatin kollajenin yapisinda bulunan polipeptit baglarin asit veya alkali ¢ozeltiler ile
hidrolizi sonucunda elde edilen denatiire proteindir (Zhou ve Regenstein 2004, 2005;
Zhou vd. 2006). Jelatin {iretiminin asil amaci, suda ¢éziinmeyen kollajenin hidrolizi ile
suda ¢ozilinlir hale getirmek ve jellesme 6zelligine sahip olan jelatini elde etmektir.
Jelatin yapisinda bulunan karboksil, hidroksil ve amin yan gruplari sayesinde kolaylikla

capraz baglama gerceklestirilebilmektedir.
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Jelatin olduk¢a uzun bir siiredir farmasotik, kozmetik ve gida alanlarinda
kullanilmaktadir (Elzoghby vd. 2012). Klinikte jelatin, plazma genisletici veya jelatin
siinger (jel kopiigli) olarak kullanilmaktadir, ayrica as1 ve bazi protein
formiilasyonlarinda da kullanilmaktadir. Jelatin, biyomedikal farmasotik uygulamalarda
baz1 avantajlar icermektedir. Birincisi ucuz ve rahat kullanima sahip olmalaridir.
Ikincisi denatiire bir iiriin olan jelatin kollajenden daha az antijeniktir (Elzoghby vd.
2012). Ugiincii olarak jelatin zincirinin arjinin-glisin-aspartik sekansi gibi bol motif
icermesi  hiicre adhezyonunun diizenlenmesine olanak saglar (Wang vd. 2012).
Dérdiincii olarak da gesitli fonksiyonel gruplari ile kimyasal modifikasyonlara olanak
tanimaktadir (Ayre vd. 2014). Son olarak jelatin ¢ok yonlii fonksiyonlar1 ile doku
mithendisligi uygulamalarinda matriks olarak kullanilmaktadir (Wang vd. 2012).
Jelatinin ticari olarak ucuz, biyouyumlu, biyobozunur olmasi ve cesitli formlarda

bulunmasi jelatinle ilgili bir¢ok arastirma yapilmasina olanak saglamaktadir.

2.4.3.2 Aljinat

Aljinat deniz kahverengi alginden elde edilen dogal anyonik bir polisakkarit olup,
(1-4) D-mannuronik asit ve (1—4) L-guluronik asit birimlerinden olusmaktadir.
Aljinat biyouyumluluk, film formu yapis1 ve immobilize enzimlerin stabil kalmasina
elverisli ortam olusturmalar1 gibi birgok yararli 6zellik gostermektedir (Liu vd. 2009).
Ayrica bircok gida alaninda uygulamalar: goriilen aljinatlar kivam arttiric1, emiilsiyon

stabilitesini saglayict, jel olusturucu olarak kullanilmaktadirlar.
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Sekil 2.22 Aljinatin monomerleri ve yapisi (Biik 2014)

Sodyum, potasyum ve amonyum tuzlari suda iyi, kalsiyum tuzu ise az ¢Oziinir
Ozelliktedir. Aljinat ¢ozeltilerinin viskozitesi ortam sicakligina, iyon yogunluguna,
molekiil agirligmma ve metal iyonlarinin varligi gibi farkli kosullara baghdir. Az
miktarlardaki kalsiyum iyonlart aljinat ¢6zeltilerinin viskozitesini yiikseltirken yiiksek
miktarlar jellesmeye neden olur. Aljinatlarin yapisi jellesmeyi, jellerin sertligini ve
jellesme siiresini etkilemektedir. Aljinat jelleri 1siya olduk¢a dayaniklidir. Aljinatin en
onemli 6zelligi suda ¢oziinmeyen jel formunu alabilmesidir (Bierhalz vd. 2014). Uygun
kosullar altinda baglanma bélgelerinin polimerin tekrarli guluronik asit dizilerine

katilmasiyla jellesme ger¢eklesmektedir (Khotimchenko vd. 2001).

2.4.4 Capraz baglayici

Bu tez ¢alismasinda (-NH;) ve (-OH) fonksiyonel gruplarimi igeren jelatin ve aljinat
biyopolimerleri i¢in  glutaraldehit (GA) c¢apraz baglayicist  kullanilmustir.
Glutaraldehit’in suda c¢oziinebilen yapisi ve ucuz olmasi nedeniyle diger c¢apraz

baglayici reaktiflere oranla daha sik kullanilmaktadir.
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Glutaraldehitin her iki ucu da reaktif oldugundan bir¢ok biyomolekiilii bir araya
getirmek amaciyla kullanilabilir. GA protein molekiillerinin amino gruplari ile
reaksiyona girerek birgok protein molekiiliinlin aralarinda ¢apraz baglanmalarina olanak

saglamaktadir (Jayakrishnan ve Jameela 1996), (Sekil 2.23).

+ OHC —HCH ;); -CHO
l Glutaraldehyde

W
U— N = CH <(CH ,), -CHO

l F. _NHJ

[N
U—N — CH-(CH,)»-CH=N- E

Sekil 2.23 Glutaraldehit ile immobilizasyonun temel prensibi (Sassolas vd. 2012)

Amin fonksiyonel destek madde ile glutaraldehit’in aldehit gruplar1 arasinda schiff baz
reaksiyonu olusur. Sonrasinda ise glutaraldehit’in ikinci aldehit grubu ile de enzimin

amin grubu ile reaksiyona girmektedir (Sassolas vd. 2012).
2.4.5 TiO, nanopartikiiller

Nanoskala diizeyindeki titanyum dioksitler (<100 nm) en ¢ok iretilen
nanopartikiillerden birisidir. Yanici olmayan, mat beyaz toz seklinde olup boyalarda ve

kagida beyaz rengi veren, giines pillerinde fotokatalizleyici, seramikte optik kaplamada,
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kemik implantlarinda korozyon 6nleyici kaplama olarak da kullanilmaktadir (Wang ve

Fan 2014).

Si0O,, altin, giimis, CeO,, MnO, ve TiO, gibi nanopartikiiller nano-biyosensorlerin
yapisinda bulunmaktadir (Rahman vd. 2010). Bunlarin arasindan TiO; nanopartikiilleri,
genis spesifik yiizey alani, yiiksek tekdiizelikleri, muhtesem biyouyumluluklar1 gibi
ozelliklerinden dolayr oldukea ilgi ¢ekmektedirler (Li vd. 2009). Bao ve arkadaslari
2008 yilinda yaptiklar1 arastirmada genis yiizey alanlarindan dolayr glukoz
biyosensorlerinde enzimin immobilizasyonu i¢in daha uygun bir ortam olusturduklarini

gostermislerdir.
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3. KAYNAK ARASTIRMASI VE CALISMANIN AMACI

Biyosensorlerde elektrokimyasal temelli metodlar, 6zellikle O, ’nin es zamanlh hassas
tayini i¢in oldukg¢a uygundur. Bu yontemler klasik olarak ya SOD ya da sitokrom ¢ (sit-
¢)’ye dayanmaktadir. Ilki, H,O, olusturmak icin SOD tarafindan O, ’nin spesifik
dismutasyonuna dayanmaktadir. Ikincisi, elektrot iizerine immobilize edilmis olan sit-
c¢’nin O, tarafindan azaltilmasmma ve ardindan elektrot yiizeyinde proteinin
reoksidasyonuna dayanmaktadir. Genellikle, O, ¢ozeltide KsOD/HKs sistemi
kullanilarak enzimatik olarak iretilir. Boylece, elde edilen oksidasyon egimi Oy~

konsantrasyonu ile orantili olmaktadir (Cortina-Puig vd. 2009).

Campanella vd. (2000a), kappa-karagenan membranina SOD’u immobilize ederek,
SOD biyosensorii  gelistirmislerdir. Gelistirdikleri biyosensor ile radikal kovucu
molekiillerin antioksidan 6zellikleri ile saglikli ve hastalikli insan bobrek dokularinda
antiradikal aktivitelerini tespit etmislerdir. Gelistirilen biyosensoriin tayin limiti 0,001

mM olup, yanit siiresi yaklasik 100 s’dir. Biyosensoriin kullanim 6mrii 7 giindiir.

Campanella vd. (2003) c¢esitli ¢aylarin SOD kullanilarak antioksidant etkilerini

aragtirmiglar. Ayrica 2003 yilinda ise meyvelerin antioksidant etkilerini arastirmislardir.

Di vd. (2004) yaptigi ¢aligmada, O," tayini i¢in altin elektrot yilizeyinde ince
silika/polivinilalkol/sol-jel filmine SOD immobilizasyonu gergeklestirilmistir. Sensoriin
tayin limiti 0,1 uM olup dogrusal araligi ise 0,2 - 1,6 uM’dir. Sensoriin kullanim 6mrii

ise 20 giindiir.

Emregiil (2005), platin elektrot yiizeyine Jelatin icine SOD enzimi immobilize ederek
bir SOD biyosensorii gelistirmistir. Jelatin-SOD biyosensoriiniin  cevabinin O,
konsantrasyonu ile dogru orantili oldugunu tespit etmistir. tayin limiti 0,01 mM olarak

tespit etmistir. Biyosensor, duyarliligini 4 hafta sonunda % 60 korumustur.
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Chen vd. (2008) gerceklestirdikleri ¢aligmada, kendiliginden diizenlenen tek tabaka
(SAM) ilizerine sit-c immobilizasyonu gergeklestirilerek O, biyosensorii gelistirilmistir.
Bu amagla MUA:MU/Sit-c ,MPA/Sit-c, MPA:MP/Sit-c elektrotlarin1 gelistirmislerdir
(MUA: 11-merkapto un-dekonoik asit, MU:11-merkapto ondekonol, MPA: 3-merkapto
propiyonik asit, MP: 3-merkapto etanol). Gelistirilen MUA:MU/Sit-c, MPA/Sit-c,
MPA:MP/Sit-c elektrotlarinin minimum tayin limitleri sirasiyla, 0,24; 0,68; 0,0065 uM

olarak bulunmustur.

Wang vd. (2009) O, tayini i¢in, SOD’un dogrudan elektron transferine dayanan tek
kullanimlik biyosensor gelistirmislerdir. Biyosensor indiyum kalay oksit (ITO) elektrot
tizerine altin nanopargaciklarinin elektrobiriktirmesi sonrasi elektrot ylizeyinde sistein
varliginda, silika sol-jel (SJ) i¢ine SOD’un immobilizasyonuna dayanmaktadir.
Stiperoksit radikal biyosensoriiniin 90 giinliik bir siire i¢inde baslangigtaki akim yanitini

% 85 korudugu gozlenmistir.

Kocabay vd. (2012) platin elektrot yiizeyini jelatin-karboksimetilseliiloz destek sistemi
ile modifiye edip SOD immobilize etmislerdir. Tayin limitini 1.25x10% mM
(R2=O,9994) olarak bulmuslardir. Gelistirdikleri bu biyosensor 80 giin sonunda

hassasiyetinin % 89,8’ini korumustur.

Emregiil vd. (2012) yaptiklar1 bir diger ¢alismada, jelatin-karboksimetilseliiloz (J-KMS)
destek sistemine TiO; nanopartikiilleri ile modifiye ederek SOD immobilize etmislerdir.
Gelistirdikleri bu biyosensoriin lineer araligi 1,5 nM — 2 mM arasinda olup saptama
limiti ise 1,5 nM olarak bulunmustur. Biyosensoriin yanit siiresi ise 1,8 saniye olarak

belirtilmistir.

Wang vd. (2012) altin elektrot {izerine sodyum aljinat sol-jel filmi ve SOD immobilize
ederek canli hiicrelerden salinan siiperoksit radikallerinin ger¢ek zamanli olarak
belirlenmesi i¢in yontem gelistirmislerdir. Bu yontem ile yiiksek secicilikte 0,44 —
229,88 uM lineer araliginda ve 0,23 uM tayin limitine ve Kp, degeri 0,10 mM olan bir

biyosensor gelistirmislerdir. Ayrica bu sol-jel filmin, protein ¢evresinde biyouyumlu
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mikroortamlar saglanmasinda ve enzim aktivitesinin stabil kalmasinda etkili oldugunu

kanitlanmistir.

Wang vd. (2013) altin nanopartikiil-Kitosan-iyonik sivi (ANP-KT-IS) biyokompozit
film tiizerine Cu-Zn-SOD immobilizasyonu ile bir siiperoksit anyon biyosensorii
gelistirmislerdir. Ultrasonik elektrobiriktirme ile ANP-KT-IS kompozit yapist camsi
karbon elektrot {lizerine tek adimlik ultrasonik elektrobiriktirme yOntemiyle
olusturulmus ve devaminda SOD immobilizasyonu ile SOD esasli biyosensor
olusturulmustur. Yiizey morfolojisi taramali elektron mikroskobu yontemiyle
karakterize edilmistir. Biyosensoriin elektrokimyasal performanst ise dongiisel
voltametri ve kronoamperometri yontemleri kullanilarak ol¢iilmiistiir. Biyosensoriin
yanit siiresi <5 s, lineer araligi 5.6 - 2.7x10° nM arasinda olup tayin limiti ise 1.7
nM’dir.  Gelistirilen bu sensdr ile biyolojik sistemlerde siiperoksit anyonu
degisikliklerinin  kantitatif olarak hesaplanmasi i¢in {mit verici bir metot

olusturulmustur.

Zhu vd. (2015) siiperoksit radikallerinin organizmalara verdigi hasarlarin 6nem
kazanmasindan dolay1 siiperoksit anyonlarinin belirlenmesi icin elektrokimyasal bir
sensor gelistirmiglerdir. Bunun i¢in Pt-PA/MWCNT modifiye elektrot yiizeyine SOD
immobilize ederek elektrokimyasal bir sensor gelistirmislerdir. Biyosensoriin
karakterizasyonu TEM, XRD ve XPS ile gergeklestirilmistir. Lineer araligi 40 - 1550
uM (R?=0.9941), tayin limiti 0.71 uM olan ve 30 giinliik siire sonunda hassasiyetinin

sadece %3 iinii kaybeden bir biyosensor gelistirmislerdir.

Zhu vd. (2016) yilinda yaptiklar1 ¢alismada, patalojik kosullardaki siiperoksit
anyonlarinin kritik 6nemi g6z 6niinde bulundurularak Pt-Pd ile donatilmig SOD sensorti
ile O, “nin gercek zamanli dl¢limiine dayanan bir yontem gelistirmiglerdir. Gelistirilen
bu biyosensor hizli, secici ve lineer amperometrik yamt (16-1536 uM R?=0.9941)
gostermistir. Diisiik Michaels-Menten sabiti 1.37 uM ile de siiperoksit radikallerine

yiiksek enzimatik aktivite ve affinite gosterdigi belirtilmistir.
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Cagimizin hastaliklar1 arasinda sayilan kanser, diabetes mellitus, ateroskleroz, AIDS
gibi pek ¢ok metabolik hastaligin kaynaginin organizmada olusan serbest radikaller
oldugu diisiiniilmektedir. Oksijenli solunum yapan canlilarda reaktif oksijen tiirlerinin
toksik etkilerinin Onlenmesinde antioksidan savunma sistemleri rol oynamaktadir.
Biyolojik sistemlerde en ¢ok olusan radikallerden biri stiperoksit radikalidir. Siiperoksit
radikallerinin artistyla baglantili olarak hiicre biliylimesi, mutagenez, hiicre 6limii gibi
sonu¢lar meydana gelmektedir. Bu yiizden, O," konsantrasyonunun kantitatif ve
kalitatif tayini olduk¢a onem tasimaktadir. Siiperoksit radikallerinin tayininde; ESR,
kemiliiminesans veya semikantitatif kolorimetrik testler kullanilmaktadir. Protein
kimyasinda, elektron aktarimina dayanan elektrokimyasal temelli biyolojik sistemler
spesifik, duyarli, hizli, kolay ve es zamanli sonu¢ verdiginden dolay1 tercih

edilmektedir.

Bu tez ¢aligmasinin en 6nemli amaci O, ’nin tayini i¢in hassasiyeti yiiksek, diisiik tayin
miktari, maliyeti diisiik enzimatik bir biyosensor gelistirmektir. Bu nedenle Jelatin-
Aljinat matriks TiO, nanopartikiilleri ile modifiye edilerek yiizey alani arttirilmis ve
SOD immobilizasyonu i¢in uygun kosullar saglanmistir. Biyosensoriin optimizasyonu
amperometrik ~ yontem  kullanilarak  gerceklestirilmistir. Farkli  ksantin
konsantrasyonlarina karsi amperometrik olarak alinan 6l¢iimlerden elde edilen akimlar

grafige gecirilmis ve kalibrasyon egrileri elde edilmistir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1 Materyaller

4.1.1 Kullanilan kimyasal maddeler

Calismalarda kullanilan Ksantin (%99), SOD (E.C.1.15.1.1), KsOD (E.C.1.1.3.22),

glutaraldehit (%25), jelatin, aljinat, titanyum dioksit (TiO,), potasyum kloriir (KCI),

siilfiirik asit (H,SOj), potasyum ferrosiyaniir ve potasyum ferrisiyaniir (Fe(CN)s*'®)

Sigma’dan; NaOH, NaH,P0O4.2H,0 ve Na;HPO,.12H,0 Merck’den temin edilmistir.

4.1.2 Kullanilan cihazlar

Yapilan c¢alismalarda elektrokimyasal Olgimler “Gamry Instrument Impedance

Analyzer- Framework Version 5.50 software” kullanilarak gergeklestirilmistir.

Cozeltilerin hazirlanmasinda kullanilan deiyonize su direnci >18.2MQ cm olan

MilliPore Simplicity iinitesinden saglanmistir.

Cozeltilerin  hazirlanmasinda, hiicre i¢ine ¢ozeltilerin ilave edilmesinde ve

immobilizasyon prosesinde eppendorf marka mikro pipetler kullanilmistir.

Cozeltilerin  karistirilmasinda Wisestir MSH-20 marka manyetik karistirici/isitici

kullanilmastir.

Deneyler esnasinda yapilan karistirmalar Boeco V1 Plus marka Vortex kullanilarak

gerceklestirilmistir.

Kullanilan kat1 kimyasallar hassas terazide tartilmistir.
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Hazirlanan tamponlarin pH’lar1 Hanna HI 221 marka pH metre ile ayarlanmistir.

4.1.3 Kullanilan elektrotlar

Elektrokimyasal hiicre sisteminde ficlii elektrot sistemi olarak adlandirilan Kkarsit,
calisma ve referans clektrotlar1 kullanilmistir. Karsit ve calisma elektrotlar1 olarak
yiizey alanlar 1 cm? olan platin levhalar kullanilmistir. Kullanilan referans elektrot

Ag/AgCI elektrotudur.

Elektrotlar her immobilizasyon 06ncesi 0.05 pm aliimina ile temizlenmistir.
Elektrokimyasal temizlikleri i¢in ise H,SO4 (0.05 M) ¢ozeltisinde 100 mVs™ tarama
hizinda (-0,3 ile +1,2 V) araliginda doniisiimlii voltametrileri alinmistir. Son olarak
elektrotlarin pH’1 7.4 olan fosfat tamponunda 100 mV/s™ tarama hizinda -0,5 ile +0,5 V

aras1 doniisiimlii voltametrileri alinarak kullanima hazir hale getirilmistir.

4.1.4 Kullanilan cozeltiler

Fosfat tamponu (0.05 M, pH 7.4), 0.1 M NaH,P0O4.2H,0 ve 0.1 M Na;HPO,4.12H,0

cozeltileri kullanilarak hazirlanmstir.

Superoksit dismutaz enzimi (SOD) ana stok ¢ozeltisi 75000 U / 200 pL olacak sekilde

deiyonize suda hazirlanmigtir ve buzdolabinda -20 °C’de muhafaza edilmistir.

Aljinat %4’lik stok c¢ozelti halinde hazirlanmis ve kullanilmadigi zamanlarda

buzdolabinda +4 °C’de muhafaza edilmistir.

Substrat olarak, Ksantin stok ¢ozeltisi (25 mM) kullanilmistir. Ksantin ¢ozeltisi
hazirlanirken Ksantin’in fosfat tamponunda ¢6ziinmesi i¢in ortamda 0,1 M olacak

sekilde NaOH eklenmistir.
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Capraz baglayict olarak kullanilan glutaraldehit ¢ozeltisi konsantrasyonu 0,125 M

olarak fosfat tamponu ile hazirlanmistir.

Elektrokimyasal dlglimlerde hiicre ortaminda kullanilmak tizere K4[Fe(CNg)] (0.5 M),
Ks[Fe(CNpg)] (0.5 M) ve KCI (1 M) stok ¢ozeltileri hazirlanmis ve deneylerde uygun

miktarlarda kullanilmustir.

4.2 Yontem

4.2.1 immobilizasyon jelinin hazirlanmas:

Jelatin eppendorf tiip igerisinde fosfat tamponu ile yarim saat bekletilerek sismesi
saglanmistir. Daha sonra sicakligi 50 °C olan su banyosunda bekletilerek jelatinin
¢cozlinmesi saglanmistir. Ardindan farkli miktarlarda aljinat ve titanyum dioksit ilave
edilerek vorteks ile homojen hale getirilmistir. Fosfat tamponunda ¢6ziinmiis halde
bulunan SOD enzimi degisik iinitelerde ilave edilerek homojenizasyon icin tekrar
vortekslenmistir. En son, capraz baglayict olan glutaraldehit ortama ilave edilerek

immobilizasyon jeli hazir hale getirilmistir.

4.2.2 J-AL-TiO,-SOD elektrotlarimin ve mikrotabakanin hazirlanmasi

Hazirlanan immobilizasyon jeli, elektrotta toplam 50 pL jel olacak sekilde elektrodun
her bir ylizeyine 25 upL immobilizasyon jeli ile immobilizasyon islemi
gerceklestirilmistir. Immobilize elektrotlar hazirlandiktan sonra, 6 saat boyunca

kurumaya birakilmstir.
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4.2.3 Baglanmayan enzimin uzaklastirilmasi

Immobilizasyon islemi bitirildikten sonra, Pt elektrot iizerindeki jel kisim, en az 6 saat
kurumaya birakilmis ve sonrasinda da fosfat tamponu (pH 7.4) iginde 3 farkli tiipte

10’ar dakika bekletilerek baglanmayan enzimin uzaklasmasi saglanmistir.

4.2.4 Enzim aktivitesi tayini

4.2.4.1 Elektrokimyasal yontem

Platin ylizeyindeki immobilize SOD’un performans: elektrokimyasal olarak
degerlendirilmistir. Bu amagla elektrokimyasal hiicre igerisinde Ks, KsOD kullanilarak

O “nin in vitro olusturulmasi saglanmustir.

Ksantin + H,0 + 0, —® sUrikasit+ 2H* +0," (4.1)

Stiperoksit radikali ile SOD enzim reaksiyonu sonucunda olusan H,O, elektrot
ylizeyinde Ag/AgCl’e kars1 +650 mV potansiyel uygulanarak yiikseltgenmistir. O, ’nin

SOD enzimi ile dismutasyon reaksiyonu asagidaki reaksiyon ile ger¢ceklesmektedir.

2H* +0," =2 ,H,0, +0, (4.2)

Elektrot ylizeyinde olusan H,0O, asagidaki reaksiyonla tayin edilmektedir.

H,0, >2H" +0, +2¢ (4.3)
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Calisma elektrodu yiizeyinde olusan H,O;’nin, +650 mV’da yiikseltgenmesiyle olusan
akim tayin edilmistir. Olusan akim g¢o6zeltideki O,” konsantrasyonu ile orantlidir.

Elektrot ylizeyinde gerceklesen reaksiyon semasi asagidaki gibidir (Sekil 4.1).

SOD[CW(ID] + & — SOD[Cw(T)]
o, (-0, l o, o | -¢é
OD[Cu(ID]
+
H,0,

Sekil 4.1 Elektrot ylizeyindeki reaksiyon semasi (Emregiil 2005)
4.2.5 Optimizasyon calismalari
4.2.5.1 Jelatin-Aljinat orani optimizasyonu

[k 6ncelikle immobilizasyon sartlarmin optimize edilmesi i¢in degisik J-AL oranlart
denenmistir. Immobilizasyon jelinde TiO,, SOD enzimi ve glutaraldehit miktarlar1 sabit
tutularak, 0,25; 0,5; 1; 2 oraninda J-AL igeren immobilizasyon jeli ile immobilize SOD

elektrotu olusturulmustur.
4.2.5.2 Glutaraldehit konsantrasyonu optimizasyonu

Enzimin Jelatin-Aljinat tasiyici sistemine immobilizasyonu i¢in ¢apraz baglayici olarak
0,001; 0,002; 0,004; 0,01 ve 0,016 M konsantrasyonlarinda glutaraldehit kullanarak

immobilizasyonlar gergeklestirilmistir.
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4.2.5.3 Enzim konsantrasyonu optimizasyonu

Elektrotlar 25 U, 50 U, 75 U, 100 U, 1000 U, 2000 U, 4000 U ve 5000 U gibi farkls

konsantrasyonlarda hazirlanarak, amperometrik yanitlari tespit edilmistir.

4.2.5.4 TiO, nanopartikiil optimizasyonu

TiO, nanopartikiil optimizasyonu i¢in Jelatin-Aljinat oran1 1 (w/w), SOD
konsantrasyonu (100 U) ve glutaraldehit capraz baglayici konsantrasyonu (0.004 M)
sabit tutularak 0.0001 — 0.0005 g araliginda TiO, nanopartikiil miktarlari denenmistir.

4.2.5.5 Ksantin konsantrasyonu

Jelatin-Aljinat oran1 1 w/w, SOD konsantrasyonu 100 U, TiO; miktar1 0,0004 g ve
glutaraldehit konsantrasyonu 0,004 M olarak hazirlanan elektrot ile farkli ksantin
konsantrasyonlarinda o6l¢iimler alinmigtir. Ksantin konsantrasyonunun 0,0009-2 mM

araliginda dogrusal oldugu tespit edilmistir.

4.2.5.6 pH optimizasyonu

pH optimizasyonu i¢in 0.05 M pH 5.5, 6.5, 7.4, 9.0, 10.0 olan tamponlar hazirlanmistir.
pH 5.5 ile 6.5 olarak asetat tamponu, pH 7.4 degerinde fosfat tamponu ve pH 9.0 ve

10.0 olacak sekilde ise karbonat tamponlar1 kullanilmistir.

4.2.5.7 Jelatin-Aljinat-TiO,-SOD biyosensoriin tekrar iiretilebilirligi

Jelatin-Aljinat-TiO,-SOD biyosensoriin tekrar iiretilebilirliginin arastirilmasi igin 6
elektrot hazirlanarak her elektrotla 2 mM ksantine karst +0.65 V’da amperometrik
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Ol¢iim alinmistir ve alinan cevaplarin % relatif standart sapmasi hesaplanarak grafige

gecirilmistir. Relatif standart sapma asagidaki formiile gore hesaplanmaistir:

standartsapma

RSD = x100% (4.4)

ortalamadeger

4.2.5.8 Jelatin-Aljinat-TiO,-SOD biyosensoriin kullanim siiresi

Jelatin-Aljinat-TiO,-SOD biyosensoriin kullanim siiresinin arastirilmasi igin 3 elektrot
hazirlanmig ve 10 giin boyunca her giin 2 mM ksantine kars1 +0.65 V’da amperometrik
Olctimler alinmistir. Her kullannrmdan sonra elektrotlar fosfat tamponu (0.05 mM pH
7.4) ile yikanarak bir sonraki kullanima kadar +4°C’de tampon iginde saklanmustir. Elde

edilen akim yogunluklari ile gelistirilen biyosensoriin kullanim siiresi belirlenmistir.

4.2.5.9 Biyosensoriin elektrokimyasal davranisi

Gelistirilen biyosensor ile dongiisel voltametri (CV) ve elekrokimyasal impedans
spektroskopisi (EIS) caligsmalari yapilmistir. Her immobilizasyon asamasi igin ayri
immobilize elektrotlar hazirlanarak impedans ve CV’leri alinarak elde edilen sonuglar
grafige gecirilmistir. Ayrica Jelatin-Aljinat-TiO,-SOD  ve Jelatin-Aljinat-SOD
biyosensorler ile 20, 50, 100, 200, 400, 600, 800 ve 1000 mVs™ tarama hizlarinda
caligmalar yapilmistir. Elde edilen grafiklerden ks ve a degerleri hesaplanarak literatiir

ile kiyaslanmugtir.

4.2.5.10 Kalibrasyon grafiklerinin ¢izilmesi

Hazirlanan Jelatin-Aljinat-TiO,-SOD ve Jelatin-Aljinat-SOD biyosensorleri ile farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan ksantin ¢ozeltilerin +0.65 V’da 6l¢iimleri alinmistir. Elde
edilen akim yogunluklar1 ksantin derisimine kars1 grafige gecirilmistir. Olusturulan

grafiklerden algilama limitleri, lineer araliklar1 ve duyarhiliklar1 belirlenmistir. Bu
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calisma esnasinda elektrotlar kullanilmadiklari siirelerde pH 7.4 fosfat tamponunda

buzdolabinda +4 °C’de muhafaza edilmistir.

60



5. BULGULAR

5.1 SEM Mikrograflarinin Degerlendirilmesi

Jelatin-Aljinat,  Jelatin-Aljinat-TiO, ve  Jelatin-Aljinat-TiO,-SOD  filmlerinin
morfolojileri SEM ile goriintiilenmistir. Morfolojilerini incelemek i¢in kullanilan SEM

goriintiilerinin ¢aligma potansiyerli 20 kV’dr.

Sekil 5.1.a. Jelatin-Aljinat, b. Jelatin-Aljinat-TiO, c. Jelatin-Aljinat-TiO,-SOD
SEM mikrograflar
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Sekil 5.1.a’dan da goriilebilecegi tlizere Jelatin-Aljinat diizgiin bir ylizey filmi
olusturmustur. Jelatin-Aljinat filmine TiO; ilave edilmesiyle olusturulan filmin (Sekil
5.1.b) ylizey alaninin nanopartikiillerin etkisiyle arttigi goriilmektedir. Jelatin-Aljinat-
TiO, filmine SOD immobilizasyonu ile (Sekil 5.1.c) enzimin immobilizasyonunun

basaril1 bir sekilde gergeklestirildigini gostermistir.

5.2 FT-IR Spektrumlarimin Degerlendirilmesi

SOD enziminin polimerik matrikse basarilt immobilizasyonunu kanitlamak i¢in Jelatin-
Aljinat-TiO,, Jelatin-Aljinat-SOD ve Jelatin-Aljinat-TiO,-SOD filmlerinin FT-IR
spektrumlart almmistir. Yaklagik 1028 cm™de yer alan pik, aljinatin polisakkarit
yapisindan kaynaklanan C-O-C gerilmesini yansitmaktadir. 1637 cm™deki band, amit |
peptit baglarindaki C-O gerilim titresimleridir. 1537 cm™*deki band, amit II polipeptit
zincirlerinin N-H egilmesine ve C-N gerilmesine aittir (Wang vd. 2013). Jelatin-Aljinat
karisimina SOD enziminin immobilizasyonu ile amit I ve amit II pik siddetindeki artis,

enzimin polimer matrikse basarili bir sekilde baglandigini gostermektedir.

T |'|"|'1' l| [ | VIR TRl | {720 U0 o '|'|T'| b |'|' Uz A [ T EED R P RS EI D |'|' U= FA AR
,, 3900 3800 3300 3000 2700 2400 2100 1850 1800 1650 1500 1350 1200 1050 00 750 600
2 1

Sekil 5.2 FT-IR spektrumlari

a. Jelatin-Aljinat-TiO,, b. Jelatin-Aljinat-SOD, c. Jelatin-Aljinat-TiO,-SOD
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5.3 Optimizasyon Calismalari

5.3.1 SOD aktivitesi iizerine J-AL oranlarimin etkisi

Elektrot yiizeyine Jelatin-Aljinat tasiyici sistemi kullanilarak SOD immobilize
edilmistir. Degisik J-AL oranlar1 (0,25 - 2 w/w) kullanilarak immobilizasyonda en
uygun tasiyict orani arastirilmistir. Degisik J-AL oranlarinin optimizasyon grafikleri

sekildeki gibi bulunmustur (Sekil 5.3).

0 I ' I v I ' I ' I ' I v I ' I ' I ' I

70 -
50 -

50 -

S {

J-AL Orani (w/w)

Sekil 5.3 Jelatin-Aljinat oran1 miktarinin biyosensor cevabina etkisi

Yapilan ¢aligsmalar sonucunda en iyi J-AL orani 1 (w/w) olarak belirlenmistir. Yiiksek
oranlarda, gézenek yapisindaki degisiklige bagli olarak elektron aktariminin azalmasina
neden olarak duyarlilikta diisiis gézlemlenmistir. 0,25 ve 0.5 (w/w) oranlarinda ise

mekanik dayaniksizlik gdzlenmistir.

63



5.3.2 SOD aktivitesi iizerine glutaraldehit konsantrasyonunun etkisi

Optimum c¢apraz baglayict miktarmin belirlenmesinde 0,001-0,016 M konsantrasyon

araliginda glutaraldehit kullanilarak elektrotlar hazirlanmistir (Sekil 5.4).

1I:II:I T T T T T T T T T
80 - T 4
B0 - ]
r:J x
E
g [
2 40 4
2
S
20 4 ]
- . i
T T T T T T T T T T T T T T T T T

0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010 0,012 0,014 0,016 0,018
Glutaraldehit Konsantrasyonu (M)

Sekil 5.4 GA molar oraninin biyosensor cevabina etkisi

Optimum glutaraldehit konsantrasyonu 0,004 M olarak tespit edilmistir. Glutaraldehit
konsantrasyonlarindaki artis ile enzimin tastyicitya baglanmasi artmis, bu da difiizyon
sinirlamasina  neden olmustur. Yiiksek glutaraldehit konsantrasyonu; enzim
inaktivasyonuna, elektron aktariminin azalmasina ve buna bagl olarak da duyarlilikta
diisiise neden olmustur (Sungur vd. 2004, Emregiil 2005). Diisiik konsantrasyonlarda ise

mekanik dayaniksizlik gdzlenmistir.

64



5.3.3 Enzim konsantrasyonu

Jelatin-Aljinat orani, TiO, miktar1 ve glutaraldehit konsantrasyonu sabit tutularak, farkli
enzim konsantrasyonlarinin akim yogunluguna etkisi arastirilmistir. 25-5000 U
araliginda degisen enzim konsantrasyonlarinda elektrotlar hazirlanarak amperometrik

yanitlar1 incelenmistir (Sekil 5.5).
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Sekil 5.5 J-AL-TiO-SOD elektrotlarinda degisik enzim konsantrasyonlarinin
amperometrik cevaba etkisi

Enzim konsantrasyonun artmasina bagl olarak, akim yogunlugunda artis goriilmiis ve
maksimum akim yogunlugu 100 U olarak bulunmustur, yiiksek konsantrasyonlarda ise
diisiis gozlenmistir. Bu diislis artan enzimlerin aralarindaki c¢apraz baglanmasiyla
aciklanabilir. Ayrica artan enzim miktar1 ile tasiyict gozeneklerinin = asiri
doygunlagsmasina sebep olarak iiriin ve substratin diflizyonuna neden olmaktadir

(Bayramoglu vd. 1992, Emregiil 2005).
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5.3.4 TiO; nanopartikiil miktarinin biyosensor cevabina etkisi

Yiizey alani artirarak SOD immobilizasyonunu gelistirmek ve elektron transfer hizini
arttirp tayin sinir1 diisiirmek amaciyla TiO; nanopartikiiller kullanilmistir. Bu amag igin

TiO, nanopartikiil miktar1 optimize edilmistir. Optimizasyon grafigi sekil 5.6’da

gosterilmistir.
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Sekil 5.6 TiO, nanopartikiil miktarmnin biyosensor cevabina etkisi

Jelatin-Aljinat oranit miktar1 (I w/w) , SOD konsantrasyonu (100 U) ve GA c¢apraz
baglayict molar oran1 (0.004 M) sabit tutularak 0.0001 - 0.0005 g araliginda TiO;
eklenerek Jelatin-Aljinat-TiO,-SOD biyosensorleri elde edilmistir. +0.65 V’da alinan
Ol¢iimlerden elde edilen akim yogunluklar1 nanopartikiil miktarina karsi grafige
gecirilmistir. Elde edilen grafikten optimum nanopartikiil miktar1 0.0004 g olarak
belirlenmistir. Diisiik nanopartikiil miktarlar1 yilizey alanimi gerektigi kadar
arttiramazken c¢ok fazla nanopartikiil miktarlar1 ise polimer yiizeyini tamamen

kaplayarak direnci arttirmakta ve elektron transferini inhibe etmektedir.
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5.3.5 pH degisiminin biyosensor cevabina etkisi

Ortamin pH’s1 elektrokimyasal ve enzimatik reaksiyonlarda enzimin aktivitesini
siirdiirebilmesi i¢in olduk¢a Onem arz etmektedir. Enzimler pH degisimlerinden
etkilenmektedirler. Ortamin pH’sinin belirlenmesi amaciyla 5.5, 6.5, 7.4, 9.0 ve 10.0 pH
degerlerinde 0.05 M tampon ¢ozeltiler hazirlanmistir. Hazirlanan tampon ¢ozeltilerinde

Ol¢timler alinarak elde edilen akim yogunluklar1 pH’a kars1 grafige gegirilmistir (Sekil
5.7).
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Sekil 5.7 pH degisiminin biyosensor cevabina etkisi

Diisiik ve yiiksek pH degerlerinde enzim aktivitesi hidrojen baglari, pi-pi istiflenmesi,
distilfit kopriileri ve elektrostatik etkilesimlerin sebep oldugu aktif merkez yapisindaki
degisimlerden olumsuz etkilenmektedir (Fatoni vd. 2013). Literatiirde SOD enzimi i¢in
optimum pH 7.4 olarak c¢aligmalar yapilmistir (Zhu vd. 2016). Gelistirilen SOD

biyosensor i¢in optimum pH’s1 7.4 olarak bulunmustur.
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5.4 Tekrar Uretilebilirlik

Jelatin-Aljinat-TiO,-SOD elektrodun optimum kosullart saglandiktan sonra tekrar
iiretilebilirliginin tespiti i¢in 6 adet elektrot hazirlanmustir. Elektrotlar +4°C’de
bekletildikten sonra 2 mM ksantin ilavesi ile amperometrik 6l¢timler alinmistir. Her
Ol¢iim 3 kez tekrarlanarak elde edilen akim yogunluklari grafige gecirilmistir (Sekil

5.8).
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Sekil 5.8 Jelatin-Aljinat-TiO,-SOD elektrodun tekrar iiretilebilirlik grafigi

Grafige gore ortalama deger 67.53 ve relatif standart sapma ise % 5.82 olarak

bulunmustur. % relatif standart sapmalar1 agagidaki formiil ile hesaplanmstir.

__ Standartsapma

RSD = x100% (5.1)

ortalamadeger
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5.5 Jelatin-Aljinat-TiO,-SOD Biyosensoriin Kullanim Siiresi

Immobilizasyon kosullarmin optimize edilmesinden sonra Jelatin-Aljinat-TiO,-SOD
elektrodun kullanim siiresi tespit edilmistir. Calismada 3 elektrot hazirlanarak 10 giin
boyunca her giin 2 mM Ks ilave edilmesi suretiyle +0.65 V’da amperometrik 6l¢timler
almmigtir. Kullanim sonrast elektrotlar pH 7.4 fosfat tamponu ile yikanarak
buzdolabinda +4 °C’de muhafaza edilmislerdir. Elde edilen akim yogunluklari grafige
gecirilmistir (Sekil 5.9). Gelistirilen biyosensoriin yaniti 10. giin sonunda % 61.56’ya
diismiistiir. Jelatin-aljinat-TiO,-SOD biyosensoriiniin sinyalindeki diisiisiin nedeni TiO,

nanopartikiillerinin polimer film yapisini belirli bir siire sonra bozmasidir.
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Sekil 5.9 Jelatin-Aljinat-TiO,-SOD biyosensoriin kullanim siiresi
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5.6 Gelistirilen Biyosensoriin Elektrokimyasal Davranisi

5.6.1 Dongiisel voltametri (CV)

Dongiisel voltametri yontemi ile biyosensOriin her immobilizasyon basamaginin
elektrokimyasal davranislar1 gézlemlenmistir. Olgiimler 0.05 M fosfat tamponu, 0.1 M

KCl ¢ozeltisi ve 5 mM [Fe(CN)64'/ 3'] varliginda alinmigtir. Tarama hizi 100 mVsdir.

Sekil 5.10°da ¢iplak elektrodun (a), Jelatin-Aljinat-SOD film kapli elektrodun (b),
Jelatin-Aljinat modifiye elektrodun (c), Jelatin-Aljinat-TiO; film kapl elektrodun (d) ve
Jelatin-Aljinat-TiO,-SOD  film kaph elektrodun (e¢) donilisimlii voltamogramlari

verilmistir.

JIA.cm?

—T T 7T 7T T
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E/V (vs. Ag/AgCl)

S0 oo oo

Sekil 5.10 Jelatin-Aljinat enzim sensoriin doniisiimlii voltamogrami

Ciplak elektrottan gegcen akim yogunlugu 0.0020 A.cm’ iken elektrot ylizeyine jelatin
ve aljinat ile modifiye edilmesiyle olusan akim yogunlugu 0.0011 A.cm™ degerindedir.
Akim yogunlugundaki azalma jelatin ve aljinatin elektrot ylizeyine immobilize

edildigini gostermektedir. Jelatin-Aljinat film TiO, nanopartikiiller ile modifiye edilerek
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elektrottan gecen yiik yogunlugunda artisin meydana gelmesi nanopartikiillerin elektron
aktarimini saglamak sureti ile akimda artisa neden oldugunu gostermistir. Jelatin-Aljinat
filme SOD enzimi immobillize edilmesiyle akim yogunlugu en diisiik seviyeye
ulasmistir. Bu diistis enzimin Jelatin-Aljinat tasiyici sistemine basarili bir sekilde
immobilize edilerek ekstra bir direng¢ olusturdugunu kanitlamaktadir. SOD immobilize
Jelatin-Aljinat film TiO; nanopartikiilleri ile modifiye edilerek olusan akim artigi

nanopartikiillerin elektron aktarimina katki sagladiklarin1 gostermektedir.

Formal potansiyeller (Eo = (Epa + Epc)/2) Jelatin-Aljinat ve Jelatin-Aljinat-SOD
elektrotlar i¢in sirasiyla 208 mV ve 201 mV olarak hesaplanmistir. TiO, ilave
edildiginde Jelatin-Aljinat-SOD elektrodun formal potansiyeli 216 mV olarak
bulunmustur. Pik ayrimlart (AE, = Epa-Epc) Jelatin-Aljinat ve Jelatin-Aljinat-SOD
elektrotlar icin sirasiyla 178 mV ve 152 mV’dur. TiO, ilavesiyle Jelatin-Aljinat-SOD
film elektrodun pik ayrimi 246 mV olarak bulunmustur. Azalan pik ayrimi
nanobiyokompozit modifiye elektrotta hizli elektron transferinin meydana geldiginin bir

gostergesidir (Zuo vd. 2008, Palanisamy vd. 2014).

5.6.2 Elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS)

Elektrokimyasal impedans spektroskopisi yontemi modifiye elektrot yiizeylerinin
karakteristiklerinin incelenmesine olanak saglayan etkili elektrokimyasal bir yontemdir.
Biyosensoriin immobilizasyon basamaklarindaki yiizey karakteristiklerini gozlemlemek
i¢cin 0.05 M Fosfat tamponu, 0.1 M KClI ¢ozeltisi ve 5 mM [Fe(CN)64'/3'] varliginda EIS

yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir.

Sekil 5.11°de ¢iplak elektrodun (a), Jelatin-Aljinat-SOD nanokompozit kapli elektrodun
(b), Jelatin-Aljinat modifiye elektrodun (c), Jelatin-Aljinat-TiO, film kapli elektrodun
(d) ve Jelatin-Aljinat-TiO,-SOD film kapli elektrodun (e) impedans degisimini gosteren
Nyquist grafigi verilmistir.
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Sekil 5.11 Biyosensoriin impedans degisimini gosteren Nyquist grafigi

Ciplak elektrot yiizeyi Jelatin-Aljinat ile kaplanmasi ile meydana gelen yiik transfer
direncindeki Jelatin-Aljinat elektrot yiizeyine basarili bir sekilde kaplanarak yalitkan bir
etki saglamistir. Jelatin-Aljinat filmine TiO, nanopartikiil modifiyesi ile yiik transfer
direncinde diisiis gozlenmistir. Bu diislis nanopartikiillerin yiizey alanini arttirarak
elektron transferini destekledigini kanitlamaktadir. Jelatin-Aljinat-SOD filmin ¢iplak
elektrot yiizeyine immobilizasyonu ile yiik transfer direnci Jelatin-Aljinat filminden de
yiiksek seviyeye c¢ikmistir. Bu artts SOD’un elektrot yiizeyine basarili bir sekilde
immobilize ile ekstra bariyer olusturarak direncin artmasmna neden oldugunu
gostermektedir. Jelatin-Aljinat-SOD  filmi  TiO, nanopartikiiller ile modifiyesi
sonucunda ise nanopartikiillerin yiizey alani arttiric1 ve elektron transferini destekleyici
Ozellikleri sayesinde yiik transfer direncinde Jelatin-Aljinat-SOD filmine oranla bir

azalma gortilmistiir.
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5.6.3 Tarama hizi calismasi

Tarama hizi ¢aligmasinda 2 farkli sistemle galisilmistir. CV’ler Jelatin-Aljinat-TiO,-
SOD elektrotla 5 mM [Fe(CN)g*™*] varliginda; Jelatin-Aljinat-SOD elektrotla 5 mM
[Fe(CN)g*"*] varliginda 20, 50, 100, 200, 400, 600, 800 ve 1000 mVs™ seklinde farkli

tarama hizlarinda alinmistir.

5.6.3.1 Jelatin-Aljinat-TiO,-SOD elektrodun [Fe(CN)s*"*] varhginda tarama hizi
calismasi

Sekil 5.12’den agikca anlasildigr gibi redoks pik akimlar artan tarama hizi ile dogrusal
olarak artmaktadir. Anodik pik icin; Ipa/pA= (595.283 =+ 43.259) + (2.185 +
0.082)v/mV s, egim; (2.185 = 0.082) pA (V s olarak belirlenmistir. Katodik pik
icin; Ipc/puA= -(469.215 + 28.679) - (1.455 + 0.054)v/mV s™, egim; -(1.455 + 0.054) pA

(V s)? olarak belirlenmistir.

R*=0,99017
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Sekil 5.12 Jelatin-Aljinat-TiO,-SOD elektrodun degisen tarama hizina kars: elde edilen
anodik ve katodik pik akimlarinin lineer grafigi (5 mM [Fe(CN)64'/3‘]
varliginda)
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SOD’un elektron-transfer sabiti (ks) ve elektron-transfer katsayisi (as) Laviron teorisine

gore hesaplanmistir (Laviron 1979):

RT RT

@snF  asnF ey

Epc=E" +

RT RT

- !
(I—as)nF (L—asynF

Epa=E" +

(5.2)

Denklemde; n elektron sayisi, R gaz sabiti (R=8.314 Jmol™® K™), T sicaklik (T= 298 K)
ve F Faraday sabitidir (F= 96493 °C mol™).

=
3
]
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Sekil 5.13 Jelatin-Aljinat-TiO,-SOD elektrodun tarama hizinin dogal logaritmasina
kars1 pik potansiyelleri grafigi (5 mM [Fe(CN)s* "] varliginda)

Sekil 5.13’de tarama hiz1 ¢calismalarindaki veriler ile elde edilen Epa ve Epc degerleri
tarama hizinin dogal logaritmasina kars1 grafige ge¢irilmis ve grafigin denklemi anodik
pik i¢in Epa/V=(0.308 = 0.001) + (0.04 = 0.001) Inv/Vs™, katodik pik icin ise Epc/V= -
(0.077 £ 0.001) - (0.03 £ 0.001) Inv/Vs™ olarak bulunmustur. Jelatin-Aljinat-TiO,-SOD
elektrot i¢in [Fe(CN)s""] varliginda yapilan tarama hizi ¢alismalari ile ks ve a degerleri

hesaplanmistir. ke;=2,461 S'l, 0,=0,632 ve ky=1,433 S'l, a.=0,368 olarak hesaplanmustir.
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5.6.3.2 Jelatin-Aljinat-SOD elektrodun [Fe(CN)s*"*] varhginda tarama hizi
calismasi

5 mM [Fe(CN)s*"*] varliginda Jelatin-Aljinat-SOD elektrodun tarama hizi ¢alismasinda
anodik pik i¢in elde edilen denklem Ipa/uA= (586,77 + 39,204) + (1,955 +
0.074)v/m\/s'1 olarak, katodik pik i¢in ise; Ipc/uA= -(445,98 + 26,38) - (1.377 +
O.OSO)\//mVs'1 olarak belirlenmistir.
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Sekil 5.14 Jelatin-Aljinat-SOD elektrodun degisen tarama hizlarindaki anodik ve
katodik pik akimlarmin lineer grafigi (5 mM [Fe(CN)64'/3'] varliginda)

Jelatin-Aljinat-SOD elektrodun 5 mM [Fe(CN)s*"*] varliginda yapilan tarama hizi
caligmalarindan elde edilen Epa ve Epc degerleri sekil 5.15’e gore hesaplanmistir.
Epa/V= (0.352 + 0.001) + (0.049 £ 0.002) Inv/Vs™, katodik pik i¢in ise Epc/V= -
(0.100 £ 0.001) - (0.032 £ 0.001) Inv/Vs™ olarak bulunmustur. Hesaplanan ks ve o
degerleri ks;=2,040 s'l, 0,=0,524 ve k,=1,853 s'l, 0c=0,476 olarak bulunmustur.
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TiO, nanopartikiilii igeren elektrot, nanopartikiillerin yiizey alani arttirict ve elektron

transferini destekleyici 6zelligi sayesinde daha yiiksek ks degerine ulasmistir.

P

E / Vivs. Ag/AgCl)
1

Inw Vs

Sekil 5.15 Jelatin-Aljinat-SOD elektrodun tarama hizinin dogal logaritmasina kars1 pik
potansiyelleri grafigi (5 mM [Fe(CN)64'/3'] varliginda)

5.7 Ksantin Konsantrasyonu

Jelatin-Aljinat oran1 1 w/w, enzim miktar1 100 U, nanopartikiil miktar1 0,0004 gr ve
glutaraldehit konsantrasyonu 0,004 M olan immobilize SOD elektrotu ile degisik Ks
konsantrasyonlar1 (0,0009-2 mM) denenmis ve cevabi tespit edilmistir (Sekil 5.16, Sekil
5.17).
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Sekil 5.16 Jelatin-Aljinat-TiO,-SOD biyosensoriiniin yiiksek konsantrasyon araliginda
kalibrasyon grafigi
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Sekil 5.17 Jelatin-Aljinat-TiO,-SOD biyosensoriiniin diisiik konsantrasyon araliginda
kalibrasyon grafigi
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J-AL-TiO2-SOD biyosensériiniin cevabi O, konsantrasyonu ile orantili olup R? degeri
diisiik konsantrasyon aralig1 i¢in 0,9989 ve yiiksek konsantrasyon araligi icin ise 0,9987

olarak bulunmustur. Tayin sinir1 0,9 uM olarak tespit edilmistir.

5.8 Saghkh ve Kanserli Dokular Uzerine Testler

Saglikli ve kanserli meingioma (grade I, who 2,000, A.U. Beyin ve Sinir Cerrahisi, Dog.
Dr Ayhan ATTAR’dan alinmistir.) beyin dokusu iizerinde biyosensor yaniti test
edilmistir. Fosfat tamponu (0,05 M, pH 7,4) igeren hiicrede J-AL-TiO,-SOD
biyosensorii kararli hale getirildikten sonra homojenize saglikli ve kanserli doku iceren
¢ozeltilerden ilave edilmis ve sinyaldeki degisim tespit edilmistir (Sekil 5.18). Saglikl
dokuya gore, kanserli beyin dokusu biiyiik miktarda O, igerdigi belirlenmistir.

10 -

prf-'t.cm_z

Blank Saglikli Doku Kanserli Doku

Sekil 5.18 Jelatin-Aljinat-TiO,-SOD biyosensoriiniin saglikli ve kanserli doku ilavesi ile
degisimi
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6. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada, siiperoksit radikallerinin tayini i¢in spesifik, duyarli, hizli ve kolay sonug
verecek SOD biyosensoriiniin gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu amag i¢in J-AL tasiyici
sisteminin TiO, nanopartikiilleri ile enzim immobilizasyonu i¢in uygun hale getirilerek

glutaraldehit ile capraz baglanmasi saglanmistir.

Bu tez ¢alismasinda O;" tayini igin J-AL-TiO,-SOD biyosensorii gelistirilmistir.
Biyosensoriin gelistirilmesi i¢cin amperometrik O6l¢iim kosullart ile her parametrenin
optimum kosullar1 belirlenmistir. Polimer oram1 miktari, enzim konsantrasyonu,
nanopartikiil miktar1 ve ¢apraz baglayici konsantrasyonlar1 optimize edilmistir. Ayrica
optimum kosullarda pH, raf omrii ve tekrar kullanilabilirlik parametreleri de
calistlmigtir. Optimum kosullar saglandiktan sonra yiizey morfolojileri SEM ile
incelenmistir. Enzimin immobilizasyonunun basaristi FT-IR  spektrumlar1 ile
kanitlanmistir.  Ayrica EIS ve CV yontemleri ile biyosensoriin elektrokimyasi

calisilmistir.

Ik olarak tasiyici matriks i¢in optimum miktarlarin belirlenmesi i¢in (0,252 wW/w)
farkli polimer oranlar ile elektrotlar hazirlanmistir ve en uygun polimer orani miktari 1

w/w olarak bulunmustur.

TiO; nanopartikiillerinin optimizasyonu i¢in 0,0001 — 0,0005 g araligindaki degerleri
iceren elektrotlar hazirlanarak olclimler gerceklestirilmistir. Optimum nanopartikiil
miktar1 0,0004 g olarak bulunmustur. Diisiik nanopartikiil miktarlar1 elektrot yiizeyini
yeteri kadar arttirmazken yiiksek miktarda ise polimer ylizeyinin kaplanmasi elektron

transferi engellemistir.

SOD konsantrasyonun optimizasyonu i¢in (25-5000 U) farkli konsantrasyonlarda dl¢iim
yapilarak optimum deger olarak 100 U bulunmustur. Yiiksek konsantrasyonlardaki
yanitlardaki diisiis enzimin sik istiflenmesi sonucu konformasyonel bozukluklardan

kaynaklanmaktadir. Literatiirde 4733 U (Kocabay vd. 2012), 15 U (Wang vd. 2013),
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9 U (Zhu vd. 2015) seklinde SOD konsantrasyonlar1 kullanilmis c¢alismalar

bulunmaktadir.

Enzimin tasiyict matrikse ¢apraz baglanmasi i¢in kullanilan glutaraldehitin
optimizasyonu i¢in 0,001-0,016 M araliginda elektron hazirlanarak gergeklestirilmistir.
Optimum c¢apraz baglayict konsantrasyonu 0,004 M olarak bulunmustur. Diisiik ¢apraz
baglayici konsantrasyonlarinda mekanik verimlilik saglanmadigindan dolay1 elde edilen
yanitlar diisiik olmakta, yiiksek konsantrasyonlarda ise enzim inaktivasyonuna neden
olarak elektron aktarimimnin azalmasima neden olmustur. Kocabay vd. (2012) yapmis
olduklart calismada c¢apraz baglayici konsantrasyonu olarak 0,005 M degerini

bulmuslardir.

Enzim aktivitesinin siirdiiriilebilmesi i¢in farkli pH (5.5-10 pH) degerlerinde hazirlanan
tampon ¢ozeltilerde dlgtimler gerceklestirilmistir. Optimum c¢alisma degeri olarak pH
7.4 belirlenmistir. Wang vd. (2013) yapmis oldugu ¢alismada, optimum deger olarak pH
7.0 bulmuslardir. Wang vd. (2013) c¢alismasinda pH 7.4 olarak c¢alismalarini
gergeklestirmislerdir. Zhu vd. (2015) yapmis oldugu calismada ise optimum pH olarak

7.4 degerini bulmusglardir.

Tekrar iiretilebilirlik ¢alismasi i¢in hazirlanan elektortlar ile 6l¢iimler alinarak % relatif
standart sapma degerleri hesaplanmistir. Elde edilen % 5.82 degeri biyosensoriin tekrar
tiretilebilirliginin iyi oldugunu géstermektedir. Wang vd. (2013) yaptiklari caligmada, %
relatif standart sapma degeri olarak % 4.4 bulmuslardir. Wang vd. (2013) ¢alismasinda,
% relatif standart sapma degerini % 4.1 olarak bulmuslardir. Zhu vd. (2015) yapmis

olduklar1 ¢alismada, % relatif standart sapma degerini % 2.8 olarak bulmuslardir.

Biyosensoriin kullanim stiresi ¢caligmasinda ise hazirlanan elektrotlar ile 10 glin boyunca
Ol¢timler alinmistir. Gelistirilen biyosensor yanitinin 10. giin sonunda aktivitesi % 61.56
ya diismistiir. Kocabay vd. (2012) yaptigi1 ¢alismada, kullanim siiresi olarak 80 giin
bulunmustur. Kullanilan nanopartikiiller kararlilik 6zelliginin daha kolay bozulmasina

neden olmustur. Wang vd. (2013) yaptiklart ¢alismada, 44 giin sonunda ilk gilinkii
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aktivitesinin %87’sini korudugunu tespit etmislerdir. Zhu vd. (2015) yapmis olduklari

caligmada, 30 giin sonunda aktivitesinin % 97’sini korudugunu tespit etmislerdir.

Biyosensoriin immobilizasyon basamaklar1 i¢in elektrotlar hazirlanarak CV ve EIS
caligmalar ile elektrokimyasal karakteristikleri incelenmistir. Ciplak elektrottan gecen
akim yogunlugu 0.0020 A.cm™ iken elektrot yiizeyine jelatin ve aljinat ile modifiye
edilmesiyle olusan akim yogunlugu 0.0011 A.cm™ degerine diismiistiir. SOD enzim ile
modifiye sonrasinda bu deger daha da azalmistir. TiO, nanopartikiil modifiyesi ile akim
yogunlugunda artis goézlenmistir. Bu artis nanopartikiillerin ylizey alan arttirict
ozelliklerinden kaynaklanmaktadir. Yapilan CV calismalarindan elde edilen sonuglar ile
formal potansiyel ve pik ayrimlari hesaplanmistir. Jelatin-Aljinat, Jelatin-Aljinat-SOD
ve Jelatin-Aljinat-TiO,-SOD elektrotlar i¢in hesaplanan formal yiik sirasi ile 208 mV,
201 mV ve 216 mV olarak bulunmustur. Pik ayrimlari ise sirasiyla 178 mV, 152 mV ve
246 mV olarak hesaplanmistir.

Tarama hizi caligmlarinda iki farkli sistem kullanilarak gerceklestirilmistir. 5 mM
[Fe(CN)64'/3'] varliginda ve 0,1 M KCl igerisinde 20, 50, 100, 200, 400, 600, 800 ve
1000 mVs™ tarama hizlarinda élgiimler yapilmustir. Elde edilen katodik ve anodik pikler
tarama hizina kars1 grafige gecirilmistir. Tarama hizinin artmasi ile pik akimlarinin da
dogrusal olarak arttig1 gdzlenmistir. Jelatin-Aljinat-TiO»-SOD elektrodun [Fe(CN)s*"*]
varliginda yapilan calismalardan elde edilen veriler: Anodik pik i¢in, Ipa/pA= (595.283
+ 43.259) + (2.185 = 0.082)v/mV s™*; katodik pik icin, Ipc/pA= -(469.215 + 28.679) -
(1.455 + 0.054)v/mV s olarak belirlenmistir. Jelatin-Aljinat-SOD elektrotla 5 mM
[Fe(CN)64'/3'] varliginda yapilan 6l¢iimler sonucunda elde edilen degerler ise: anodik
pik i¢in, Ipa/pA= (586,77 + 39,204) + (1,955 + 0.074)v/mVs'1 olarak, katodik pik icin,
Ipc/pA= -(445,98 + 26,38) - (1.377 = 0.050)v/mVs™ olarak bulunmustur. ks ve o
degerlerinin hesaplanmas:t i¢cin Epa ve Epc degerleri tarama hizlarmin dogal
logaritmalarina kars1 grafige gecirilerek yapilmistir. Jelatin-Aljinat-TiO,-SOD elektrot
icin kg=2,461 s'l, 0,=0,632 ve ky=1,433 s'l, 0c=0,368 olarak hesaplanmistir. Jelatin-
Aljinat-SOD elektrot igin ks=2,040 s, 0.=0,524 ve Ky=1,853 s*, 0,=0,476 olarak
bulunmustur. TiO, nanopartikiilii iceren elektrot, nanopartikiillerin yiizey alani arttirici

ve elektron transferini destekleyici 0Ozelligi sayesinde daha yiiksek ks degerine
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ulagmustir. Wang vd. (2013) calismasinda, o ve ks degerlerini sirsiyla 0.44 ve 4.7 s™
olarak bulmuslardir. Wang vd. (2013) calismada, o ve ksdegerlerini 24 + 1.1 5™ ve 0.4 +

0.04 olarak bulunmustur.

Kalibrasyon c¢alismalarinda Jelatin-Aljinat-TiO,-SOD elektrot + 0,65 V’da farkli
ksantin konsantrasyonlar1 ilave edilerek Ol¢limler gergeklestirilmistir. Yapilan
calismadan iki lineer aralik belirlenmistir. Diisiik konsantrasyon lineer aralii igin
0,0009-0,125 mM ve algilama limiti olarak da 0,9 uM olarak belirlenmistir. Yiksek
konsantrasyon lineer araligi ise 0,25-2 mM olarak belirlenmistir. Literatiirde 21 nM
(Wang vd. 2013), 1,7 nM (Wang vd. 2013) ve 0,71 uM (Zhu vd. 2015) gibi ¢alismalar

bulunmaktadir.
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