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Bu tez ¢alismasinda karbon nanofiber (CNF) ve ferrosen karboksilik asit (Fc-COOH) ile
modifiye edilen elektrot hazirlandi. Bu modifiye cams1 karbon elektrot (GCE) ylizeyine
ksantin oksidaz (XO) enziminin ¢apraz baglama yontemi kullanilarak immobilize
edilmesi ile ksantin tayini i¢in amperometrik biyosensor gelistirildi. Biyosensoriin ylizey
morfolojisinin karakterize edilmesinde taramali elektron mikroskopi yontemi kullanildi.
Enzim elektrodun optimum yiizey bilesimi, caligma sartlari, performans faktorleri ve
gercek numunede ksantin tayinine uygulanabilirligi incelendi. Gelistirilen XO/Fc-
COOH/CNF/GCE i¢in en uygun medyatér ve enzim miktari, ¢alisma potansiyeli ve
tampon pH’s1 sirasiyla 5 pL, 3 U, +0,40 V ve pH 8,0 olarak bulundu. Biyosensdriin
dogrusal ¢alisma aralig1 6,0x107 — 2,0x10* M, duyarlig1 4,48 pA uM™, gdzlenebilme
sinir1 1,7x107 M, cevap siiresi 11 saniyeydi. Tekrar iiretilebilirlik ve tekrar
kullanilabilirlik ¢aligmalarinda bagil standart sapma sirasiyla %3,0 ve %3,6 olarak
hesaplandi. Biyosensor cevabina gergek numunelerde bulunan ve girisim etkisi
yapabilecek tiirlerin etkisi arastirildi. Hazirlanan biyosensor ile balikta ksantin tayininin
basaril1 bir sekilde yapilabilecegi goriildii.
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AMPEROMETRIC BIOSENSOR FOR THE DETERMINATION OF XANTHINE
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Supervisor: Prof. Dr. Esin CANEL

In this thesis, an electrode modified with carbon nanofiber (CNF) and ferrocene
carboxylic acid (Fc-COOH) was prepared. An amperometric biosensor was prepared for
xanthine determination by immobilizing xanthine oxidase (XO) enzyme on this modified
glassy carbon electrode (GCE) surface using cross-linking method. Scanning electron
microscopy method was used to characterize the surface morphology of the biosensor.
The optimum surface composition of the enzyme electrode, operating conditions,
performance factors and applicability to the determination of xanthine in real samples
were investigated. The optimal amount of mediator and enzyme, working potential and
buffer pH for the developed XO/Fc-COOH/CNF/GCE were found to be 5 uL, 3 U, +0.40
V and pH 8.0, respectively. The linear working range of the biosensor was 6,0x107 —
2,0x10* M, sensitivity was 4,48 A uM™, detection limit was 1.7x107 M and response
time was 11 s. In the reproducibility and repeatability studies, the relative standard
deviation was calculated as 3.0% and 3.6%, respectively. The effect of the species found
in real samples that can cause interference on the biosensor response was investigated. It
was seen that xanthine determination in fish can be performed successfully with the
prepared biosensor.
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SIMGELER DiZiNi
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SEM Taramali elektron mikroskobu
DPV Diferansiyel puls voltametrisi
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1. GIRIS

Bir biyosensor, analit derisimi ile orantili 6l¢iilebilir sinyal elde etmek i¢in yapisinda bir
biyolojik algilayict ve fiziksel doniistiiriiciiyii birlestiren analitik bir sistem olarak
tanimlanabilir (Kissinger 2005). Biyosensorler, biyomedikal sektor; ¢evresel analizler,
savunma sanayi, gida endiistrisi, ilag endiistrisi gibi alanlarda yaygmn bigimde
kullanilmaktadir (Dingkaya 1999). Biyosensorlerin giinlimiizde en sik kullanilan
ornekleri ise amperometrik enzim elektrotlardir. Amperometri belirli bir potansiyelde
akim siddetinin dlgiimiine dayanir. Olgiilen akim, ¢alisma elektrodunda indirgenen veya

yiikseltgenen elektroaktif tiiriin derisiminin bir fonksiyonudur (Pizzariello vd. 2001).

Ksantin pilirin metabolizmasinda bir ara iiriin olup, ozellikle balik et tazeliginin
degerlendirilmesinde biiyiik 6nem tasir. Bir baligin 6liimiinden sonra adenozin trifosfat
(ATP), balik etinin depolanmasiyla artan ksantine doniisiir (Suzuki vd. 1975). ATP’nin
ayrismast ATP - ADP - AMP — IMP — HxR — HX — X — UA dizisine gore
ilerler; burada HX = Hipoksantin, ATP = adenozin trifosfat, , IMP = inosin monofosfat,
AMP = adenozin monofosfat, HXR = inosin, ADP = adenozin difosfat, X = ksantin ve
UA iirik asittir (Pundir vd. 2014).

Literatiire gore ksantin tayini i¢in ¢esitli yontemler mevcuttur. Bunlar arasinda kapiler
kolon gaz kromatografisi (Devi vd. 2011), kemiliiminesans (Pagliarussi vd. 2002),
yiiksek performansli sivi kromatografisi (Tang vd. 2011) ve spektrofotometri
(Dervisevic vd. 2015) bulunmaktadir. Fakat bu yontemlerin ¢ogu yiiksek maliyetli,
zaman alici, karmasik ve zahmetlidir. Ayrica ger¢cek zamanli izleme i¢in yetersizdirler.
Bu yontemlerle kiyaslandiginda biyosensor kullanimi basit, segici, yiiksek duyarlikli,

hizli ve ucuz olma 6zellikleriyle ksantin tayini i¢in iyi bir alternatiftir.

Bu tez calismasinda balik eti tazeligini tespit etmek i¢in dnemli bir etken olan ksantinin
tayini i¢in medyator temelli amperometrik enzim elektrot gelistirilmesi hedeflendi.
Enzimin immobilize edilecegi yiizey olarak camsi karbon elektrot kullanildi. Calismada
ksantin oksidaz enzimi camsi karbon elektrot yiizeyine EDC-NHS yardimiyla kovalent
baglama yontemi kullanilarak immobilize edildi. Calismada biyosensériin optimum
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caligsma sartlarini belirlemek amaciyla tampon pH’s1, enzim ve medyator miktari, karbon
nanomalzeme miktar1 ve calisma potansiyelinin biyosensor cevabi iizerine etkisi
belirlendi. Enzim elektrot i¢cin dogrusal ¢alisma araligi, duyarlik, gézlenebilme siniri, raf
omrii ve tekrar kullanilabilirlik gibi parametreler de incelendi. Hazirlanan enzim
elektrodun yiizey modifikasyonlarinin tespiti i¢in taramali elektron mikroskopi (SEM)
yonteminden faydalanildi. Sonrasinda dontisiimlii voltametri (CV) ve elektrokimyasal
empedans  spektroskopisi  (EIS)  tekniklerinden  faydalanilarak  elektrodun
elektrokimyasal 6zellikleri incelendi. Hazirlanan ksantin enzim elektrot ile balik etinde
ksantin tayini yapilmasi hedeflendi. Bu ¢alisma ksantin biyosensorii gelistirmede ilk defa
karbon nanofiber ve redoks medyatorii olarak ferrosen karboksilik asitin (Fc-COOH)
birlikte kullanilmasi ve bu kompozitin daha 6nce ksantin tayini i¢in hi¢ kullanilmamis

olmas1 nedeniyle orijinal ve yenidir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Ksantin Tayininin Onemi

Pek ¢ok viicut dokusunda ve biyolojik sivida bulunan ve kimyasal ad1 3,7-dihidro-piirin-
2,6-dion olan ksantin bir piirin bazidir (Pei ve Li 2000). idrar ve kandaki ksantin seviyesi
ksantiniiri, hipertiresemi, gut ve bobrek yetmezligi gibi bazi metabolik bozukluklarin tani
ve tibbi tedavisi i¢in degerli bilgiler saglar. Ayrica, gida sektoriinde balik ve et iirlinleri
tazeliginin belirlenmesinde de ksantin derisimlerinden faydalanilabilir. Ksantinin
biyolojik sivilarda ve et {irlinlerinde tayini igin HPLC (Cooper vd. 2006),
kemiliiminesans (Hlavay vd. 1994), kilcal elektroforez (Pagliarussi vd. 2002; Kress vd.
2002), kiitle spektrometri (Olojo vd. 2005) ve spektrofotometri (Amigo vd. 2005) gibi
farkli analitik yontemler rapor edilmistir. Ancak, gelistirilen cogu yontem, karisik ve
zaman alict numune hazirlama basamaklarina sahip olup ve uygulama igin egitimli
kisilerin gerektigi pahali yontemlerdir (Vidotto vd. 2003). Ksantin tayini ig¢in
gelistirilmis  elektrokimyasal ~ yontemler  kromatografi  gibi  yoOntemlerle
karsilastirildiginda yiiksek hiz, iyi duyarlik, basit kullanim ve kolay iiretilebilirlik gibi
tistiinliiklere sahip olup, gida, ¢evre, tarim uygulamalari, biyoteknoloji ve ilag endiistrisi
gibi bir¢ok alanda genis bir uygulama alani1 potansiyeli gosterirler (Pundir vd. 2014).
Ksantin elektrokimyasal yontemle hem enzimsiz hem de enzimli elektrotlar kullanilarak
tayin edilebilir (Lavanya vd. 2016; Pundir ve Devi 2014). Enzimsiz elektrokimyasal
ksantin tayin yontemleri ksantinin elektrot yiizeyinde yiikseltgenmesi sonucu olusan
akimdan yararlanir (Bas 2011). Enzimli elektrokimysal ksantin tayin yontemlerinde
ksantin oksidaz enzimi (XO) yaygin bicimde kullanilir ve bu enzimin katalizledigi
reaksiyonla ksantin iirik asit ve H202’e déniisiir (Dalkiran vd. 2014). Ilgili reaksiyon
asagida verilmistir. Elektrot yiizeyine potansiyel uygulandiginda olusan akimin ksantin

derisimiyle orantili olmasindan faydalanilarak numunedeki ksantin miktar1 belirlenir.

Ksantin + Oz + H20 —Urik asit + H202 (XO varhiginda)



Sekil 2.1 Ksantinin kimyasal formiilii

2.2 Biyosensorler

L.C. Clark’in 1950’1erde devam eden bir ameliyatta kandaki Oz seviyesini bir elektrot
ile izlemesi biyosensor tarihinin baslangici kabul edilir (Akytiz 2011). Biyosensorler,
gozlenen bir yaniti, biiylikliigli numunelerdeki belirli bir kimyasalin veya bir dizi
kimyasalin derigimiyle dogru orantili Olgiilebilir bir sinyale doniistiirmek icin bir
dontistiirliciiye bagl bir biyolojik algilama elemani i¢eren analitik cihazlardir (Akyiiz
2011). Bir doniistiiriiciiniin ana islevi, biyolojik olarak aktif malzemede analit ile
etkilesimden kaynaklanan fizikokimyasal degisikligi bir ¢ikis sinyaline doniistiirmektir
(Yunus vd. 2011). Gida, ilag endiistrisi, ¢evre analizleri, tarim ve biyoteknoloji gibi
birgok farkli dalda genis uygulama alan1 bulan biyosensorler yiiksek duyarlik, kullanim
kolayligi, hizli ve kolay {iretilebilir olma gibi 6zellikleri nedeniyle 6nemli bir aragtirma
alanidir (Kimmel vd. 2012). Sekil 2.2°de bir biyosensoriin genel semasi1 gosterilmektedir
(Velasco-Garcia ve Mottram 2003). Biyosensorler kullanilan doniistiiriicii tipine gore
optik, kalorimetrik, piezoelektrik ve elektrokimyasal biyosensorler olarak siiflandirilir

(Karunakaran vd. 2015).
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Sekil 2.2 Biyosensoriin semasi (Velasco-Garcia ve Mottram 2003)

Optik biyosensorler, bir biyokimyasal reaksiyonun sonucu absorplanan veya yayilan
151810 Ol¢limiinii esas alirlar. Kalorimetrik biyosensorler, biyokimyasal reaksiyon sonucu
olusan 1s1 degisiminin izlenmesi ile substrat derisiminin tespit edilmesini esas alan
biyosensorlerdir. Piezoelektrik biyosensorler, piezoelektrik kristalin yiizeyinde bir
madde birikmesi sonucu rezonans frekansindaki degisimin Ol¢limiine dayanir.
Elektrokimyasal biyosensorler, elektrokimyasal tiirlerin biyoetkilesimi sirasinda olusan
sinyalin ol¢limiinii temel alir ve biyosensorlerin en yaygin kullanilan sinifini olusturur
(Keskin vd. 2020). Bu tip biyosensorler, bir biyoetkilesim siireci sirasinda, elektronlar
gibi elektrokimyasal tiirlerin, bir elektrokimyasal detektor tarafindan oSlgiilebilen bir
elektrokimyasal sinyal lreterek tiiketilmesi veya iiretilmesi esasina dayanmaktadir
(Mohanty vd. 2006). Elektrokimyasal biyosensorler, bulanik ortamda calistirilabilir,
karsilagtirilabilir enstriimantal duyarliliga sahiptir ve minyatiirlestirmeye daha uygundur
(Ansari vd. 2022). Elektrokimyasal biyosensorler elektriksel parametrelerin dl¢iilmesine

gore kondiiktometrik, amperometrik ve potansiyometrik olarak siniflandirilir.



2.3 Amperometrik Biyosensorler

Amperometrik  biyosensorler, biyokimyasal reaksiyon iirlinlerinin  dogrudan
yiikseltgenmesi ya da indirgenmesi sonucu calisma elektrodu iizerindeki akim
degisikliklerini 6lgen analitik cihazlardir. Bu tip biyosensorlerde olusan akim siddeti
calisma elektrodu yiizeyinde yiikseltgenen veya indirgenen elektrokimyasal tiirlerin
derisiminin bir fonksiyonudur (Mello ve Kubota 2002). Oksijen ve H202 pek ¢ok
enzimatik reaksiyonun yardimeci substrati ve {riiniidiir ve amperometrik ydntemle
belirlenebilir (Lindgren vd., 2000, Davis vd., 1995). Amperometrik biyosensorlerin
biyomedikal, gevresel ve endiistriyel uygulamalar i¢in ucuz, giivenilir ve yliksek
duyarlikta oldugu kanitlanmistir (Turner 1988). Amperometrik biyosensorler elektron
transferinin gerceklesme sekline gore birinci, ikinci ve ti¢lincli nesil olmak iizere {i¢ sinifa

ayrilir (Scott 1988).

2.3.1 Birinci nesil enzim elektrotlar

Sadece biyolojik algilama eleman1 ve ileticiden olusan sistemlerdir. Biyosensorlerde
yaygin kullanilan bir enzim sinift olan oksidaz enzimlerinin dogal yardimeci substrati,
substrat ile reaksiyon sirasinda hidrojen peroksite doniisen molekiiler oksijendir. Bu tiir
redoks enzimleri bu nedenle arayiizeydeki Oz ve H202 dersimlerinde substrata bagli
degisiklik olustururlar. Sadece biyoalgilama elemani ve bir doniistiiriicii igeren birinci
nesil elektrokimyasal biyosensorler, ya molekiiler oksijeni indirgemek ya da olusan
hidrojen peroksidi yiikseltgemek igin uygun bir potansiyele polarize edilir. Olgiilen akim,
analit derigimi ile orantilidir. Bu smifa giren biyosensorlerin en biiyiikk dezavantaji,
uygulanan yiiksek potansiyelin neden oldugu elektrokimyasal algilamanin diisiik
seciciligidir. Ayrica, gergek numunelerdeki kiiciik oksijen derisimleri de bu dl¢iimlerde

siirlayict bir faktor olabilir (Castillo vd. 2004).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S095656630100313X?casa_token=2UtPpLAs4U0AAAAA:KOS0x43Hn2VYvxLT4hI09Eu07VZbaxU-DP_EofrIN4iqiCs7ql0YCHGPRxMqBkBFKiUd1V4FNKkZ#BIB85
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S095656630100313X?casa_token=2UtPpLAs4U0AAAAA:KOS0x43Hn2VYvxLT4hI09Eu07VZbaxU-DP_EofrIN4iqiCs7ql0YCHGPRxMqBkBFKiUd1V4FNKkZ#BIB26

2.3.2 ikinci nesil enzim elektrotlar

Ikinci nesil biyosensorlerde birinci nesil biyosensdrlerdeki dogal elektron alicisi
oksijenin yerini medyator olarak adlandirilan yapay elektron aktaricilart alir. Medyator
olarak gorev yapan madde indirgenmis enzimle reaksiyona girer ve sonrasinda elektrot
ylzeyinde yeniden ylikseltgenir (Castillo vd. 2004). Bu tip sistemlerde ferrosen ve
tiirevleri, benzokinon ve tlrevleri, metilen mavisi, osmiyum kompleksleri,
tetratiyafulvalen, tetrasiyonokinodimetan, potasyum hekzasiyanoferrat, rutenyum
heksamin gibi maddeler medyatdr olarak siklikla kullanilmaktadir. Ideal bir medyatériin
kararli yiikseltgenmis ve indirgenmis formlarinin olmasi, ortamdaki elektroaktif
tiirlerden daha distik redoks potansiyeli gostermesi, ¢alisma sartlar1 altinda yiiksek
kararlilik gostermesi, elektron transferi esnasinda yan reaksiyonlara katilmamasi ve
reaksiyon hizinin yiiksek olmasi istenir (Castillo vd. 2004; Chaubey ve Malhotra 2002).

Sekil 2.3’te medyatdrlii ve medyatorsiiz sistemlerdeki elektron aktarim mekanizmasi

gosterilmektedir.
Analit Enz g ¥ Med (ind.)
(yiik.)
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(ind.) »
Elektrot
Medyatorlii Elektron Transferi
Analit Enz (yiik.) ‘ ' e A
Elektrot

Urin oK » Enz (ind.)

Medyatorsiiz Elektron Transferi

Sekil 2.3 Medyatorlii ve medyatorsiiz biyosensorlerde elektron transfer mekanizmasi



2.3.3 Ugiincii nesil enzim elektrotlar

Reaktifsiz biyosensorler olarak da bilinen ii¢ilincii nesil biyosensorlerde, araci enzim ve
elektrot ile birlikte entegre edilir ve elektronlari enzimin redoks merkezi ile polarize
elektrot arasinda tasir. Bu nesil biyosensorlerin diger tanimlarina gore, yalnizca
dogrudan elektron transferinin gergeklestigi konfigiirasyonlar gergek ti¢lincii nesil olarak
kabul edilebilir (Castillo vd. 2004; Murugaiyan vd. 2014). Iletken polimerler, bu tiir
biyosensorleri yapmak icin siklikla kullanilmaktadir (Pundir vd. 2014).

2.4 ideal Bir Biyosensoriin Ozellikleri

Ideal davranan bir biyosensdriin dzellikleri asagida ayrintilaryla verilmistir.

2.4.1 Dogrusal calisma arahig ve gozlenebilme siniri

Biyosensor sinyali analit derisimine kars1 grafige gecirildiginde elde edilen kalibrasyon
egrisinde analit derisimi Ve biyosensor sinyali arasindaki iliskinin dogrusal oldugu aralik
dogrusal c¢aligma araligidir. Bu dogrusal grafikte ilk cevabin gézlendigi ancak analit
miktarinin belirlenmesi i¢in yeterli cevabin olmadig1 en kii¢iik derisim ise gdzlenebilme
siiridir (Griindler 2007). Gozlenebilme sinir1 ve dogrusal ¢alisma araligi elektrodun
ylizey alanina, biyoalgilama elementinin analite ilgisine ve elektrot yiizeyine immobilize
edilen biyoalgilama elementinin miktarina baglidir. Ayrica ortam sicakligi, pH, tampon
derisimi ve tampon cinsi gibi ¢alisma kosullar1 da biyosensor cevabini etkileyerek
dogrusal ¢alisma araligit ve gozlenebilme smirinin degismesine neden olabilen

faktorlerdendir (Erden 2010).

2.4.2 Duyarhk

Biyosensor sinyalinin Sl¢giim ortamina eklenen analitin derisimindeki degisiklige bagl
olarak zamanla degisimi duyarlik olarak tanimlanir. Biyosensorde kullanilan

biyoalgilama elementinin sadece analite karsi duyarli olmasi ideal bir biyosensorde
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istenen bir 6zelliktir. Ideal bir biyosensor igin duyarliginin biyosensériin kullanim émrii
stiresince sabit kalmasi ve olusan sinyalin elektronik kisim tarafindan rahatlikla

algilanabilmesi i¢in yeterince yiiksek olmas1 gerekir (Buerk 1993).

2.4.3 Cevap siiresi

Bir biyosensoriin analiz edilecek maddenin bulundugu ortamla etkilesime gegtigi andan
sinyal kararli hale gelinceye kadar gecgen silire biyosensoriin cevap siiresi olarak
adlandirilir. Analiz edilecek numune sayisinin fazla oldugu analizlerde kisa siirede sonug
elde edilmesi onemli oldugundan biyosensoriin cevap siiresinin kisa olmasi biiyiik bir
avantajdir. Biyosensorlerin cevap siiresi, elektrotlarin fiziksel 6zelliklerine, boyutuna,
analitin derisimdeki degisikliklere tepkisine, biyomolekiiliin yapisina bagli olarak

degisim gosterir (Buerk 1993).

2.4.4 Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik, kesinlik ve dogruluk ile yakindan iligkilidir ve biyosensoriin, ayni
numune birden fazla kez Olgiildiiglinde ayni sonuglar1 {iretme yetenegi olarak
tanimlanabilir. Ideal bir biyosensériin tekrarlanabilirliginin yiiksek olmasi giivenilir bir

analiz i¢in ¢ok dnemli bir 6zelliktir (Naresh ve Lee 2021).

2.4.5 Secicilik

Secicilik, ideal bir biyosensoriin en 6nemli parametrelerinden birisidir. Bir biyosensoriin
sadece, tayin edilmek istenen analitin derisimindeki degisiklige cevap vermesi ve
numune ortaminda bulunan diger kimyasal tiirlerden etkilenmemesi istenir. Aksi halde,
Olclim sonuglarina girisim etkisi yapan tiirlerin derisiminin degismesi, hedef analitin
miktar1 i¢in yanlis sonuglar bulunmasina neden olur. Girisim etkisi yapan tiirlerin
derigimleri kontrol edilemiyorsa bu durumda tiirlerin biyosensér cevabina etkisi

belirlenmeli ve girisim yapan tiirlerin etkisi azaltilmalidir. Bu tiirlerin etkisini en aza



indirmek i¢in daha yiiksek duyarliliga sahip biyosensorler gelistirmek uygun bir yoldur
(Buerk 1993).

2.4.6 Kararhhik

Kararlhilik, siirekli izlemenin gerekli oldugu biyosensdr uygulamalarinda temel
ozelliklerden biridir. Kararlilik, biyosensoriin biyoalgilama sisteminin i¢indeki ve
disindaki ¢evresel bozulmalara karsi savunmasizlik derecesidir. Enzimin saflik seviyesi,
kaynaglr ve immobilizasyonu yontemi enzim biyosensoriiniin kararliligini etkileyen

faktorler arasindadir (Naresh ve Lee 2021).

2.4.7 Omiir

Biyosensorlerin normal kosullar altinda duyarligimi kaybetmedigi siire biyosensor dmrii
olarak bilinmektedir. Biyosensoriin dmriinii kisaltan en dnemli parametre biyoalgilama
elementinin aktivitesinde meydana gelen azalmadir. Bir biyosensoriin  Omri,
gerceklestirilen analiz sayisina veya dlgiilen analitin derisimine bagli olarak degisebilir.
Genel olarak yiiksek derisimler daha hizli duyarlik kayiplarina sebep olabilirler. Ayrica,
numune ortaminda bulunabilecek bagka kimyasal tiirler de biyosensor Omriinii
kisaltabilir. Biyosensdr Omriiniin uzun olmasi i¢in saklama kosullari 6nemli olup
biyosensor kullanilmadig: siirelerde buzdolabinda ya da biyolojik 6zelliklerine gore

uygun sicaklik ortamlarinda saklanilabilir (Buerk 1993).

2.5 Enzimler

Enzimler, protein yapili ve genellikle bir veya daha fazla metalik atom igeren prostetik
gruba sahip biiyiik kompleks makromolekiillerdir (Y1ldiz 2007). Enzimler, peptit baglari
ile birbirine baglanan amino asitlerden olusur. Farkli yan zincirlere sahip 20'den fazla
amino asit vardir. Bu yan zincirlerin dogasi, amino asidin 6zelliklerini belirler. Amino
asitlerin dizilimi, enzimin birincil yapisini olusturur. Amino asitlerin 6zelliklerinden

dolay1 yap1 sarmal bir sekle sahip olabilir. Doner ve kivrimli gibi baska olasi
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diizenlemeler de vardir. Bu, bir proteinin veya enzimin ikincil yapisini olusturur ve
amino asitlerin dizilimi ve 6zellikleri tarafindan belirlenir. Bir proteinin veya enzimin
liclinciil yapisi, ic boyutlu yapisini ifade eder. Bunun nedeni, molekiiliin kendisini
cevresiyle olumsuz olmayan termodinamik etkilesimleri en aza indirecek sekilde
diizenlemesidir; 6rnegin polar olmayan amino asitler, sulu ortamdan uzakta tutulma
egilimindedir. Bu yapi, hidrojen bagi, disiilfit baglari, van der Waals kuvvetleri ve
hidrofobik etkilesimler ile stabilize edilebilir. Enzimin ii¢ boyutlu yapis1 dyledir ki, bir
kismu substratin, prostetik grubun ve diger kofaktdrlerin baglanmasinda dogrudan yer
alan bolgeleri olusturur. Cogu durumda, enzimler birden fazla alt birimden olusabilir. Bu
tiir alt birimler ayni1 olabilir veya olmayabilir. Bu tiir birimlerin islevsel, aktif bir
kompleks halinde birlestirilmesi ve mekansal diizenlemesi, dortlii yapr olarak

bilinmektedir (Diamond 1998).

Enzimlerin biyosensorlerdeki avantajlari, oldukca segici olmalari, substrata kolayca
baglanabilmeleri, substrata hizla etki etmeleri ve katalitik aktiviteye sahip olmalaridir.
Bununla birlikte, enzimler pahalidirlar ve bir destek iizerine immobilize edildiklerinde

aktivitelerini kaybetme egilimi gosterebilirler (Dervisevic, 2015).

2.6 immobilize Enzimler

Immobilizasyon enzimi bir destege baglayarak hareketini simirlandirmak amaciyla
yapilir (Sassolas vd. 2012). Immobilize enzimler tekrar ve siirekli olarak kullanilabilirler
ve katalitik aktivitelerini serbest enzimlere gore daha kararli bir sekilde siirdiiriirler.
Immobilize enzimler, daha diisiik katalitik hiza ragmen, enzimleri uzaklastirarak siirecin
hizli kontrol edilebilmesi, enzimlerin {iriinden kolay ayrilmasi ve yiiksek stabilite gibi
avantajlar1 nedeniyle medikal ve endiistriyel alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir

(Nguyen vd. 2019).
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2.6.1 Ksantin oksidaz enziminin ozellikleri

Ksantin oksidaz (XO) enzimini ilk defa gliniimiizden yaklasik 85 yil dnce M. Dizon ve
S. Thurlow inek siitiinden izole etmislerdir. XO insanlar da dahil olmak iizere bir¢ok
canlida bulunan bir enzimdir ve 6ncelikle piirin katabolizmasinda islev goriir. Bu enzim,
insan dokularinda karaciger, bobrek, kalp, bobrek, beyin ve akcigerde bulunmaktadirlar
(Saatei, 1997). XO, oksidorediiktaz grubu enzimlerinden birisi olup en karmasik yapili
flavoproteinlerdendir. Bir dizi reaksiyon yoluyla piirinler, guanin monofosfat (GMP),
adenozin monofosfat (AMP), hipoksantin veya ksantine doniistiiriiliir. Hipoksantin ve
ksantin XO tarafindan iirik aside katalize edilir (Watts, 1966). Urik asit daha sonra iirikaz
enzimi tarafindan idrarla atilan suda c¢oOziinebilen bir molekiil olan allantoine
dontistiirtiliir (Hediger vd. 2005). Hiicre dongiisii viicutta devamli bir siire¢ oldugundan
ve endojen veya yutulan piirinler siirekli olarak bozulup yenilendiginden, bu enzim
memeli hiicreleri i¢in hayati 6nem tasimaktadir. Bir baska ksantin enzimi, ksantin
dehidrojenazdir (XD). Bu iki enzimde kullanilan kofaktorler farklilik gésterir; XO'in
substrat olarak oksijen kullandig1 yerde, XD ayni reaksiyonu meydana getirmek icin
NADH'ye ihtiya¢ duyar (Aziz ve Jamil, 2019). XO tarafindan gergeklestirilen reaksiyon,
oksijeni sonunda hidrojen peroksite doniisen bir siiperoksit anyonuna indirger. Ksantin
oksidaz aktivitesi iirtinii olan {irik asidin de literatiire bakildiginda bazi durumlarda
sagliga zararli oldugu kanitlanmustir. Urat, bir pro-oksidan gibi davranir ve hiperiirisemi
ile obezite arasindaki iligkiyi agiklayan, lipit zarlarin1 oksitleme egilimi olan diger
radikallerin olusumunu indiikler (Oliveira vd. 2012). Reaktif oksijen tiirleri dogal olarak
hiicresel yapilara, DNA'ya ve proteinlere zarar verme egilimindedir ve sonug olarak tirik
asidin neden oldugu oksidatif stresin ayrica hipertansiyon, diyabet, bobrek hastaligi ve

kardiyovaskiiler hastaliklarla baglantilar1 vardir.

2.6.2 Enzim immobilizasyon yontemleri

Biyosensor yapiminin en 6nemli kismi biyoalgilama elementini (enzimler, hiicreler,
doku pargasi vb.) elektrot yilizeyinde immobilize etmektir. Biyolojik materyal elektrot
ylizeyine sabitlenmeli ve immobilizasyondan sonra aktivitesini korumalidir. Enzimlerin

immobilizasyonu i¢in dort genel yontem yaygin olarak kullanilir. Bunlar adsorpsiyon,
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kovalent baglama, tutuklama ve capraz baglamadir. Immobilizasyon i¢in kullanilacak
yontemin se¢imi, ilgili enzime ve uygulamasina gore degismektedir (Bayramoglu vd.

2012, Qin vd. 2012).

Adsorpsiyon en basit immobilizasyon yontemlerinden olup Van der Waals baglari,
elektrostatik ve hidrofobik etkilesimler gibi zayif etkilesimlere dayanir. Adsorpsiyonun
avantaji, ek bir reaktife gerek olmamasi nedeniyle basit ve ucuz olmasi ve diger
yontemlere gore enzim aktivitesine daha az zarar vermesidir. Bununla birlikte, bu
yontemle immobilize edilen enzimler, destek ile aralarindaki zayif baglar nedeniyle,
sicaklik, pH veya iyonik kuvvet gibi deneysel kosullardaki degisikliklerle kolayca
ylizeyden uzaklasabilir. Ayrica, diger substratlarin bir ylizey ilizerine spesifik olmayan

adsorpsiyonu kontaminasyona ve sinyalde girisime yol agabilir (Nguyen vd. 2019).

Kovalent baglama en yaygin kullanilan immobilizasyon ydntemlerinden biridir ve
enzimler ile destek arasinda kararli bir kompleks olusumunu saglar. Enzimdeki e-amino
grubu, tiyol grubu ve karboksilik grup gibi yan zincirler genellikle kovalent bagin
olusumu i¢in kullanilir (Novick vd. 2005). Kovalent baglama yontemi kullanilarak
immobilize edilmis enzimler, adsorpsiyon ile immobilize edilmis enzimlere gore son
derece giiclii baglara sahiptir, bu nedenle bu yontem kullanilarak daha kararl bir sekilde
immobilize edilmis enzimler elde edilebilir. Birkag gii¢lii yoniine ragmen, kovalent bag
olusumu immobilize enzimlerin aktivitesini etkiler ve bu yontemin diisiik sicaklik, iliman

pH gibi kosullarda uygulanmasi gerekir (Nguyen vd. 2019).

Tutuklama yonteminde enzimler polimerlerde tutulur. Polimerizasyon, enzimlerin
tutuklanmasi i¢in bir enzim ve monomer karisimi icinde gerceklestirilir. Tutuklama,
kovalent baglamadan farkli olarak kimyasal bir etkilesim degildir ve enzimlere yliksek

kararlilik ve sizintinin en aza indirilmesi istlinliigii saglar (Nguyen vd. 2019).

Capraz baglama yoOnteminde ise, enzimler birbirine ve destege kovalent baglar

yardimiyla baglanir ve ii¢ boyutlu bir enzim kompleksi olusturur. Enzimler arasinda

capraz bag olusturmak i¢in, Ornegin enzimlerdeki lizin kalintistnin serbest amino

gruplari, glutaraldehit gibi ¢apraz baglayici bir reaktif ile reaksiyona girer. Capraz
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baglama yoluyla immobilizasyon yaklasimi, enzimler arasindaki oldukg¢a giiclii ve
kararli baglar nedeniyle immobilizasyon etkinligini ve kararlilig1 artirir. Bununla
birlikte, glutaraldehit gibi ¢apraz baglama reaktiflerinin kullanimi, kovalent baglanma

nedeniyle enzimlerde siddetli aktivite kaybina yol acabilir (Nguyen vd. 2017).

2.7 Kaynak Arastirmasi

2.7.1 Ksantin tayini ile ilgili cahismalar

Ksantinin elektrokimyasal tayini i¢in son 10 yilda raporlanan (biyo)sensorler incelendi

ve asagida kisaca ozetlendi.

Khan vd. (2020) tarafindan yapilan ¢alismada ksantinin seg¢ici ve hassas tespiti i¢in
islevsellestirilmis altin nanopartikiiller ile (GCE/PEDOT:PSS-AuNPS) modifiye edilmis
cams1 karbon elektrotlara dayanan yenilik¢i bir biyosensor diizenegi gelistirilmistir.
Gelistirilen sensor, hipoksantin (HX) ve iirik asit (UA) gibi 6nemli interferanslarin
varhginda X miktarinin belirlenmesi i¢in basariyla uygulanmistir. Hazirlanan
nanokompoziti karakterize etmek i¢in taramali elektron mikroskopi (SEM), transmisyon
elektron mikroskopi (TEM) ve fourier donisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR)
yontemleri kullanilmistir. Tiim deneysel islemler 1,0 x 107> M fosfat tamponunda (pH
7,0) oda sicakliginda N2 ortaminda gerceklestirilmistir. Elektrodun, 5,0 x 107% ila 1,0 x
105 M dogrusal ¢alisma araliginda 3,0 x 10~ M'lik bir gozlenebilme sinir1 (S/N = 3)
oldugu gozlemlenmistir. Hazirlanan biyosensor kullanilarak balik ve et numunelerinde
ksantin miktari i¢in geri kazanim ¢aligmasi yapilmis ve geri kazanimlar sirasiyla %98,1
+ 1,34, % 100,2 £ 2,39 (balik numuneleri igin), %99,3 + 1,66, %102,6 £2,53 (et

numuneleri i¢in) olarak bulunmustur.

Tripathi vd. 2022 tarafindan yapilan ¢caligmada, egik acil1 biriktirme (EAB) ile hazirlanan
nikel oksit (NiO) ince filmleri, et tazeliginin belirlenmesi amaciyla ksantin miktarinin
Ol¢timii i¢in gelistirilmistir. Hazirlanan makro gézenekli EAB NiO elektrotlar ve XO

immobilizasyonu elektrokimyasal empedans spektroskopi (EIS), doniisiimli voltametri
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(CV) ve X-isim fotoelektron spektroskopisi yontemleriyle karakterize edilmistir.
Optimum kosullar altinda, biyosensoriin cevap siiresi 7 s olarak belirlenmistir.
Biyosensor duyarligi 0,1-5 puM diisiik derisim araliginda 1,1 pAuM *cm 2 ve 5-650 uM
yiiksek derisim araliginda 0,3 pApMcm= olarak rapor edilmistir. Hazirlanan
biyosensor ayrica balik 6rneklerinde (hipoksantin, tirik asit, glikoz ve sodyum benzoat)
yaygin olarak bulunan bir dizi potansiyel interferansa karsi da degerlendirilmis ve
ksantine kars1 iyi bir secicilik gosterdigi gézlemlenmistir. Ksantin i¢cin 0,4 mM’lik diisiik
bir Michealis-Menten Sabiti (Km), enzimatik sensoriin hedef analite yonelik yiiksek
afinitesini gostermistir. Hazirlanan biyosensor kullanilarak balik numunelerinde ksantin
tayini yapilmistir. Oda sicakliginda ortam havasina 0, 2, 4 ve 7 giin maruz kalan ton
balig1 ile testler gerceklestirilmis olup gilin gectikce ksantin miktarinin arttigi
belirlenmistir. Biyosensoriin 12 gilin sonunda baslangi¢ aktivitesinin % 53’{inii korudugu

bulunmustur.

Dervisevic vd. (2017) tarafindan yapilan c¢alismada, kitosan-polipirol-altin
nanopargaciklart  kullanilarak yeni bir elektrokimyasal ksantin biyosensorii
gelistirilmistir. Hazirlanan bu biyosensoriin elektrokimyasal karakterizasyonlari i¢in CV
ve EIS yontemleri kullanilmistir. Tiim 6lgtimler +0,70 V ¢alisma potansiyelinde 10 mM
pH 7,0 fosfat tamponunda gerceklestirilmis ve cevap siiresi 8 s olarak bulunmustur.
Biyosensoriin 1-200 uM'lik dogrusal ¢alisma araliginda 0,25 pM'lik diisiik gdzlenebilme
sinirinda 1,4 nA pM™* duyarliga sahip oldugu belirtilmistir. Biyosensdriin amperometrik
cevabina lrik asit, askorbik asit, glikoz ve sodyum benzoattan kaynaklanan énemli bir
bozucu etki olmadigi tespit edilmistir. Hazirlanan biyo-nanokompozit ksantin
biyosensorii, balik, sigir eti ve tavuk numunelerinde ksantin dl¢limleriyle test edilmistir.
Biyosensoriin 18 giinliik depolamanin sonunda baslangig aktivitesinin %85’ini korudugu

goriilmiistiir.

Yazdanparast vd. (2019) ksantin tayini i¢in, ¢cok duvarli karbon nanotiip (MWCNT) ve
poli(l-aspartik asit) (Poli(I-Asp)) ve XO ile modifiye camsi karbon elektrot
hazirlamiglardir. Hazirlanan biyosensoriin iiretim agamalar1 EIS, SEM, CV kullanilarak
incelenmistir. Biyosensor cevabi diferansiyel puls voltametrisi (DPV) ile optimum

kosullar (pH 7,4 ve +0,40 - +1,0 V) altinda arastirilmis, cevap siiresi 35 s olarak tespit

15



edilmistir. Dogrusal ¢alisma araligir 0,001-0,004 uM, ve 0,005-50,0 uM, goézlenebilme
sinir1 3,5%10°* uM olarak bulunmustur. 30 giin boyunca diizenli kullanimdan sonra
elektrodun baslangic aktivitesinin yalnizca %?20’sini kaybettigi gézlemlenmistir. Enzim
elektrotlar baliktaki ksantin miktarin1  belirlemek i¢in kullanilmiglardir. Balik
orneklerinin ksantin igerigi 4 ila 24 giinlik depolama siiresinde degerlendirilmis ve
baligin 6liimiinden sonra zamana bagli olarak baliketindeki ksantin seviyesinin arttigi
gozlemlenmistir. Bu amagla 10, 20, 30, 40 uM ksantin ¢6zeltisinden uygun miktarlarda
ilave edilmis ve %95,6+3,2; %101,0+£1,4 ; %100,1+2,1 ve %99,5+2,5 geri kazanimlar

rapor edilmistir.

Dalkiran vd. (2017) ksantin tayini i¢in karbon nanotiip-metal oksit nanopartikiiller
(CosOs veya FesOs4) ve 7,7,8,8-tetrasiyanokinodimetan kullanimma dayali
biyosensorler gelistirmistir. Fe3Oas temelli biyosensor ile optimum sartlar kullanildiginda
(0,05 M pH 7,0 fosfat tamponu, +0,30 V potansiyel) ksantin tayininde 1,9x1076-2,3x10*
M dogrusal ¢alisma araligi; 0,20 uM gozlenebilme smirt ile 25,07 pA mM™! cm™
duyarlik bildirilmistir. Co3O4 temelli biyosensdr ayni optimum sartlarla 1,9x107-
1,2x10* M dogrusal ¢alisma araligi; 0,36 uM gozlenebilme smiri ile 13,24 uA mM™!
cm? duyarlik gostermistir. Kahve orneklerinde ksantin tayininde amaca ydnelik

biyosensorler uygulanmis ve tatmin edici sonuglar alinmastir.

Joon vd. (2021) tarafindan yapilan ¢alismada, XO nanopargaciklar1 kovalent baglama
yoluyla altin elektrodunun yiizeyine immobilize edilmistir. Biyosensoriin
karakterizasyonu SEM ve FTIR yontemleri kullanilarak incelenmistir. Calisma pH 7,0
fosfat tamponunda 35 °C’da +0,25 V’da gergeklestirilmis ve elektrot cevap siiresi 5 S
olarak verilmistir. Biyosensoriin ¢calisma araligi 0,01 uM'lik gozlenebilme Siniriyla 0,01—
1,0 uM olarak rapor edilmistir. Hazirlanan biyosensor kullanilarak cesitli balik
numunelerinde ksantin miktarlar1 tayin edilmistir. Ksantin ¢ozeltilerinden balik
numunesine uygun miktarlarda ekleme yapilmis ve swrasiyla %94,1+0,2 ve

%94,8+0,31°1ik geri kazanimlar rapor edilmistir.

Wang vd. (2019) bakir temelli metal organik g¢ergeve nano bir film iizerine ksantin
oksidaz immobilize edilerek yeni ksantin biyosensorii gelistirmistir. Hazirlanan
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biyosensorlerin karakterizasyonu, SEM ve X-isim1 kirmmimi (XRD) yontemleriyle
gerceklestirilmistir. Tiim ¢alismalar pH 7,5 (0,1 M) fosfat tamponunda 0,90 ila - 0,80 V
calisma potansiyelinde DPV yontemi ile gergeklestirilmis ve 0,01 ila 10 uM gibi genis
bir caligsma araligina sahip oldugu gézlemlenmistir. Hazirlanan biyosensoriin segiciligini
incelemek i¢in askorbik asit, glikoz, benzoat, arginin ve aspartik asit gibi olasi girisim
yapabilecek maddelerin amperometrik cevaplar1 belirlenmis ve tiim bu bilesikler,
biyosensdriin hipoksantin ve ksantin igin iyi bir segicilige sahip oldugunu gostermistir.
20 gilin depolamanin ardindan biyosensoriin hipoksantin ve ksantine verdigi ilk DPV
cevaplarinin %80'inden fazlasini koruyabildigi gézlemlenmistir. Hem kalamar hem de
biiyiik sar1 sarlatan baligi numunelerinde hipoksantin geri kazanimlar1 %93 +4 ile
%104 +£4 araliginda; ksantinin geri kazanimlart %97+3 ila %101+ 7 araliginda

gbzlemlenmistir.

Thandavan vd. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada, nano arayiizlii medyatorsiiz bir
elektrokimyasal biyosensor gelistirilmistir. Hazirlanan biyosensoriin karakterizasyon
calismalari, XRD, alan emisyonlu SEM ve FTIR yontemleriyle gerceklestirilmistir.
Nano arayiizlii elektrokimyasal biyosensoriin optimum sartlarda (0,1 M pH 7,4 fosfat
tamponu, 0,50 V calisma potansiyeli) 0,4 — 2,4 nM dogrusal ¢alisma araligi ve 2,5 pM
gozlenebilme smirinda 4,94 uA nM™! duyarliga sahip oldugu ve cevap siiresinin <2 s
oldugu belirtilmistir. Gelistirilen modifiye elektrodun girisim yapan askorbik asit, iire ve
stikroz gibi kimyasal maddelere daha az egilimli oldugu gozlemlenmistir. Biyosensoriin
11 giin kullanim sonucunda %80°lik aktivitesini korudugu tespit edilmistir. Gelistirilen

biyosensor, balik tazeliginin ger¢cek zamanli 6l¢iimii i¢in kullanilmistir.

Sadeghi vd. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada, hibrit bir nanokompozit film iizerine
XO enziminin immobilizasyonuna dayali olarak yeni bir ksantin biyosensori
gelistirilmigtir. Elektrot yiizeyini karakterize etmek i¢cin SEM, FTIR, CV ve EIS
yontemlerinden yararlanilmigtir. Tiim 6l¢iimler 0,05 M pH 7,2 fosfat tamponunda 35 °C
sicaklikta ve -0,35 V’da gergeklestirilmistir. Elektrodun 0,2 — 36,0 uM dogrusal ¢alisma
araliging, 0,1 pM gozlenebilme sinira ve 13,58 pApuM 'em™2 duyarliga sahip oldugu
belirtilmistir. Olas1 girisim etkisi yapabilecek askorbik asit, benzoat, iirik asit ve glukoz

gibi cesitli metabolitlerin biyosensdr cevabi {izerinde Onemli bir etkisi olmadigi
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gozlemlenmistir. Uretilen biyosensdr, balik ve tavuk eti tazeliginin dl¢iimii icin %95

giiven seviyesinde standart yontemle uyumlu sonuglar vererek basariyla uygulanmistir.

Saadaoui vd. (2016) tarafindan yapilan ¢aligmada, XO yiiklii elektrografli gézenekli
silika nanomalzemelerle modifiye edilmis camsi1 karbon elektroda dayali amperometrik
biyosensor hazirlanmistir. Hazirlanan biyosensoriin karakterizasyon g¢aligsmalari, TEM
ve alan emisyonlu SEM ile gergeklestirilmistir. Biyosensoriin en uygun kosullarda (0,1
M pH 7,0 fosfat tamponu, Ag/AgCl'ye kars1 +0,70 V sabit ¢aligma potansiyelinde) cevap
stiresinin 4-8 s araliginda oldugu tespit edilmistir. Biyosensoriin ¢aligma araligi 0,28 uM
gozlenebilme smirtyla 1,5 — 12 pM olarak bulunmustur. Biyosensoriin girisim
yapabilecek tiirler olan sakkaroz, iire, glikoz, friikktoz, galaktoz, kafein ve kloriire karsi
olan tepkisi incelenmis olup incelenen maddelerin 6nemli bir bozucu etki yapmadigi
gozlenmistir. Hazirlanan elektrokimyasal biyosensor ile balikta ksantin miktar1 tayin
edilmis, taze ve bayat balik numunelerinde sirasiyla %93,3 + 0,2 ve %101,43 + 0,19 geri

kazanim bulunmustur.

Dalkiran vd. (2014) kitosan (CS), C03O4 nanopargaciklart ve MWCNT'ler modifiye GCE
temelli ksantin biyosensorleri gelistirmislerdir Bu c¢alismada XO ve XO/HRP
(yabanturpu peroksidaz) ko-immobilizasyonunu igeren iki farkli enzim sistemi
aragtirtlmistir. XO/Co304/MWCNTSs/CS/GCE ve XO/HRP/C0304/MWCNTSs/CS/GCE
icin modifiye elektrot optimum sartlarda (0,05 M pH 7 fosfat tamponunda, Ag/AgCl'ye
kars1 +0,70 V ve -0,30 V'de) ksantinin amperometrik cevabi incelenmistir. Modifiye
elektrotlarin 6zellikleri SEM, CV ve EIS yontemlerinden yararlanilarak belirlenmistir.
X0O/C0304/MWCNT/CS/GCE'nin ve XO/HRP/C0304/MWCNT/CS/GCE’lerin galisma
araliklarmm sirasiyla 2,0x107 M — 1,6x10° M ve 2,0x10° M — 3,6x107*M,
gozlenebilme smirlarmim sirastyla 2,0x1077 M ve 2,010 M oldugu belirlenmistir.
Elektrotlarin aktivitesi incelendiginde 1 ay depolama sonucunda baslangi¢ aktivitesinin
%88’ini  ve %65’ini  koruduklar1  gozlemlenmistir.  Elektrodun seciciligini
degerlendirmek i¢in girisim etkisi yapabilecek askorbik asit, glukoz ve {irik asit
kullanilmis ve girisim etkilerinin %10, %1 ve %15 oldugu gozlemlenmistir. Amaclanan

biyosensorlerin uygulanabilirligi balik 6rneginde ksantin belirlenerek test edilmistir.
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Ortalama geri kazanim, sirasityla XO/Co3O4/MWCNT/CS/GCE ile %96,2+%3.,5 ve
XO/HRP/C0304/MWCNT/CS/GCE ile %95,4+%2,1 olarak hesaplanmuistir.

Dervisevic vd. (2016) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada kalem grafit elektrot (PGE)
tizerinde ksantin oksidaz immobilizasyonu ile yeni bir amperometrik ksantin
biyosensorii gelistirilmistir. Hazirlanan biyosensériin morfolojisi SEM kullanilarak
incelenmistir. Optimum sartlarda (+0,50 V ¢alisma potansiyeli, 30 °C sicaklik ve 10 mM
pH 7,0 fosfat tamponu) biyosensor cevabi 5 s olarak tespit edilmistir. Dogrusal ¢alisma
aralign 0,3-25 pM, gdzlenebilme smir1 0,074 pM ve duyarlik 124 mAM™! (S/N=3) olarak
hesaplanmistir. Girisim yapabilecek kimyasal maddelerin (tirik asit, askorbik asit, glikoz
ve sodyum benzoat) amperometrik cevap iizerindeki etkileri incelenmis ve bu
bilesiklerin ksantinin belirlenmesine 6nemli bir etki yapmadigi goézlemlenmistir.
Biyosensoriin 16 gilinliik depolama sonucunda baslangi¢ aktivitesinin %80’ini korudugu

tespit edilmistir.

Dalkiran vd. (2018) tarafindan yapilan ¢aligmada, ¢inko oksit nanopargaciklari kitosan
¢ok duvarli karbon nanotiipler ve 1,4-benzokinon camsi karbon elektrot yiizeyine
modifiye edilmis ve XO bu ylizeye glutaraldehit kullanilarak ¢apraz baglama yoluyla
immobilize edilmistir. Elektrotlarin elektrokimyasal ozellikleri CV ve EIS
yontemleriyle, elektrot yiizey morfolojisi ise SEM yontemiyle incelenmistir. Biyosensor
cevabi, 0,06M pH 7,5 fosfat tamponunda +0,25 V sabit ¢alisma potansiyelinde
incelenmis ve cevap siiresi 10 s olarak bulunmustur. Calismada, 2,1x107 M
gbzlenebilme simir1 ve 39,4 uA mM* cm2 duyarlik ile 9,0x1077-1,1x107* M arahiginda
dogrusal ¢alisma aralig1 elde edilmistir. Ksantin enzim elektrodun girisim yapabilecek
sodyum benzoat, glikoz, kreatin, kafein ve teofilinin maddelerin etkisi incelenmis ve
ksantin analizinde neredeyse hig etkileri olmadigi1 gozlemlenmistir. Diger girisim yapan
tiirler olan askorbik asit ve iirik asidin sirasiyla yaklagik %2 ve %10 gibi diisiik oranda
girisim yaptiklar1 tespit edilmistir. Hazirlanan biyosensor et tazeliginin degerlendirilmesi

icin tavuk ve si1gir eti numunelerindeki ksantin icerigini tespit etmek i¢in kullanilmustir.

Dalkiran vd. (2017) tarafindan balik tazeligini tespit etmek i¢in grafen/kobalt oksit

nanopargaciklari/kitosan kompozitlerine dayali bir amperometrik ksantin biyosensorii
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gelistirilmistir. Modifiye elektrodun morfolojisi ve elektrokimyasal dzellikleri CV, EIS
ve SEM ile incelenmistir. 0,05 M pH 7,5 fosfat tamponunda, +0,70 V c¢alisma
potansiyelinde biyosensoriin 2,0x10* mM gézlenebilme sinirina, 5,0x10% — 8,0x1072
mM dogrusal ¢aliyma araligina, 6,58 pA mM? duyarhga, %1,2 (BSS) tekrar
tiretilebilirlige ve 10 s cevap siiresine sahip oldugu bulunmustur. Elektrotlarin 30 giinliik
depolama siiresinin sonunda biyosensor aktivitesinin %90’m1 korumustur. Ksantin
tayininde bozucu etki yapabilecek tiirler olan askorbik asit, sodyum benzoat, iirik asit ve
glikoz gibi tiirlerin etkisi incelenmis olup bu maddelerin biyosensoriin ksantine cevabini
stirastyla %20, %4, %15 ve —%3 oraninda degistirdigi gozlemlenmistir. Gelistirilen

biyosensor baliketi tazeligini degerlendirmek i¢in kullanilmistir.

Kagar vd. (2018) tarafindan fonksiyonel grup bulundurmayan (MWCNT), karboksil,
hidroksil ve amino grubu bulunduran MWCNT’ler kullanilarak yeni amperometrik
ksantin biyosensorleri gelistirilmistir. Tiim deneyler 0,70 V'ta 0,05 M pH 7,0 fosfat
tamponunda gergeklestirilmistir. Tiim olgtimler 0,05 M pH 7,0 fosfat tamponunda
+0,70 V’da gergeklestirilmistir. En iyi performansi sergileyen biyosensoriin (NHa-
MWCNT) calisma araligr 9,9x107 — 9,4x10* M, gdzlenebilme sinir1 8,7x107 M ve
ardistk 4 ol¢tim sonucunun BSS degeri % 1,9 olarak rapor edilmistir. Ksantin

biyosensoriin 1 ay sonunda baslangic aktivitesinin %98,6’s11 gosterdigi belirlenmistir.
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3.MATERYAL VE YONTEM

3.1 Ekipmanlar

Elektrokimyasal 6l¢iimler IVIUM elektrokimysal analiz cihazi (Ivium Technologies,
Netherlands) ve ii¢ elektrotlu hiicre standi (Bioanalytical Systems, Inc. ABD)
kullanilarak gergeklestirildi. Caligmalarda {i¢lii elektrot sistemi kullanilmis olup,
modifiye edilmis bir GCE ¢alisma elektrodu, Pt tel (BASi-MW-1032) karsit elektrot ve
Ag/AgCl elektrot (BASi-MF-2052) referans elektrot olarak islev gordii. Tampon
¢ozeltilerin pH degerleri, Orion marka pH/iyon metre (720A) (Thermo Scientific, ABD)
ile dlgiildii. Tiim sulu ¢ozeltiler, Ultra Pure Water System'den (ELGA) saglanan ¢ift
distile su ile hazirlandi. Tartimlar 0,01 mg duyarlikta analitik terazide (Mettler Toledo)
yapildi. Vorteks karistiric1 (Isolab-1.622.01.001) ve ultrasonik banyo (Elma-LC30H)
kullanilarak, hazirlanan ¢6zeltilerin ¢éziinmesi ve/veya homojen hale gelmesi saglandi.
Modifiye elektrotlarin yilizey morfolojileri perde baskili karbon elektrotlar (SPE)
kullanilarak taramali elektron mikroskobu (SEM) (QUANTA 400F) yardimiyla
aydinlatildi. EDX o6l¢timleri i¢in JXA-8230 Elektron Prob Mikroanalizorii kullanildi.
Cozelti ilaveleri farkli hacimlerde mikropipetler (Axygen) ile yapildi. Balik
numunesinden balik 6ziitii  santrifij (NUVE-NF800) ile ayrildi. Cozeltilerin

karistirilmasinda Chiltern marka (MS21S model) manyetik karistiricidan yararlanildi.
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Sekil 3.1 a. Elektrokimyasal hiicre standi, b. Elektrokimyasal analiz cihazi

3.2 Kimyasal Maddeler

Cizelge 3.1 biyosensor gelistirme c¢alismalarinda kullanilan kimyasallari, saflik

diizeylerini ve markalarini gostermektedir.

Cizelge 3.1 Biyosensor gelistirme ¢alismalarinda kullanilan kimyasallar, saflik diizeyleri

ve markalari

Kimyasal madde Saflik diizeyi Marka
Alimina 0,05 um Buehler
Askorbik asit Ultra saf Sigma
Aspartik asit %98 Sigma
Etanol %99,8 Riedel
1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid ~ >%98 Sigma
Ferrosen karboksilik asit >%96 Sigma
Glukoz >%99,5 Fluka
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Cizelge 3.1 Biyosensor gelistirme ¢alismalarinda kullanilan kimyasallar, saflik diizeyleri
ve markalar1 (devam)

Kimyasal madde Saflik diizeyi Marka
Gluteraldehit %25 Sigma
Hidroklorik asit %37 Merck
Karbon nanofiber %98 Sigma
Kitosan Saf Sigma
Kreatin >%98 Sigma
Kreatinin >%98 Sigma
Ksantin %99-100 Sigma
N-Hidroksisiiksinimit %98 Sigma
Nafyon Saf Sigma
Si1gir serum albiimin %97 Fluka
Sodyum hidroksit Saf Merck
Sodyum dihidrojenfosfat-2-hidrat %99 Riedel
Sodyum monohidrojenfosfat-7-hidrat %99 Riedel
Ure >%99,5 Sigma
Urik asit %99 Sigma

Biyosensor hazirlanmasinda mikrobiyal kaynaktan elde edilen ve Sigma firmasindan

temin edilen ksantin oksidaz enzimi (X-2252-25UN) kullanildx.
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3.3 Cozeltiler

3.3.1 Ksantin c¢ozeltisi

Derisimi 1x102 M olan ksantin ¢dzeltisi hazirlamak icin belirli miktarda ksantin tartildi
ve 0,10 M NaOH ¢ozeltisi ve gift distile su kullanilarak ¢6ziildii. Hazirlanan stok ksantin

¢ozeltisi kullanilmadiginda +4°C’da saklanildu.

3.3.2 Fosfat tamponu

Sodyum monohidrojenfosfat-7-hidrat ve sodyum dihidrojenfosfat-2-hidrat’dan belirli
miktarlarda tartilarak toplam fosfat derisimi 0,05 M olacak sekilde cift distile suda
coziilerek hazirlandi. Fosfat tamponu ¢ozeltilerinin pH degerleri 0,10 M HCl ve 0,10 M
NaOH c¢ozeltileri yardimiyla istenen pH’lara ayarlandi. Hazirlanan ¢d6zeltiler

kullanilmadiklarinda +4°C’da tutuldu.

3.3.3 Ksantin oksidaz ¢ozeltisi

Ksantin oksidaz (XO) pH 7,5 fosfat tamponunda belirli miktarda ¢oziilerek 0,3 U/5 uL
aktiviteye sahip enzim ¢ozeltileri hazirlandi ve bu ¢ozeltiler derin dondurucuda -18 °C’ta

muhafaza edildi.

3.3.4 Ferrosen karboksilik asit ¢ozeltisi

Ferrosen karboksilik asitten (Fc-COOH) uygun miktarda tartilarak %50 alkol-su karigimi
ile ¢oziilerek uygun derisimde ¢ozelti hazirlandi. Bu ¢ozelti deneyler dncesi taze olarak

hazirlandi.
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3.3.5 Karbon nanofiber dispersiyonu

Karbon nanofiberden (CNF) belirli miktarda tartilarak %0,1 lik kitosan ¢ozeltisi
icerisinde dagitild1 ve 7,5 mg mLY’lik ¢dzelti hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ozelti deney

aralarinda +4°C’da muhafaza edildi.

3.3.6 EDC-NHS cozeltisi

1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid (EDC) ve N-Hidroksisiiksinimit (NHS)’den
uygun miktarlarda tartilarak pH 7,5 ile ¢oziildi. Hazirlanan ¢ozeltiler 1:1 oranda

birlestirilerek EDC—NHS karisimi1 hazirlandi. Bu karisim deneyler 6ncesinde taze olarak

hazirlandi.

3.3.7 Kitosan cozeltisi

5 mg mL*? kitosan ¢ozeltisi hazirlamak igin belirli miktarda kitosan (CS) tartilarak pH
4,0 asetat tamponu ile ¢oziildii. Kitosan ¢ozeltisi kullanilmadigr zamanlarda +4°C’ta

tutuldu.

3.3.8 Glutaraldehit cozeltisi

Gluteraldehitin %25’lik ¢6zeltisinin saf su ile 1:100 oraninda seyreltilmesi ile %0,25’lik
gluteraldehit ¢ozeltisi hazirlandi. Gluteraldehit ¢ozeltisi her deney oncesinde taze olarak

hazirlandi.

3.3.9 Sigir serum albiimin ¢o6zeltisi

Si1g1r serum albiimin katisindan uygun miktarda alinarak pH 7,5 tamponu igerisinde 1 mg

mL " lik ¢dzeltisi hazirlandi. Bu ¢dzelti deneyler dncesinde taze olarak hazirland.
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3.3.10 Diger c¢ozeltiler

Kreatinin, aspartik asit, kreatin, dopamin, glukoz, askorbik asit ve iire 1,0x1072 M’k
stok ¢ozeltileri, bu maddelerden tartilan belirli miktarlarin ¢ift distile suda ¢oziilerek
hazirlandi. 1,0x1072 M iirik asit stok ¢dzeltisi ise, uygun miktarlarda iirik asidin ve

Li2CO3s’n ¢ift distile suda ¢oziilmesi ile hazirlandi.

3.4 GCE Yiizeyinin Temizlenmesi ve Parlatilmasi

GCE yiizeyinin temizlenmesi ve parlatilmasi i¢in boyutu 0,05 um olan aliimina tozlari
ile hazirlanan siispansiyon ¢ozeltiden belirli bir miktar alinarak elektrot temizleme
pedine damlatildi ve dairesel hareketler cizilerek GCE yiizeyinin mekanik olarak
temizlenmesi saglandi. Elektrot yiizeyi ¢ift distile su ile temizlenip, sirasiyla bir miktar

saf su ve etil alkol ¢ozeltisi iginde 5 dakika boyunca ultrasonik banyoda bekletildi.

3.5 Elektrotlarin Modifiye Edilmesi

GCE ylizeyinin farkli sekillerde modifiye edilmesi ile asagida verilen modifiye

elektrotlar olusturuldu:

(a) Karbon nanofiber ile modifiye edilmis GCE (CNF/GCE): Uygun miktarda CNF
iceren kitosan ¢ozeltisinden belirli hacimde alinarak mikropipet yardimiyla temiz GCE

ylizeyine damlatilarak oda sicakliginda kurumasi saglandi.

(b) Ferrosen karboksilik asit ile modifiye edilmis GCE (Fc-COOH/GCE): Belirli
miktardaki Fc-COOH nin, %50 alkol-su igerisinde ¢oziilmesi ile hazirlanan ¢ozeltiden
belirli bir miktar mikropipet aracilifiyla GCE yiizeyine aktarildi ve oda sicakliginda

kurutuldu.

(c) Karbon nanofiber ve ferrosen karboksilik asit ile modifiye edilmis GCE (Fc-
COOH/CNF/GCE): Uygun miktarda CNF igeren kitosan ¢ozeltisinden belirli hacimde
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alinarak mikropipet yardimiyla temiz GCE yiizeyine damlatilarak oda sicakliginda
kurumasi saglandi. Damlatilan CNF ¢6zeltisi kuruduktan sonra, %50 alkol-su igerisinde
hazirlanan Fc-COOH ¢ozeltisinden belirli miktarda alinarak CNF modifiye GCE iizerine

damlatild1 ve oda sicakliginda kurumasi saglandi.

(d) Ksantin oksidaz, karbon nanofiber ve ferrosen karboksilik asit ile modifiye GCE:
(XO/Fc-COOH/CNF/GCE): Yukarida ¢ basamaginda anlatildigi sekilde hazirlanan Fc-
COOH/CNF/GCE yiizeyine 1:1 oranda hazirlanan 100 mM EDC-NHS c¢ozeltisinden
belirli miktarda damlatildi, elektrot yiizeyi kismen kuruduktan sonra, XO ¢ozeltisinden
belirli bir miktarda damlatilarak enzimin yiizeye kovalent baglanmasi saglandi ve enzim
elektrot hazirlandi. Hazirlanan enzim elektrotun yiizeyine 3 pL Nafyon ¢ozeltisi (%0,5)
damlatilarak kurumasi i¢in oda sicakliginda bekletildi. Hazirlanan biyosensor

kullanilmadig1 zamanlarda +4°C’ta bekletildi.

3.6 Modifiye Elektrotlarin Ksantine Duyarh@inin Belirlenmesi

Enzimsiz modifiye elektrodun ksantine kars1 duyarligini tespit etmek amaciyla, 0,05 M
fosfat tamponundan (pH 8,0) 5 mL elektrokimyasal hiicreye konuldu ve Fc-
COOH/CNF/GCE +0,40 V potansiyel uygulanarak kararli hal akimi elde edilmesi i¢in
bir siire beklendi. Kararli hal akimi kaydedildi ve elektrokimyasal hiicreye standart
ksantin ¢ozeltisinden art arda ilaveler yapildi. Elde edilen amperometrik cevap akimi
farklar1 (Ai) ksantin derisimine karsi grafige gegcirilerek olusturulan kalibrasyon
egrilerinin egimlerinden yararlanilarak elektrodun ksantine duyarligi belirlendi.
XO/Fc-COOH/CNF/GCE biyosensoriiniin - ksantine duyarligit da aymi yontem

kullanilarak arastirildi.

3.7 Doniisiimlii Voltametri (CV) ve Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi
(EIS) Ol¢iimleri

Calismada hazirlanmis olan tiim modifiye elektrotlarin doniisiimlii voltamogramlar1 0,10

M KClI igeren 5,0 mM Fe(CN)s*™* ¢ozeltisinde 50 mV s tarama hiz1 kullanilarak
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olgiildii. Empedans olgtimleri ise, 100000 Hz—0,05 Hz araliginda 0,20 V potansiyelde
Olciildii ve Nyquist egrileri ¢izildi.

3.8 Modifikasyonda Kullamilan Maddelerin Miktarlarinin Optimizasyonu

3.8.1 CNF miktar

CNF miktarinin optimize edilmesi amaciyla CNF, kitosan ¢ozeltisinde 2,5; 5,0; 7,5; 10,0
mg mL? olacak sekilde dagitilarak dort ayri karisim hazirlandi. Bu ¢ozeltilerle
hazirlanmis olan modifiye elektrotlarin ksantine amperometrik cevabi belirlendi ve en
yiiksek duyarligin elde edildigi modifiye elektrodun hazirlanmasinda kullanilan CNF

miktar1 optimum olarak kabul edildi.

3.8.2 Fc-COOH derisimi

Fc-COOH miktarinin optimize edilmesi amaciyla %50 alkol-su ¢ozeltisinde 1,0; 2,0; 4,0;
6,0 mg mL™* Fc-COOH igerecek sekilde bir seri Fe-COOH ¢ozeltisi hazirlandi. Farkli
derisimlerdeki bu ¢ozeltilerle hazirlanmis olan modifiye elektrotlarin amperometrik
ksantin cevabi belirlendi ve en yiiksek duyarligin gozlendigi modifiye elektrodun

hazirlanmasinda kullanilan Fc-COOH miktar1 optimum olarak alindi.

3.8.3 Enzim miktar

Optimum XO miktarinin belirlenmesi i¢in CNF ve Fc-COOH miktarlart sabit tutularak
elektrot ylizeyine immobilize edilen enzim miktar1 0,18; 0,24; 0,30 ve 0,36 U olan farkl
enzim elektrotlar olusturuldu. Tiim elektrotlar 0,05 M fosfat tamponunda (pH 8,0) +0,40
V’da kararli hal akimina ulasilincaya kadar tutuldu ve elektrokimyasal hiicreye stok
ksantin ¢ozeltisinden ilaveler yapilarak ¢izilen kalibrasyon egrilerinden elde edilen
duyarlik degerleri immobilize edilen enzim {initesine karsi grafige alindi1 ve en yiiksek

duyarhigin goriildiigii enzim iinitesi, optimum olarak kabul edildi.
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3.8.4 Enzim immobilizasyon yonteminin Se¢ilmesi

Enzimin yilizeye immobilize edilmesi amaciyla Fc-COOH-CNF modifiye elektrot
yilizeyine EDC-NHS ile kovalent baglama ve GA-BSA ile ¢apraz baglama yontemleri
denendi. Boliim 3.5. (c)’de anlatilan sekilde 2 elektrot hazirland1 ve birisinin ylizeyine
Boliim 3.3.6°da anlatildigi gibi hazirlanan EDC-NHS ¢ozeltisinden 3 pl. damlatildi ve
elektrot yiizeyi kuruduktan sonra 4 uLL XO (0,3 U/5uL) enzimi immobilize edildi. Diger
elektrot yiizeyine ise 4 uL XO (0,3 U/5uL)+1 pL GA (%0,25°lik, 1:100)+1 pL BSA (1
mg mLt, pH 7,5 fosfat tamponunda) karistirilarak elde edilen ¢ozeltiden 6 uL damlatilds.
Son olarak elektrotlarin yiizeyi 3 puL nafyon (%0,5) ile kaplandi. Her iki yontemle
hazirlanan enzim elektrotlarin tekrarlanabilirligi art arda ¢izilen kalibrasyon egrileri

yardimiyla belirlendi.

3.9 Optimum Calhisma Sartlarimin Belirlenmesi

3.9.1 pH

Biyosensoriin cevabma fosfat tamponu ¢o6zeltisinin pH’sinin  etkisini incelemek
amaciyla, biyosensoriin fosfat derisimi 0,05 M olan ve pH degerleri 0,5 birimlik artiglarla
6,5-9,0 araliginda degisen farkli fosfat tamponu ¢ozeltilerinde +0,40 V potansiyelde
ardisik ksantin ilavelerine amperometrik cevabi tespit edildi. Her pH’da ¢izilen akim
farki-ksantin derisimi grafiklerinin duyarlifi kiyaslanarak en yiiksek duyarligin

bulundugu pH optimum tampon pH’s1 olarak seg¢ildi.

3.9.2 Calisma potansiyeli

Biyosensoriin optimum ¢aligma potansiyelini belirleyebilmek i¢in, elektrot pH’s1 8,0
olan 0,05 M fosfat tamponunda (+0,20)—(+0,50) V araliginda farkli potansiyellerde
ksantine cevabi kaydedildi ve kalibrasyon egrileri olusturuldu. Elde edilen grafiklerin
duyarliklar karsilagtirildi ve en yiiksek duyarligin gozlendigi potansiyel biyosensor igin

en uygun c¢alisma potansiyeli olarak kabul edildi.
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3.10 Biyosensoriin Performans Parametreleri

3.10.1 Gozlenebilme sinir1 ve calisma arahgi

Biyosensoriin dogrusal ¢alisma araligini belirlemek i¢in optimum bilesimde hazirlanan
biyosensor 0,05 M fosfat tamponunda (pH 8,0) +0,40 V’da kararli hal akimina
ulagilincaya kadar tutuldu. Kararli hal akimina ulasildiktan sonra elektrokimyasal
hiicreye derisimi 1,0x10* ile 1,0x102 M araliginda degisen standart ksantin
cozeltilerinden ardisik ilaveler yapildi ve elde edilen amperometrik cevap akimlari
kaydedildi. Elde edilen akimlardan kararli hal akiminin ¢ikarilmasi ile hesaplanan akim
farklarini ilave edilen ksantin derisimine kars1 grafige gegirilmesi ile ¢izilen kalibrasyon
grafiklerinin egimi biyosensoriin duyarligi olarak belirlendi. Kalibrasyon egrisinin
dogrusal oldugu bolge biyosensdriin dogrusal ¢alisma araligi kabul edildi. Biyosensoriin
calisma araliginin en alt noktasindaki ksantin derisimine verdigi amperometrik
cevaplarin standart sapmasmin m kalibrasyon egrisinin duyarligi olmak {izere 3s/m
formiiliinde yerine konmasiyla gozlenebilme sinir1 (LOD) ve 10s/m formiiliinden ise alt

tayin sinirt1 (LOQ) belirlendi.

3.10.2 Cevap siiresi

Biyosensoriin ksantine cevap siiresini belirlemek icin 0,05 M pH 8,0 fosfat tamponuna
100 uL 1,0x10°° M’lik stok ksantin ¢dzeltisinden eklendi ve +0,40 V’de akim cevabinin
kararli hale ulasmasi beklendi. Kararli haldeki akim cevabinin %95’ine ulasilmasi i¢in
gerekli siire biyosensor i¢in cevap siiresi kabul edildi.

3.10.3 Tekrar kullamilabilirlik

Optimum elektrot bilesiminde hazirlanan biyosensér +0,40 V’de 0,05 M fosfat tamponu
(pH 8,0) ¢o6zeltisinde kararli hal akimi gozlenene kadar tutuldu. Elektrokimyasal hiicreye

stok ksantin ¢dzeltisinden uygun miktarlarda eklendi ve ksantin i¢in art arda kalibrasyon

30



grafikleri olusturuldu. Bu kalibrasyon egrilerinin egimlerinden bulunan duyarliklarin

BSS degeri hesaplanarak biyosensoriin tekrar kullanilabilirligi belirlendi.

3.10.4 Kararhhk

Biyosensoriin - kararliliginin - belirlenmesi i¢in, optimum kosullarda hazirlanan
biyosensoriin optimum ¢alisma sartlar1 altinda ksantine amperometrik cevabi 50 ardigik
Olciimle belirlendi. Bu ardisik Slgiimlerin %BSS degeri hesaplanarak biyosensdriin

kararlilig1 degerlendirildi.

3.10.5 Bozucu tiirlerin biyosensor cevabina etkisi

Gergek numunelerde bulunan ve biyosensor cevabi {izerine bozucu etki yapma
potansiyeli olan iirik asit, iire, aspartik asit, askorbik asit, glukoz, kreatin ve kreatinin
gibi tiirlerin etkisini incelemek i¢in, biyosensor optimum ¢alisma kosullarinda kararli hal
akimi gozlenene kadar bekletildi. Elektrokimyasal hiicreye ksantin ilavesinden sonra
elde edilen akim farki kaydedildi ve sonrasinda girisim etkisi yapabilecegi diisiiniilen
tirler hiicreye art arda ilave edilerek akim cevaplari 6lgiildii ve akim-zaman grafikleri
elde edildi. Girisim yapan tiirlerin amperometrik cevap akimi ksantin ilavesi sonrasi elde

edilen akima oranlanarak incelenen maddelerin % bozucu etkileri tespit edildi.

3.11 Ger¢ek Numune Uygulamasi

3.11.1 Balik numunesinin analize hazirlanmasi

Balik halinden satin alinan ¢inekop kilgiklarindan ayrildi ve balik eti ufak pargalara
boliindii. Bu pargalar homojen hale getirilmesi i¢in havanda ezildi. Homojen haldeki
etten belirli miktarda tartilarak tizerine 0,05 M fosfat tamponu (pH 8) eklendi ve
manyetik karigtiricitda 30 dakika boyunca karistirilarak ksantinin ¢ozeltiye gecmesi

sagland1. Elde edilen bu balik eti tampon ¢6zelti karigimi 6000 rpm’de 10 dakika santrifiij
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edildi ve santrifiij tiipiiniin tist kisminda bulunan balik 6ziitii bir damlalik ile falkon tiipe

alindi.

3.11.2 Balikta ksantin tayini

Balik numunesinde bulunan ksantin miktariin tayini i¢in optimum kosullarda
hazirlanmis olan biyosensor 0,05 M fosfat tamponunda (pH 8,0) +0,40 V sabit
potansiyelde kararli hal akimi gozlenene kadar tutuldu. Daha sonra elektrokimyasal
hiicreye balik oOziitiinden belirli miktarda eklendi ve amperometrik cevap akimi
kaydedildi. Elektrokimyasal hiicreye stok ksantin ¢ozeltisinden ilaveler yapilarak
standart katma egrisi elde edildi. Bu egriden yararlanilarak balik numunesindeki ksantin
derisimi tayin edildi. Daha sonra balik 6ziitiine standart ksantin ¢ozeltisi eklendi ve
elektrokimyasal hiicreye balik oziitli-standart ksantin ¢ozeltisi karigimindan belirli
miktarda eklendi ve amperometrik cevap akimi kaydedildi. Hiicreye stok ksantin
¢ozeltisinden ilaveler yapilarak standart katma egrisi olusturuldu. Bu egri kullanilarak
balik ozitii-standart ksantin ¢ozeltisi karisiminda ksantin derisimi tayin edildi ve % geri

kazanim degerleri hesaplandi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu ¢alismada ksantinin amperometrik yontem ile tayini i¢in modifiye GCE’ye dayanan
biyosensor gelistirilmesi hedeflendi. Ksantin tayini i¢in gelistirilen sensorde karbon
nanomalzeme olarak CNF ve medyator olarak ferrosen karboksilik asit kullanildi.
Yapilan 6n denemelerde elde edilen optimum elektrot bilesimi ve ¢alisma kosullarinda

tiim deneyler tekrarlandi ve ilgili veriler ve tartismalar asagida detaylariyla ele alindu.

4.1 Elektrot Modifikasyonunda Kullanilan Maddelerin Miktar Optimizasyonu

Bu c¢alismada CNF ve Fc-COOH kullanilarak hazirlanan modifiye elektrotlarin,
optimum CNF ve Fc-COOH miktarlari kronoamperometri yontemi kullanilarak

belirlendi, asagida elde edilen veriler ve ilgili tartismalar verildi.

4.1.1 CNF derisimi

Modifikasyonda kullanilacak optimum CNF derisimini bulmak i¢in, 4 farkli derisimde
(2,5; 5,0; 7,5, 10,0 mg mL™) kitosan ¢ozeltisi igerisinde dagitilmis CNF karisimi
hazirlandi. Hazirlanan elektrotlarin ksantine kronoamperometrik cevabi 6l¢iildii ve ayn1
elektrot ile art arda 3 kez kalibrasyon grafigi ¢izildi. Cizilen kalibrasyon grafiklerinin
egimleri incelendiginde (Sekil 4.1) en iyi duyarligin 7,5 mg mL™* CNF kullanilarak
hazirlanan modifiye elektrot ile kaydedildigi gézlendi ve bu deger optimum CNF miktar1

olarak secildi.
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Sekil 4.1 XO/Fc-COOH/CNF/GCE’nin ksantine duyarliginin CNF derisimi ile degisimi
(0,05 M pH 8,0 fosfat tamponu, +0,40 V, oda sicakligi)

4.1.2 Fc-COOH derisimi

Optimum CNF derisimini belirledikten sonra CNF derisimi sabit tutularak, optimum Fc-
COOH derisiminin belirlenmesi igin farkli derisimlerde (0,5; 2,0; 4,0 ve 6,0 mg mL™)
Fc-COOH igeren ¢ozeltiler kullanilarak 4 adet modifiye elektrot hazirlandi. Boliim
3.3.4°de aciklandig1 gibi hazirlanan elektrotlarin her biri ile kalibrasyon egrileri elde
edildi (N=3). Her bir elektrot i¢in elde edilen duyarliklar kiyaslandi. Elde edilen
kalibrasyon grafikleri incelendiginde (Sekil 4.2) en yiiksek duyarligin 2 mg mL™? Fc-
COOH c¢ozeltisi kullanilarak hazirlanan modifiye elektrot ile elde edildigi

goriildiigiinden bu deger medyator miktari i¢in optimum derisim olarak secildi.
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Sekil 4.2 XO/Fc-COOH/CNF/GCE’nin ksantine duyarliginin Fc-COOH derisimi ile
degisimi (0,05 M pH 8,0 fosfat tamponu, +0,40 V, oda sicaklig1)

4.1.3 Enzim miktar:

Enzim miktarini optimize etmek i¢in optimum kosullarda hazirlanan elektrot yiizeyine 4
farkli iinite olacak sekilde enzim immobilize edildi ve dort modifiye enzim elektrot
hazirlandi. Bolim 3.8.3’de agiklandigi gibi hazirlanan elektrotlarin  ksantine
amperometrik cevabi belirlendi ve enzim ftnitesine karsi degisen duyarliklar grafige
gecirildi (N=3). Her bir elektrot i¢in elde edilen duyarliklar kiyaslandi. Elde edilen
kalibrasyon grafigi incelendiginde (Sekil 4.3) en yiiksek duyarligin 0,30 {inite XO enzimi
kullanilarak hazirlanan modifiye elektrot ile elde edildigi goriildiiglinden bu deger enzim

miktar1 i¢in optimum {inite olarak se¢ildi.
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Sekil 4.3 XO/Fc-COOH/CNF/GCE'nin ksantine duyarliginin enzim miktari ile degisimi
(0,05 M pH 8,0 fosfat tamponu, +0,40 V, oda sicaklig1)

4.2 Elektrot Yiizeylerinin Karakterizasyonu

Calismada hazirlanan modifiye perde baskili elektrotlarin (SPE, CNF/SPE, Fc-
COOH/CNF/SPE ve XO/Fc-COOH/CNF/SPE) vyiizey karakterizasyonlar: taramali
elektron mikroskobu (SEM) yontemi kullanilarak incelendi, sonuglar ve ilgili tartismalar
asagida verildi. Sekil 4.4’te modifiye edilmemis SPE (a), CNF/SPE (b), Fc-
COOH/CNF/SPE (c) ve XO/ Fc-COOH/CNEF/SPE (d) elektrotlarina ait SEM goriintiileri
verildi. Goriintiiler incelendiginde kitosan icinde CNF dagitilarak elde edilen karigimin
SPE yiizeyine damlatilip kurutulmasiyla olusturulan CNF/SPE’nin SEM goriintiisii
(Sekil 4.4.b), CNF’in kitosanda diizgiin bir sekilde dagildigin1 gosterdi. Hem CNF hem
de Fc-COOH ile modifiye edilen SPE’nin SEM goriintiisiinden (Sekil 4.4.c), Fc-COOH
ve CNF’nin elektrot yiizeyinde homojen olarak dagildig: goriildi. Sekil 4.4.d ise Fc-
COOH/CNF/SPE yiizeyine XO immobilize edilerek olusturulan enzim elektrodun SEM
goriintiisiidiir. Bu goriintii ile enzimin modifiye elektrot yiizeyine basarili bir sekilde
immobilize edildigi tespit edildi. Boylece, hazirlanan modifiye elektrotun ylizeyine

enzimin basarili sekilde immobilizasyonu bu elektrodun ksantin tayini i¢in kullanilabilir
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oldugu, Fc-COOH ve CNF’nin bu enzimin immobilizasyonu i¢in uygun bir ortam

olusturdugu kanisina varildi.

Sekil 4.4 (a) SPE, (b) CNF/SPE, (c) Fc-COOH/CNF/SPE, (d) XO/ Fc-COOH/CNF/SPE
ylizeylerin SEM goriintiileri

Calismada ayrica Fc-COOH/CNF/SPE’nin ylizey bilesimi enerji dagilimli X-151n1
spektroskopisi (EDX) yontemi kullanilarak incelendi ve sonuglar Sekil 4.5’de verildi.
Sekil incelendiginde gozlenen C ve Fe pikleri hem CNF hem de Fc-COOH’in elektrot
ylizeyine basarili sekilde modifiye edildigini kanitladi.
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Sekil 4.5 Fc-COOH/CNF/SPE’nin EDX spektrumu

4.3 Modifiye Elektrotlarin Elektrokimyasal Davranislari

Elektrotlarin elektrokimyasal 6zelliklerinin tespitinde doniisiimlii voltametri yararli ve
stk kullanilan bir yontemdir. Sekil 4.6’da CNF ve Fc-COOH ile modifiye edilmis ve
modifiye edilmemis farkli tipte GCE’larin 0,10 M KCl igeren 5,0 mM Fe(CN)s*"* redoks
probunda 50 mV s tarama hizinda alinan CV sonuglar1 gosterilmektedir. Sekil 4.6.a’da
tizerine bir modifikasyon yapilmamis GCE’nin doniisiimlii voltamograminda redoks
ciftine ait indirgenme yiikseltgenme pikleri goriintiilendi. GCE, CNF/GCE ve Fc-
COOH/CNF/GCE’ye ait doniisiimlii voltamogramlar ise sirasiyla Sekil 4.6.(a-c)’de
gosterilmistir. CNF/GCE ve Fc-COOH/CNF/GCE’lar ile elde edilen pik akimlar
modifiye edilmemis GCE ile karsilastirildiginda modifiye elektrotlarin pik akimlarinin
daha biiyiik; pik potansiyelleri farkinin (AEp) ise daha kii¢iik oldugu gozlemlendi. Bu
artigin sebebinin, CNF ile modifiye elektrodun yiizey alanlarinin ve elektroaktifliginin
daha yiiksek olmasi olabilecegi diistiniilmektedir (Yang vd. 2009, Lu vd. 2009).
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Sekil 4.6 Doniisiimlii  voltamogramlar: (a) GCE; (b) CNF/GCE ve (c) Fc-
COOH/CNF/GCE (0,1 M KCI igeren 5,0 mM Fe(CN)e>/* ¢ozeltisinde,
v=50 mV s?)

Calismada hazirlanan elektrotlarin elektrokimyasal davranislar1 elektrokimyasal
empedans spektroskopisi yontemiyle de incelendi. GCE, CNF/GCE ve Fc-
COOH/CNF/GCE’lerin 0,10 M KClI igeren 5,0 mM Fe(CN)e** ¢ozelti igerisinde
empedans Sl¢iimleri Boliim 3.7°de anlatildig1 gibi gerceklestirildi ve 6l¢lim sonuglari
Nyquist egrileri seklinde verildi (Sekil 4.7). Bu egriler, gergek empedans (Z') degerlerine
kars1 sanal empedans (Z") degerleri grafige gegirilerek ¢izildi. Empedans
spektrumlarinin Nyquist grafigi, bir yarim daire kismi ve bir dogrusal kisim igerir. Yarim
dairelerin cap1 elektrot yiizeyindeki elektron transfer direncine esittir (Kang vd 2007,
Che vd. 2010).

Calismada elde edilen Nyquist egrileri incelediginde en yiiksek elektron transfer
direncinin modifiye edilmemis GCE ile elde edildigi (a egrisi), elektrot CNF ile modifiye
edildiginde direncin 6nemli 6l¢iide azaldig1 (egri b) gézlendi. Bunun nedeninin yiiksek
elektrik iletkenligi saglayan karbon nanofiberlerin elektrot-¢ozelti ara yiizeyinde direnci
diistiricti yonde etki yapmasi oldugu diisiintildi. CNF/GCE, Fc-COOH ile modifiye

edildiginde ise en diisiik direncin elde edildigi bulundu.
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Sekil 4.7 (a) GCE; (b) CNF/GCE ve (c) Fc-COOH/CNF/GCE’larin Nyquist egrileri (0,1
M KCl igeren 5,0 mM Fe(CN)s*"* ¢ozeltisi icinde)

4.4 Enzim Elektrodun Hazirlanmasi

Bu calismada balik tazeliginin tespiti i¢in 6nemli bir parametre olan ksantin tayini igin
modifiye enzim elektrot gelistirilmesi amacglandi. Calismada hazirlanan farkli tipteki
modifiye GCE’larla ger¢eklestirilen CV ve EIS sonuclari incelendiginde enzim elektrot
hazirlanmasi optimum elektrodun Fc-COOH/CNF/GCE oldugu belirlendi. Bu elektroda
XO enzimi immobilize edilerek Boliim 3.5°da anlatildigi sekilde XO/Fc-COOH/CNF
modifiye GCE’ler hazirlandi ve en uygun enzim miktari; uygun calisma sartlari,
performans etkenleri ve analitik uygulamalarda kullanilabilirligi irdelendi. Bulunan

sonuclar ve yorumlar1 agsagida sunulmustur.

4.4.1 Enzim immobilizasyon yonteminin Se¢ilmesi

XO enzimini Fc-COOH/CNF/GCE yiizeyine immobilize etmek igin EDC-NHS ile
kovalent baglama ve GA-BSA ile ¢apraz baglama yontemleri denendi. Burada 6nemli
olan noktalardan biri hazirlanan elektrotlar ile elde edilen cevaplarin birbirine yakinligi
oldugu icin elektrotlar ile art arda 3 kez kalibrasyon c¢izilerek enzim elektrotlarin

duyarliklar1  belirlendi. Kovalent baglama ve ¢apraz baglama yoOntemleri
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karsilastirildiginda, her iki enzim elektrot ile ¢izilen kalibrasyon egrilerinin
duyarliklarimin ve tekrarlanabilirliklerinin birbirine yakin oldugu bulundu. Ancak,
elektrot modifikasyonunda ferrosen karboksilik asit kullanildig1 i¢in EDC-NHS kimyasi
kullanilarak kovalent baglama yapmanin enzim elektrodun kararliligt da goz Oniine
alindiginda teorik acidan daha uygun oldugu diisiiniildii ve immobilizasyon i¢in bu

yontem tercih edildi.

Cizelge 4.1 GA-BSA ile ¢apraz baglama ve EDC-NHS ile kovalent baglama yontemleri
kullanilarak hazirlanan elektrotlarin performansinin karsilagtiriimasi

immobilizasvon Ksantine Ksantine Ksantine Ortalama
Yon temiy Duyarhk 1 Duyarhk 2 Duyarhk 3 A mM‘l,
(LA mM™ (LA mM™D (LA mM™D M
GA-BSA 6,69 6,37 5,46 6,17+1,6
EDC-NHS 6,56 5,74 6,29 6,19+1,0

4.5 Optimum Calisma Kosullar:

Optimum CNF, Fc-COOH ve XO miktarlar1 kullanilarak hazirlanan XO/Fc-
COOH/CNF/GCE i¢in optimum ¢aligma kosullar1 incelendi ve bulunan sonuglar agagida

sunuldu.

4.5.1 pH

Olgiim ortaminin optimum pH’sin1 belirlemek i¢in pH degeri 6,5-9,0 araliginda 0,5 pH
birim degistirilerek 0,05 M derisimde yedi adet fosfat tampon c¢ozeltisi hazirlandi.
+0,40 V calisma potansiyelinde XO/Fc-COOH/CNF/GCE’un her bir pH ¢o6zeltisine

ardisik ksantin ilaveleri yapildiginda verdigi akim cevaplarindan yararlanilarak

41



olusturulan kalibrasyon grafiklerinin duyarliklar1 ¢ozelti pH’sina karsi grafige alindi
(Sekil 4.8). Sekilden en yiiksek duyarligin pH 8,0’da oldugu gozlendi. Optimum pH
degerinin bdylece pH 8,0 olmas1 uygun goriildii ve biitiin deneyler bu optimum degerde
gergeklestirildi. Serbest XO i¢in (mikrobiyal kaynakli) en uygun pH araligi 7,0-8,5
seklinde belirtilmistir (Balladin vd. 1997, Egwim vd. 2005). Bu nedenle

immobilizasyonun enzim pH’sina ¢ok biiyiik bir etkisi olmadig diisiiniildi.

10.0
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»
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20 1 1 1 1 1 1
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pH

Sekil 4.8 XO/Fc-COOH/CNF/GCE ksantine duyarhigina pH’in etkisi (0,05 M fosfat
tamponu, +0,40 V, oda sicakligi)

4.5.2 Calisma potansiyeli

Optimum miktarlarda modifikasyon malzemesi kullanilarak hazirlanmis olan modifiye
enzim elektrodun optimum c¢aligma potansiyeli Bolim 3.9.2°de agiklandigr gibi

incelendi.
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Sekil 4.9 XO/CNF/Fc-COOH/GCE'nin doniistimlii voltamogrami (0,05 M pH 8,0 fosfat
tamponu, oda sicakligl, v=50 mV s?)

[k olarak, XO/Fc-COOH/CNF/GCE ile tampon ¢ozeltide (0,0)—(+1,0) V araliginda
dontisimlii voltamogram alinarak kaydedildi (Sekil 4.9). Voltamogram incelendiginde
+0,36 V’da gozlenen pikin Fc-COOH medyatoriine ait oldugu diisiiniildii ve bu veriden
calisma potansiyelinin etkisinin duyarlik iizerine etkisini incelemede yararlanildi. Enzim
elektrodun (+0,20)—(+0,50) V araliginda farkli potansiyel degerlerinde ksantine cevabi
belirlendi. Cizilen kalibrasyon egrilerinin duyarliklar1 potansiyellere kars1 grafige alindi
(Sekil 4.10). Sekilden en yiiksek duyarligin +0,40 V’da oldugu goriildii ve optimum
deger olarak kabul edilerek deneyler bu potansiyelde gerceklestirildi.
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Sekil 4.10 XO/CNF/Fc-COOH/GCE’nin ksantine duyarligina calisma potansiyelinin
etkisi (0,05 M pH 8,0 fosfat tamponu, oda sicakligi)

4.6 Performans Faktorleri

4.6.1 Cahsma arah: ve duyarhg:

Optimum sartlarda hazirlanan XO/Fc-COOH/CNF/GCE’nin optimum kosullar altinda
ortama eklenen farkli ksantin derisimlerinde amperometrik cevaplart incelendi ve
dogrusal ¢alisma araligi ve duyarlilig1 belirlendi. Ksantin derisimine karsi, bulunan akim
farklar grafige alindi (Sekil 4.11). Bu grafikten, XO/Fc-COOH/CNF/GCE’un 6,04 pA
uM™ duyarlik ile 6,0x107 — 2,0x10* M araliginda dogrusal cevap verdigi bulundu.
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Sekil 4.11 XO/Fc-COOH/CNF/GCE’nin ksantine kronoamperometrik cevabi (a) Akim—
zaman grafigi, (b) Kalibrasyon egrisi (N=3) (0,05 M pH 8,0 fosfat tamponu,
+0,40 V, oda sicaklig)

XO/Fc-COOH/CNF/GCE igin LOD ile LOQ Bolim 3.10.1°de agiklandigi sekilde
hesaplandi. Bunun igin elektrokimyasal hiicreye 6,0x107 M ksantin eklendi ve
amperometrik akim cevabi 6l¢iildii. Bu islem 10 defa tekrarlandi ve kaydedilen akim
farklarinin standart sapmasi (S) ve kalibrasyon grafiginin egiminin (m) 10s/m ve 3s/m
formiillerinde yerine konmasiyla sirasiyla LOQ ve LOD degerleri hesaplandi. Calismada

LOQ 5,8x10"M ve LOD 1,7x107" M bulundu.

Calismamizda gelistirilen ksantin biyosensorii genis ¢alisma araliginda (6,0x107 —
2,0x10* M) calismaya olanak tanimas1 agisindan Tripathi vd. (2022) (6,5x107 — 5,0x10"
® M), Dalkiran vd. (2017) (1,9x107°-2,3x10"* M), Sadeghi vd. (2014) (3,6x107"— 2,0x10°
> M) tarafindan gelistirilmis biyosensérlerden, diisiik bir LOD degerine (1,7x107 M)
sahip olmas1 acisindan (Saadaoui vd. 2016) (2,8x10° M), (Dalkiran vd. 2017) (2,0x10™
M), (Dervisevic vd. 2017) (2,5%10° M (Kacar vd. 2018) (8,7x107" M tarafindan rapor

edilen biyosensorlerden daha iistiindiir.
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4.6.2 Cevap siiresi

XO/Fc-COOH/CNF modifiye ksantin enzim elektrodun ksantin substratina cevap siiresi
Boliim 3.10.2°de agiklandigi gibi arastirildi ve 11 s olarak bulundu. Elde edilen cevap
stiresinin literatiirlerde 100 s (Shan vd. 2009), 15 s (Kalimuthu vd. 2012), 60 s (Erden
vd. 2012, 10 s (Dalkiran vd. 2014), 35 s (Yazdanparast vd. 2019), ksantin biyosensorleri
icin verilen cevap siireleri ile kiyaslanabilecek kadar diisiik seviyede oldugu kanisina

varildi.

4.6.3 Tekrar kullanilabilirlik

Hazirlanan XO/Fc-COOH/CNF/GCE ile art arda ii¢ kez kalibrasyon egrisi olusturularak
bu egrilerin duyarliklarinin BSS degeri hesaplandi ve biyosensoriin  tekrar
kullanilabilirligi %3,6 olarak bulundu. Caligmada bulunan yiizde bagil standart sapma
degerinin literatlirlerde verilen %4,9 (Shan vd. 2009), %5,1 (Devi vd. 2011), %6,1
(Villalonga vd. 2011), %2.,9 (Dalkiran vd. 2014), %4,0 (Dalkiran vd. 2018) gibi farklh
calismalardan elde edilen degerlerin pek ¢ogundan daha diisiik olmas1 hazirlanmis olan
elektrodun tekrar kullanilabilir olma 6zelliginin iyi seviyede bulundugunu ve hazirlanan

elektrot ile art arda fazla sayida 6l¢lim yapilabilecegini gosterdi.

4.6.4 Tekrar iiretilebilirlik

Bu tez calismasinda hazirlanan biyosensdrlerin tekrar iiretilebilirligini belirlemek i¢in
ayni sartlarda ii¢ ayr1 XO/Fc-COOH/CNF/GCE hazirlandi. Bu biyosensorlerin ksantine
verdikleri amperometrik cevap akimlarmin derisime kars1 grafige gegirilmesiyle
olusturulan kalibrasyon egrilerinin duyarliklarinin BSS degeri %3,0 olarak hesaplandi.
Literatiirdeki veriler incelendiginde bu elektrodun tekrar iiretilebilirliginin %38,0
(Thandavan vd. 2013), %4,6 (Yazdanparast vd. 2019), <%1,5 (Khan vd. 2020), %4,0
(Tripathi vd. 2022) gibi ¢alismalarin cogundan elde edilen sonuglardan daha iyi oldugu

gozlemlendi.
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4.6.5 Kararhhk

Fc-COOH/CNF modifiye ksantin enzim elektrot Boliim 3.10.4’de anlatildigir gibi
optimum sartlarda hazirland1 ve elektrodun kararliginin incelemek igin 2,0x10° M
ksantin iceren ¢ozeltide art arda 50 Olgiim alindi. 50 okuma sonrasinda elektrodun
baslangi¢ aktivitesinin %6,6’1n1 kaybettigi goriildii. Bu ¢alismada hazirlanan elektrodun

kararliliginin tatmin edici seviyede oldugu soylenebilir.

4.6.6 Bozucu tiirlerin biyosensor cevabina etkisi

Bir biyosensoriin segiciligi ger¢ek numune analizlerinde ¢ok dnemli oldugundan gergek
numunelerde bulunabilecek tiirler kullanilarak bunlarin XO/Fc-COOH/CNF/GCE’nin
ksantin cevabi lizerine etkisi Boliim 3.10.5’de agiklandigi gibi incelendi. Bozucu etki

gosterme potansiyeli olan tiirlerin %girisim degerleri Cizelge 4.2’de verildi.

Sekilde 4.12 incelendiginde XO/Fc-COOH/CNF/GCE igin kreatinin, iirik asit, kreatin,
glikoz, aspartik asit, askorbik asit ve iire i¢in yiizde girisim -2,9; 4,7; 1; -2,5; -2,7; -2,9
ve -1,7 olarak bulundu. Girisim yapan kimyasal tiirlerin ksantinin amperometrik
cevabina etkisinin %5,0’den daha diisiik oldugu gozlenmistir. Sonuglara dayanilarak

XO/Fc-COOH/CNF/GCE’nin ksantin tayini i¢in iyi bir secicilik gosterdigi soylenebilir.
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Sekil 4.12 XO/Fc-COOH/CNF/GCE’nin kronoamperometrik cevabina bazi tiirlerin
etkisi (0,05 M pH 8,0 fosfat tamponu, +0,40 V, oda sicakligi)

4.6.7 Analitik uygulamalar

XO/Fc-COOH/CNF/GCE’un balik eti tazeliginin belirlenmesinde kullamilmasi

Yerel bir pazardan alinan ¢inekop balig1 dogranarak kii¢iik parcalara ayrildi ve homojen
hale getirildi. Elde edilen homojenat +4 °C'de buzdolabinda saklandi. Analiz, B6lim
3.11°de aciklandigi sekilde gergeklestirildi. Standart katma egrilerinden yararlanilarak
balik numunesindeki 1, 4, 6 ve 8. giin sonunda olusan ksantin miktarlar1 sirasiyla 1,4;
4,0; 49 ve 6,7 mg L? olarak bulundu (Sekil 4.13). Buradan balik bayatladik¢a
dokularindaki ksantin miktarinin arttig1 ve gelistirilen biyosensoriin balik tazeliginin

belirlenmesinde kullanilabilecegi sonucuna varildi.
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Sekil 4.13 XO/Fc-COOH/CNF/GCE ile balik etinin tazeliginin izlenmesi

Calismada ayrica, standart katma yontemi ile elde ettigimiz verilerin dogrulugunu
belirlemek igin, balik numunelerine standart ksantin ¢ozeltisinden katildi ve olusan
karigimlarda ksantin miktarlar1 belirlenerek % geri kazanim degerleri Bolim 3.11.2°de
aciklandig1 gibi belirlendi. Yapilan ii¢ tekrar sonucu balik numunesinde ortalama geri
kazanim degeri %101,5+0,7 olarak hesaplandi (Cizelge 4.2). Bulunan yiizde geri
kazanim degeri calismada gelistirilen elektrot ile balikta ksantin tayininin basarili bir

sekilde yapilabilecegini gosterdi.

Cizelge 4.2 Standart katma yontemi ile balik numunesinde ksantin tayini i¢in XO/Fc-
COOH/CNF/GCE ile elde edilen geri kazanim sonuglar1 (0,05 M pH 8,0
fosfat tamponu, +0,40 V, oda sicakligi, N=3)

Eklenen ksantin, mg L*  Bulunan ksantin, mg L™ Geri kazanim, %
- 1,05+0,06 -
0,75 1,82+0,01 101,5+0,7
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5. SONUC

Bu tez ¢alismasinda ksantin miktarinin belirlenmesi i¢in karbon nanofiber ve ferrosen
karboksilik asit medyatorii ile modifiye edilmis GCE’nin kullanildigr amperometrik bir

biyosensor hazirlandi.

Ksantin tayini i¢in gelistirilen XO/Fc-COOH/CNF/GCE’nin 6zellikleri literatiirde daha

once rapor edilen ksantin biyosensorleri ile karsilastirildiginda;

XO/Fc-COOH/CNF/GCE;

e Genis bir dogrusal ¢alisma araligina (6,0x107 — 2,0x10* M) sahiptir.

e LOD degeri oldukea diisiiktiir (1,7x107 M).

e Yiiksek tekrar kullanilabilirlige (BSS %3,6) ve tekrar iiretilebilirlige (BSS
%3,0) sahiptir.

e Kisa cevap siiresi vardir (<15).

e Biyosensoriin kararlilig: yiiksektir (50 6l¢giim sonucunda %93,4 baslangi¢
aktivitesine sahiptir)

e Balik tazeliginin takibinde biyosensor balik numunesinde ksantin tayininde
basariyla kullanilmustir.

e Biyosensor yiiksek secicilige sahiptir.

e Biyosensor kisa siirede hazirlanabilmektedir.

e Biyosensoriin maliyeti diistiktiir.

Sonuglar incelendiginde enzim elektrodun modifikasyonunda kullanilan karbon
nanofiberin enzim immobilizasyonu i¢in genis yiizey alani sagladigi, medyator olarak
kullanilan ferrosen karboksilik asitin ise diisiik potansiyelde ¢alisma imkan1 saglayarak
girisim yapabilecek tiirlerin etkisini azalttif1 ve bdylece ksantin enzim biyosensoriiniin

performansini biiytik dlglide gelistirdigi gorilmiistiir.
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