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OZET

NOTRAL ORTAMDA GLUKOZ OKSIDAZ iCEREN HOMO VE KOPOLIMER
FiLMLERIN SENTEZi VE KARAKTERIZASYONU

Bu projede Pt elektrot {izerine pirol ve N-metilpiroliin homo ve ko-polimerleri
sentezlenerek Glukoz Oksidaz (GOD) igeren ince bir kitosan (Chi) film ile kaplanmis ve
sonrasinda, Chi film igerisinden enzimin kagisini engellemek amaciyla Chi ve GOD
blinyesinde bulunan —NH> gruplar1 arasinda, glutaraldehit (GAL) ile ¢apraz baglar
olusturulmustur. Enzim elektrotlarin tasariminda polipirol (PPy), poli(N-metilpirol)
(PNMP) ve poli(pirol-co-N-metilpirol) (P(Py-co-NMP)) kullanilarak 3 ayri elektrot
olusturulmustur. Biyosensor tasariminda monomer derisimi, tarama hizi, Chi derigimi,
GOD derigsimi ve GAL derisimi parametrelerinin etkisi klasik yontemle arastirilmistir.
Elde edilen elektrotlarin etkinligi glukoz derisimine baglh akim degerlerinin
kronoamperometrik yontemle belirlenmesiyle tayin edilmistir. Elde edilen veriler
15181inda en uygun monomer derisimi ve tarama hizi PPy i¢cin 25 mM ve 50 mV/s;
PNMP igin 50 mM ve 20 mV/s ve P(Py-co-NMP) i¢in ise 50 mM (1:1 Py:NMP) ve 50
mV/s olarak belirlenmistir. PPy, PNMP ve P(Py-co-NMP) i¢in en uygun Chi derisimi
strastyla % 0.25, 1,00 ve 0,50; GAL derisimi ise sirastyla %0.05, 0.10 ve 0.025 olarak
tespit edilmistir. Tiim polimer tiirlerinde 4 mg/ml GOD ile hazirlanan elektrotlar en
yiksek akim degerini gostermislerdir. Elde edilen polimer filmlerin FTIR analizi,
tasarlanan elektrotlarin yiizey fotograflar1 ve SEM goriintiileri elde edilmistir. PPy,
PNMP ve P(Py-co-NMP) ile olusturulan elektrotlarin glukoz derisimine bagli akim
cevaplari, Imax ve Km degerleri, tekrar kullanim kararliliklar1 belirlenmistir. Ayrica,
tasarlanan biyosensorler ZnO, TiO2, TiZnO3 nanopartikiiller ile modifiye edilmis ve
elektron transferine en blylik katkiyt ZnO nanopartikiillerin sagladigi goézlenmistir.
Zn0O nanopartikiil ile modifiye edilen ve edilmeyen elektrotlar ile elma suyu, gazoz, bal
ve iziim suyunda glukoz tayini yapilmis, sonuglar ticari glukoz kiti ile oOlgiilen
sonuglarla karsilagtirilmistir.

2017, 58 sayfa

Anahtar Kelimeler: Glukoz, amperometrik biyosensor, polipirol, poli(N-metilpirol),
poli(pirol-co-N-metilpirol)



ABSTRACT

SYNTHESIS and CHARACTERIZATION OF GLUCOSE OXIDASE
CONTAINING HOMO and COPOLYMER FILMS IN NEUTRAL MEDIA

In this study, Pt electrode was coated by homo or copolymer of pyrrole and N-
methypyrrol films and layered by Glucose Oxidase(GOD) containing thin chitosan gel
and after that, crosslinking with glutaraldehyde between —NH. groups of chitosan and
GOD was achieved to prevent enzyme leakage from chitosan film. Three different
electrode types were constructed using polypyrrole, poly(N-methylpyrrole) and
poly(pyrrole-co-N-methylpyrrole). The effect of monomer concentration, scan rate, Chi
concentration, GOD concentration and GAL concentration on biosenssor construction
was investigated by classical method. The efficiencies of obtained electrodes were
determined by current value measurement depending on glucose concentration by
chronoamperometric method. In sight of obtained data, optimal monomer concentration
and scan rates were determined for PPy as 25 mM and 50 mV/s; for PNMP as 50 mM
and 20 mV/s; and for P(Py-co-NMP) 50 mM (1:1 Py:NMP) and 50 mV/s, respectively.
For PPy, PNMP and P(Py-co-NMP) electrodes, optimal Chi concentrations were
determined as0.25, 1,00 and 0,50 %, respectively; whereas optimal GAL concentrations
were determined as 0.05, 0.10 and 0.025 %, respectively. The electrodes which were
prepared using 4 mg/ml GOD showed the highest current values for all electrode types.
FTIR analysis of polimer films, photos and SEM images of electrodes surface were
obtained. Current responses depending on glucose concentration, Imax and Km values,
operational stability of electrodes obtained by PPy, PNMP ve P(Py-co-NMP) were
determined. Also, electrodes were modified by using ZnO, TiO,, TiZnO3 nanoparticles
and the highest contiribution was observed by the ZnO nanoparticle modified electrode.
Glucose determination was carried out in apple juice, fizzy-drink, honey and grape juice
by ZnO nanoparticle modified and unmodified electrodes and results were compared
with those of obtained by commercial glucose kit.

2017, 58 pages

Keywords: Glucose, amperometric biosensor, polypyrrole, poly(N-methylpyrrole),
poly(pyrrole-co-N-methylpyrrole)
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

SIMGELER

A: Akim (pA)

I: Akim yogunlugu (pA/cm?)
MM: Derigsim (mmol/L)

M: Derisim (mol/L)

U: Enzim {nitesi (umol/dk)

KISALTMALAR

Ag/AgCI: Referans Elektrot

Chi: Kitosan

COz2: Karbondioksit

CV: Doniisiimlii Voltametri

FAD: Flavin Adenin Diniikleotid
GAL: Glutaraldehit

GOD: Glukoz Oksidaz

HCI: Hidroklorik Asit

H20:2: Hidrojen Peroksit

HRP: Peroksidaz

Imax: Maksimum Akim

Kwm: Michaelis-Menten Hiz Sabiti
NaOx: Sodyum Okzalat

PNMP: Poli N-metilpirol

PPy: Poli Pirol

P(PPy-co-NMP): Poli-pirol ve poli-N-metil kopolimeri
Pt: Platin

R?: Belirtme Katsayisi

[S]: Substrat Derisimi

SEM: Scanning Electron Microscopy
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1.GIRIS

Biyosensorlerin tarihi 1950’11 yillarin  ortalarinda L.C.Clark’in Cincinnati
Hastanesi’nde (Ohio, ABD) ameliyat sirasinda kanin Oz miktarin1 bir elektrod ile
izlemesiyle baglar. 1962 yilinda Clark ve Lyons Glukoz oksidaz (GOD) enzimini O
elektrodu ile kombine ederek kanin glukoz diizeyini 6l¢meyi basarmislardir. Boylece
yeni bir analitik sistem olusmustur. Bu sistem bir yandan biyolojik sistemin yiiksek
spesifisikligini (enzim) diger taraftan ise fiziksel sistemin (elektrod) tayin duyarliligin
birlestirmis ve genis spektrumlu bir uygulama olanagi bulmustur.

Biyosensorler (biyoalgilayicilar), blinyesinde biyolojik bir algilayici bulunan ve
bir fizikokimyasal dOniistiiriiciiyle  birlestirilmis  analitik  cihazlar  olarak
tanimlanmaktadir. Bir biyosensoriin amaci, bir veya bir grup analitin (analiz edilecek
madde) miktariyla orantili olarak siirekli sayisal elektrik sinyali tiretmektir. Sekil 1.1 bir

biyosensoriin genel yapisini géstermektedir.

Analit Biyolojik Sinyal - B
n Sniigtinicd » inyal iglemcisi
(Substrat) . Dontgt Siyelys
birimi

Sekil 1.1 Bir biyosensériin genel gosterimi (Ozcan, 2008)

Biyosensor sistemleri {i¢ temel bilesenden olugmaktadir. Bunlar; segici tanima
mekanizmasma sahip "biyomolekiil/biyoajan”, bu biyoajanin incelenen maddeyle
etkilesmesi sonucu olusan fizikokimyasal sinyalleri elektronik sinyallere doniistiirebilen
"dontstiiriicii" ve "elektronik" bolimlerdir. Bu bilesenlerden en 6nemlisi, tayin edilecek
maddeye kars1 son derece se¢imli fakat tersinir bir sekilde etkilesime giren, duyarh
biyolojik ajandir (Telefoncu, 1999).

Biyosensorlerin performans faktorlerini segicilik, kullanim 6mrii, kalibrasyon
gereksinmesi, tekrarlanabiilirlik, kararlilik, yiiksek duyarlilik, yeterli diizeyde tayin
siir1, genis Olclim araligt, hizli cevap zaman, basitlik ve ucuzluk yoniinden incelersek;

Secicilik :Biyosensoriin kompleks bir matriks igerisinde tek basina analitik bir

Olctim cihazi olarak kullanilabilmesini saglar. Seciciligin yeterli olmadigr durumlarda



calisma prosediiriine bu eksigi giderecek ek iglemler eklenmesi gerekir. Segiciligin zayif
olmasindan kaynaklanan sorunlar biyosensoriin kullanimini zor hale getirmektedir.
Kullanim omrii :Biyolojik c¢evirici olarak enzim kullanildigi durumlarda enzim
aktivitesindeki azalma kullanim 6mriinii kisitlayan en 6nemli faktordiir. Enzimin yasam
stiresi, biyosensoriin kullanim Omrii yam1 sira kalibrasyon sikligi, stabilite,
tekrarlanabilirlik gibi parametreleri de etkilemektedir.

Kalibrasyon gereksinmesi : Ideal bir biyosensoriin hi¢ kalibrasyona gerek duymamasi
ya da en az kalibrasyona gereksinmesi istenir. Ama teorikte planlanan bu 06zellik
pratikte glinimiizde gerceklestirilememistir. Biyosensorlerin kullanim émiirleri boyunca
sitkca ya da belirli araliklarla kalibre edilerek duyarliliklarindan bir sey kaybedip
kaybetmedikleri arastirilir.

Tekrarlanabilirlik : Ideal bir biyosensor elektrodunun ayni derisimde ya da aym
ozelliklere sahip birden fazla 6rnege daldirilmasiyla yapilan deneylerde ayni sonuglarin
okunmasi gerekir. Tekrarlanabilirlik degeri ne denli iyi olursa o biyosensor uygulamasi
da o denli iyi olur.

Kararhhk : Elektrot kararliligmmin yiiksek oldugu durumlar ideal biyosensorler icin
gereklidir. Kararlilik, kullanilan enzimin fiziksel dayanikliligindan etkilendigi gibi; pH,
151, nem, ortam O2 derisimi, enzimi immobilize etmede kullanilan polimerin kimyasal
ve fiziksel karakteri gibi parametrelerden de etkilenmektedir.

Yiiksek duyarhlik : Hazirlanan elektroda immobilize edilmis olan enzim; sadece belirli
maddelere (substratlara) karsi duyarli olmalidir. Duyarlilik, akim-derisim egrisinin
egimi ile orantilidir. Egim degeri biiyiidiik¢e duyarlilikta da artis gozlenir. Kullanilan
enzimin substratlar1 dsinda biyosensorlerin girisim yapan maddelerden etkilenmemesi
istenir

Yeterli diizeyde tayin simir1 : Tasarlanan biyosensoriin ideal tanimia uymast igin
tayin smirmin belirli bir derisim degerinin altinda olmas1 gerekmektedir. Belirtilen bu
tayin siir1 elektrot ylizeyinin biiyiikliigii, enzimin tayin edilecek maddeye kars1 olan
afinitesi, immobilize edilen enzim miktari, enzimin immobilizasyonunda kullanilan
polimer tabakasinin kalinlig1 gibi faktorlerden etkilenir

Genis dl¢iim arali@ : Olgiim aralif1 denen bolge, biyosensdrden alinan akim-derisim
egrilerinin lineer oldugu derisim araligidir. Tiim biyosensér uygulamalarinda ¢alisma

ortaminda belirli bir derisim degerine ulasildiktan sonra akim-derisim egrilerinde



lineerlikten sapma gozlenmeye baglar. Bu durum enzimatik egrilerin en 6nemli ve de
karakteristik ozelligidir. Lineerlikten sapmanin nedeni yanit olarak okunan akim
degerlerindeki degisimin azalmasindan kaynaklanir. Bunun nedeniyse ortamda artan
analizlenecek madde miktarinin fazlasiyla reaksiyona girecek enzim olmamasidir.

Hizh cevap zamam : Amperometrik uygulamalarda analizlenecek bir madde drnegini
calisma ortamina enjekte etmeden once elektrot yiizeyinde olusan akimin sabit kalmasi
istenir. Akim sabit kaldiktan sonra analizlenecek madde ortama enjekte edilir ve
akimdaki degisim kaydedilir. Ikinci bir enjeksiyondan énce akim degerinin yine sabit
kalmas1 beklenir. ilk enjeksiyondan sonra akimin tekrar sabit kalmasina kadar gecen
zamana ,cevap zamani“ denir. Cevap zamaninin kisa ya da hizli olmasi ideal
sensorlerin ozelliklerindendir.

Basitlik ve ucuzluk : Kullanimi, tasarimi basit ve ucuz biyosensorler hazirlamak
biyosensor yapiminda her zaman hedef alinmig bir diisiincedir. Biyosensor yapilarinin
basitlestirilmesine en iyi Ornek ikinci kusak biyosensorlerin yapilarinda bulunan
mediyatorlerin daha gelismis modeller olan ii¢lincli kusak biyosensorlerde ortadan
kaldirilmasidir.

Biyosensorler tip, gida, eczacilik, cevre kirliligi, savunma ve bir¢ok endiistriyel
aktivitede ozellikle otomasyon, kalite kontrolii, durum tespit ve enerji saklanmasinda
¢ok Onemli rol oynarlar. Bugiine kadar 180°den fazla farkli madde ic¢in biyosensor
hazirlanmis olup bunlardan ancak 25 kadar ticari olarak tiretilmektedir. Biyosensorler;
gida maddeleri, metabolitler, vitaminler, antibiyotikler ve ilaglar gibi organik maddeler
ile enzim, viriis ve mikroorganizmalarin tayininde kullanilirlar. Bunlarin disinda BOD,
toksisite ve mutajenite testlerinde de basari ile uygulanmaktadirlar.

Enzim esasli amperometrik biyosensoriin spesifik o6zellikleri; yiiksek oranda
immobilize edilen enzimin aktif merkezi ile uygun bir c¢alisma potansiyelinin
uygulandig1 bir elektrot ylizeyi arasindaki elektron transfer slirecinin kinetigine baglhidir.
Yiiksek duyarlilik (hassasiyet) ve hizli cevap Ozelliklerine sahip bir amperometrik
enzim elektrot gelistirmenin temel 6n kosulu; biyobilesenden elektroda hizli bir elektron
transferini miimkiin kilmaktadir (Bal, 2012). Elektron transferini saglamak amaciyla da
iletken polimerlerin kullanimi1 olduk¢a yaygindir.

Iletken polimerler biyolojik materyallerin immobilizasyonu igin uygun

kompozitlerdir. Bu malzemelerin redoks 6zelliklerinden dolayr son yillarda kullanimi



olduk¢a yayginlasmistir. Enzim, elektrolit ¢ozeltiye eklenerek elektropolimerlesme ile
polimer matriks igerisine hapsedilecegi gibi (Can, 2010), sentezlenmis polimer filme
fiziksel ya da kimyasal olarak baglanarak da immobilize edilebilir (Yagiz, 2015,
Bayram, 2015).
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Sekil.1.2.Yaygin olarak kullanilan bazi iletken polimerler

Cevresel kararlilig1, kolay sentezlenmesi ve yiiksek iletkenliginden dolay1 ticari
uygulamalarda iletken polimerler icerisinde en fazla tercih edileni Polipirol (PPy) dur.
PPy ilk kez 1916 yilinda kimyasal polimerizasyonla sentezlenmis ve pirol siyah1 olarak
adlandirilmistir. PPy, pirol ya da siibstitiie pirol monomerlerinin yiikseltgenmesi ile elde
edilmektedir. Yiikseltgenme genellikle ya kimyasal bir yiikseltgen varliginda ¢ozelti
icerisinde kimyasal polimerizasyon ile ya da disaridan gerilim uygulanarak iletken
elektrot ylizeyinde elektropolimerizasyon yontemi ile gergeklestirilmektedir.

Elektrokimyasal doniistiiriicii temeline dayanan amperometri genel anlamda
belli bir potansiyeldeki akim siddetinin 6lgiimiinii esas alir. S6z konusu akim yogunlugu
calisma elektrotunda yiikseltgenen ya da indirgenen elektroaktif tiirlerin derisiminin bir
fonksiyonu olarak tanimlanir. lkinci elektrot referans elektrot olarak is goriir.

Kalibrasyon islemi ile akim yogunluklarindan ilgili tiirlerin derisimleri belirlenir.



Tayin edilecek madde yiikseltgeninceye (veya indirgeninceye) kadar hiicreye
uygulanan gerilime bagl olarak elde edilen akimda ani bir degisim ile bir pik olustugu
gozlenir. Pik akiminin yiliksekligi dogrudan elektroaktif tiiriin derisimiyle orantilidir.
Uygun yiikseltgenme (veya indirgenme) gerilimi biliniyorsa o gerilim degeri
uygulanarak akim degerinin degisimi de izlenebilir. Bu sekilde yapilan analizler
amperometrik analiz olarak bilinir.

Biyosensorler farkli Ozellikteki iki elemanin (gevirici ve biyoalgilayici)
kombinasyonu ile olusurlar. Uygun biyoalgilayict ve doniistiiriici segildikten sonra
bunlarin birbirine baglanmas1 asilmasi gereken en 6nemli sorundur. Bu baglama islemi
biyoalgilayicinin immobilizasyonu olarak tanimlanir. Biyoaktif bilesen ile iletici
unsurun  birlestirilmesinde  oldukca  farkli  immobilizasyon  y&ntemlerinden
yararlanilabilir Hangi yontemin kullanilacag: secilen doniistiiriicii ve biyoalgilayiciya
gdre belirlenir. Immobilizasyon biyoalgilayicin stabilizasyonu ve tekrar kullanimi
acisindan biiyiik avantaj saglar. Biyoaktif bilesen sensor olarak da adlandirabilecegimiz
temel iletici unsur {izerinde fiziksel olarak jel iginde veya polimer matrikste
tutuklanabilir, elektrot yiizeyinde biriktirilebilir, kovalent veya capraz baglanarak
immoblize edilebilir.

Glukoz oksidaz (GOD) (EC 1.1.3.4, B-D-glukoz: oksijen oksiderediiktaz)
glukozun molekiiler oksijen ile yiikseltgenip glukono-1,5-lakton ve hidrojen peroksidin
(H20,) olustugu reaksyonu katalizler. Lakton sulu ortamda herhangi bir enzime ihtiyag

duymaksizin hidroliz olarak glukonik aside doniisiir. Reaksiyon asagidaki gibidir:

GOD
CGlulcoz + Dz Glulcono-1,5-lakton + I—IE'-’:J2

HED

(Glukconibe Asit

Yiizeyinde GOD immobilize edilmis elektrot glukoz ¢ozeltisine daldirildiginda glukoz

derisimi ile orantili miktarda H2O, meydana gelir. Enzimatik aktivite ile olusan H20>



sabit potansiyelde molekiiler oksijene yiikseltgendiginde ac¢iga ¢ikan akim
yogunlugunun 6l¢limii amperometrik biyosensoriin temelini olusturmaktadir.

Bu c¢alismanin amaci Pt elektrot {izerinde pirol ve N-metilpiroliin homo ve
kopolimer filmleri olusturarak yilizeye GOD immobilize etmek glukoza dutyarli
amperometrik  biyosensdr olusturmaktadir. Gerek polimer film sentezi ve
immobilizasyon kosullar1 ve gerekse c¢alisma kosullart hem GOD aktivitesini, hem de
elektron transfer hizini etkiyeceginden glukoz derisimine bagl akim degerleri degisiklik
gosterecektir. Bu calismada glukoz derisimine bagli akim degerlerini etkileyecek
parametrelerin optimizasyonu ve enzim elektrodun modifiye edilerek elma suyu, gazoz,

bal ve {iziim suyu gibi igeceklerde glukoz tayininde kullanim1 hedeflenmektedir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Rodriguez ve ark. (2000), Bakir ile kapladiklar1 cams1 karbon elektroda GOx
immobilize ederek amperometrik glukoz biyosensorii olusturmuslardir. Elektrokimyasal
olarak kaplanan bakirin, hizli ve hassas bir glukoz olglimii ig¢in enzimatik reaksiyon
sonucu olusan hidrojen peroksitin serbest kalmasi yoniinde etkin bir elektrokatalitik
aktivite sagladigimmi belirtmislerdir. Bu 06zelliginden dolayi, glukoza karsi yiiksek
hassasiyet gosterip, hizli tespit yaptigini da bildirmislerdir. Biyosensor cevabinda etkili
olan pH, potansiyel, zaman, bakir tuzu ve enzim derisimi gibi faktorleri, hidrojen
peroksit ve glukozdan kaynaklanan amperometrik sinyaller araciligiyla arastirmisglar. -
0,05 V potansiyel akimda kaplanan bakirin gézenekli yapisi sayesinde tirik ve askorbik
asit gibi kolayca okside olan bilesiklere karsi ilgi gosterdigi sonucuna varmiglardir.
Dogrusal cevabi 2x10-2 M glukoz derisiminde bulmuslardir. Algilama sinirini 1,2x10-3
M olarak tespit etmiglerdir.

R. Garjonyte ve A. Malinauskas (2000), Glukoz oksidazi, prusya mavisi
modifiye edilmis platin yiizeyine kaplanmis polipirol ve poli(o-fenilendiamin)
tabakalarina immobilize etmigslerdir. Olusan biyosensor enzim reaksiyonu sonucunda
olusan hidrojen peroksit miktarint amperometrik yontemle tanimlayarak glikoz
miktarina ulagsmiglardir ve biyosensorin anodik 0,60 V ve katodik 0,00 V veya 0,20 V
potansiyellerde ¢alistigini gézlemlemislerdir. Poli(o-fenilendiamin) ortaminda, askorbat
veya asetaminofen gibi bilesenlerin etkisinin siddetlice diistiiglinti bulmuslardir.

H. Xue ve ark. (2000), Iletken polianilin-poliizopren (PANI-PIP) kompozit
filmine GOD’1 immobilize ederek H202 seg¢ici gegirgen bir biyosensor tasarlamislardir.
Platin elektrot 6nce PIP ile kaplandiktan sonra, 1 M HCI iginde, 0,02 M anilin iceren
cozeltiye daldirilarak 0,65 V sabit potansiyel altinda elektrokimyasal olarak PANI
sentezlemislerdir. PANI-PIP filmi ile kapli olan Pt elektrodu pH 4,5 olan 0,1M fosfat
tamponuna daldirip -0,5 V potansiyel altinda film biinyesinde bulunan Cl- iyonlarim
miimkiin oldugunca uzaklastirdiktan sonra i¢cinde GOD bulunan pH 6,52 olan fosfat
tamponuna daldirmis ve bu ortamda 0,65 V potansiyel fark uygulanarak (-) ytiklii olan
GOD’1 (pl degeri 4,2) PANI-PIP filminin i¢ine immobilize etmislerdir. Enzim sistemini
glukoz ¢ozeltisine daldirarak olusan H2O2’nin elektrokimyasal oksidayonu sirasinda

aciga cikan akimi Olgmiislerdir. Film bilesimi ile biyosensoriin hassaligini, H202



gecirgenligini ve interferens Ozellik gosteren askorbik asidin etkisini inceleyerek
biyosensorii karakterize etmislerdir.

A.L. Sharma ve ark. (2003), poli(2-floroanilin) ITO kapli cam plakalara 4 M per
klorik asit elektrolit ortaminda elektrokimyasal olarak kaplamislardir. Bu polimerik
filmler FT-IR ve UV-Vis spektrofotometreleri ile karakterize edilmistir. Polimer filmin
oda sicakligindaki elektrik iletkenliginin polianilin filmden daha diisiikk oldugunu
bulmuslardir. SEM analizleri polimer filmin ylizey morfolojisinin sivri olmayan igne
seklinde oldugunu ortaya koymustur. GOD polimer film yiizeyine fiziksel adsorpsiyon
yontemiyle immobilize edilmistir. Poli(2-floroanilin) ve poli(2-floroanilin)/GOD
filmlerinin redoks karakterizasyonlar siklik voltammometrik teknigi ile belirlenmistir.
Glukozun amperometrik Ol¢iimii 0,2 V potansiyel altinda (Ag/AgCl) referans
elektroduna kars1 Olcililmiis ve enzim elektrodunun 32 giin boyunca kararli oldugunu
bulmuslardir.

Ali Eftekhari (2004), Demir ylizeyinde olusturulan polianilin bir enzim modifiye
edilmis elektrotun hazirlanmak i¢in kaplamistir. Bunun i¢in anilinin elektrokimyasal
polimerizasyonunu pasiflestirilmis demir ylizeyinde gerceklestirmistir. Demir
yiizeyinde pasif bir tabakanin bulunmasiin elektroaktif film olusumu iizerine 6nemli
etkisinin oldugunu belirtmistir. Elektropolimerizasyon prosesi iizerine pasif bilesenin
etkilerini incelemek i¢in chronopotentiometric 6l¢timleri kullanmistir. Enzim elektrot,
demir yiizeyine kaplanmis polianilin yiizeyine glikoz oxidazin immobilize edilmesi ile
olusturmustur. Demir yilizeyinde pasif bir tabaka bulunmasi ve bulunmamas1 halinde
enzim elektrot olusturmus ve onlar1 karsilastirmis, pasif tabaka olmasi durumunda
olusturulan enzim elektrotun daha kararli oldugunu tespit etmistir.

Ramanavi¢ius ve ark. (2006), Yaptiklar1 calismada piroliin elektrokimyasal
polimerizasyonu sirasinda, biyolojik olarak aktif molekiillerin immobilizasyonunu da
gerceklestirmislerdir. Baz1 olmamasi gereken elektrokimyasal etkilesimlerin 6nlenmesi
ve baz1 redoks enzimlerde elektron transferini kolaylastirmasi agisindan polimerin
ozelliklerini tartignuglardir. Immunosensérler ve DNA  sensérlerinde  polipirol
uygulamalarmin son geligmelerini sunmuslardir. Ilgili ajanlar tarafindan katkili
elektrokimyasal olarak iiretilen PPy ve yar iletken 6zelliklerinin, degisikliklere dayali

baz1 yeni hedef DNA ve hedef protein algilama yontemlerini tanitmiglardir.



Can (2010), Yaptig1 calismada ylizey alani1 0,18 cm2 olan platin levha tizerine
doniistimlii voltametri teknigi ile para toluen siilfonik asit (pTSA) ve sodyum para
toluen siilfonat ortaminda (NapTS) polipirol (PPy) sentezlemis ve sentez ortamindaki
glukoz oksidaz (GOD) enziminin ayni zamanli olarak immobilize edilmesi ile glukoz
biyosensorii tasarlamigtir.  Elektrotlar1 farkli glukoz derisimlerinde doniistimlii
voltametri ve dogrusal taramali voltametri teknikleri ile karakterize etmistir. Glukoz
derisimine bagli olarak (0,05-30 mM) gozledigi akim degerlerinde her iki elektrot igin
ImM glukoz derisimine kadar dogrusal bir artis gozlemlemis, ancak daha yiiksek
glukoz derisimlerinde akim degerlerindeki artisin azaldigini gérmistiir. Glukoz
biyosensoriiniin depolama kararliligini sulu tampon ortaminda bekleterek ayri ayri
Olgmiis ve Pt/PPy-GODNapTS elektrodunun depolama kararliliginin daha yiiksek
oldugunu gozlemlemistir. Ayrica tasarladigi biyosensorler ile malt icecegi, gazoz, sarap,
bal ve {liziim suyu olmak iizere 5 sivida glukoz tayini yapmis ve Pt/PPy-GODNapTS
elektrodunun Pt/PPy-GODpTSA celektroda gore daha dogru sonuglar verdigini
gozlemlemistir.

Kotanen ve ark. (2012), Pt elektrot iizerinde PPy varlifindan dolay:
elektropolimerizasyonun gerceklesecegi, glukoz oksidaz iistiine hidrojel kaph
amperometrik glukoz biyosensorii tasarlamislardir. Pt elektrotlari, elektrokatalitik
aktivasyon ve kimyasal modifikasyonla 3-aminopropil-trimetil-oksilan ile birlikte
polietilen glikol N-hidroksisuksinamid, poliHEMA temelli hidrojel ¢ozeltisine
daldirilarak capraz baglamiglardir. PPy’ nin polimerizasyonu glukoz oksidaz kaynakli
glukoza duyarli bir doniistiriici olarak kendini gostermistir. Elektropolimerik yiik
yogunluguna bagl biyo gevirici hassasiyeti ve enzim aktivasyonunu maksimum olarak
1 Mc/cm2 ve Km degerini 33 olarak tespit etmislerdir. 17 glin sonunda askorbik asitle
yapilan depolama kararliginda periyodik artis gozlemlemislerdir. Bu ydntemin
biyosensor, biyoelektronik ve biyonik cihazlarda, hassas kantitatif metal ya da yarn
iletken biyo arayiizlerinde enzimin katalitik biyoaktivitesini Olgmek i¢in
kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Bal (2012), Glukoz tayini i¢in amperometrik enzim elektrodu gelistirmistir.
Glukoz oksidaz1 piroliin paratoluensiilfonatli ortamda elektropolimerlesmesiyle
hazirlanan polipirol-paratoluensiilfonat film {izerine glutaraldehitle ¢apraz baglama

yontemiyle immobilize etmistir. Bu amagla dnce polipirol-paratoluensiilfonat filminin



en uygun calisma sartlarint belirlemistir. Glukoz tayinini, hazirlanan enzim elektrodun
yiizeyinde gerceklesen enzimatik tepkime sonucu olugan hidrojen peroksitin 0,30 V’ da
yiikseltgenmesine dayanarak yapmistir. Glukoz enzim elektrodunun cevabina pH’ nin
ve sicakhigin etkisini incelemistir. immobilize edilen glukoz oksidazin Km ve Vmax
degerlerini hesaplamistir. Enzim elektrodun tekrar kullanilabilirligi ve raf dmriinii tayin
etmistir. Hazirladigi enzim elektrotla biyolojik sivida (kan) glukoz tayini yapmustir.
Biyolojik ortamlarda olabilecek girisimlerin enzim elektrot cevabi iizerine etkilerini
incelemistir.

Wang ve ark. (2012), kitosan (CS)- glukoz oksidaz (GOD) film ve giimiis
nanoteller (AgNWs) iizerine bir amperometrik glukoz biyosensor iiretmislerdir. Uretim
siireci taramal1 elektron mikroskobu tarafindan karakterize edilmis ve biyosensoriin
elektrokimyasal davraniglari doniisiimlii voltametri (CV) ve elektrokimyasal empedans
spektroskopisi (EIS) ile karakterize etmislerdir. Glukoz biyosensor yiliksek duyarlilik,
hizli cevap ve iyi stabilite gostermistir.

Karpuz (2013), Urik asit tayini igin yeni bir amperometrik biyosensdr
gelistirmistir. Bu amagcla pirol elektropolimerlesirken paratoluensiilfonat da elektrot
ylizeyine taginmistir. Ayni zamanda yilizeye tasiman enzimi immobilize ederek,
platin/polipirol—paratoluensiilfonat-enzim biyosensorii hazirlamistir. Urik asit tayinini,
enzim elektrodun yilizeyindeki enzimatik reaksiyon sonucu olusan hidrojen peroksitin
+0,30 V’da yiikseltgenmesine dayanarak yapmustir. Urik asit biyosensoriiniin cevap
akimma pH’nin, sicakligin ve substrat derisiminin etkisini incelemistir. Immobilize
enzimin Km ve Vmaks degerlerini hesaplamistir. Biyosensoriin tekrar kullanilabilirligi
ve raf dmriinii tayin etmistir. Hazirladig1 biyosensorle kanda tirik asit tayini yapmustir.
Biyolojik ortamlarda olabilecek girisimlerin biyosensdriin cevap akimu iizerine etkilerini
incelemistir.

Ozyurt (2014), Glukoz tayini i¢in yeni bir amperometrik enzim elektrot
gelistirmistir. Bu amagla, platin levha iizerinde piroliin poli (sodyum-4-stirensiilfonat) I
ortamda elektropolimerlesmesi ile polipirol-poli (sodyum-4-stirensiilfonat) filmi
hazirlamigtir. Polipirol-poli(sodyum-4-stirensiilfonat) filminin en iyi ¢alisma sartlarini
belirlemistir. Glukoz oksidaz enzimini, polipirol-poli(sodyum-4-stirensiilfonat) filmi
icine hapsetme yontemiyle immobilize etmistir. Glukoz tayinini, hazirlanan enzim

elektrodun yiizeyinde gerceklesen enzimatik tepkime sonucu olusan hidrojen peroksitin
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+0,40V°da ylikseltgenmesine dayanarak yapmistir. Enzim elektrodun glukoz tayini igin
calisma araligini tayin etmistir. Glukoz enzim elektrodunun cevabina pH’nin ve
sicakligin etkisini arastirmistir. Enzim elektrodun tekrar kullanilabilirligi ve raf émriinii
tayin etmistir. Biyolojik ortamlarda olabilecek girisimlerin enzim elektrot cevabi
tizerine etkilerini incelemistir. Hazirlanan enzim elektrotla biyolojik sivida (kan) glukoz
tayini yapmistir.

Dervisevic ve ark. (2015), yeni glukoz biyosensor kalem grafit elektrot kapl poli
(glisidil metakrilat-ko-vinilferosen) (poli(GMA-co-VFc)) lizerine glukoz oksidaz (GOx)
immobilizasyonuyla iiretmislerdir. Glukoza poli(GMA-co-VFc)-GOx’in amperometrik
akim degeri 2,7 uM’mn algilama siniriyla 1 ve 16 mM (0,9998 korrelasyon katsayist)
arasindaki konsantrasyon aralifinda dogrusal oldugunu belirlemislerdir. Deneysel
parametreler detayli ¢alisilmis ve biyosensoriin analitik performansini yoneten, sicaklik
ve pH dahil optimizasyonu yapmislardir. Kinetik parametreler ve biyosensoriin
stabilitesini ayrica ¢alismislardir.

Yagiz (2015), Yaptig1 calismada karbon pasta elektrot (CPE) yiizeyine
dontigimlii voltametri teknigi ile polianilin (PANI), poli(o-anisidinin) (POA) ve
poli(anilin-ko-o-anisidin) (PANI-co-POA) sentezlemis ve sonrasinda elektrot {izerine
glukoz oksidaz (GOD) enziminin immobilizasyonuyla amperometrik biyosensor
tasarimi gerceklestirmistir. Glukoz varliginda Olgiilecek akim degeri biyosendriin
hazirlanmasi ve ¢aligma kosullarindan etkileneceginden, deneysel parametreleri yanit
yizey yontemi (YYY) ile optimize etmistir. Bunun icin State Ease Design Expert
8.0.7.1. (Seri No 0021-6578) bilgisayar programi kullanmistir. CPE’yi, karbon pasta
icerisine MWCNT, iyonik sivi veya organik bilesik ilavesi ile modifiye etmis, en
yiiksek akim degerini 1(2-ciyanoetil)pirol ile hazirlanan elektrotlarin gosterdigini
bildirmistir. Elde ettigi veriler 1s18inda, Design Expert programinin ¢alisilan
parametreler cinsinden akim degerinin tahminlenmesinde ¢ogunlukla kuadratik modeli
onerdigi sonucuna varmistir. Calismada deneysel olarak Olgiilen akim degerleri ile
model tarafindan tahminlenen degerlerin birbirine olduk¢a yakin oldugunu ve model
uygunlugunun ANOVA testi ile desteklendigi sonucuna varmistir. Optimal kosullarda
olusturdugu  polimer  kapli  elektrotlarin  yiizeylerine =~ GOD+invertaz  ve
GOD+galaktozidaz enzimlerinin koimmobilizasyonu ile sirasiyla siikroz ve laktoz

biyosensorler olusturmustur. CPE esasli biyosensorlerin glukoz, siikkroz ve laktoza
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duyarli olduklarini CV ve impedans analizleri ile gostermistir. Ayrica, kinetik
parametreler agisindan PANI, tekrar kullanim ve depolama kararliliklar1 bakimindan
PANI-co-POA esasli biyosensorlerin  kullaninminin daha uygun oldugu sonucuna
ulagmustir.

Bayram (2015), glukoz tayini igin yeni bir amperometrik biyosensor
gelistirilmistir. Pt elektrot yiizeyinde sodyum okzalat (NaOx) ortaminda doniistimlii
voltametri teknigiyle poli-0-anisidin ve poli-o-toluidin sentezi gergeklestirip bu polimer
kapli elektrotlart glukoz oksidaz enzimi (GOD) ve ZnFe204 nanopartikiilii iceren
kitosan ¢ozeltisine daldirarak ylizeyde GOD igeren ince bir film tabakasi olusturmus ve
son olarak elektrotlar1 glutaraldehit (GAL) ¢ozeltisi ile etkilestirerek c¢apraz
baglanmalarla enzimin ylizeye immobilizasyonunu saglamistir. Segment sayisi, tarama
hizi, monomer derisimi, kitosan derisimi, glutaraldehit derisimi, enzim derisimi ve
nanopartikiil derisimi optimize ederek en uygun elektrot tasarim parametrelerini
belirlemistir. Elektrotlar1 yiizey yapisi ve biyokimyasal dzellikleri agisindan karakterize
etmistir. ZnFe204 nanopartikiil iceren elektrotlarin glukoz varliginda olgiilen akim
degerlerinin nanopartikiilsiiz elektrotlara gore daha yiiksek oldugunu gozlemleyip
ZnFe204 nanopartikiiliiniin elektron transferini hizlandirarak akim degerlerini arttirdig:
sonucuna ulasmistir. Pt/POA/Chi+GOD/GAL, Pt/POA/Chi+GOD+ZnFe204/GAL,
Pt/POT/Chi+GOD/GAL ve Pt/POT/Chi+GOD+ZnFe204/GAL elektrotlarin  akim
degerlerini 1 mM glukoz derisimine kadar dogrusal olarak arttigin1 gézlemlemstir.
Linewear-Burk egrisinden Km degerleri ve Imax degerleri hesaplanmistir. En yiiksek
Imax degeri 11,947pA olup bu degeri POA kapli, ZnFe2O4 nanopartikiil igeren elektrot
i¢in elde etmistir.

Agcam (2016), Bu calismasinda, yiizey alan1 0.09 cm? olan platin levha iizerine
doniistimlii voltametri teknigi ile sodyum okzalat ortaminda (NaOx) pirol (Py), poli-N-
metil piroliin (PNMP) homo ve kopolimer filmleri sentezlemis, kitosan ortaminda
bulunan glukozoksidaz (GOD) enziminin immobilize edilmesi ile glukoz biyosensorii
tasarlamistir. Glukoz varliginda dlgiilecek akim degerini, deneysel parametreleri yanit
yiizey yontemi (YYY) ile optimize etmistir. Elektrotlar1 farkli glukoz derisimlerinde
dontistimlii voltametri ve dogrusal taramal1 voltametri teknikleri ile karakterize etmistir.
Elde ettigi Pt/PPy-GOD-Chi/GAL, Pt/NMP-GOD-Chi/GAL ve Pt/PPy-co-PNMP-
GOD-Chi/GAL enzim elektrotlar i¢in optimum potansiyel degerlerini 0.8 V; optimum
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pH degerlerini 6 olarak bulmustur. Glukoz derisimine bagli olarak (0.5-3 mM) gézlenen
akim degerlerinde her elektrot icin 3mM glukoz derisimine kadar dogrusal bir artisin
oldugunu daha yiliksek glukoz derisimlerinde akim degerlerinde artisin azaldigini
gbzlemlemistir. Lineweaver-Burk egrisinden Pt/PPy-GOD-Chi/GAL, Pt/NMP-GOD-
Chi/GAL ve Pt/(PPy-co-NMP)-GOD-Chi/GAL i¢in Km degerlerini sirastyla; 30.5, 17.82
ve 31.72 mM, Imax degerlerini ise 909.1, 588.23 ve 714.28 pA olarak hesaplamistir.
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3. MATERYAL ve METOD
3.1. Materyal
3.1.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Bu ¢alismada kullanilan pirol (Merck), N-metil pirol (Merck), sodyum okzalat
(Fluka), kitosan (Aldrich), Aspergilliis niger kaynakli glukoz oksidaz enzimi (Sigma),
glutaraldehit (Sigma), demir ¢inko oksit (Aldrich), glukoz (Aldrich), fosforik asit
(Sigma), hidroklorik asit (Merck) firmalarindan tedarik edilmistir. Kullanilan diger
biitin kimyasal maddeler analitik safliktadir. Pirol ve N-metil pirol monomerleri
polimer sentezinden dnce distillenerek kullanilmistir.

Polimer sentezinde kullanilan monomerlerin kimyasal formiilleri asagida

verilmistir:

0o

N |
H CHs

Pirol N-metil pirol
3.1.2. Elektrokimyasal Olciimlerde Kullanilan Elektrotlar
Cahsma Elektrotlari: Yiizey alan1 0.09 cm2 olan platin levha kullanilmistir.
Kars1 Elektrot: 0.09 cm2 yiizey alanina sahip platin levha kullanilmistir.
Referans Elektrot: Potansiyel kontrolii saglamak amaciyla, Ag/AgCl (3M KCl)
elektrot kullanilmistir.

3.1.3. Kullanilan Arag¢ ve Geregler

Elektrokimyasal Analiz Cihazi: Polimer filmlerin sentezi ve kronoamperometrik

Olgtimler i¢in CHI 606 C cihazi kullanilmustir.
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Analitik Terazi: Hassas tartim yapmak amaciyla RADWAG marka terazi
kullanilmistir.
Coziiniirliigin Yiiksek Digital Fotograf makinesi: Biyosensor elektrotlarin
fotograflarinin ¢ekilmesinde Canon Ultrasonik EF 100 mm kullanilmistir.
Taramal elektron mikroskopu: Biyosensor olusumunda elde edilen filmlerin yap1
morfolojileri i¢in Jeol JSM-5500 marka SEM cihazi kullanilmistir.
Fourier Transform Infrared (FTIR) spektroskopisi: Enzimli ve enzimsiz polimer
filmlerin yapisal O6zelliklerinin belirlenmesi i¢in Perkin Elmer marka FTIR cihazi
kullanilmastir.
pH metre: Cozeltilerin pH’inin belirlenmesinde Hanna marka pH metre kullanilmistir.
Saf Su Cihaz:: Saf su eldesinde New Human Power | Scholar-UV marka saf su cihazi
kullanilmuastir.
Vortex: GOD c¢ozeltisinin homojenizasyonunda IsoLab Dragon marka vortex cihazi
kullanilmistir.

Ayrica otomatik pipet, cam pipet, biiret, meziir, piset, damlalik, baget, balik,

balon, balon joje, beher, puar, destilasyon diizenegi de kulanilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Elektrotlarin Hazirlanmasi ve Temizlenmesi

30 cm uzunlugundaki bakir tel, platin tel ile kaynak yapilmstir. 0,09 cm? yiizey
alanina sahip platin levha ile platin tel birbirine 1s1l islem altinda tutturulmustur. Bakir
telin bir ucu ve platin levha disarida kalacak sekilde bakir telin etrafi poliester ile
kaplanmistir. Hazirlanan platin levha elektrotlar 6nce bek alevinde akkor haline gelene
kadar 1s1tilmis, ardindan sicak kromik asite daldirilmistir. Platin yiizey alani gesme suyu
ve ardindan saf su ile yikanarak hazir hale gelmistir. Her calismadan sonra platin
elektrotlarin yiizeyi bek alevinde yakildiktan sonra sirasiyla aseton, etanol, hidroklorik

asit, nitrik asitte bekletilmis ve ardindan saf suyla yikanmistir.

3.2.2. Glukoz Biyosensorii Hazirlama Parametrelerinin Optimizasyonu
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Monomerler sentezden once damitilmig ve buzdolabinda muhafaza edilmistir.
Temizlenen elektrotlarin yiizeyine homopolimer filmlerin sentezi monomer igeren
sodyum okzalat (NaOx) ortaminda taze olarak oda sicakliginda hazirlanmistir. Polimer
film sentezleri oda sicakliginda dontistimlii voltametri teknigi kullanilarak tek hiicrede
ti¢ elektrot sistemi ile gergeklestirilmistir.

Polimer filmler i¢in yapilan 6n denemelerde, poli(pirol) (PPy) sentezi,0,15 M
NaOx ortaminda -0,5 — 1,8 V potansiyel araliginda 50 mV/s tarama hizi ile 26 segment,
poli(N metil pirol) (PNMP) sentezi ise 0,15 M NaOx ortaminda -0,5— 1,5 V potansiyel
araliginda 50mV/s tarama hizi ile 20 segment uygulanarak gerceklestirilmistir.

Polimer film ile kaplanan platin elektrotlar saf su ile yitkanmis ve yarim saat
kurumaya birakilmistir. Sonrasinda GOD igeren kitosan ¢ozeltisine 15 saniye
daldirilmustir. Elektrotlar 1 saat kurutulduktan sonra son olarak glutaraldehit (GAL)
¢oOzeltisine 5 saniye daldirilmistir. Asirt GAL’in uzaklastirilmasi i¢in tamponda 10 s
tutulan elektrotlar kullanilmadan 6nce 4 °C’de 20 saat bekletilmistir.

Hazirlanan elektrotlar kronoamperometrik yontemle 0,60 V potansiyel fark
uygulanarak, fosfat tamponunda hazirlanmis 0,2-3,0 mM araliginda glukoz

cozeltilerinde 120 saniyelik 6l¢timler alinmistir.

Pt/ lletken Polimer Pt/ Polimer/Chi-GOD  Pt/Polimer/Chi-GOD/ GAL
Sekil 3.1. Olusturulan enzim elektrodun sematik gosterimi
3.2.3. Glukoz Biyosensoriin Tasarim Parametrelerinin Optimizasyonu

3.2.3.1. Monomer Derisiminin Optimizasyonu

PPy sentezi i¢in 10-125 mM arasinda pirol; PNMP i¢in ise 25-200 mM

arasindaki N-metilpirol derisimlerinde optimum monomer derisimi belirlenmistir.
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Kopolimer i¢in toplam 50 mM olacak sekilde (1:9),(5:5),(9:1) oranlar

kullanilarak optimum derisim belirlenmistir.
3.2.3.2. Tarama Hizinin Belirlenmesi

Pt elektrot ylizeyine doniisiimlii voltametri teknigiyle PPy, PNMP ve kopolimer
sentezi i¢in uygulanacak tarama hizinin optimizasyonu yapilmistir. Monomer derigimi,
uygulanan potansiyel aralik sabit tutularak PPy, PNMP ve kopolimer sentezi i¢in 20-50-
100 mV/s tarama hizi uygulanarak, Pt elektrot yilizeyi polimerle kaplanmigtir. Bu
elektrotlarla  olusturulan  biyosensorlerin =~ glukoza  baglhi  akim  degerleri
kronoamperometrik olarak belirlenmis ve en uygun tarama hizi segilmistir.

3.2.3.3. Kitosan Derisiminin Optimizasyonu

Pirol, N metil pirol veya kopolimer kapli elektrotlarin % 0,25 - 1,0 arasinda

kitosan derigimleri kullanilarak optimum kitosan derisimi belirlenmistir.

3.2.3.4. Enzim Derisiminin Optimizasyonu

Pirol, N-metilpirol veya kopolimer i¢in 1-4 mg/ml arasinda enzim derisimleri

kullanilarak optimum enzim derigimi belirlenmistir.

3.2.3.5. Glutaraldehit (GAL) Derisiminin Optimizasyonu

Pirol, N metil pirol veya kopolimer kapli elektrotlarin % 0,025 - 0,10 arasinda

GAL derisimleri kullanilarak optimum glutaraldehit derigimi belirlenmistir.

3.2.4. Glukoz Biyosensoriiniin Karakterizasyonu

3.2.4.1. Glukoz Biyosensorlerin Yiizey Ozelliklerinin Karakterizasyonu
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Pirol veya N metil pirol kapl elektrotlarin (Pt/PPy/Chi+GOD/GAL ve
Pt/PNMP/Ch1+GOD/GAL) dijital fotograf makinesi ile fotograflar1 ¢cekilmis ve taramali
elektron mikroskobu (SEM) ile goriintiilenmistir.

3.2.4.2. FTIR Analizi

Pt elektrot yiizeyinde kaplanan polimer tabakalar kazinarak FTIR analizi
yapilmis; monomer spektrumlari ile karsilagtirilarak polimer sentezinin gergeklestigi

yapisal olarak gdsterilmistir.

3.2.4.3. Kronoamperometrik Olarak Glukoz Derisimine Bagh Akim Degerlerinin

Olciilmesi

Bu asamada tek hiicreli ii¢ elektrot teknigi (Sekil 3.2) ile glukoza karsi
elektrodun akim cevabi kronoamperometrik olarak sabit potansiyelde 6l¢iilmiistiir.

Referans

/ elektrot (Ag/AgCl)
Calhsma
elektrodu l I l
\ B Karsit
elekitrot (Pt)
- "
-' & - . = a - R 000000 E-!ektl_'olit
. . - - . T cozelti
=~ S -

Sekil 3.2. Caligmalarda kullanilan tek hiicreli ii¢ elektrot sisteminin sematik gdsterimi

Calisma elektrodu olarak iletken polimer ve GOD igeren kitosan ile modifiye

edilmis yiizey alan1 0,09 cm?

yiizey alan1 0,09 cm? olan Pt elektrot; referans elektrot olarak da Ag/AgCl (3M, KCI)

olan Pt elektrot (enzim elektrot), kars1 elektrot olarak
elektrot kullanilmstir.

Glukoza bagli akim cevabi Olciiliirken, Once glukoz igermeyen tampon

cOzeltinin akim degeri Ol¢iilmiis; sonrasinda bu ¢ozeltiye glukoz derisimi istenen
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degerde olacak sekilde stok glukoz ¢ozeltisinden eklenip tekrar akim degeri Sl¢iilmiis ve
bu iki deger arasindaki fark net akim cevabi olarak belirlenmistir. Akim degerleri sabit
potansiyelde ve 120 s Olglim siiresi alinarak yani kronoamperometrik metotla

Olgtilmiistiir.

3.2.4.4. Glukoz Derisimine Bagh Akim Cevabinin Ve Kinetik Parametrelerinin

Belirlenmesi

Bu asamada tek hiicreli iiclii elektrot teknigi ile 6nce tampon ¢ozelti icinde 120 s
boyunca akim olciildiildiikten sonra, igerisine stok glukoz ¢dzeltisinden eklenerek yine
120 s boyunca akim degeri Olglilmiistiir. Her Ol¢iim sonrasinda glukoz derisimi
arttirilarak 6lgiim tekrarlanmistir. Glukoz derisimine (0,2-3,0 mM) bagli akim degerleri
kullanilarak Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilmis Imax ve Km

degerleri hesaplanmustir.

3.2.4.5. Biyosensoriin tekrar kullanim kararhhgi

Bu asamada optimal kosullarda elde edilen elektrotlar yine optimum pH ve
potansiyelde kullanilarak ve ardigik olarak 20 kullanim sayisina bagli olarak akim

degerlerindeki degisim belirlenmistir.

3.2.5. Hazirlanan enzim elektrotlarin metal oksit nanopartikiillerle optimizasyonu

PPy, PNMP ve PPy-co-PNMP ile elde edilen elektrotlardan en yiiksek etkinlik
gosteren polimer tiirii segilerek metaloksit nanopartikiillerle modifiye edilmistir. Metal
oksit nanopartikiil olarak ZnO, TiO2 ve ZnTiO3z nanopartikiilleri ile modifiye edilmistir.
Bunun igin kitosan ¢ozeltisine 0,1, 0,5 ve 2,0% olacak sekilde metal oksit
nanopartikiiller eklenmis ve ultrasonikatdr ile homojen hale getirilen ¢ozeltiye GOD
eklenerek enzim elektrot tasariminda kullanilmistir. Elde edilen elektrotlar glukoz
derisimine bagli akim degerleri karsilastirilarak elektron iletimine en yiiksek katkida

bulunan metal oksit nanopartikiil segilmistir.
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3.2.6. Biyosensoriin gercek drneklerde glukoz tayininde kullanimi

Calismanin bu asamasinda elma suyu, iiziim suyu, gazoz ve bal olmak iizere 4
farkl1 6rnekte glukoz tayini yapilacaktir. Bunun icin 6rneklerin glukoz derisimi hem
ticari olarak satilan glukoz kitiyle spektrofotometrik olarak, hem de metaloksit
nanopartikiil ile modifiye edilmis ve edilmemis elektrotlarla elektrokimyasal olarak
Ol¢iilmiistir.

Metal oksit nanopartikiillerle modifiye edilmis ve edilmemis elektrotlar elma
suyu, gazoz, bal ve iiziim suyu gibi sivilarda bulunan glukoz derisimlerinin
belirlenmesinde kullanilmigtir. Aynmi1 6rneklerin glukoz derisimleri glukoz oksidaz —
peroksidaz enzim sistemi igeren ticari glukoz kiti ile de belirlenmis, elde edilen
sonuclar karsilagtirllmigtir. Biyosensor elektrotlarla piyasada bulunan ticari sivi ve
iceceklerdeki glukoz tayinini belirlemeden 6nce 0 - 1 mM glukoz ¢ozeltileri
kullanilarak standart glukoz egrisi olusturulmustur. Benzer sekilde 0,0 — 7,5 mM
glukoz c¢ozeltileri ve glukoz kiti kullamilarak yine bir standart glukoz egrisi
olusturulmustur. Bu egrinin olusturulmasi i¢in 13 deney tiipii alinmis ve pH 7 fosfat
tamponunda hazirlanan 0,05; 0,10; 0,20; 0,30; 0,40; 0,50; 0,60; 0,80; 1,00; 1,50; 2,50;
5,00; 7,50 mM olan standart glukoz ¢ozeltilerinden 0,05 ml 37 °C sicakligindaki su
banyosunda sicakliklar1 dengelenene kadar bekletilmistir. Ardindan her tiipe 0,40 ml
fosfat tamponu ve glukoz tayin kiti ¢ozeltisinden 0,50 ml eklenmis, son hacim 3 ml
olacak sekilde saf suyla tamamlanmistir. Tiipler vortex cihazi ile karistirilmis ve 37 °C
sicakligindaki su banyosunda 20 dakika bekletilmistir. Reaksiyon sonunda tiip
iceriklerinin absorbans degerleri kore karsi 505 nm“de UV spektrofotometresinde
okunarak absorbans degerleri derisime karsi grafige gecirilmistir. Okumalarda tek
kullanimlik kiivetler kullanilmis ve her derisim iicer parelel olacak sekilde
calisilmistir. Ornekler belli oranlarda seyreltilmis ve glukoz icerikleri ayn1 yontemle

¢izilmis olan standart glukoz egrisi kullanilarak hesaplanmistir (Can, 2010).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Platin elektrot iizerine iletken polimerler tek hiicreli U¢glii elektrot sisteminde

dontisiimlii voltametri teknigi (CV) ile sentezlenmistir (Sekil 4.1)

Sekil 4.1. Elektrokimyasal analiz cihazinda CV ile polimer sentezinin yapildig: tek
hiicreli ii¢ elektrot sistemi

4.1. Polipirol (PPy) sentezi

Polipirol (PPy) sentezi monomer olarak farkli derisimlerde pirol (Py) igeren 0,15
M Na-Ox elektrolit ¢ozelti kullanilarak CV yontemi ile gerceklestirilmistir. Sentezde
uygulanan potansiyel aralik i¢in ¢ok sayida 6n deneme calismalar yapilmis ve -0,5 ile
+1,8V potansiyel araliginin en uygun oldugu belirlenmistir.

Calismada oncelikle monomer derisim etkisi arastirilmistir. Bunun igin 0,15 M
Na-Ox elektrolit derisiminde 50 mV/s tarama hizinda Py monomer derisimi 10, 25, 50,
75 ve 100 mM olarak degistirilerek platin elektrot iizerine PPy sentezlenmis ve elde
edilen elektrotlar 2 mg/ml GOD igeren % 0.5 kitosan ¢ozeltisi ve sonrasinda % 0,1

GAL c¢ozeltisi ile muamele edilerek enzim elektrotlar hazirlanmistir. Elde edilen
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elektrotlar 20 saat bekletildikten sonra, 0,6 V sabit potansiyelde 6nce pH=6 tamponu ve

sonrasinda farkli glukoz ¢ozeltilerindeki akim degerleri 6l¢iilmiistiir.
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Glukoz Derigimi (mM)

Sekil 4.2. Farkli Py derisiminde sentezlenen PPy ile olusturulan biyosensorlerin glukoz
derisimine bagli akim cevabinin degisimi (®: 10 mM; O: 25 mM; A:50 mM; A:75
mM [1:100 mM pirol)

Sekil 4.2°de goriildiigii gibi en yiiksek akim cevabi 25 mM pirol monomeri
kullanilarak hazirlanan elektrotla elde edilmistir. Monomer derisiminin degisimi
PPy’nin gozenek biiylikliiglini etkiler. Diisiik monomer derisiminde biiylik gézenek
yapili polimer olusur ve bu yap1 lizerine GOD+Chi filminin adsorpsiyonu zayif
olacaktir. Yiiksek monomer derisiminde ise yiizeyde heterojen yapida bir polimer
olusumu meydana gelir ve bu durumda da GOD+Chi filminin ylizeyden kolaylikla
desorpsiyonu meydana gelecektir. Ancak uygun gozenek biyiikliigiinde film elde
edildiginde GOD+Chi tabakanin yiizeye siki tutunmasi ve glukoz varliginda GOD’nin
aciga cikardigi H202 nin pargalanmasiyla olusan elektron iletimi daha kolay olacaktir.
Ozellikle polimer tabaka ile Chi tabaka arayiizeyinde bulunan ve polimer biinyesindeki
gozeneklere adsorbe olan GOD molekiillerinin glukoz ile verdigi reaksiyon elektron
yogunlugunun olusumunda etkili oldugu diisiiniilmektedir. Dolayist ile araylizeyde
polimer yiizeye tutunmus GOD miktar ile glukoz derisimine bagli akim yogunlugu
orantili olacaktir. Bu baglamda sentezlenen polimer filmin gézenekliligi ve homojenligi

akim yogunlugunda 6nemli bir role sahiptir.
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Sonraki asamada 25 mM pirol monomeri kullanilarak tarama hizlarn
degistirilmis ve glukoz derisimine bagli akim cevaplar 6l¢iildiigiinde Sekil 4.3. elde

edilmistir.
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Sekil 4.3. Farkli tarama hizlarinda sentezlenen PPy ile olusturulan biyosensorlerin
glukoz derisimine bagl akim cevabinin degisimi. Tarama hizi: A:20 mV/s; O: 50
mV/s; [1:100 mV/s

Sekil 4.3’de goriildiigii gibi diisiik glukoz derisimleri i¢in 20 mV/s tarama hizi
ile elde edilen elektrotlarin akim degerleri en yiiksekken, yiiksek glukoz derisimlerinde
50 mV/s tarama hiz1 ile elde edilen elektrotun akim degerleri yiiksek ¢ikmistir. Ancak
akim degerleri glukoz derisimine bagli olarak lineer olarak arttiindan optimal tarama
hiz1 50 mV/s olarak secilmistir.

Tarama hizinin polimer filmin gézenek yapist ve iletkenligine oldukga biiyilik
etkisi vardir. Tarama hiz1 arttik¢a gézenekli ve diizensiz bir polimer olusur; bu da Chi
biinyesindeki GOD’nin polimer yiizeye adsorpsiyonunu zorlastirir.

15 mM Na-Ox ve 25 mM Py monomer karistmindan olusan ¢ozelti iginde
dontigimlii voltametri (CV) yontem ile 50 mV/s tarama hizi ile 13 tarama sayisi
uygulanarak platin elektrot ylizeyine sentezlenen PPy filmin doniisiimlii voltamogram
egrisi Sekil 4.4’de verilmistir. Platin elektrot ylizeyinin kararli yapisindan dolayr akim
degerlerinin yaklasik -0,50 V ile 0,50 V araliginda yaklasik sifir dolaylarinda oldugu

gorilmiistiir.
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mA 0,15M NaOx-25 mM PPy-50 mV/s

Akm

Potansivel v

Sekil 4.4. PPy sentez egrisi (25 mM pirol ve 50 mV/s tarama hizi)

Pirol monomerinin oksidasyonundan dolayr akim degerleri 0,50 V’tan sonra
hizli bir sekilde artmistir. Bu oksidasyon pikinden sonra elektrot yiizeyi siyah bir tabaka
ile kaplanmistir. Bu piklerin tarama sayis1 artik¢a akim degerlerinin artmasi, sentezlenen
PPy filmin iletkenliginin arttifin1 gostermektedir. Ayrica bu akim artislar1 polipirol

filmin indirgenmesi ve yiikseltgenmesi olaylarina karsilik gelmekte olup A:c,0.?,
R:PPy olmak iizere tepkime asagidaki gibi verilebilir:
(RYA)) +2nye” = (R), +nyA

Cozeltide ¢ok sayida bulunan okzalat iyonlart (c,0;2) polimer film

sentezlenirken filmin ti¢ boyutlu yapisina katilirlar ve ylikseltgenmis yapida elde edilen
film indirgenirken bu iyonlar polimer yapisindan ayrilarak cozeltiye gecerler. Yani
elektrodun yiizeyindeki PPy filmi disaridan elektron gonderildigi zaman film indirgenir

ve yiik denkligini saglamak icin iyonlar polimer filmin gozeneklerinden ¢ozeltiye dogru
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difiizlenirler. Yiikseltgenme esnasinda ise polimer film elektron kaybettiginden yine

yik denkligini saglamak i¢in c,0,?iyonlar1 yeniden filmin gozeneklerinden polimer
film yapisina dogru difiizlenirler. Bu sonug itibari ile platin elektrot ylizeyinde
sentezlenen PPy film hem yiikseltgen hem de indirgen formda elde edilmistir. PPy film
sentez egrisindeki yaklasik 1,50 V potansiyelden sonraki akim artis1 asagidaki
tepkimeye gore oksijen ¢ikisini gostermektedir.
2H,0— Oa) +AH* +4e°

Polimer film sentezi esnasinda oksijen cikiginin gozlenmesi polimer filmin

gozenekli bir yapiya biirlinmesini saglamaktadir. Bu durum ise GOD enziminin polimer

film yiizeyinde iyi tutunmasini saglamaktadir.
4.2 Poli(N-metipirol) (PNMP) sentezi

Poli(N-metilpirol) (PNMP) sentezi monomer olarak N-metilpirol i¢eren 0,15 M
Na-Ox elektrolit ¢ozelti kullanilarak -0,5 ile +1,5V potansiyel aralifinda CV yontemi ile
gerceklestirilmistir. Sentezde uygulanan potansiyel aralik icin ¢ok sayida 6n deneme
calismalar1 yapilmistir. Calismada Oncelikle monomer derisim etkisi arastirilmistir.
Bunun i¢in 0,15 M NaOx elektrolit derisiminde 50 mV/s tarama hizinda NMP monomer
derisimi 10, 25, 50, 75 ve 100 mM olarak degistirilerek platin elektrot {izerine PNMP
sentezlenmis ve elde edilen elektrotlar 2 mg/ml GOD igeren % 0.5 kitosan ¢ozeltisi ve
sonrasinda %0.1 GAL c¢ozeltisi ile muamele edilerek enzim elektrotlar hazirlanmistir.
Elde edilen elektrotlar 20 saat bekletildikten sonra, 0,6 V sabit potansiyelde énce pH 6
tamponu sonra farkli glukoz ¢o6zeltilerindeki akim degerleri 6l¢tilmiistiir. 100 mM NMP
monomer derisiminde elde edilen elektrotla glukoz derisimine bagli akim cevabi
Olciilememistir (Degerler negatif ¢ikmistir). Diger elektrotlar i¢in elde edilen sonuglar
Sekil 4.5’de verilmistir.

Sekil 4.5.’de goriildiigii gibi en yiiksek akim cevabi 50 mM NMP monomer

derisimi ile hazirlanan elektrot i¢in elde edilmistir.
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Sekil 4.5. Farkli NMP derisiminde sentezlenen PNMP ile olusturulan biyosensorlerin
glukoz derisimine bagli akim cevabinin degisimi. [1: 10 mM; A:25 mM A:50 mM; O:
75 mM NMP

Sonraki asamada 50 mM NMP monomeri kullanilarak tarama hizlar
degistirilmis ve glukoz derisimine bagli akim cevaplart 6lgiildiigiinde Sekil 4.6. elde

edilmistir.
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Sekil 4.6. Farkli tarama hizlarinda sentezlenen PNMP ile olusturulan biyosensorlerin
glukoz derisimine bagli akim cevabinin degisimi. Tarama hizi: 2A:20 mV/s; O: 50
mV/s; [1:100 mV/s
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Sekil 4.6.’da goriildiigli gibi tarama hizi arttikca glukoz derisimine bagli akim
cevabinda azalma gozlenmistir. En yiiksek akim degerleri 20 mV/s tarama hizi ile
olusturulan elektrot i¢in gdzlenmistir.

15 mM Na-Ox ve 50 mM NMP monomer karisimindan olusan ¢6zelti i¢inde CV
yontem ile 20 mV/s tarama hizi ile 10 tarama sayisi uygulanarak platin elektrot
yiizeyine sentezlenen poli(N-metilpirol) (PNMP) filmin doniisiimlii voltamogram egrisi
Sekil 4.7°de verilmistir. Platin elektrot ylizeyinin kararli yapisindan dolay1 PPy sentez
egrisinde oldugu gibi akim degerlerinin yaklasik -0,50 V ile 0,50 V araliginda yaklasik
sifir dolaylarinda oldugu goriilmiistiir. Platin elektrot yiizeyinde siyah bir goriintiiniin
olugmasina neden olan pik NMP monomerinin oksidasyonundan dolay1 yaklasik 1,00 V
dolaylarinda ortaya ¢ikmistir. Bu pikin akim degerlerinin azalmasi sentezlenen PNMP
filmin iletkenliginin her taramadan sonra diistiglinii gostermektedir. Platin elektrot
yiizeyinde piroliin tiirevi olan monomer N-metilpirolden sentezlenen PNMP filmin de,
PPy sentezi esnasinda gergeklesen benzer olaylara bagli olarak hem yiikseltgen hem de

indirgen formlara sahip olacaktir.

mA 0,15M NaOx-50mM NMP-20mV/s

Potansiyel v

Sekil 4.7. Poli N-Metilpiroliin sentez egrisi (50 mM NMP, 20 mV/s)
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4.3. Poli(Pirol-co-N-metilpirol) (P(Py-co-NMP) sentezi

Toplam monomer derisimi 50 mM ve NMP:Py monomer derisim oranlar1 1:9,
5:5 ve 9:1 olacak sekilde Pt elektrot iizerinde 3 ayr1 polimer sentezi gergeklestirilerek

enzim elektrotlar olusturulmus ve glukoz derisimine bagli akim cevabi degerleri Sekil

4.8 de verilmistir.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

% Maksimum Akim

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
Glukoz Derigimi (mM)

Sekil 4.8. Farkli monomer derisim oranlar1 kullanilarak elde edilen biyosensorlerin
glukoz derisimine bagli akim cevaplart (NMP:Py oranlari: O: 5:5; [1: 9:1; A: 1:9)

Sekil 4.8’de goriildiigii gibi, NMP:Py derisim oranlar1 5:5 iken (25 mM NMP ve
25 mM Py) sentezlenen P(Py-co-NMP) ile olusturulan elektrotlarin glukoz derisimine
bagli akim degerleri en yiiksek ¢ikmistir. Bu nedenle ilerleyen ¢alismalarda esit derisim
oranlarinda monomer kullanilarak kopolimer sentezi yapilmaya karar verilmistir. NMP
ve Py derisimleri 25 mM olan sartlarda kopolimer sentezine tarama hizinin etkisi
arastirilmis ve elde edilen sonuclar Sekil 4.9°da verilmistir.

Sekil 4.9’da goriildiigii gibi 50 mV/s tarama hizi ile olusturulan elektrodun

glukoz derisimine bagl akim degerleri en yiiksek ¢cikmustir.
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Sekil 4.9. Farkli tarama hizinda elde edilen kopolimer ile olusturulan biyosensorlerin
glukoz derisimine bagli akim cevaplar1 (Tarama hizi: [1: 20; O: 50; A: 100 mV/s)

25’er mM NMP ve Py igeren elektrolit ortamda (0,15 M Na-Ox) CV ile
sentezlenen P(Py-co-NMP) filmin gelisim egrisi Sekil 4.10°da verilmistir.

mA 5:5 Py:NMP-0,15M NaOx

Potansiyel

Sekil 4.10. Kopolimer film sentez egrisi (25:25 Py:NMP, 50 mV/s)
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15 mM sodyum okzalat ve 25 mM pirol + 25 mM N-metilpirol monomer
karisimindan olusan ¢o6zelti iginde potansiyodinamik 6l¢iim ile 50 mV/s tarama hiz1 ile
13 tarama sayist uygulanarak platin elektrot yiizeyine sentezlenen poli(pirol-co-N-
metilpirol)(PPy-co-PNMP) filmin donisiimli voltamogram egrisi Sekil 4.10’da
verilmistir. Platin elektrot yiizeyine PPy-co-PNMP kopolimer film sentez egrisinde 0,50
V potansiyele kadar akim degerlerinin sifir dolaylarinda olmasi higbir elektrokimyasal
tepkimenin olmadigimi gostermektedir. Bu potansiyelden sonraki akim degerlerindeki
hizli artis monomerlerin yiikseltgenmesine karsilik gelmektedir. Bu akim degerlerinin
tarama sayisi arttikga olusan kopolimer filmlerin iletkenliginin azalmasindan dolay:
azaldig1 gozlenmistir. Kopolimer film sentezi i¢in elde edilen monomer oksidasyon pik
siddetinin, polipirol sentezinkinden daha yiiksek, poli(N-metilpirol) sentezinkine benzer

oldugu goriilmiistiir. Oksijen ¢ikisi ise yaklasik 1,5 V’tan sonra gézlenmistir.

4.4. Elektrot Tasariminda Chi, GOD ve GAL Derisimlerinin Optimizasyonu

4.4.1. PPy Esash Elektrot Tasariminda Chi, GOD ve GAL Derisimlerinin

Optimizasyonu

25 mM Py ve 50 mV/s tarama hizi ile elde edilen PPy filmle kapl Pt elektrot
GOD igeren farkli derisimde Chi ile modifiye edilerek enzim elektrotlar olusturulmus

ve bu elektrotlarin glukoza bagli akim cevaplar1 Sekil 4.11°de verilmistir.
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Sekil 4.11. PPy ile modifiye elektrodun tasariminda kullanilan Chi derisiminin glukoza

bagli akim cevabi tizerine etkisi (A: %0,10; O: %0,25; <: %0,50, ®: %0,75 ve [I:
%1,0 Chi)
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%0,25 Chi kullanilarak farkli derisimde GOD ile hazirlanan elektrotlarin glukoz
derisimine bagli akim cevaplart Sekil 4.12.’de verilmistir. Sekil 4.12.’de goriildigii gibi
3 ve 4 mg/ml GOD ile olusturulan enzim elektrotlarin akim cevaplar1 daha yliksek
cikmistir. Elektrot tasarimi igin sonraki g¢alismalarda GOD derisiminin 4 mg/ml

olmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.12. PPy ile modifiye elektrodun tasariminda kullanilan GOD derisiminin
glukoza bagli akim cevabi {izerine etkisi (O: 1 mg/ml, [1:2 mg/ml; <: 3 mg/ml ve
A4 mg/ml)

GAL derisimi %0,025 ve 9%0,1 arasinda degistirilerek farkli elektrotlar
hazirlanmis ve bu elektrotlarin glukoz derisimine bagli akim cevaplar1 Sekil 4.13.°de
verilmistir. GAL, Chi ve GOD molekiillerinin yapisinda bulunan —NH2 gruplari
arasinda capraz baglar olusturarak jel matriksinden GOD kacisint engellemektedir.
Diisiik GAL derisiminde yeterince ¢apraz baglar meydana gelemeyeceginden elektrot
yiizeyinden GOD kagis1 olacaktir. Yiiksek GAL derisiminde ise ¢apraz bag sayist fazla
olacagindan gbzenek yapisi kiigiilecek ve substratin GOD’ye ulasmasi zorlasacaktir.
Sekil 4.13.’de goriildigi gibi % 0,050 GAL kullanilarak hazirlanan elektrodun akim

cevabi en yiiksek ¢cikmustir.
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Sekil 4.13. PPy ile modifiye elektrodun tasariminda kullanilan GAL derisiminin
glukoza bagli akim cevabi lizerine etkisi (O: %0,025; [I: %0,050; A: % 0,075 ve <:
% 0,10 GAL)

4.4.2. PNMP Esash Elektrot Tasariminda Chi, GOD ve GAL Derisimlerinin

Optimizasyonu

Optimal kosullarda sentezlenen PNMP iizerine farkli kitosan derisimleri ile
biyosensor olusturulmus ve glukoz derisimine bagl elde edilen akim cevabi degerleri

Sekil 4.14° de verilmistir.
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Sekil 4.14. PNMP ile modifiye elektrodun tasariminda kullanilan Chi derisiminin
glukoza bagl akim cevabi tizerine etkisi (A: %0,10; O: %0,25; ®: %0,50, <>:%0,75 ve
[J: %1,0 Chi)

Sekil 4.14.” de goriildiigii gibi kullanilan Chi derisimi arttik¢a glukoz derisimine

bagh oOlcililen akim artmis; en yliksek akim cevab1 % 1,0 Chi ile hazirlanan elektrot i¢in

32



elde edilmistir. %1 Chi kullanilarak ancak farkli GOD ile hazirlanan elektrotlarin
glukoz derisimine bagli akim degerleri Sekil 4.15°de verilmistir.
Sekil 4.15° de goriildiigli gibi, biyosensor olustururken kullanilan GOD derisimi

4 mg/ml iken akim cevabi en yiiksek ¢ikmustir.
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Sekil 4.15. PPy ile modifiye elektrodun tasariminda kullanilan GOD derisiminin
glukoza bagli akim cevabi lizerine etkisi (<: 1 mg/ml, O: 2 mg/ml; A: 3 mg/ml ; ve
C1: 4 mg/ml)

%1 Chi ve 4 mg/ml GOD ile hazirlanan elekrotlar farkli derisimlerde GAL ile
modifiye edilerek olusturulan elektrotlarin glukoz derisimine bagli akim cevaplar Sekil

4.16’da verilmistir.
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Sekil 4.16. PNMP ile modifiye elektrodun tasariminda kullanilan GAL derisiminin
glukoza bagl akim cevabi lizerine etkisi (O: %0,025; [1: %0,050; A: % 0,075 ve <: %
0,10 GAL)
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Sekil 4.16’da goriildiigii gibi en diisiik ve en yliksek akim degerleri sirastyla %
0,025 ve % 0,100 GAL ile hazirlanan elektrotlar i¢in elde edilmisken; %0,050 ve
%0,075 GAL ile hazirlanan elektrotlarin akim degerleri birbirine yakin ¢ikmaistir.

4.4.3.P(Py-co-NMP) Esash Elektrot Tasariminda Chi, GOD ve GAL

Derisimlerinin Optimizasyonu

Optimal sartlarda sentezlenen kopolimer filmle kapli Pt elektrot, 2 mg/ml GOD
iceren farkli derisimde Chi ile etkilestirilerek enzim elektrotlar elde edilmis ve bu
elektrotlarin glukoz derisimine bagl akim cevaplar1 Sekil 4.17°de verilmistir. Sekil
4.17°de gorildigi gibi % 0,50 ve %0,75 Chi ile olusturulan elektrotlarin diisiik glukoz
derisimlerinde akim cevaplari hemen hemen ayni1 iken yiiksek glukoz derisimlerinde %
0,50 Chi ile hazirlanan elektrodun akim cevabinin tiim elektrotlardan yiiksek oldugu
belirlenmistir. Bu nedenle sonraki ¢alismalarda kopolimer kapli Pt elektrodun %0,5 Chi

ile modifiye edilmesine karar verilmistir.
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Sekil 4.17. Kopolimer kapli elektrot ile farkli Chi derisiminde elde edilen
biyosensorlerin glukoz derisimine bagli akim cevaplar1 (0:%0,10; [J: %0,25; <: %0,50
A\:%0,75 ve A: %1,0 Chi)

Kopolimer kapli Pt elektrot 1, 2, 3 ve 4 mg/ml GOD iceren % 0.5 Chi ¢ozeltisi

ile muamele edilerek olusturulan biyosensorlerin glukoz derisimine bagli akim cevaplari
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Sekil 4.18’de verilmistir. Sekil 4.18’de goriildigi gibi GOD derigimi arttikga akim

cevabi artmistir. Bu nedenle optimal GOD derisimi 4 mg/ml olarak se¢ilmistir.
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Sekil 4.18. Kopolimer kapli elektrot ile farklit GOD derisiminde elde edilen
biyosensorlerin glukoz derisimine bagli akim cevaplart (O:1mg/ml ; [1:2 mg/ml; <:3
mg/ml, AA:4 mg/ml GOD)

Sekil 4.19, 4 mg/ml GOD igeren %0,5 Chi ¢ozeltisi ile modifiye edilmis enzim
elektrotlarin ylizeyinde c¢apraz baglanma olusturan GAL ¢6zeltisinin derisiminin
optimizasyon sonuglari goriilmektedir. %0,025, 0,050, 0,075 ve 0,100 GAL ¢ozeltileri
ile elde edilen elektrotlarda, GAL derisimi artttkca akim degerlerinde diisme

gozlenmistir.
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Sekil 4.19. Kopolimer kapl elektrot ile farkli GAL derisiminde elde edilen
biyosensorlerin glukoz derisimine bagli akim cevaplart (0:%0,025 ; [1:90,050;
<:%0,075; A:%0,10 GAL)
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4.5. Enzim Elektrotlarin Yapisal Karakterizasyonu

4.5.1.Polimer Filmlerin FTIR Analizleri

PPy, PNMP ve P(Py-co-NMP) filmlerinin her biri kendine ait optimal sartlarda Pt
elektrot yilizeyinde sentezlenerek biriktirilmis ve her bir filmin, ayrica Py ve NMP
monomerlerin FTIR analizleri yapilmistir.

Py ve PPy i¢in elde edilen FTIR Olgiimleri sirasiyla Sekil 4.20 (a) ve (b)’de
verilmektedir.

Py i¢in elde edilen spektrumlara bakildiginda, 3398,7 cm™ pik sekonder aminlerin
simetrik ve asimetrik —N-H gerilmesine, 3132,7 ve 3105 cm™ aromatik C-H

gerilmesine, 724,8 cm™ piki C-H esnemesine karsilik gelmektedir.
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Sekil 4.20. Py monomeri (a) ve PPy (b) filmin FTIR spektrumlari
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PPy igin elde edilen spektrumlara bakildiginda, 3189,6 N-H ve 2981,1 cm?
aromatik C-H, 1633,3 cm™ C=C ve C=N gerilmesine, 775,93 cm™ piki C-H esnemesine
karsilik gelmektedir.

NMP ve PNMP i¢in elde edilen FT-IR Slgiimleri sirasiyla Sekil 4.21 (a) ve (b)’de
verilmektedir. NMP icin elde edilen spektrumlara bakildiginda, 3102,2 cm™ aromatik
C-N gerilmesi, 2944,3 ve 2902,7 cm™ alifatik C-H gerilmesi, 1509 cm™ pikleri ise N-C
esneme, 1287,3 cm™ piki C-N gerilmesine ve 719,27 cm™ piki C-H esnemesine karsilik

gelmektedir.
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Sekil 4.21. NMP monomeri (a) ve PNMP (b) filmin FTIR spektrumu

PNMP icin elde edilen spektrumlara bakildiginda, 3329,4 cm™ aromatik N=C-H
gerilmesi, 1639,2 cm™ pikleri ise C=N esneme, 1434,2; 1359,3 ve 1317,8 cm™ piki C-

N gerilmesine karsilik gelmektedir.
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Sekil 4.22’de sodyum okzalat ortaminda sentezlenen P(Py-co-NMP) kopolimer
film icin elde edilen spektrumlara bakildiginda hemen hemen ayni yapilarin olustugu
gozlenmektedir. P(Py-co-NMP) kopolimer filmin 3400 cm™’de sahip oldugu pikin

keskin olmasi kopolimer filmin olusumunu géstermektedir.
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Sekil 4.22. P(Py-co-NMP) filmin FTIR spektrumu

4.5.2.Enzim Elektrotlarin Dijital Fotograf Makinesi Ile Elde Edilen Géoriintiileri

Ciplak Pt ve enzim elektrotlarin olusturulmasi esnasindaki agsamalar polimer film
kaplama, GOD+Chi ile etkilesme ve GAL ile etkilesme sonrasi elde edilen elektrotlarin
yiizeyleri dijital fotograf makinesi ile 67 kez biiyiitme ile goriintiilenmistir (Sekil 4.24).
Sekil 4.23’de ¢iplak Pt (A) elektrot parlak gri metalik renk sergilerken, elektrot PPy ile
kaplandiginda yiizeyin koyu mavi renge biirlindiigii, daha sonra polimer film kapli Pt
elektrot GOD+Chi karnisimi ile etkilestirildiginde olusan Pt/PPy/GOD+Chi (C)
elektrodun yiizeyinin koyu gri renkte oldugu gozlenirken, bu yiizeyin GAL ile
etkilestirilmesi sonucu olusan Pt/PPy/GOD+Chi/GAL (D) elektrodun goriintiileri
yiizeyin kahverengi renge doniistigiinii gostermektedir. Pt elektrot yiizeyinde her
etkilesmeden sonra yiizeyin farkli renge donlismesi etkilesmelerin gerceklestigini

gostermektedir.
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Ciplak pt PPy kapl1 elektrot

(D)

PPy/GOD+Chi PPy/GOD+Chi/GAL (20 sa bekleme sonrasi)

Sekil 4.23. Pt (A), PUPPy (B), Pt/PPy/GOD+Chi (C) ve Pt/PPy/GOD+Chi/GAL (D)
elektrot ylizeylerinin fotograf goriintiileri

Benzer sekilde, PNMP ile modifiye elektrota ait digital fotograf goriintiileri
Sekil 4.24° de verilmektedir. Sekil 4.24’de gortldigi gibi PNMP kapl elektrodun
yiizeyinin homojen ve siyah renkli oldugu bulunmustur. PNMP kapl yiizeyin Chi ile
etkilestirildiginde rengin acildigi goriilmektedir. Elektrodun 20 saat GAL’a maruz
birakildiktan sonra da yilizeyinin degismesi diisiiniilen etkilesimlerin gergeklestigini
gostermektedir. Pt/PPy/GOD+Chi/GAL elektrot yiizeyinin Pt/PNMP/GOD+Chi/GAL

yiizeyine gore daha homojen oldugu goriilmiistiir.
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NMP/GOD+Chi NMP/GOD+Chi/GAL (20 sa bekleme sonrast)

Sekil 4.24.Pt (A), PYPNMP (B), PPNMP/GOD-+Chi (C) ve P/PNMP/GOD+Chi/GAL
(D) elektrot yiizeylerinin fotograf goriintiileri

Sekil 4.25’da ise kopolimer film ile olusturulan enzim elektrotlarin polimer
kapli, GOD igeren Chi ile yiizeyde ince film olusturulmus ve GAL ile muamele edilmis
yapilarinin 67 kez biiyiitiilmiis dijital fotograf goriintiileri verilmektedir. Sekil 4.25°da
gorildiigli gibi, Pt elektrot ylizeyine uygulanan her asamadaki kaplamalarin hem PPy
hem de PNMP yiizeylerine gore daha acik renkli oldugu gozlenmistir. Anca gerek
GOD immobilizasyonu ve gerekse GAL ile muamele sonrasinda elektrot ylizeylerinin

PR

goriintiilerinin degistigi gozlemlenmistir.
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Ciplak pt - N B kopolimer kapli elektrot

(D)

kopolimer/GOD+Chi kopolimer/GOD+Chi/GAL

Sekil 4.25. Pt (A), PUP(Py-co-NMP) (B), PP(Py-co-NMP)/GOD-+Chi (C) ve Pt/ P(Py-
co-NMP) /GOD+Chi/GAL (20 sa bekleme sonrasi) (D) elektrot yiizeylerinin fotograf
goriintiileri

4.5.3.Enzim Elektrotlarin SEM Goriintiileri

Polimer kapli (A) ve GOD+Chi ve GAL (B) ile modifiye edilerek hazirlanan
elektrotlarin 2000 kez biiyiitiilmiis SEM goriintiileri PPy, PNMP ve P(Py-co-NMP) i¢in
sirastyla Sekil 4.26, 4.27 ve 4.28°da verilmistir. Sekil 4.26’de Pt elektrot yiizeyinde
sentezlenen PPy filmin homojen ve ince oldugu goriilmiistiir. PPy film yiizeyinin
GOD+Chi ve GAL ile etkilesim sonrasi farkli yapinin olustugunu yansitan biiyilik yapili
taneciklerin varligi goriilmektedir. Benzer durum PNMP film yilizeyine GOD+Chi ve
GAL ile kaplamalar sonucu da gozlenmis olup, bazi bolgelerin gozenekli oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.27).
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1gkU HE.@88 18um BEE3 MKU EMU Z8 kU 18um BEB3 MKU EMU

Sekil 4.26. Pt/PPy (A) ve Pt/PPy /GOD+Chi/GAL (B) elektrot yiizeylerinin SEM
goriintiileri

HBrm BE83 MKU EMU ZBkU HZ, Baa B rrn B3 MKU EMU

Sekil 4.27. P/PNMP (A) ve Pt/PNMP/GOD+Chi/GAL (B) elektrot yiizeylerinin SEM
goriintiileri

Bum BEE3 MU EMU Zz8kU 18um BE8B3 MKU EMU

Sekil 4.28. Pt/P(Py-co-NMP) (A) ve Pt/ P(Py-co-NMP) /GOD+Chi/GAL (B) elektrot
yiizeylerinin SEM goriintiileri
Sekil 4.28’da PPy-co-PNMP kopolimer filmin PPy ve PNMP homopolimer
filmlere gore daha kalin bir goriinimli oldugu disliniilmektedir. Bu ylizeyin
etkilesmeler sonrast homopolimer film yiizeyindeki etkilesmeler sonrasindakinden ¢ok

farkli olarak heterojen yapili bir goriiniim gézlenmektedir.
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4.6. Enzim Elektrotlarin Kinetik Parametreleri

Enzimatik reaksiyonlarda, tepkime hiz1 baslangigta substrat derisimi ile orantili
olarak artarken, sonrasinda substrat derisimi artsa bile tepkime hizi sabit kalir. Bu
durumda enzim maksimum hiza ulasmistir. Maksimum hizin yarisina ulagsmak igin
gerekli substrat derisimi Ky olarak tanimlanir. Bu c¢alisgmada tepkime hizinin
belirlenmesi akim 6l¢iimii ile dolayli olarak yapilmaktadir. Fiziksel olarak Km katsayisi
enzim ve substratin birbirine olan ilgisini gostermektedir. Enzim ve substrat arasindaki
ilgi fazla ise diisiik substrat derisimlerinde bile enzimi substrat ile doygun hale getirmek
miimkiindiir (Devlin, 1997).

Optimal kosullarda elde edilen elektrotlarin tampon ¢ozeltilerdeki akim degerleri
kronoamperometrik olarak olgiilmiis, ardindan farkli derisimlerde hazirlanmis glukoz
cozeltisindeki akim degerleri Olgiilerek akim farklari alinmis, substrat derisimine
karsilik gelen net akim degerleri hesaplanarak Michaelis-Menten ve Lineeweaver-Burk

egrileri olusturulmustur.

4.6.1. PPy ile Modifiye Edilen Elektrodun Kinetik Parametreleri

Pt/PPy/Chi+GOD/GAL elektrodunun glukoz derisimine bagli akim degerleri
i¢in elde edilmis Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk egrileri sirasiyla Sekil 4.29.(a)
ve Sekil 4.29. (b)’de verilmistir. Lineweaver-Burk grafigine gore; edilen denklemde
kayma (0,0212) 1/Imax degerini, egim (0,0287) ise Km/Imax degerini vermektedir. Bu
veriler kullanilarak PPy ile modifiye edilmis elektrodun Imax degeri 47.17 pA, Km
degeri ise 1.35 mM olarak hesaplanmistir. Li ve Lin (2007), poliaminofenol, polipirol,
Pt nanopartikiilleri ile camsi1 karbon elektrot iizerinde olusturduklart glukoz
biyosensoriinde, derisime bagli olarak akim cevabinda dogrusal bir artis gézlemis, Km
ve Imax degerlerini sirasiyla 23,9 mM ve 378 pA olarak bulmustur. Can (2010), yaptig1
calismada Pt/PPy-GODNapTS i¢in Km degerlerini sirasiyla 5,2 ve 1,7 mM, Imax
degerlerini ise 14,2 ve 25,4 pA olarak hesaplamistir.
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Sekil 4.29.PPy ile modifiye edilen elektrot i¢cin Michaelis-Menten(a)ve Lineweaver-
Burk (b) egrileri

4.6.2. PNMP ile Modifiye Edilen Elektrodun Kinetik Parametreleri

Pt/PNMP/Chi+GOD/GAL elektrodunun glukoz derisimine bagli akim degerleri
i¢in elde edilmis Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk egrileri sirasiyla Sekil 4.30.(a)

ve Sekil 4.30. (b)’de verilmistir.
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Sekil 4.30.PNMP ile modifiye edilen elektrot i¢in Michaelis-Menten (a) ve Lineweaver-
Burk (b) egrileri

Lineweaver-Burk grafigine gore; edilen denklemde kayma (0,0353) 1/Imax
degerini, egim (0,1017) ise Km/Imax degerini vermektedir. Bu veriler kullanilarak

PNMP ile modifiye edilmis elektrodun Imax degeri 28,33 pA, Km degeri ise 2,88 mM

olarak hesaplanmustir.
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4.6.3. P(Py-co-NMP) Tle Modifiye Edilen Elektrodun Kinetik Parametreleri

Pt/(Py-co-NMP)/Chi+GOD/GAL elektrodunun glukoz derisimine bagli akim
degerleri i¢in elde edilmis Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk egrileri sirasiyla
Sekil 4.31.(a) ve Sekil 4.31. (b)’de verilmistir.

12 08
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Sekil 4.31.P(Py-co-NMP) ile modifiye edilen elektrot i¢in Michaelis-Menten (a) ve
Lineweaver-Burk (b) egrileri

Lineweaver-Burk grafigine gore; edilen denklemde kayma (0,0292) 1/Imax
degerini, egim (0,1628) ise Km/Imax degerini vermektedir. Bu veriler kullanilarak
P(Py-co-NMP) ile modifiye edilmis elektrodun Imax degeri 34,25 pA, Km degeri ise
5,58 mM olarak hesaplanmigtir. Kadam ve ark. (2011), Pt levha tizerine P(Py-co-NMP)
kopolimerini galvanostatik olarak kaplayarak GOD esasli glukoz biyosensorii
tasarlamislardir. Elde ettikleri elektrot i¢in Imax ve Km degerlerini sirasiyla 16,66 pA

ve 3,2 mM olarak belirlemislerdir.

4.7. Enzim Elektrotlarin Tekrar Kullanim Kararhhiklar:

Enzimler kararli molekiiller olmadiklarindan bekledik¢e veya kullanildikga,
zamanla aktivitelerini kaybederler. Bu aktivite kaybi istenen bir durum degildir.
Biyosensoriin  kullanim sayisina bagli olarak aktivitesinin ¢ok fazla degismemesi
kullanilan immobilizasyon tekniginin iyi oldugunu gostermektedir. Tekrarlanabilirlik
biyosensor i¢in ¢ok dnemli olup hazirlanan biyosensorle arka arkaya fazla sayida analiz
yapabilecegimizi gostermektedir. Rutin analizlerde tek 6lgmede kullanilan kitler maliyet

acisindan pahali oldugu i¢in bu sekilde hazirlanan bir biyosensor daha avantajlidir.
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Pt/PPy-Chi+GOD/GAL, Pt/PNMP/Ch,+GOD/GAL ve Pt/P(Py-co-
NMP)/Chi+GOD/GAL kapl elektrotlarla 5 mM glukoz ¢ozeltilerinde 20 ardisik 6lglim
alimmis ve cevap akimlari % bagil aktivite olarak O6l¢me sayisina karsi grafige

gecirildiginde Sekil 4.32.elde edilmistir.
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Kullanim sayisi

Sekil. 4.32. PPy, PNMP ve Ppy-co-PNMP ile modifiye edilen enzim elektrotlarin tekrar
kullanim kararlilig1

Tekrar kullanim sonucunda her ii¢ elektrot icin enzimin yaklasik ayni akim
degerini 6l¢tiigii soylenebilir. Bagil aktiviteler PPy i¢in %92,6 , PNMP i¢in %91,36 ve
P(Py-co-PNMP) igin %89,87 oraninda korunmustur. Bulunan sonuglar literatiir
degerleri ile karsilastirildiginda hazirlanan biyosensoriin tekrar kullanilabilirliginin iy1
oldugu sdylenebilir. Ozyilmaz ve ark. (2011) GOD enzimini Pt yiizeyinde PPy polimeri
icinde hapsetme yontemi ile immobilize ederek olusturduklar1 amperometrik yontemle
olusturduklar1 elektrodu 50 defa kullanmislar ve baslangigtakine gére % 40 oraninda

etkinlik kaldigin1 rapor etmislerdir.

4.8.PPy ile Olusturulmus Enzim Elektrotlarin Metaloksit Nanopartikiillerle
Modifikasyonu

Nanopartikiiller, 1 ile 100 nm arasinda boyutlarda bulunan materyallerdir.
Nanopartikiillerin hizli kiitle transferi, etkin bir sekilde biiyiikk ylizey alani, yiiksek

ylizey enerjisi, protein-metal partikiilleri yaklagtirma o6zelligi bulunmaktadir. Ayrica
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elektroanalitik iglemler i¢in hassas, kolay modifiye edilebilir, kararli bir elektrot yilizeyi
olustururlar. Boylece enzimler biyolojik aktivitelerini kaybetmeden uzun siire
kullanilabilir. Bu sebepten biyosensorlerde kullanilan nano yapili metal ve yari iletken
metal oksitler ile yapilan calismalar hizla artmaktadir (Bonnemann ve Richards
2001,Niemeyer 2001, Pingarron vd. 2008).

Bu ¢aligmada gerek kinetik parametreleri ve gerekse tekrar kullanim kararlilig:
gbzoniinde bulunduruldugunda, PPy kapli elektrot diger polimerler ile olusturulmus
elektrotlara gore belirgin bir iistiinliikk saglamistir. Bu nedenle, PPy kapli enzim elektrot
ticari olarak temin edilmis ZnO, TiO2 ve ZnTiO3 nanopartikiilleri ile modifiye edilerek
elektron transfer hizina etkileri karsilastirilmistir. Bunun igin optimal sartlarda Pt
elektrot tizerine olusturulan PPy film iizerine herbir nanopartikiil i¢in farkli derisimlerde
(0.1 mg/ml, 0.5 mg/ml ve 2.0 mg/ml) elde edilen Pt/PPy/Chi+GOD+ZnO/GAL,
Pt/PPy/Chi+GOD+TiO2/GAL ve Pt/PPy/Chi+GOD+TiZnO/GAL elektrotlarin glukoz

derigimine bagl akim degerleri belirlenmis ve Sekil.4.33.elde edilmistir.
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Sekil.4.33.Herbir nanopartikiil i¢in farkli derisimlerde hazirlanan elektrotlarin glukoz
derisimine bagli akim degerleri (¢:Nanopartikiilsiiz, o: ZnO, o: TiO2, A: ZnTiOz)
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Elde edilen grafikler sonucunda 0,1 mg/ml ZnTiO3 nanopartikiil kullanilan
calisma hari¢ diger grafiklerde nanopartikiil kullanimimin elektron transferine katki
saglayip akim degerlerini arttirdig1 gézlenmistir. Sekil 4.33” te elde edilen bu grafiklere
gore olusturulan elektrotun farkli nanopartikiillere bagli olarak 6l¢iilen akim grafikleri
incelendiginde her ii¢ derisim i¢in Pt/PPy/Chi+GOD+ZnO/GAL elektrotun en yiiksek
performans1 gosterdigi belirlenmistir. ZnO nanopartikiilii enzimin aktif bolgesi ile
elektrot arasindaki elektron transferini TiO2 ve ZnTiO3 nanopartikiillerine gore daha ¢ok

hizlandirmustir.

4.9. PPy ile Olusturulmus Enzim Elektrotlarin Gercek Orneklerde Glukoz

Tayininde Kullanim

Calisma kosullar1 optimize ve karakterize edilen biyosensoriin, icecek
orneklerindeki glukozun tayini i¢in kullanilabilirligini tespit etmek amaciyla, elma
suyu, lizim suyu, gazl icecek ve bal kullanilmistir. Ayn1 6rneklerin glukoz derigsimleri
ticari olarak satilan glukoz kitiyle de belirlenmistir. Ancak bunun igin oncelikle
glukoz kiti kullanilarak 0,0 - 7,5 mM glukoz ¢ozeltileri ile standart kalibrasyon egrisi
olusturulmustur. (Sekil 4.34)
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Sekil.4.34. Kit ile hazirlanan standart glukoz egrisi
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Uygun oranlarda seyreltilen sivi orneklerinin glukoz derisimleri glukoz Kiti,
Pt/PPy/Chi-GOD/GAL ve Pt/PPy/Chi-GOD-ZnO/GAL elektrotlart olmak iizere iig
farkli sekilde 6l¢iilmiis ve elde edilen sonugclar cizelge 4.1.de verilmistir. Glukoz kiti ile
bulunan degerler iceceklerin gergek glukoz derisimi olarak kabul edilmistir. Cizelgeye
gore igeceklerin derisimi ile nanopartikiilsiiz hazirlanan Pt/PPY/Chi-GOD/GAL

elekrotla elde edilen sonuglar birbirine daha yakin ¢ikmaistir.

Cizelge.4.1.Baz1 iceceklerin glukoz derigimlerinin glukoz kiti ve
Pt/PPy/Chi+GOD/GAL ve Pt/PPy/Chi+GOD+ZnO/GAL elektrotlar: ile belirlenmesi ve
karsilastirilmasi

Glukoz Derisimi (mg/dL)

Glukoz Kiti PPy ZnO NP-PPy
Elma 3,48 4,16 4,99
Uziim 8,23 8,15 8,50
Gazh icecek 7,05 6.86 7.23
Bal 85,89 85,97 86,94

Odac1 ve ark. (2008), karbon pasta elektrot kullanarak piranoz oksidaz esasl
amperometrik bir biyosensor gelistirerek cesitli sarap orneklerinin glukoz derisimini
DNSA yontemiyle belirledikleri degerlerin yaklasik %15 ile %28 asagisinda
belirlemislerdir. Can ve ark. (2010), GOD enzimini pTSA ve NapTS elektrolitleri
varliginda PPy sentez ortamina ekleyerek hapsetme yontemiyle immobilize etmislerdir.
Elde ettikleri enzim elektrotlar1 kullanarak malt igecegi, gazoz, bal, ilizim suyu ve
sarapta glukoz tayininde kullanmislardir. NapTS ile hazirladiklar elektrotun verdigi
sonuglarin genel olarak ticari glukoz kiti ile elde ettikleri degerlere daha yakin oldugunu

tespit etmislerdir.
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5. SONUC VE ONERILER

Calismada hazirlanan modifiye Pt enzim elektrotlarin, glukoza duyarh
amperometrik biyosensor olarak kullanilabilecekleri belirlenmistir.

Yiizeye PPy sentezlenmis elektrotlarin genel olarak en yiiksek akim degerini
gosterdigi belirlenmistir.

PPy, PNMP ve P(Py-co-NMP) kapli elektrotlarin tasariminda monomer
derisimi, tarama hizi, Chi, GOD ve GAL molekiillerinin derisimi optimize edilerek en

uygun derisim orani belirlenmistir.

Cizelge 5.1. Klasik yontemle optimize edilen elektrotlarin en uygun tasarim kosullari

Elektrodun olusturulmasinda sentezlenen polimer tiiri

Parametre PPy PNMP P(Py-co-NMP)
Monomer derisimi (mM) 25 50 5:5*
Tarama hiz1 (mV/s) 50 20 50

Chi derisimi (%) 0,25 1,00 0,50
GOD derisimi (mg/ml) 4 4 4

GAL derisimi (%) 0,05 0,10 0,025

*: toplam 50 mM monomer (25 mM NMP ve 25 mM Py)

Cizelge 5.2°de ise PPy, PNMP ve P(Py-co-NMP) ile olusturulan enzim
elektrotlar icin belirlenen Imax ve Km degerleri verilmistir. En yiiksek Imax degerini

PPy ile hazirlanan enzim elektrot gdstermistir.

Cizelge.5.2. Lineweaver-Burk grafiklerinden yararlanarak elde edilen Kmv ve Imax
degerleri

Monomer PPy PNMP P(Py-co-NMP)
Imax (uA) 47,17 28,33 34,25
Km (mM) 1,35 2,8 5,58

Kwm degeri enzimin substrata olan ilgisinin gostergesidir. Km ne kadar diisiikse

ilgi o kadar yiiksek oldugundan PPy kapli elektrotun GOD’nin glukoza olan ilgisini
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bliylik oranda arttirdigi sOylenebilir. Her ii¢ elektrot tiirlinlin Imax degerleri
kiyaslandiginda PPy kapli elektrotun diger elektrotlara gore oldukca yiiksek c¢ikmasi
pirol monomerinin elektron aktarimina pozitif etkisi oldugunu gostermektedir.

Biyosensor  elektrotlarin  elektrokimyasal ~ve  biyokimyasal  agidan
karakterizasyonlar1 gergeklestirilmis olup biyosensor ile ticari sivilarda glukoz tayini
yapilmustir.

ZnO,TiO2 ve ZnTiOs nanopartikiilleri ile hazirlanmis elektrotlarin glukoz
varlignda akim degerleri dlgiilmiistiir. Elde edilen sonuclara gore en yliksek akim degeri
Zn0 ile hazirlanmis elektrotta gézlenmistir.

Elde edilen elektrotlarin gida 6rneklerindeki glukoz derigiminin 6lgiilmesi ile
ilgili caligmalar yapilarak elektrotlarin potansiyel kullanim alanlar1 arastirilabilir.

Elektrot yiizeyinde olusturulan film SEM goriintiileri ve dijital fotograflar
yaninda IR, X-RD gibi tekniklerle karakterize edilebilir.

Farkli elektrolit tiirleri denenerek, sentez sicakligi, optimum pH optimize

edilebilir. Ayrica polimer kapl elektrotun depolama kararlilig: incelenebilir.
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