MUSTAFA KEMAL UNIiVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU

SEDA AGCAM

KiMYA ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

HATAY

OCAK-2016



T.C.
MUSTAFA KEMAL UNIiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

PiROL VE N-METILPiROLUN HOMO VE KOPOLIMER
FILMLERI ILE OLUSTURULAN GLUKOZ BiYOSENSORUNUN
TASARLANMASINDA YANIT YUZEY YONTEMININ KULLANIMI

SEDA AGCAM

KiMYA ANABILIiM DALI

YUKSEK LiSANS TEZIi

HATAY
OCAK-2016



T.C.
MUSTAFA KEMAL ﬁNiVERﬁiTESi
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

PIROL VE N-METIL PIROLUN HOMO VE KOPOLIMER FILMLERI ILE
OLUSTURULAN GLUKOZ BIYOSENSORUNUN TASARLANMASINDA
YANIT YUZEY YONTEMININ KULLANIMI

SEDA AGCAM
KIiMYA ANABILIM DALI

YUKSEK LISANS TEZI

Dog. Dr. Giill OZYILMAZ danismanhginda hazirlanan bu tez 29/01/2016 tarihinde
asapidaki jiiri tiyeleri tarafindan QYBIRLIGI ile kabul edilmistir.

Prof. D A: T MAZ Prof. Dr. Ali KILINC
Uve Uye

Kod No:

Prof. Dr. Okan SENER
Emnstitii Miidiiri

Bu ¢alisma MKU Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan desteklenmistir.
TUBITAK Proje No: 1137424
MKU BAP Proje No:

Not: Bu tezde kullanilan 8zgiin ve baska Kkaynaktan yapilan bildirislerin, gizelge, sekil ve fotoZraflarin
kaynak gsterilmeden kulianimi, 5846 sayih Fikir ve Sanat Eserleri Kanunundaki hitkiimiere tabidir.



29/01/2016

TEZ BiLDiRiMi

Tez igindeki biitlin bilgilerin etik davranig ve akademik kurallar ¢ercevesinde elde
edilerek sunuldugunu, tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu ¢alismada bana
ait olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagma eksiksiz atif yapildigini ve tez
tizerinde Yiiksekogretim Kurulu tarafindan higbir degisiklik yapilamayacag i¢in tezin
bilgisayar ekraninda goriintiilendiginde asil niisha ile aynm1 olmasi sorumlulugunun

tarafima ait oldugunu beyan ederim.

SEDA AGCAM



OZET

PiROL VE N-METIiLPIROLUN HOMO VE KOPOLIMER FIiLMLERI iLE
OLUSTURULAN GLUKOZ BiYOSENSORUNUN TASARLANMASINDA
YANIT YUZEY YONTEMININ KULLANIMI

Bu ¢alismada yiizey alan1 0,09 cm?olan platin elektrot (Pt) ylizeyine doniisiimlii
voltametri teknigi ile polipirol (PPy), poli-N-Metil pirol (PNMP) ve poli(pirol-ko-N-
metil pirol) (PPy-ko-NMP) sentezlenerek tizerine glukoz oksidaz (GOD) enziminin
immobilizasyonuyla amperometrik biyosensor tasarimi gergeklestirilmistir. Glukoz
varliginda Olgiilecek akim degeri, biyosensoriin hazirlanmasi ve ¢alisma kosullarindan
etkileneceginden deneysel parametreler yanit ylizey yontemi (YYY) ile optimize
edilmistir. Bunun igin State Ease Design Expert 8.0.7.1. (Seri No 0021-6578) bilgisayar
programi kullanilmistir. Pt/PPy-GOD-Chi/GAL, Pt/NMP-GOD-Chi/GAL ve Pt/PPy-ko-
PNMP/GOD-Chi/GAL enzim elektrotlarin SEM goriintiileri ile dijital fotograflar1 elde
edilmis ve GOD igermeyen elektrotlar i¢in elde edilen goriintiiler ile karsilastirilmistir.
Elektrotlar, glukoz igeren ve igermeyen ortamlarda doniisiimlii voltametri ve dogrusal
taramal1 voltametri teknikleri ile karakterize edilmistir. Optimum potansiyel degerleri
Pt/PPy-GOD-Chi/GAL ve Pt/NMP-GOD-Chi/GAL elektrotlar: igin 0,8 V, Pt/PPy-ko-
PNMP-GOD-Chi/GAL elektrodu i¢in 0,6 V ve optimum pH degerleri ise PPy ve PNMP
ile modifiye edilmis enzim elektrotlar igin 6, PPy-ko-PNMP ile modifiye edilen elektrot
igin ise 8 olarak bulunmustur. Glukoz derisimine bagl akim degerlerinde her elektrot
icin 3mM glukoz derisimine kadar dogrusal bir artis gézlenmis, ancak daha yiiksek
glukoz derisimlerinde akim degerlerindeki artig azalmistir. Lineweaver-Burk egrisinden
Pt/PPy-GOD-Chi/GAL, Pt/NMP-GOD-Chi/GAL ve Pt/(PPy-ko-NMP)-GOD-Chi/GAL
icin Ky, degerleri sirasiyla; 30,5, 17,82 ve 31,72 mM, Inax degerleri ise 909,1, 588,23 ve
714,28 pA olarak hesaplanmistir. Glukoz biyosensoriiniin tekrar kullanim kararliligi ve
depolama kararlilig1 sirasiyla oda sicakligt ve 4°C’de ayr1 ayri Olglilmiistiir. Sonug
olarak Pt/PPy-GOD-Chi/GAL elektrodun tekrar kullanim kararliligi en yiiksek iken,
depolama kararliligi en iyi elektrodun Pt/(PPy-ko-NMP)-GOD-Chi/GAL oldugu
gozlenmistir.

2016, 122 sayfa

Anahtar Kelimeler: Yanit yiizey yontemi, PPy, PNMP, PPy-ko-PNMP, amperometrik
glukoz biyosensorii



ABSTRACT

PYRROLE AND N- METHYLPYRROLE THE HOMO AND COPOLYMER
FILMS CREATED WITH GLUCOSE UTILIZATION OF RESPONSE
SURFACE METHODOLOGY IN DESIGNING THE BIOSENSORS

In this study, construction of amperometric glucose biosensor was carried out by
immobilizing of glucose oxidase (GOD) on platinum electrode with 0,09 cm? surface
area which coated with polypyrrole (PPy), poly(N-methylpyrrole) (PNMP) or
poly(pyrrole-co-N-methyl pyrrole) (PPy-co-PNMP) by the cyclic voltammetry
technique. Because measuring current values in the presence of glucose affected from
electrode preparing and working conditions, experimental parameters were optimized
by response surface methodology (RSM). To this, State Ease Design Expert 8.0.7.1.
(Serial Number:0021-6578) software was used. The SEM images and digital photo of
Pt/PPy-GOD-Chi/GAL, Pt/NMP-GOD-Chi/GAL and Pt/PPy-co-PNMP/GOD-Chi/GAL
enzyme electrodes were obtained and compared with GOD free electrodes. All
electrodes well characterized in absence and in the presence of glucose by cyclic
Voltammetry, linear sweep and impedance techniques. Optimal potential values were
determined as 0.8V for Pt/PPy-GOD-Chi/GAL and Pt/NMP-GOD-Chi/GAL electrodes
and as 0.6V for Pt/PPy-co-PNMP/GOD-Chi/GAL electrode. Optimal pH values were
determined for Pt/PPy-GOD-Chi/GAL and Pt/NMP-GOD-Chi/GAL electrodes as 6, for
Pt/PPy-co-PNMP/GOD-Chi/GAL electrode as 8. It was observed that, current values
increased by increasing glucose concentration up to 3 mM and then increment in current
values decreased at higher glucose concentration of Pt/PPy-GOD-Chi/GAL, Pt/NMP-
GOD-Chi/GAL and Pt/PPy-co-PNMP/GOD-Chi/GAL electrodes. Ky, valves of were
calculated from Lineweaver-Burk plot as 30,5, 17,8 and 31,72 mM, respectively, while
Imax Values were 909,1, 588,23 and 714,28 pA, respectively. Reusabilities and storage
stabilities were determined at room temperature and at 4 °C respectively. As a result, it
was observed that, while operational stability was the highest for Pt/PPy-GOD-
Chi/GAL, the best storage stability showing electrode was Pt/PPy-co-PNMP/GOD-
Chi/GAL.

2016, 122 pages

Keywords: Response surface methodology, Pt electrode, PPy, PNMP, PPy-co-PNMP,
amperometric glucose biosensor
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1.GIRIS

Basit bir monosakkarit olan glukoz, yasam i¢in en 6nemli karbohidratlardan
biridir. Hiicreler onu bir enerji kaynagi ve metabolik reaksiyonlarda bir ara iiriin olarak
kullanirlar. Fotosentezin ana {irlinlerinden biridir ve hiicresel solunum onunla baslar.
Glukoz, canlilarda ¢ok yaygin bulunan bir yakittir. Glukozun enzimler yardimiyla
yikilmasi olarak bilinen glikoliz ve bunu izleyen sitrik asit dongiisii yoluyla glukoz, CO,
ve suya oksitlenerek enerji saglar.

Glukoz tayini, gida islemleri ve fermantasyonda oldugu kadar hayati ve ticari
acidan da ¢ok onemlidir. Diyabetin izlenmesi ve tibbi teshis amaciyla glukoz tayini
olduk¢a yaygin bir sekilde yapilmaktadir. Deri alti dokularinda glukoz derisimini
siirekli bir degerlendirmeye tabi tutabilmek ve kandaki glukoz seviyesini
belirleyebilmek amaciyla duyarli, secici, glivenilir ve diisiik maliyetli glukoz sensorii
tiretimi giderek artmaktadir (Ustabas, 2010).

Biyosensorler, tayin edilecek molekiile duyarli bir biyolojik bilesenin, etkilesim
sonucu olusan degisimleri elektrik sinyaline doniistiiren fizikokimyasal bir
dondistiirliciiyle birlestirilmis analitik cihazlardir. Biyosensoriin amaci; analitin miktar
ile orantili elektrik sinyali tiretmektir. Biyosensor sistemleri ii¢ temel bilesenden
olusmaktadir. Bunlar; secici tanima mekanizmasina sahip biyoajan; bu biyoajanin
incelenen maddeyle etkilesmesi sonucu olusan fizikokimyasal sinyalleri elektronik
sinyallere doniistiirebilen "doniistiiriicii" ve "elektronik" boliimlerdir. Bu bilesenlerden
en Onemlisi, tayin edilecek maddeye karsi son derece se¢imli fakat tersinir bir sekilde
etkilesime giren, duyarli biyolojik ajandir (Telefoncu, 1999).

Biyosensorler klinik tipta teshis ve tayin amaciyla, fermantasyon analizi ve
kontroliinde biyoloji, kimya, gida endiistrisi, ziraat ve veterinerlikteki ¢esitli analizlerde,
endiistriyel gaz ve sivilarin analizinde, ¢evre kirlenmesinin izlenmesinde, patlayicilar ve
diger askeri alanlarda kullanilmaktadir.

Biyosensorler doniistiiriictiniin tiiriine gore optik, (Gerard ve ark.,1999; Singhal
ve ark., 2000), kalorimetrik, (Mosbach ve Danielsson, 1981; Xie ve ark., 1993)
piezoelektrik  ve  elektrokimyasal  doniistiiriciiler olarak  smiflandirilabilir.
Elektrokimyasal doniistiiriicti tiirleri de kendi aralarinda; amperometrik (Umana ve

Waller, 1986; Fortier ve Belanger, 1995; Bayram, 2015; Yagiz, 2015), potansiyometrik
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(Ratclife,1990; Trojanowicz ve ark., 1993), yari iletken ve kondiiktometrik (Nishizawa
ve ark.,1992; Contractor ve ark., 1994) dondistiiriiciiler olarak dort gruba ayrilir.

Amperometri; sabit uygulanan bir potansiyelde elektrokimyasal bir hiicredeki
akim degerlerinin ya da yogunlugunun o6lgiimiine dayanir. Akim yogunlugu, calisma
elektrodu yiizeyinde yiikseltgenme veya indirgenme tepkimelerine giren, ¢ozeltideki
elektrokimyasal olarak aktif tiirlerin bir fonksiyonudur ve bu tiirlerin derisimleri ile
orantilidir (Erden, 2010).

Amperometrik biyosensorler;  biyosensorlerden bahsedilince akla ilk gelen
genel ve yaygin kullanom imkani bulmus, analiz amacina yonelik biyoanalitik
sistemlerdir. Bu biyosensorler, sabit bir potansiyelde indirgenen ya da yiikseltgenen
bazi elektroaktif tiirlerin derisimi ile orantili olarak aciga cikan elektron yogunlugunun
elektrokimyasal bir hiicrede akim siddetinin Olgiimiinii esas alir. (Telefoncu, 1999).
Amperometrik biyosensorlerdeki en 6nemli faktér enzim ile elektrot arasindaki elektron
akisidir. Bu sistemlere en wuygun enzimler oksidazlar, dehidrogenazlar gibi
oksidorediiktaz smifi enzimlerdir (Clark, 1962). Amperometrik biyosensorlerin en
onemli avantaji elektrokimyasal hiicrede 10® M’dan daha diisiik derisimlere sahip
analitlerin tayininin yapilabilir olmasidir (Dzyadevych ve ark., 2011).

Bir amperometrik enzim elektrodun spesifik 0Ozellikleri; yliksek oranda
immobilize edilen enzimin aktif merkezi ile uygun bir g¢alisma potansiyelinin
uygulandigr bir elektrot yiizeyi arasindaki elektron transfer siirecinin kinetigine baglidir.
Yiiksek duyarlilik (hassasiyet) ve hizli cevap oOzelliklerine 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 kullanimi oldukga yaygindir.

lletken polimerler biyolojik materyallerin immobilizasyonu igin uygun
kompozitlerdir. Bu malzemelerin redoks 6zelliklerinden dolay1 son yillarda kullanimi
oldukca yaygilasmistir. 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).

Literatiirde iletken polimerler ile hazirlanmis biyosensorlerle ilgili ¢cok sayida

yayin bulunmaktadir. Polipirol (Sung ve ark., 2003; Can, 2010; Chen ve ark., 2005;



Ma ve ark., 2003), poli (3,4-etilen dioksitiyofen), (Lupu, 2013), poli-o-anisidin ve poli-
o-toluidin (Borole ve ark., 2004; Bayram, 2015), polivinilferrosen (Yavuz, 2005),
Polianilin (Abhijit, 2013, Borole ve ark., 2004; Zejun ve ark., 2014; Jie ve ark., 2015),
Poliasetilen (Saraswathi ve ark., 1993), Politiyofen (Kawai ve ark., 1990), Poli indol
(Santhanam ve Gupta, 1993), Polipropilen imin (Shukla ve ark., 2014), Polisiilfiir nitrit
(Greene ve ark.,1975), Poliparafenilen (lvory ve ark.1979), poli o-fenildiaminin
(POPD), (Malinauskas ve ark.,2000), Poli-vinil siilfonat (Gambhir ve ark.,2001), Poli-
N-Metil Pirol (Miyamoto ve ark.,1990) gibi polimerlerle ilgili ¢alismalar yapmislardir.

Elektrokimyasal polimerlesme, ii¢ elektrotlu bir hiicrede monomer ve destek
elektrolitini igeren uygun bir ¢oziiciide gergeklestirilir. Elektropolimerlesme, ince
filmler elde etmek icin potansiyostatik (gerilim kontrollii), kalin filmler elde etmek i¢in
galvanostatik (akim kontrollii) yiiriitiilebilecegi gibi donilistimlii voltametrik (gerilim
taramal) olarak da gergeklestirilebilir (Deshpande ve Amalnerkar, 1993).

Elektrokimyasal sentezler; calisma, referans ve karsit elektrottan olusan bir
hiicrede gerceklestirilir. Calisma elektrotu olarak altin ( Lu ve ark., 2002; Zhang ve
ark., 2004), platin (Malinauskas ve Garjonyte, 2000; Ma ve ark., 2005; Ren ve ark.,
2009; Bayram, 2015), titanyum ( Song ve ark., 2011), nikel, (Zhao ve ark., 2007; Sue
ve ark., 2008), camsi karbon (Huang, K.J., 2012), karbon (Anazawa ve ark., 2002;
Yagiz, 2015) vb. malzemeler kullanilmakta ve bu elektrotlarin yiizeyinde
elektropolimerlesme gerceklestirilmektedir. Elektrokimyasal polimerlesme ile iletken
polimer olusturabilecek monomerler, nispeten diisiik yiikseltgenme gerilimine
sahiptirler ve elektrofilik siibstitiisyon reaksiyonu gosterme egilimindedirler. Iletken
polimerler biyolojik tiirler i¢cin uygun bir immobilizasyon ortami olarak kullanilir. Bu
malzemelerin redoks Ozelliklerinden dolayr son yillarda kullanim1  oldukca
yayginlasmustir. Ozellikle polipirol nispeten daha kararli olmasi, kolay hazirlanmasi ve
iletkenliginin yliksek olmasindan dolayi, sensor calismalarinda en umut verici iletken
polimerdir (Ahuja ve ark.,2007).

Amperometrik biyosensorlerin tasariminda kullanilan en 6nemli biyolojik
bilesen olan enzimler, canli organizmalardaki biyokimyasal reaksiyonlar1 gergeklestiren
protein yapisinda olan biyolojik katalizorlerdir. Enzimler, reaksiyonlar1 enzim
icermeyen bir reaksiyona gore 107 ila 10" kat arttirabilirler. Biyosensor tasarimmnda

enzimler ¢ogunlukla elektrot yiizeyine immobilize edilmektedir. immobilizasyon islemi



elektrot biinyesindeki enzimin substrati ile etkilesimini Onemli derecede etkiler
(Yag1z,2015). Bu nedenle biyosensor tasariminda enzim immobilizasyonu dnemli bir
basamaktir. Biyosensor tasariminda kullanilan ilk ve en yaygin kullanilan enzim glukoz
oksidazdir (Luque ve ark., 2005; Li ve Lin, 2007; Comba ve ark., 2010; Ozyilmaz ve
ark., 2011). Bunun disinda , B-galaktozidaz (Amam ve Fransear, 2010), fruktoz
dehidrogenaz (Trivedi ve ark., 2009), a-amilaz (Zajoncova ve ark., 2004), alkol oksidaz
(Azevedo ve ark., 2005), lipaz (Kartal ve ark., 2007) gibi enzimler de biyosensor
uygulamalarinda kullanilmaktadir.

Endiistriyel, biyomedikal ve biyoteknolojik aragtirmalarda son yillarda yaygin
olarak kullanilan, oksidorediiktaz enzim sinifinin bir iiyesi olan glukoz oksidaz (GOD)
(EC 1.1.3.4, B-D-glukoz: oksijen oksidorediiktaz), glukozu molekiiler oksijen varliginda
glukono-1,5-laktona yiikseltgeyerek hidrojen peroksit (H,0,) agiga ¢ikarir. Agiga ¢ikan
lakton sulu ortamda herhangi bir enzime ihtiya¢ duymaksizin hidroliz olarak glukonik
aside dontistir. Molekiil agirligi enzimin kaynagina ve tiiriine goére 120 kDa (Witt ve
ark., 1998) ile 290 kDa (Shin ve ark., 1993) arasinda degisebilen GOD, dimerik ya da
tetramerik bir proteindir. GOD, yapisinda non-kovalent olarak bulunan Flavin Adenin
Dintikleotid (FAD) molekiilii sayesinde oksidasyonu gergeklestirir. Bu reaksiyonlarda
aci8a c¢ikan H,O, nin sabit potansiyelde molekiiler oksijene oksidasyonu sonucu olusan
elektron yogunlugunun akim olarak Ol¢limii amperometrik biyosensoriin temelini
olusturur. GOD esasli amperometrik biyosensoriin caligma prensibi Sekil 1.1°de

verilmistir.
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Her ne kadar 6lgiilecek akim yogunlugu; glukoz derisimi ile orantili olsa da, bu
degerin biiylikliigii enzim elektrodun olusturulma ve amperometrik Ol¢iim sartlarina
bagl olarak degisim gosterecektir. Dolayisiyla en yiiksek akim degerlerini elde etmek
amaciyla ¢alisma kosullarinin optimizasyonu yapilmalidir.

Optimizasyon, deneysel c¢aligmalarda verimliligi arttirmak, iiretimde kaliteyi
yiikseltmek, maliyeti diisiirmek, kaynak ve zamandan tasarruf etmek amaciyla hemen
her arastirmanin baslangicinda gergeklestirilen ¢alismanin bir adimidir.  Geleneksel
deney tasarim yontemleri yiiksek malzeme maliyeti, uzun zaman ve kaynak gerektiren
yontemlerdir. Her bir parametrenin deney iizerindeki etkisini arastirmak i¢in diger biitiin
parametreler sabit tutularak her seferinde bir parametre denenir. Bu durumda
parametrelerin ayni anda 4 ya da 5’ten fazla seviyelerinin incelenmesine olanak
saglamaz. Dolayisiyla; deney sayisinin azaltilmasi, zamandan ve maliyetten tasarruf,
kaynaklarin verimli kullanilmasi ve aragtirma-gelistirme faaliyetlerinin hizlandirilmasi
icin sistemin incelenen degerinin Olcililmesini saglayacak deneylerin tasarlanmasi
gerekmektedir (Subasi, 2010). Bu amagla iiriinlin veya iiretim prosesinin performansini
optimum noktaya eristirmek icin kullanilan ve bir optimizasyon teknigi olan Yanit
Yiizey Yontemi (YYY) (Response Surface Methodology) 1951 yilinda Wilson ve Box
tarafindan tanimlanmis ve gelistirilmistir. Kimya endiistrisinde ilk kez Myers ve
Montgomery tarafindan kullanilan YYY, proseslerin gelistirilmesi ve optimizasyonu
icin gerekli istatistiksel ve matematiksel tekniklerin birlikte kullanildigi bir yontem
olarak tanimlanmistir (Subasi, 2010). YYY’de iki ya da daha fazla degisken
kullanilarak modelleme yapilmaktadir. Bu yontem ile daha az degisken kullanilarak
iriin performansimnin ve siirecin iyilestirilmesi amaclamaktadir. Yanit modellerini
olusturmak i¢in gerekli veriler genellikle tam faktoriyel, kesirli faktoriyel veya merkezi
kompozit tasarim gibi biri matematiksel deney tasarimi yontemi vasitasiyla elde edilir
(Myers ve Montgomery, 1995).

YYY, siire¢ agisindan en iyi yanitin bulunmasi i¢in faktorlerin belirlenmesini,
stirecte etkin olan faktdr seviyelerinin bulunmasini, mevcut kosullarda elde edilen bir
kalite diizeyinin {izerinde bir iirlin kalitesinin saglanabilmesi i¢in yeni {iretim
kosullariin belirlenebilmesini, yanit ve nicel faktorler arasindaki iliskinin bir modelle

tanimlanmasini saglamaktadir (Goncii, 2011).



YYY model regresyon analizi yardimiyla olusturulur. Yanit yiizey olusturmanin
amaci, deneysel bir ¢aligmada sonug {izerinde etkin olan ¢ok sayidaki parametrelerden
olusan bir tasarim diizleminde belirli 6zellikleri saglayan bir bolgeyi (etkinligi
arastirilan parametreleri kapsayan bir aralik) ve bu bolgeye ait optimum noktay1 tahmin
etmektir. Bir faktoriin etkisinin veya diger faktorlerle etkilesiminin yanit degiskenin
degerlerinde ne derece Onemli bir etkiye sahip olduguna regresyon katsayilari
yardimiyla karar verilir (Turan ve ark., 2011).

Bu tiir tasarimlarin hazirlanmasinda kullanilan paket programlar mevcuttur. Bu
programlarin igeriginde, yapilacak c¢alismanin tiiriine gore se¢gme imkani sunan c¢ok
sayida yontem yer almaktadir. Segilecek yontemin belirlenmesi olduk¢a Onemlidir.
Ciinkli her bir tasarim yontemi icin farkli deneysel tasarimlar ve uygulama alanlari
vardir. Bu nedenle arastirmaci secilecek yontemin kendi ¢alismasina uygunlugundan
emin olmalidir. Ayrica dogru yontemin se¢ilmesi deneysel maliyetlerin diisiiriilmesi ve
daha az zaman harcanmasi gibi 6nemli faktorleri etkilemektedir.

Bu calismanin amaci, Pt elektrot iizerine doniistimlii voltametri teknigiyle
sentezlenen polipirol (PPy), poli N-metilpirol (PNMP) ve PPy-ko-PNMP iletken
polimer filmlerin, iizerine glukoz oksidaz (GOD) enziminin immobilizasyonuyla
glukoza duyarli biyosensor tasarimi, biyosensor tasarim parametrelerinin optimizasyonu
ve elde edilen elektrotlarin ayrintili bir sekilde karakterizasyonunun yapilarak
elektrokatalik ozelliklerinin  belirlenmesidir. Bu ¢alismada enzim elektrodunun
kullaniminda glukoz c¢ozeltisinde Olciilen akim degerlerinin nicel biiyiikliiglinii
etkileyen parametreler iizerine ¢alisilmistir. Bu nedenle Yanit Yiizey Yontemi (YYY)
ile monomer derisimi, tarama hizi, GOD, GAL ve Chi derisimleri ile pH ve ¢alisma
potansiyeli gibi cesitli parametrelerin, akim degeri lizerine etkisi incelenmistir. Yiizeyi
PPy, NMP ve PPy-ko-PNMP ile modifiye edilmis enzim elektrotlar, SEM ve fotograf
goriintiileri ile yapisal, CV, DTV ve impedans analizleri ile elektrokimyasal, kinetik
parametreleri, depolama ve tekrar kullanim kararliliklar1 belirlenerek biyokimyasal

olarak karakterize edilmislerdir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Rodriguez ve ark. (2000), bakir ile kapladiklart camsi karbon elektroda GOy
immobilize ederek amperometrik glukoz biyosensorii tasarlamiglardir. Elektrokimyasal
olarak kaplanan bakirin, hizli ve hassas bir glukoz olgiimii igin enzimatik reaksiyon
sonucu a¢iga ¢ikan hidrojen peroksitin serbest kalmasi yoniinde etkin bir
elektrokatalitik aktivite sagladigimi belirtmislerdir. Ayni1 zamanda bu o6zelliginden
dolayi, glukoza kars1 yiiksek hassasiyet gosterip, hizli tespit ettigini de bildirmiglerdir.
Biyosensor cevabinda etkili olan pH, potansiyel, zaman, bakir tuzu ve enzim derigimi
gibi faktorleri, amperometrik olarak arastirmislar. -0,05 V potansiyel akimda
elektrokimyasal olarak kaplanan bakirin gézenekli yapisi sayesinde tirik ve askorbik asit
gibi kolayca okside olan bilesiklere karsi miikemmel ilgi gosterdigi sonucuna
varmuslardir. Dogrusal cevabi 2x10% M glukoz derisiminde bulmuslardir. Algilama
stnirint 1,2x10° M olarak tespit etmislerdir.

Gouda ve ark. (2001), gida ve fermentasyon orneklerinin analizi igin,
Immobilize multienzim ve katodik amperometri bazli siikroz biyosensérii
tasarlamuslardir. Invertaz, mutarotaz ve GOD igeren ¢oklu enzim sistemini, capraz
baglama maddesi olarak glutaraldehid ile immobilize etmislerdir. % 1-10 araliginda
siikroz tahmini icin biyosensor calisma parametrelerini standardize etmislerdir. Yanit
yizey metodu (YYY) ile ii¢ faktére dayali ii¢ degisken tasarimini yapmiglardir.
Biyosensor cevabi tizerine 6nemli degiskenlerin (enzimlerin konsantrasyonu invertaz
(10-50 1U), mutarotaz (5-105 1U) ve GOD (1-9 IU) olarak etkilerini incelemislerdir.
Biyosensor cevabi iizerine ¢alisilan parametreler aralifinda, invertaz derigiminin azalip
mutarotaz ve GOD derisimin artmasinin tepki siiresini azalttig1 sonucuna ulagmislardir.
Mutarotaz derisiminin 75 IU oldugu zamanlar, beta-D-glikoz inhibisyonuna sebep
oldugundan, cevap siiresinin arttigin1 gézlemlemislerdir. Siikroz analizi i¢in elde edilen
optimum konsantrasyonlart: invertaz i¢in 10 IU, mutarotaz i¢in 40 IU ve GOD i¢in 9 IU
olarak belirlemislerdir. Bu kosullarla birlikte, tahmin edilen ve gercek deneysel tepki
stiresinin sirasiyla 2,26 ve 2,35 dk larda elde ettiklerini bildirmislerdir.

Razola ve ark. (2002), Platin elekrot iizerine elektropolimerizasyon yontemiyle
Polipirol kaplayarak, iizerine yaban turpu peroksidazi (HRP) immobilize etmislerdir.
Daha sonra enzimin daha iyi tutunmasi amaciyla ikinci PPy tabakasiyla tekrar

kaplamiglardir. Tasarlanan biyosensor, 4,9x107 ve 6,3x10” M derisim araligindaki



hidrojen peroksit derisiminin belirlenmesini saglamistir. Biyosensoriin  depolama
kararliginin belirlenmesi i¢in yapilan c¢alisma sonucunda 35 giin sonra aktivitesinin
%90’ 1m1 korudugunu belirlemislerdir.

Rai ve ark. (2003), mosambi suyunda bulunan pektinaz enzimini degisik
stirelerde (40-141 dakika) ve (32-49 °C) sicaklikta muamele ederek, ¢ok sayida farkli
olan enzim konsantrasyonuna ait ¢ozeltiler (% w /v 0,0004-0,0014) elde etmislerdir.
Elde ettikleri ¢Ozeltilerde, gesitli parametrelerin (6rnegin, goriiniir viskozite, berraklik
ve ¢oziinmeyen kati alkol) enzim tedavisi kosullarina etkisini incelemislerdir. Optimum
islem kosullarin1 yanit ylizey metodunu kullanarak belirlemislerdir. Optimum sonuglara
gore; viskozite, ¢oziinmeyen kati alkol ve enzim derisiminin sicaklik ile azaldigini tespit
etmislerdir. Clarity Suyunda yaptiklari deneme sonuglarina gore ise sicakligin
artmastyla enzim derisiminin arttigini bildirmislerdir.

Borole ve ark. (2004), poli(o-anisidin) (POA), poli(o-toluidin) (POT) ve onlarin
kopolimerleri olan poli(o-anisidin-co-o-toluidin) (POA-ko-POT)’ i 0,1 M derisimde, 1
M H,SO, elektrolit ortaminda 50 mV\s tarama hiziyla -0,2 ve 1,0 V potansiyel
araliginda Ag\AgCl elektrota karsi platin elektrot yiizeyine sentezlemislerdir.
Olusturulan ince filmlere hapsetme yontemiyle GOD immobilize ederek bir glukoz
biyosensérii tasarlamislardir. Olgiimlerde asetat ve fosfat tamponlar1 kullanilmus, her iki
tamponda da POA/GOD, POT/GOD, POA-ko-POT/GOD elektrotlar igin maksimum
akim degerlerini pH 5,5’te ve 0,60 V potansiyel araliginda goézlemislerdir.
Amperometrik ol¢limlerde fosfat tamponunun asetat tamponuna gore daha hizli yanit
verdigini gérmiisler ve fosfat tamponunu tercih etmislerdir. POT/GOD elektrot, her iki
tampon ortaminda da daha iyi sonuglar verdigi i¢in, POA-ko-POT/GOD ve POA/GOD
elektrotlara gore tercih edilmistir. Kopolimer/GOD elektrodun, POA/GOD elektroda
gore daha iyi sonug verdigini belirtmislerdir.

Yavuz (2005), kolay ve hassas voltametrik glukoz enzim elektrodunun
tasarlanmas1 i¢in yeni bir yontem tanimlamistir. Polivinilferrosen (PVF) kapli Pt
elektroda dayanan enzim elektrodunun gelistirilmesini saglayacak basit bir enzim
tutuklama yontemini aragtirmis, bu c¢aligmada iki yeni glukoz enzim elektrodu
gelistirmistir. Calismasinin birinci adiminda, PVF kaplanmis Pt elektrodu enzim
¢ozeltisine daldirarak GOD’nin polimer matriks icerisinde tutuklanmasi saglamistir.

Tasarladig1 enzim elektrodu, PVF-GOD enzim elektrot olarak tanimlamistir. Elektrot



cevabi lizerine polimerik film kalinligi, pH, sicaklik, substrat ve enzim derigim etkisini
arastirmistir. Lineer ¢calisma araliginin {ist smirin1 73,86 mM glukoz olarak bulmustur.
Tutuklanmig enzim sistemi i¢in goriiniir Michaelis-Menten sabiti (Ky,) ve aktivasyon
enerjisini sirasiyla 417,57 mM ve 14,48 kJ/mol olarak bulmustur. Calismanin ikinci
adiminda GOD’yi, PVF kaplanmis ve ardindan Au biriktirilmig Pt elektrot iizerine ayni
yontemle tutuklamistir. Lineer ¢alisma araliginin iist sinirin1 105,26 mM glukoz olarak
bulmustur. Tutuklanmis enzim sistemi i¢in Michaelis-Menten sabiti (Km) ve aktivasyon
enerjisini sirasiyla 371 mM ve 18,76 kJ/mol olarak bulmustur.

Ramanavic¢ius ve ark. (2006), yaptiklar1 calismada PPy’nin elektrokimyasal
polimerizasyonu sirasinda, biyolojik olarak aktif molekiillerin immobilizasyonunu da
gerceklestirmislerdir. Bazi istenmeyen elektrokimyasal etkilesimlerin 6nlenmesi ve bazi
redoks enzimlerde elektron transferini kolaylastirmasi agisindan polimerin 6zelliklerini
tartigmuglardir.  Immunosensér ve DNA sensérlerinde PPy uygulamalarinin  son
gelismelerini sunmuslardir. Ilgili ajanlar tarafindan katkili elektrokimyasal olarak
iiretilen PPy ve yari iletken 6zelliklerinin, degisikliklere dayali bazi yeni hedef DNA ve
hedef protein algilama yontemlerini tanitmislardir. Molekiiler baskili PPy gelisiminde
son gelismeler ve sorunlar1 degerlendirilmislerdir.

Ekanayake ve ark. (2007), Pt plaka iizerine gbzenekli aliiminyum substrat
olusturup, daha sonra iizerini PPy nanotlip ile kaplayarak yeni bir amperometrik glukoz
biyosensorii tasarlamiglardir. Yaptiklart c¢alismada GOD’yi model enzim olarak
kullanmislardir. Ticari olarak temin edilebilen nano gozenekli aliiminyum diskleri
fiziksel adsorpsiyonla enzim sikismasinin uygulanabilirligini incelemek amaciyla
elektrot yapiminda kullanmislardir. Nanotiip dizisi i¢eren polipirol / PFs- filmi 0,3 mA /
cm? arasinda bir akim yogunlugunda 0,05 M pirol ve 0,1 M LiPFg ihtiva eden bir ¢ozelti
kullanarak 90 saniye boyunca sentezlemislerdir. Her elektrotta, immobilizasyonu
fiziksel adsorbsiyon ile yapmuslardir. PPy nanotiipiin ¢apim1 100 nm olarak
belirlemiglerdir. ~ Sentezlenen  nanotlipiin  karakterizasyonunu  galvanostatik
elektrokimyasal teknikle yapmislardir. Michaelis—Menten sabitini (Ky,) 7,01 mM olarak
hesaplamiglardir. Nano gozenekli elektrotlarin  kullanimmin etkili  bir enzim
immobilizasyonu saglamakla birlikte reaksiyonun algilanmasi igin yiikksek bir yiizey
alan1 sagladigi sonucuna vararak, bu faktorlerin tasarlanacak yeni biyosensorlerin

karakteristik performanslarinin arttirilmasi i¢in kullanilabilecegi sonucuna varmiglardir.



Pang ve ark. (2008), yaptiklar1 ¢alismada, karbon nanotiipleri (CNT), modifiye
titan nanotiip (NT) dizilerinin i¢ buharinda gelistirerek hazirlamiglardir. Cap1 ~3 nm
olan Pt nanopartikiilleri, hidrojen peroksit oksidasyonu i¢in gii¢lii Katalitik faaliyet
gostermek amaciyla titan destekli CNT (TiO, / CNT) elektrot {izerine sentezlemislerdir.
Glukoz oksidaz (GOD) modifiye ettikleri TiO, / CNT / Pt elektrotla hazirladiklart
glukoz biyosensériiniin, 0,006 mM ile 1,5 mM glukoz araliginda 0,24 pA mM™ cm™
gibi yiiksek hassasiyet degerine sahip oldugunu belirlemislerdir. Ayrica yanit siiresinin
3 saniyeden daha diisiik oldugunu, dedeksiyon limitini 5,7 uM ve giiriiltii oranini da 3
olarak bulmuslardir.

Ren ve ark. (2009), yaptiklari ¢aligmada, platin ve silika jel igerisine GOD’nin
immobilizasyonu ile glukoz biyosensorii tasarlamislardir.  Nanopartikiillerin
ozelliklerinden tam olarak faydalanmak i¢in glukoz biyosensdriinde, Pt ve SiO;
nanopartikiilleri kullanmiglardir. Elde ettikleri deneysel sonuglara goére platin ve silika
jel nanopartikiilleri igeren enzim biyosensoriiniin akim degerlerinin 10mM B-D-glukoz
cozeltisi iginde 0,32 UA cm ve 33 UA cm™ kadar arttigin1 belirlemislerdir.

Can (2010), yaptig1 ¢alismada yiizey alani 0,18 cm? olan platin levha {izerine
doniistimlii voltametri teknigi ile para toluen siilfonik asit (pTSA) ve sodyum para
toluen siilfonat ortaminda (NapTS) polipirol (PPy) sentezlemis ve sentez ortaminda
bulunan GOD enziminin es zamanli olarak immobilize edilmesi ile glukoz biyosensorii
tasarlamistir. Pt/PPy-GODpTSA ve Pt/PPy-GODNapTS enzim elektrotlarin SEM
goriintiileri ve dijital fotograflarini, GOD igermeyen elektrotlar i¢in elde edilen
goriintiiler ile karsilastirmigtir. Elektrotlart farkli glukoz derisimlerinde doniistimlii
voltametri ve dogrusal taramal1 voltametri teknikleri ile karakterize etmistir. Elde ettigi
Pt/PPy-GODpTSA ve Pt/PPy-GODNapTS enzim elektrotlar i¢in optimum potansiyel
degerlerini sirasiyla 0,7 ve 0,6 V; optimum pH degerleri ise sirasiyla 4,5 ve 7,0 olarak
bulmustur. Glukoz derisimine bagl olarak (0,05-30 mM) gozledigi akim degerlerinde
her iki elektrot igin ImM glukoz derisimine kadar dogrusal bir artig gbzlemlemis, ancak
daha yiliksek glukoz derisimlerinde akim degerlerindeki artisin azaldigini gérmiistiir.
Lineweaver-Burk egrisinden Pt/PPy-GODpTSA ve Pt/PPy-GODNapTS i¢in Km
degerlerini sirasiyla 5,2 ve 1,7 mM, Vmax degerlerini ise 14,2 ve 25,4 pA olarak
hesaplamistir. Glukoz biyosensoriiniin depolama kararliligin1 sulu tampon ortaminda

bekleterek ayri ayr1 Olgmiistiir. Genel olarak Pt/PPy-GODNapTS elektrodunun
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depolama kararliliginin daha yiiksek oldugunu, ancak 30 giin sonunda her iki elektrodun
aktivitelerinin neredeyse tamamini kaybettiklerini gézlemlemistir. Pt/PPy-GODpTSA
ve Pt/PPy-GODNapTS elektrotlarin tekrar kullanim kararlhiliklarim1 5, 10 ve 20 mM
glukoz ¢ozeltilerinde belirlemis ve 50 ardisik 6l¢iim sonrasinda Pt/PPy-GODNapTS
elektrodun daha yiiksek kararlilik gosterdigini saptamistir. Ayrica Pt/PPy-GODpTSA
elektrodunun tekrar kullanim kararliligi glukoz derisimi arttikca azalirken Pt/PPy-
GODNapTS elektrodunun tekrar kullanim kararliliginin  glukoz derisiminden
etkilenmedigini gozlemlemistir. Ayrica tasarladig biyosensorler ile malt icecegi, gazoz,
sarap, bal ve ilizim suyu olmak iizere 5 sivida glukoz tayini yapmis ve Pt/PPy-
GODNapTS elektrodunun Pt/PPy-GODpTSA elektroda gore daha dogru sonuglar
verdigini gozlemlemistir.

Ustabas (2010), GOD enzimini, anilinin polivinilsiilfonathh ortamda
elektropolimerlesmesiyle hazirlanan polianilin-polivinilsiilfonat film ic¢ine hapsetme
yontemiyle immobilize etmistir. Bu amagla 6nce polianilin-polivinilsiilfonat filminin
optimum ¢alisma sartlarini belirlemistir. Glukoz tayinini, hazirladigi enzim elektrodun
yiizeyinde ger¢eklesen enzimatik tepkime sonucu olusan hidrojen peroksitin 0,40 V’ da
yiikseltgenmesine dayanarak yapmistir. Biyosensoriin glukoz tayini igin calisma
araligin1 1,0x1077 - 1,0x10™> M olarak tayin etmistir. Glukoz biyosensoriiniin cevabina
pH’ nin ve sicakhigin etkisini incelemistir. immobilize ettigi glukoz oksidazin K, ve
Vmax degerlerini 0,186 mM - 1,121 pA olarak hesaplamistir. Biyosensoriin tekrar
kullanilabilirligi ve raf dmriinii tayin etmistir. 16 6lglim sonra 1,0x10™> M glukoz i¢in,
bagil standart sapmay1r %12,36 olarak bulmustur. Hazirladigi biyosensorle biyolojik
sivida (kan) glukoz tayini yapmustir. Biyolojik ortamlarda olabilecek girisimlerin,
biyosensor cevabi {izerine etkilerini incelemistir.

Chen ve ark. (2011), ¢ok duvarli karbon nanotiip iizerine bimetal(PtPd-
MWCNTSs) nanopartikiiller kullanarak hassas, segici ve istikrarli amperometrik glukoz
biyosensorii tasarlamiglardir. Biyosensorii, camsi karbon elektrodun tizerine Nafion film
olusturarak (PtPd-MWCNTSs) katalizorlerinin immobilize edilmesi ile tasarlamiglardir.
Nafion film kaplamay: iirik asit, askorbik asit ve fruktoz gibi ortak girisimi ortadan
kaldirmak i¢in kullanmiglardir. Elde ettikleri biyosensoriin genis lineer araligini (0,062-
14,07 mM) ve diisiik algilama smir1 (0.031 mM) dolayisiyla glukoza karst iyi bir yanit

sergiledigini belirlemislerdir. Biyosensoriin yanit siliresinin 5 s oldugu ve yiiksek
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hassasiyet gosterdigini tespit etmislerdir (112 pA mM™ cm?). Michaelis-Menten
sabitini (Km) 3,3 mM olarak belirlemislerdir. Buna ek olarak, biyosensoriin yiiksek
tekrarlanabilirlik, iyi depolama kararliligi ve tatmin edici bir anti-parazit 6zellik
gosterdigini  gozlemlemislerdir. Gergek serum numunesi ile analiz yaparak
biyosensdriin, uygulanabilirligini de degerlendirmislerdir.

Urkut ve ark. (2011), yanmit yiizey yontemini (RSM) niikleik asit
biyosensorlerinde etikete gore gida kaynakli patojen algilama optimizasyonu igin
kullanmislardir. Gida 6rneklerinden elde edilen Listeria monocytogenes amplikonlarini
model olarak kullanmiglardir. Hibritlesme o6lgiisii Diferansiyel Puls Voltametri ve
Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi ile elde edilen guanini, oksidasyon
sinyallerini kullanilarak belirlemislerdir. Biyosensor segiciligi tizerinde etkili olan tuz
konsantrasyonu ve hibridizasyon siiresi dahil, hibridizasyon parametrelerinin etkilerini
arastirmak i¢in de RSM’ yi kullanmislardir. Istatiksel sonuglara gére, hibridizasyon
sonrasi tamamlayici olan ve olmayan hedeflerin saptama sinirin1 267 pM olarak tespit
etmislerdir.

Zhang ve ark. (2011), yaptiklar1 ¢alismada, iki istatistiksel deneysel tasarim
olan, Plackett-Burman tasarim (PBD) ve yamit ylizey yontemini (RSM), 2,3-
dihidroksibifenil, 1,2-dioksigenaz (BphC_LA-4)’in etkisinin katekol biyosensorii
lizerine etkisini aragtirmak ic¢in kullanilmiglardir. En 6nemli faktoérii PBD tarafindan
degerlendirmis ve dort onemli parametreyi RSM tarafindan optimize etmislerdir. Uygun
fermentasyon kosullar1 altinda, substrat olarak katekol kullanildig1 zaman BphC LA-4
‘iin spesifik aktivitesinin maksimum olarak 0,58 U / mg degerinde tespit etmislerdir.
Bu arada, es modelleme ve molekiiler yerlestirme ile BphC LA4, ve katekolik substart
arasindaki iligkiyi incelemislerdir. BphC_LA-4’¢ diisiik baglanma ilgisiyle baglanan 4-
metilkatekol ile 3-metilkatekol ve katekolii kiyaslamiglardir. Bu durumun katekolik alt
tabakalar arasindaki etkilesime yardimer oldugunu gozlemlemislerdir. SiO2 kullanilarak
hazirlanan sol-jelli BphC_LA-4’1ii enzim elektrodunun bu ii¢ katekolik bilesiklere iyi
tepki gosterdigini tespit etmislerdir.

Yildiz ve ark. (2011), yaptiklar1 caligmada, nanoteknoloji alaninda yaygin olarak
aragtirtlan Ag nanopartikiillerin liken (Cetraria islandica L.) 6zl ile biyosentezini
gerceklestirmislerdir. Ag nanopartikiiliiniin ~ biyosentezine tepkime sliresinin,

AgNOgz/liken oranmin ve tepkime sicakliginin etkisini incelemislerdir. Nanotanecik

12



sentezini; likenin ekstraksiyonu, nanotanecigin sentezlenmesi ve Yanit Yiizey Yontemi
(RSM) ile optimum sentez kosullarimin belirlenmesi olmak iizere ii¢ adimda
gerceklestirmislerdir. Calisma sonucunda elde edilen liken oOziiti ve Ag
nanopartikiilleri, UV-VIS (Ultraviyole ve goriiniir bolge spektroskopisi) FTIR (Fourier
doniistimlii infrared spektroskopisi), TEM (Gegirgen elektron mikroskobu) EDX (Enerji
Dagilimli X Isinimi Kirinimi) ve XRD (X-1g1n1 kirinimi) ile karakterize etmiglerdir.

Can (2012), yaptig1 ¢alismada Kluyveromyces lactis B-galaktozidazi kullanarak
laktoz’dan galaktooligosakkarit (GOS) sentezini gergeklestirmistir. Sentez ig¢in en
uygun kosullarin elde edilmesinde yanit yiizey yontemini kullanmistir. Modelin
olusturulmasi amaciyla 4-faktor ve 3-diizey Box-Behnken tasarimimi kullanmistir. GOS
sentezini etkileyen faktorleri; reaksiyon ortaminin pH’si, sicakligi, baslangic laktoz
derigimi ve reaksiyon siiresi olarak belirlemistir. Box-Behnken tasarimi ile belirlenen
farkli kosullar igeren toplam 27 farkli deneysel sentez ortaminda GOS sentezini
gerceklestirmistir. En yiiksek GOS verimine %17,2 (w/w) olarak pH’nin 6, sicakligin
60 °C, baslangi¢ laktoz derisiminin 300 mM (%10 w/v) ve reaksiyon siiresinin 6 saat
oldugu kosullarda ulagsmistir. Ayrica Onerilen modelin matematiksel formunun
Kluyveromyces lactis p-galaktozidazi kullanilarak katalizlenen GOS sentezi igin GOS
verimlerini tahminlemede kullanilabilirliginin uygun oldugunu belirlemistir.

Kotanen ve ark. (2012), Pt elektrot iizerine elektropolimerizasyon teknigi ile PPy
sentezlemislerdir. GOD f{istiine hidrojel kaplayarak, amperometrik glukoz biyosensorii
tasarlamiglardir. 25 ve 100 pum boyutunda olan Pt elektrotlari, elektrokatalitik
aktivasyon ve kimyasal modifikasyonla 3-aminopropil-trimetil-oksilan ile birlikte
polietilen glikol N-hidroksisuksinamid, poliHEMA temelli hidrojel ¢6zeltisine
daldirilarak capraz baglamislardir. PPy’ nin polimerizasyonu glukoz oksidaz kaynakli
glukoza duyarli bir doniistiiriicii olarak kendini gdsterdiginin kaniti olarak. i) Diger
elektrokimyasal filmlerle karsilastirildiginda duyarliliginda dort kat artma i)
Elektropolimerik yiilk yogunluguna bagli biyo c¢evirici hassasiyeti ve enzim
aktivasyonunu maksimum olarak 1 Mc/cm? ve Km degerini 33 olarak tespit etmislerdir.
[ii) 17 giin sonunda askorbik asitle yapilan depolama kararhiginda periyodik arts
gozlemlemislerdir. Bu yontemin biyosensor, biyoelektronik ve biyonik cihazlarda,
hassas kantitatif metal ya da yar1 iletken biyo arayiizlerinde enzimin katalitik

biyoaktivitesini 6l¢mek i¢in kullanilabilecegini bildirmislerdir.
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Xu ve ark. (2012), iyice hizalanmis PPy nanotellerin (PPyNWA) iizerini Pt
nanopartikiillerle kaplayarak (PtNPs), GOD’nin yiizey adsorpsiyonu ile modifiye
edilmesine dayali yeni glukoz biyosensorii tasarlamiglardir. PPyNWA-GOx, PPyNWA-
PtNPs ve PPYNWA-PtNPs-GOD elektrotlarinin elektro-kimyasal o6zelliklerindeki
belirgin farkliligi, siklik voltametri ile ortaya ¢ikarmislardir. Elde edilen sonuglara gore
ozellikle ~PPyNWA-GOD  biyosensoriinde  elektron  transferinin ~ dogrudan
gerceklesmesinin  PtNPs modifikasyonundan kaynaklandigi sonucuna varmislardir.
PPYNWA-PtNPs-GOD glikoz biyosensoriiniin, hem potansiyometrik hem de
amperometrik duyarliligi i¢in optimum kosullar1 0,2 M pirol, 0.1 mA cm? akim
yogunlugunu, polimerizasyon siiresini 600 s, tarama hizim 50 mVs-* ve 20 déngii sayis
olarak belirlemislerdir. Potansiyometrik sonuglara gore hassasiyeti 40.5 mV, dogrusal
araligr 10-1000 uM (R? = 0,9936) olarak bulmuslardir. Amperometrik sonuglara gore
duyarliligi 34.7 pA cm “mM™, uygulanan potansiyelini 700 mV ve dogrusal aralif
0,1-9 mM (R® = 0,9977) olarak tespit etmislerdir. Glukoz algilama simirini
potansiyometrik olarak 5.6 uM, Amperometrik olarak 27.7 uM bulmuslardir.

Bal (2012), glukoz tayini igin amperometrik enzim elektrodu gelistirmistir.
GOD’yi piroliin paratoluensiilfonatli ortamda elektropolimerlesmesiyle hazirlanan
polipirol-paratoluensiilfonat film {izerine glutaraldehitle capraz baglama yontemiyle
immobilize etmistir. Bu amagla dnce PPy-paratoluensiilfonat filminin en uygun ¢alisma
sartlarint  belirlemistir. Glukoz tayinini, hazirlanan enzim elektrodun yiizeyinde
gerceklesen enzimatik tepkime sonucu olusan hidrojen peroksitin 0,30 V’ da
yiikseltgenmesine dayanarak yapmistir. Glukoz enzim elektrodunun cevabina pH’ nin
ve sicakligin etkisini incelemistir. Immobilize edilen glukoz oksidazin Ky ve Vipax
degerlerini hesaplamistir. Enzim elektrodun tekrar kullanilabilirligi ve raf dmriinii tayin
etmistir. Hazirladig1 enzim elektrotla biyolojik sivida (kan) glukoz tayini yapmuistir.
Biyolojik ortamlarda olabilecek girisimlerin enzim elektrot cevabi iizerine etkilerini
incelemistir.

Karpuz (2013), trik asit tayini i¢in yeni bir amperometrik biyosensor
gelistirmistir. Bu amacla pirol elektropolimerlesirken paratoluensiilfonat da elektrot
yiizeyine taginmistir. Ayni zamanda yiizeye tasinan enzimi immobilize ederek,
platin/polipirol—paratoluensiilfonat-enzim biyosensérii hazirlamistir. Urik asit tayinini,

enzim elektrodun yiizeyindeki enzimatik reaksiyon sonucu olusan hidrojen peroksitin
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+0,30 V’da yiikseltgenmesine dayanarak yapmustir. Urik asit biyosensériiniin cevap
akimina pH’nin, sicakligin ve substrat derisiminin etkisini incelemistir. Biyosensoriin
irik asit i¢in dogrusal calisma araligini 5107 — 5.10° M olarak tespit etmistir.
Immobilize enzimin Ky Ve Vi degerlerini hesaplamistir. Biyosensoriin tekrar
kullanilabilirligi ve raf dmriinii tayin etmistir. Hazirladig1 biyosensorle kanda tirik asit
tayini yapmustir. Biyolojik ortamlarda olabilecek girisimlerin biyosensoriin cevap akimi
tizerine etkilerini incelemistir.

Zhang ve ark. (2013), ¢inko oksit nanogubuklar iizerine Altin / platin hibrid
fonksiyonlu  (Pt-Au@ZnONRs) ve biyospesifik etkilesimi olan GOD-lektin
kullanalarak, yiiksek elektrokatalitik aktiviteye dayali bir amperometrik glukoz
biyosensorii tasarlamislardir. Pt-Au,@ ZnONRs tabakasini gok-asamali kemosentez
yoluyla hazirlamiglardir. ZnONRs siispansiyonunu Pt-Au’ nun miikemmel film
olusturma yetenegine bagl olarak, basit bir dokiim yontemi ile camsi karbon elektrot
(GCE) ylizeyi tizerine modifiye etmislerdir. Daha sonra, gozenekli altin nanokristallerin
lizerine, Pt-Au@ZnONRs tabakasi olusturmak amaciyla HAuCl4 ¢ozelti icine elektrot
daldirarak -0,2 V sabit potansiyelde elektrokimyasal doniisiim gerceklestirmiglerdir.
Altin nanomalzemelerin amino gruplart veya ConA proteininin tiyol gruplari arasindaki
fiziksel adsorpsiyon ve kovalent baglanma etkilesimlerinin incelenmesi amaciyla, pAu
film tizerine, ConA proteinini immobilize etmislerdir. Sonug¢ olarak GOD’yi, GOD ve
ConA arasindaki biyospesifik etkilesimden dolayi, ConA/pAu/Pt—-Au@ZnONRs/GCE
lizerine kolayca immobilize etmislerdir. Pt-Au@ZnONRs kompoziti transmisyon
elektron mikroskobu (TEM) ve X-1smi fotoelektron spektroskopisi (XPS) kullanarak
karakterize etmislerdir. Doniisiimli  voltametriyi (CV) elektrot tasarim siirecini
karakterize etmek i¢in kullanmiglardir. Tasarlanan biyosensoriin, glukoza karsi yiiksek
hassasiyet gosterdigini, 1,8 uM ile 5,15 mM arasinda genis dogrusal araliga sahip
oldugunu tespit etmislerdir. Gozlenebilme sinirin1 0,6 uM ve Michaelis-Menten sabitini,
0,41 mM olarak bulmuslardir. iyi tekrarlanabilirlik, yiiksek aktivite ve uzun vadeli
istikrar, gibi Ozellikleri nedeniyle Pt-Au@ZnONRs ve GOD-lektin biyospesifik
etkilesimi, biyosensor ve biyokatalizor olarak uygulanabilirlik acisindan umut vaat

ettigini bildirmislerdir.
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Mirmoghtadaie ve ark. (2013), folik asitin hizli analizinde kullanilmak tizere
tarama araci olarak kullanilacak somon sperm ds-DNA’s1 ile modifiye edilmis kalem
grafit elektrot kullanarak elektrokimyasal DNA biyosensorii 6nermislerdir. Ilk basta,
kalem grafit elektrot tizerine ds-DNA immobilizasyonunu, yanit ylizey yontemi
kullanarak optimize etmislerdir. Cozelti pH'si, DNA derisimi, birikim siiresi ve birikim
potansiyelini ii¢ asamali olarak optimize etmislerdir. Reaksiyon i¢in en uygun
kombinasyonlari, pH’nin 4,8, DNA derisiminin 24 ug/ml, birikim siiresinin 304 s
birikim potansiyelinin 0,6 V ve adenin sinyalinin 3,04 A oldugu zaman elde etmislerdir.
Ikinci olarak, iizerine DNA immobilize edilmis kalem grafit elektrodun folik asit
baglama kapasitesini, adeninin elektrokimyasal sinyalinin degisimi ile 6l¢iilmislerdir.
Folik asitin gozlenebilme simirimi 1,06 x 10 u mol L-1 olarak belirlemislerdir. Folik
asitin 2,0 ve 5,0 u mol L-1 derisiminde, diferansiyel darbe voltametrik olglimleri
sonucu bagil standart sapmalar1 sirasiyla % 4,6 ve % 4,3 olarak hesaplamislardir.
Biyosensorii farkli gercek numunelerde folik asit 6lgmek i¢in kullanmis ve basaril
sonu¢ almislardir.

Ozyurt (2014), glukoz tayini igin yeni bir amperometrik enzim -elektrot
gelistirmistir. Bu amagla, platin levha {izerinde piroliin poli (sodyum-4-stirensiilfonat)’l1
ortamda  elektropolimerlesmesi  ile  PPy-poli(sodyum-4-stirensiilfonat)  filmi
hazirlamigtir. PPy-poli(sodyum-4-stirensiilfonat) filminin en iyi c¢alisma sartlarini
belirlemistir. GOD enzimini, PPy-poli(sodyum-4-stirensiilfonat) filmi i¢ine hapsetme
yontemiyle immobilize etmistir. Glukoz tayinini, hazirlanan enzim elektrodun
yiizeyinde ger¢ceklesen enzimatik tepkime sonucu olusan hidrojen peroksitin +0,40V’da
yiikseltgenmesine dayanarak yapmistir. Enzim elektrodun glukoz tayini i¢in c¢alisma
araligini tayin etmistir. Glukoz enzim elektrodunun cevabina pH’nin ve sicakligin
etkisini arastirmistir. Enzim elektrodun tekrar kullanilabilirligi ve raf omriinii tayin
etmistir. Biyolojik ortamlarda olabilecek girisimlerin enzim elektrot cevabi {izerine
etkilerini incelemistir. Hazirlanan enzim elektrotla biyolojik sivida (kan) glukoz tayini
yapmuigstir.

Azizli (2015), balik eti tazeliginin tespiti i¢in yeni bir amperometrik biyosensor
gelistirmistir. Bu amacgla, platin levha {izerinde piroliin sodyum dodesilbenzen siilfonatl
ortamda elektropolimerlesmesi ile PPy/sodyum dodesilbenzen siilfonat film

hazirlamigtir. Ksantin oksidaz ve iirikaz enzimlerini, PPy/sodyum dodesilbenzen
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stilfonat film i¢ine tutuklama yontemiyle immobilize etmistir. Balik tazeliginin tayinini,
hazirlanan enzim elektrodun ylizeyinde gergeklesen enzimatik tepkime sonucu olusan
hidrojen peroksitin 0,40 V'da yiikseltgenmesine dayanarak yapmistir. Biyosensoriin
balik tazeliginin tayini i¢in 1,0x10" M — 1,0x10" ° M calisma araliginda caligmustir.
Hazirladigi biyosensoriin cevabina, pH'nin ve sicakligin etkisini arastirmustir.
Biyosensoriin  tekrar kullanilabilirligi ve raf Omriinii belirlemistir. Hazirladig
biyosensorle balik eti numunelerinde hipoksantin tayini yapmustir. Biyolojik ortamda
olabilecek girisimlerin biyosensoriin cevap akimina etkilerini incelemistir.

Yagiz (2015), yaptig1 c¢alismada karbon pasta elektrot (CPE) yiizeyine
doniistimlii voltametri teknigi ile polianilin (PANI), poli(o-anisidinin) (POA) ve
poli(anilin-ko-o-anisidin) (PANI-ko-POA) sentezleyerek iizerine glukoz oksidaz (GOD)
enziminin immobilizasyonuyla amperometrik biyosensor tasarimi gergeklestirmistir.
Glukoz varliginda olgiilecek akim degeri biyosenoriin  hazirlanmasi ve c¢alisma
kosullarindan etkileneceginden, deneysel parametreleri yanit yiizey yontemi (YYY) ile
optimize etmistir. Bunun igin 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
1s181inda, Design Expert programinin ¢alisilan parametreler cinsinden akim degerinin
tahminlenmesinde ¢ogunlukla kuadratik modeli 6nerdigi 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 kapl
elektrotlarin  yilizeylerine GOD-+invertaz ve GOD+-galaktozidaz enzimlerinin
koimmobilizasyonu ile sirasiyla siikroz ve laktoz biyosensdrler olusturmustur. CPE
esash biyosensorlerin glukoz, siikroz ve laktoza duyarli olduklarint CV ve impedans
analizleri ile gostermistir. Ayrica, kinetik parametreler agisindan PANI, tekrar kullanim
ve depolama kararliliklar1 bakimindan PANI-ko-POA esasli  biyosensorlerin

kullaniminin daha uygun oldugu sonucuna ulagmaistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Bu ¢alismada kullanilan, Sodyum okzalat, pirol, N-metilpirol, fosforik asit
Merck firmasindan, glukoz, Aspergillus niger kaynakli glukozoksidaz (G-0543,429
U.mg-1, 24 mg\ml) (GOD), Glutaraldehit (GAL) ve Kitosan (Chi) SigmaAldrich
firmasindan tedarik edilmistir. YYY icin Design Expert 8.0.7.1 yazilimi (Seri no:0021-
6578) kullanilmis olup State-Ease firmasindan satin alinmistir. Kullanilan diger biitiin
kimyasal maddeler analitik safliktadir. Pirol ve N-metilpirol monomerleri polimer

sentezinden Once distillenerek kullanilmistir.

3.1.2. Kullanilan Elektrotlar

Calisma Elektrotlari: Yiizey alan1 0.09 cm? olan platin levha kullanilmistir.

Kars1 Elektrot: 0.09 cm? yiizey alanina sahip platin levha kullanilmistir.

Referans Elektrot: Potansiyel kontrolii saglamak amaciyla, Ag/AgCl (3M KCI)

elektrot kullanilmustir.

3.1.3. Kullanmilan Arac¢ ve Gerecler

Calismada kullanilan cihazlar ve kullanim amaclar1 Cizelge 3.1.’de verilmistir.
Cizelge 3.1. Kullanilan cihazlar ve kullanim amaglar1

Kullanilan Cihazlar ve Markalan Kullanim Amaclari

Elektrokimyasal Analiz Cihaz1 Elektrot lizerinde Polimer sentezi ve

(Ivium Vertex Pocket Stat) elektrokimyasal 6l¢iimlerde kullanilmisgtir.

Elektrokimyasal Analiz Cihaz1 CV, DTV ve Impedans analizlerinde

(Chi 660) kullanilmistur.

Fotograf Makinesi (Canon Ultrasonic Enzim elektrotlarin yiizeylerinin

EF 100 mm) goriintiilenmesinde kullanilmigtir.

PH metre (Gnolab wtw Series) Tampon ¢ozelti hazirlamak amaciyla
kullanilmustir.
Elektrot ylizeylerinin SEM goriintiilerinin

SEM (Jeol JSM-5500 LV) elde edilmesinde kullanilmistir (MKU-
MARGEM)
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3.2. Yontem
3.2.1. Elektrotlarin Hazirlanmasi ve Temizlenmesi

30 cm uzunlugundaki bakir tel, platin tel ile kaynak yapilmistir. 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 bir poliester blogu
ile kaplanmigtir. Hazirlanan platin levha elektrotlar; once bek alevinde akkor haline
gelene kadar 1sitilmig, ardindan sicak kromik asite daldirilmistir. Platin yiizey alani,
sirasiyla; saf su, etanol, saf su, aseton, saf su, 0,5 M HCI ve tekrar saf su ile

temizlendikten sonra kaplamaya hazir hale getirilmistir.

3.2.2. PPy ile Modifiye Enzim Elektrodun Hazirlanmasi

Elektropolimerizasyon, 1ii¢ elektrot teknigi kullanilarak tek hiicrede
gerceklestirilmistir. Calisma elektrodu ve karsi elektrot olarak yiizey alani 0,09 cm? olan
platin levha, referans elektrot olarak ise Ag/AgCl (3M, KCl) kullanilmistir. PPy film
sentezi, pirol monomeri iceren NaOy ile hazirlanan elektrolit ortaminda, dontisiimlii
voltametri teknigi ile -0,5/1,8 V potansiyel araliginda gergeklestirilmistir. Pirol ve

PPy’nin kimyasal yapisi Sekil 3.1°de verilmektedir.

H H
@ @ I D | D
N
N N
[ I | |
H H H K

Pirol(Py) Polipirol (PPy)

Sekil 3.1. Pirol(Py) ve Polipiroliin(PPy) kimyasal yapisi

PPy film kapl elektrot, 1 saat boyunca agik havada kurumaya birakildiktan
sontra GOD’nin adsorbsiyonu igin kitosan ¢ozeltisinde c¢oziilerek hazirlanan GOD
cozeltisinde 15 saniye bekletilmistir. Elektrot 1 saat boyunca kurumaya birakildiktan
sonra, dnce GAL ¢ozeltisine 5 saniye daldirilmis, sonra da pH= 7 fosfat tamponuna 10
saniye daldirilarak, enzim elektrot olusturulmus ve buzdolabinda 4°C’de, 20 saat
bekletilmistir. Buzdolabindan c¢ikarilan elektrot 30 dk boyunca tamponda bekletildikten

sonra, glukoz derisimine bagli akim degerlerinin kronoamperometrik yontemle

19



Ol¢iilmesinde kullanilmistir. Elde edilen akim degerelerinden, tampon ¢ozelti igin
okunan akim degeri ¢ikarilarak, c¢alisilan glukoz derisimleri i¢in net akim degerleri

hesaplanmustir.

3.2.3. PNMP ile Modifiye Enzim Elektrodun Hazirlanmasi

Elektropolimerizasyon, 1ii¢ elektrot teknigi kullanilarak tek hiicrede
gergeklestirilmistir. Calisma elektrodu ve karsi elektrot olarak yiizey alan1 0,09 cm? olan
platin levha, referans elektrot olarak ise Ag/AgCl (3M, KCl) kullanilmistir. PNMP film
sentezi, N-Metil Pirol monomeri iceren NaOy ile hazirlanan elektrolit ortaminda,
dontisimlii voltametri teknigi ile -0,5/1,5 V potansiyel araliginda gerceklestirilmistir.
N-Metil Pirol ve PNMP’nin kimyasal yapist Sekil 3.2°de verilmektedir.

CHa

N-Metil Pirol(NMP) Poli-N-Metilpirol(PNMP)

Sekil.3.2. N-Metilpirol(NMP) ve Poli-N-Metilpiroliin(PNMP) Kimyasal Yapisi

PNMP film kapl elektrot, 1 saat boyunca agik havada kurumaya birakildiktan sonra
GOD’un adsorbsiyonu i¢in kitosan ¢ozeltisinde, ¢oziilerek hazirlanan GOD ¢o6zeltisinde
15 saniye bekletilmistir. Elektrot 1 saat boyunca kurumaya birakildiktan sonra, dnce
GAL c¢ozeltisine 5 saniye daldirilmis, sonra da pH= 7 fosfat tamponuna 10 saniye
daldirilarak, enzim elektrot olusturulmus ve buzdolabinda 4 °C de, 20 saat
bekletilmistir. Buzdolabindan ¢ikarilan elektrot 30 dk boyunca tamponda bekletildikten
sonra, glukoz derisimine bagli akim degerlerinin kronoamperometrik yontemle
Olciilmesinde kullanilmistir. Elde edilen akim degerlerinden, tampon ¢ozelti i¢in okunan
akim degeri ¢ikarilarak, c¢alisilan glukoz derisimleri i¢in net akim degerleri

hesaplanmustir.
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3.2.4. Kopolimer ile Modifiye Enzim Elektrodun Hazirlanmasi

Elektropolimerizasyon, 1ii¢ elektrot teknigi kullanilarak tek hiicrede
gerceklestirilmistir. Calisma elektrodu ve kars: elektrot olarak yiizey alam 0,09 cm? olan
platin levha, referans elektrot olarak ise Ag/AgCl (3M, KCI) kullanilmistir. PPy-ko-
PNMP film sentezi, Pirol ve N-Metil Pirol monomeri i¢eren NaOy ile hazirlanan
elektrolit ortaminda, doniisiimlii voltametri teknigi ile -0,5/1,5 V potansiyel araliginda
gerceklestirilmistir.

PPy-ko-PNMP film kapli elektrot, 1 saat boyunca ac¢ik havada kurumaya
birakildiktan sonra GOD’un adsorbsiyonu i¢in kitosan ¢dzeltisinde, ¢ozilerek
hazirlanan GOD ¢dzeltisinde 15 saniye bekletilmistir. Elektrot 1 saat boyunca kurumaya
birakildiktan sonra, dnce GAL ¢dzeltisine 5 saniye daldirilmis, sonra da pH= 7 fosfat
tamponuna 10 saniye daldirilarak, enzim elektrot olusturulmus ve buzdolabinda 4 °C de,
20 saat bekletilmistir. Buzdolabindan c¢ikarilan elektrot 30 dk boyunca tamponda
bekletildikten sonra, glukoz derisimine bagli akim degerlerinin kronoamperometrik
yontemle Olciilmesinde kullanilmistir. Elde edilen akim degerelerinden, tampon ¢ozelti
icin okunan akim degeri ¢ikarilarak, calisilan glukoz derisimleri i¢in net akim degerleri
hesaplanmistir. Sentezde kullanilan Pocket Stat (IVIUM) ve ii¢ elektrot sistemi Sekil

3.3 ‘de, olusturulan enzim elektrodun sematik gosterimi ise Sekil 3.4’de verilmistir.

Sekil 3.3. Sentezde kullanilan Pocket Stat (IVIUM) ve ii¢ elektrot sistemi
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Pt/ lletken Polimer Pt/ Polimer/Chi-GOD  Pt/Polimer/Chi-GOD/ GAL
Sekil 3.4. Olusturulan enzim elektrodun sematik gosterimi

Enzim elektrot olusturma asamalar1 sematik olarak Sekil 3.5’de verilmistir.

Cozeltisi

L

CV de polimer sentezi

!

Kurutma (20 dk)

U

GOD igeren kitosan
¢oOzeltisine daldirma (15 s)

1y

Kurutma 60 (dk)

!

GAL c¢ozeltisine daldirma (5s) ]

L

Fosfat Tamponu i¢ine
daldirma (10 s)

N
[ Monemer igeren Na-Ox

- @ J
4°C de bekletme (20sa)

Sekil 3.5. Enzim elektrodun tasarim asamalari
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3.25.YYY ile En Uygun Tarama Hizi ve Monomer Derisiminin Optimizasyonu

3.2.5.1. PPy i¢in Tarama Hiz1 ve Monomer Derisiminin Optimizasyonu

Glukoz derisimine bagli net akim {izerine en uygun Py derisimi ve tarama hizi
degerinin elde edilmesi amaciyla, YYY ile optimizasyon yapilmistir. YYY ile yapilacak
caligmalarda State Ease Design Expert 8.0.7.1 bilgisayar programi kullanilmistir (Seri
No 0021-6578). Deney setlerinin olusturulmasinda optimal tasarim kullanilmis, Py
derisimi i¢in 10, 25 ve 50 mM ve tarama hiz1 i¢in 10, 20, 50 ve 100 mV/s degerleri
kullanilarak program tarafinda 16 ¢alisma programi olusturulmustur.

Pt elektrot iizerine, 0,15 M NaOxy elektrolit ortaminda ve -0,5/1,8 V potansiyel
araliginda, 26 segment ile donlisimli  voltametri  teknigi  kullanilarak
elektropolimerizasyon yapilmistir. PPy ile kaplanan pt elektrot oda sicakliginda yarim
saat kurumaya birakildiktan sonra, % 0,5’lik kitosan ¢ozeltisi ile hazirlanan 2 mg/ml
GOD c¢ozeltisine 15 saniye daldirilmis ve oda sicakliginda 1 saat boyunca kurumaya
birakilmistir. Enzim immobilize edilen Pt elektrot dnce % 0,05’lik GAL ¢dzeltisine 5
saniye daldirilmig, hemen ardindan pH=7 fosfat tamponuna 10 saniye daldirilarak enzim
elektrot olusturulmus ve 4 °C de, 20 saat bekletilmistir. Calisma paketinde belirtilen
sartlarda olusturulan enzim elektrotlarin her biri kullanilarak 6nce pH=7 tamponununda
kararli hal akimlar elde edilinceye kadar 6l¢im alinmis, daha sonra 0,5, 1, 2 ve 3 mM
glukoz derisimlerinde 60 s boyunca kronoamperometrik olarak akim cevaplar
Olclilmiistiir. Glukoz derisimine bagl elde edilen akim degerlerinden, tampon igin
okunan akim degeri ¢ikarilarak net akim degerleri elde edilmistir.

PPy i¢cin monomer derisimi ve tarama hizi optimizasyonunda optimal tasarim ile
olusturulan deneysel ¢alisma programi Cizelge 3.2°de verilmistir.

Elde edilen net akim cevaplar1 Design Expert programinda kullanilarak
matematiksel model analizi yapilmistir. Secilen model icin anova analizi yapilmis,
gercek-tahmini deger, yiizey yanit ve kontiir grafikleri elde edilmistir. Caligma sonunda
en yiksek akim degerinin gozlendigi monomer derigimi ve tarama hizi sonraki

caligmalarda kullanilmstir.
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Cizelge 3.2. PPy igin tarama hizi ve monomer derisimi optimizasyonunda optimal
tasarim ile olusturulan deneysel ¢alisma programi

Deneysel ¢calismalar Pirol (mM) Tarama Hizi (mV/s)
1 10 20
2 10 20
3 10 20
4 10 50
5 10 100
6 25 20
7 25 50
8 25 50
9 25 50

10 25 50
11 25 100
12 50 20
13 50 50
14 50 50
15 50 100
16 50 100

3.2.5.2. PNMP icin Tarama Hizi1 ve Monomer Derisiminin Optimizasyonunu

Glukoz derisimine bagli net akim {izerine en uygun NMP derisimi ve tarama hizi
degerinin elde edilmesi amaciyla, YYY ile optimizasyon yapilmistir. YY'Y ile yapilacak
calismalarda State Ease Design Expert 8.0.7.1 bilgisayar programi kullanilmistir (Seri
No 0021-6578). Deney setlerinin olusturulmasinda optimal tasarim kullanilmis, NMP
derigimi i¢in 10, 25 ve 50 mM ve tarama hiz1 i¢in 10,20,50 ve 100 mV/s degerleri
kullanilarak program tarafinda 16 ¢aligma programi olusturulmustur.

Pt elektrot iizerine, 0,15 M NaOxy elektrolit ortaminda ve -0,5/1,5 V potansiyel
araliginda 20 segment ile donlisimli  voltametri  teknigi  kullanilarak
elektropolimerizasyon yapilmistir. PNMP ile kaplanan pt elektrot oda sicakliginda 1
saat kurumaya birakildiktan sonra, % 0,5’lik kitosan ¢dzeltisi ile hazirlanan 2 mg/ml
GOD c¢ozeltisine 15 saniye daldirilmis ve oda sicakliginda 1 saat boyunca kurumaya
birakilmistir. Enzim immobilize edilen Pt elektrot once % 0,05’lik GAL ¢ozeltisine 5
saniye daldirilmig, hemen ardindan pH=7 fosfat tamponuna 10 saniye daldirilarak enzim

elektrot olusturulmus ve 4 °C de, 20 saat bekletilmistir. Glukoz derisimine bagli elde
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edilen akim degerlerinden, tampon i¢in okunan akim degeri ¢ikarilarak net akim

degerleri elde edilmistir.

PNMP igin tarama hiz1 ve monomer derisimi optimizasyonunda optimal tasarim

ile olusturulan deneysel ¢alisma programi Cizelge 3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.3. PNMP i¢in tarama hizi ve monomer derisimi optimizasyonunda optimal

tasarim ile olusturulan deneysel ¢alisma programi

Deneysel calismalar NMP (mM) Tarama Hizi1 (mV/s)
1 10 20
2 10 20
3 10 20
4 10 50
5 10 100
6 25 20
7 25 50
8 25 50
9 25 50
10 25 50
11 25 100
12 50 20
13 50 50
14 50 50
15 50 100
16 50 100

Elde edilen net akim cevaplart Design Expert programinda kullanilarak
matematiksel model analizi yapilmistir. Segilen model i¢in anova analizi yapilmis,
gercek-tahmini deger, yiizey yanit ve kontiir grafikleri elde edilmistir. Caligma sonunda
en yiikksek akim degerinin gozlendigi N-Metil pirol derisimi ve tarama hizi sonraki

caligmalarda kullanilmastir.

3.2.5.3. PPy-ko-PNMP i¢in Tarama Hizi ve Monomer Derisiminin Optimizasyonu
Glukoz derisimine bagli net akim iizerine en uygun NMP:Py derisim oran1 ve
tarama hiz1 degerinin elde edilmesi amaciyla, YYY ile optimizasyon yapilmistir. YYY

ile ¢alisma sayisini belirlemek amaciyla State Ease Design Expert 8.0.7.1 bilgisayar
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programi kullanilmistir (Seri No 0021-6578). Deney setlerinin olusturulmasinda
Optimal tasarim kullanilmis, toplam monomer derisimi 10 mM olacak sekilde 1:9, 5:5
ve 9:1 mol oranlarini igeren NMP:Py sentez ortaminda Pt elektrot yiizeyine Ppy-co-
PNMP sentezlenmistir. Monomer derisim oranlar1 ve tarama hizi i¢in 20, 50, 100 mv/s
degerleri i¢cin program tarafindan 16 g¢alisma paketi tasarlanmistir. Bu calisma seti
olusturulurken NMP derisimi 1,5 ve 9 mM olarak girilmis, ¢alisma setlerinde bu
derisimlere karsilik olarak sirasiyla 9, 5 ve 1 mM Py monomeri kullanilmistir. Pt
elektrot iizerine, 0,15 M NaOxy elektrolit ortaminda ve -0,5/1,5 V potansiyel araliginda
10 segment ile doniisiimlii voltametri teknigi kullanilarak elektropolimerizasyon
yapilmistir. Kopolimer ile kaplanan pt elektrot oda sicakliginda 1 saat kurumaya
birakildiktan sonra, % 0,5’lik kitosan ¢ozeltisi ile hazirlanan 2 mg/ml GOD ¢ozeltisine
15 saniye daldirilmis ve oda sicakliginda 1 saat boyunca kurumaya birakilmistir. Enzim
immobilize edilen Pt elektrot once % 0,05’lik GAL ¢ozeltisine 5 saniye daldirilmis,
hemen ardindan pH=7 fosfat tamponuna 10 saniye daldirilarak enzim elektrot
olusturulmus ve 4 °C de, 20 saat bekletilmistir.

Calisma paketinde belirtilen sartlarda olusturulan enzim elektrotlarin her biri
kullanilarak 6nce pH=7 tamponununda kararli hal akimlar1 elde edilinceye kadar 6l¢iim
alimmig, daha sonra 0,5, 1, 2 ve 3 mM glukoz derisimlerinde 60 s boyunca
kronoamperometrik olarak akim cevaplari Ol¢lilmiistiir. Glukoz derisimine bagl elde
edilen akim degerlerinden, tampon i¢in okunan akim degeri c¢ikarilarak net akim
degerleri elde edilmistir.

Optimal tasarim ile kopolimer derisimi ve tarama hizi igin olusturulan deneysel
calisma programi Cizelge 3.4’ de verilmistir.

Elde edilen net akim cevaplar1 Design Expert programinda kullanilarak
matematiksel model analizi yapilmistir. Secilen model i¢in Anova analizi yapilmus,
gercek-tahmini deger, yiizey yanit ve kontiir grafikleri elde edilmistir. Caligma sonunda
en yiksek akim degerinin gozlendigi monomer derisim Orani ve tarama hizi sonraki

calismalarda kullanilmastir.
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Cizelge 3.4. Optimal tasarim ile kopolimer derisimi ve tarama hizi i¢in olusturulan
deneysel ¢aligma programi

Deneysel

Cahismalar NMP (mM) PPy (mM) Tarama Hizi(mV/s)
1 1 9 20
2 1 9 20
3 1 9 50
4 1 9 100
5 1 9 100
6 5 5 20
7 5 5 20
8 5 5 50
9 5 5 50
10 5 5 50
11 5 5 50
12 5 5 100
13 9 1 20
14 9 1 50
15 9 1 100
16 9 1 100

3.2.6. PPy, PNMP ve PPy-ko-PNMP Kaph Elektrotlar i¢in Chi, GOD ve GAL
Derisiminin YYY ile Optimizasyonu

Iletken polimer kapli yiizeye GOD immobilizasyonu ile enzim elektrot
olusturma asamasinda Chi, GOD ve GAL derisimlerinin optimizasyonu YYY ile Box-
Behnken tasarimi kullanilarak  gerceklestirilmistir. Box-Behnken tasariminda
kullanilacak Chi, GOD ve GAL derisimleri i¢in en yiiksek ve en diisiik degerler Cizelge

3.5’de verilmistir.
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Cizelge 3.5. Biyosensor tasariminda Chi, GOD ve GAL derisimlerinin YYY ile
optimizasyonunda Box-Behnken tasarim degerleri

Degiskenlerin Kodlar

En diisiik Orta En yiiksek
Degiskenler Semboller -1 0 +1
Kitosan derisimi (%) A 0,25 0,63 1,000
GOD derisimi (mg/ml) B 1,00 2,50 4,000
GAL derisimi C 0,025 1,00 0,0625

Cizelgedeki parametreler i¢in Design Expert programinin Box-Behnken tasarimi
icin olusturdugu calisma seti Cizelge 3.6’da verilmistir.

Calisma paketinde belirtilen sartlarda olusturulan enzim elektrotlarin her biri
kullanilarak 6nce pH=7 tamponununda kararli hal akimlar1 elde edilinceye kadar 6l¢iim
alimmig, daha sonra 0,5, 1, 2 ve 3 mM glukoz derisimlerinde 60 s boyunca
kronoamperometrik olarak akim cevaplari Olglilmistiir. Elde edilen akim cevaplari
Design Expert programinda kullanilarak matematiksel model analizi yapilmistir. Segilen
model i¢in Anova analizi yapilmis, gercek-tahmini deger, ylizey yanit ve kontiir
grafikleri elde edilmistir. Calisma sonunda en yiiksek akim degerinin gozlendigi GAL,

GOD ve Chi derigimleri ¢aligmanin sonraki asamalarinda kullanilmistir.
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Cizelge 3.6. Glukoz biyosensorlerinin Box-Behnken tasarimai ile olusturulmus Chi GOD
ve GAL optimizasyonuna ait ¢alisma setleri

Deneysel Kitosan Glukozoksidaz Glutaraldehit
Calismalar (%) (mg/ml) (%)
1 0,250 2,5 0,1000
2 0,250 4,0 0,0625
3 0,250 1,0 0,0625
4 0,250 2,5 0,0250
5 0,625 2,5 0,0625
6 0,625 1,0 0,0250
7 0,625 4,0 0,0250
8 0,625 4,0 0,1000
9 0,625 2,5 0,0625
10 0,625 2,5 0,0625
11 0,625 2,5 0,0600
12 0,625 2,5 0,0625
13 0,625 1,0 0,1000
14 1,000 2,5 0,1000
15 1,000 2,5 0,0225
16 1,000 1,0 0,0625
17 1,000 4,0 0,0625

3.2.7. PPy, PNMP ve PPy-ko-PNMP Kaph Elektrotlar icin pH ve Calisma

Potansiyelinin YYY ile Optimizasyonu

Caligmanin  bu kisminda, glukoz derisimine baglhh akim degerlerinin
Olclilmesinde kullanilan tamponun pH’s1t ve ¢alisma potansiyelleri YYY ile optimize
edilmigtir. Optimal dizayn kullanilarak hazirlanmis ¢alisma programinda, pH igin 4-8
aralig1 ve caligma potansiyeli i¢in 0,4-0,8 V araliginda 5’er deger kullanilarak 16
deneysel ¢alisma seti olusturulmustur. Boylece, PPy, PNMP ve PPy-ko-PNMP igin elde
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edilen en uygun pH ve c¢alisma potansiyeli c¢alismanin sonraki asamalarinda
kullanilmistir.
Glukoz biyosensorlerinin optimal tasarim ile olusturulmus pH ve c¢alisma

potansiyeli optimizasyonuna ait ¢alisma setleri Cizelge 3.7°de verilmistir.

Cizelge 3.7. Glukoz biyosensoérlerinin optimal tasarim ile olusturulmus pH ve ¢alisma
potansiyeli optimizasyonuna ait ¢alisma setleri

Calisma potansiyeli

Deneysel calismalar V) pH
1 0,4 4
2 0,6 4
3 0,8 4
4 04 5
3) 04 5
6 0,6 5
7 0,6 5
8 0,6 5
9 0,8 6
10 0,8 6
11 0,5 7
12 0,5 7
13 0,7 7
14 0,4 8
15 0,6 8
16 0,8 8

Elde edilen akim cevaplart Design Expert programinda kullanilarak
matematiksel model analizi yapilmistir. Segilen model i¢cin Anova analizi yapilmais,
gercek-tahmini deger, yiizey yanit ve kontiir grafikleri elde edilmistir. Caligma sonunda
en yiiksek akim degerinin gozlendigi pH ve ¢alisma potansiyeli ¢alismanin sonraki

asamalarinda kullanilmistir.
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3.2.8. Biyosensérlerin Yapisal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Ciplak Pt elektrot, Pt/PPy, Pt/PNMP ve Pt/PPy-ko-PNMP film kapli ve GOD
immobilize edilmis Pt elektrotlarin yiizeyleri, NaOy ortaminda sentezlenen (Pt/PPy/Chi-
GOD/GAL, Pt/PNMP/Chi-GOD/GAL ve Pt/PPy-ko-PNMP/Chi-GOD/GAL) dijital
fotograf makinesi (Canon Ultrasonic EF 100 mm) ve taramali elektron mikroskobu
(Jeol JISM-5500 LV) (SEM) ile goriintiilenmistir.

3.2.9. GlukozBiyosensoriiniin Elektrokimyasal Karakterizasyonu
3.2.9.1. Glukoz Biyosensorlerinin CV ve DTV Egrileri

Yiizeyine PPy, PNMP ile PPy-ko-PNMP sentezlenmis Pt elektrotun, glukoz
icermeyen ve iceren fosfat tamponunda CV analizi yapilmistir. Bu amagla optimum
pH’larda hazirlanmis  tampon c¢ozeltide hazirlanmis, 3 mM glukoz c¢ozeltisi
kullanilmistir. PPy igin - 0,5/1,8 V potansiyel, 50 mV/s tarama hizi, PNMP i¢in -0,5/1,5
V potansiyel, 20 mv/s tarama hizi, kopolimer igin ise -0,5/1,5 V potansiyel, 100 mv/s
tarama hiz1 uygulanarak modifiye elektrotlarin metal/¢6zelti araylizeyinde elektrot
yiizeyinde gergeklesen indirgenme ve ylikseltgenme olaylarini gozlemlemek amaciyla
CV egrileri elde edilmistir.
Metal/¢ozelti araylizeyinde elektrokimyasal tepkimelerin gerceklesip gerceklesmedigini
tespit etmek amaciyla, Pt/Ppy/Chi-GOD/GAL, Pt/PNMP/Chi-GOD/GAL ve Pt/PPy-ko-
PNMP/Chi-GOD/GAL elektrotlarinin glukoz icermeyen ve igeren fosfat tamponunda
10 mV/s tarama hizinda DTV egrileri elde edilmistir.

3.2.9.2. Glukoz Biyosensorlerinin Impedans Analizleri

Pt/Ppy/Chi-GOD/GAL, Pt/PNMP/Chi-GOD/GAL ve Pt/PPy-ko-PNMP/Chi-
GOD/GAL elektrotlarinin glukoz icermeyen ve igeren tampon ¢ozeltide, 10°-10°
frekans araliginda ve 7mV genlikte, Pt/PPy/Chi-GOD/GAL ve Pt/PNMP/Chi-
GOD/GAL celektrotlar1 i¢in 0,8 V, Pt/PPy-ko-PNMP/Chi-GOD/GAL elektrodu igin
0,6 V potansiyel fark uygulanarak yiik transferinin tespit edilmesi amaciyla impedans

egrileri elde edilmistir.
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3.2.10. Glukoz Biyosensorlerinin Biyokimyasal Karakterizasyonu
3.2.10.1. Akim Cevabina Glukoz Derisiminin Etkisi

Michaelis Menten sabiti (Ky) ve maksimum akim degerini (Imax) belirlemek
amaciyla yapilmis olan bu ¢alismada, 0,25-5 mM derisimleri arasindaki glukoz ¢ozeltisi

i¢in akim cevaplari 6l¢iilerek Michaelis Menten ve Lineweaver-Burk egrileri ¢izilmistir.

3.2.10.2. Glukoz Biyosensorlerinin Tekrar Kullanim Kararhh@imin Belirlenmesi
Biyosensorlerin tekrar kullanim kararliliklar1 optimum g¢alisma kosullarinda, 3
mM glukoz ¢ozeltisi kullanilarak belirlenmistir. Pt/Ppy/Chi-GOD/GAL, Pt/PNMP/Chi-
GOD/GAL ve Pt/PPy-ko-PNMP/Chi-GOD/GAL elektrotlarmmin net akim degerleri,
glukoz ¢ozeltisinde ardisik olarak 20 kez Slgiilmiis ve kullanim sayisina bagli olarak

grafige gecirilmistir.

3.2.10.3. Glukoz Biyosensorlerinin Depolama Kararhh@inin Belirlenmesi

Optimal sartlarda elde edilen Pt/Ppy/Chi-GOD/GAL, Pt/PNMP/Chi-GOD/GAL
ve Pt/PPy-ko-PNMP/Chi-GOD/GAL elektrotlar1 4 °C’ta bekletilmis ve belirli
periyotlarla 3 mM glukoz ¢ozeltisi kullanilarak akim cevaplart 6l¢iilmiis, her elektrot
icin net akim degerlerindeki degisim depolama giinline bagh olarak grafige

gecirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. BULGULAR

4.1.1. YYY ile Monomer Derisimi ve Tarama Hiz1 Optimizasyonu

4.1.1.1. PPy Sentez Sartlarinin Optimizasyonu

En uygun Py derisimi ve tarama hizin1 YYY ile belirlemek amaciyla 10, 25 ve
50 mM olmak iizere 3 farkli Py derisimi ve 20-50 ve 100 mV/s olmak iizere 3 farkli
tarama hiz1 secilerek tasarim yapildiginda Design Expert 8.0.7.1. yazilimi (seri no:0021-
6578) tarafindan optimal tasarim kullanilarak, 16 farkli deney seti olusturulmustur.
Calisma paketinde belirtilen sartlarda olusturulan enzim elektrotlar kullanilarak 0,5, 1,0,
2,0 ve 3,0 mM glukoz derisimlerinde 60 s boyunca kronoamperometrik olarak akim
cevaplari olglilmiistiir.

Elde edilen her elektrot icin 0,5, 1,0, 2,0 ve 3,0 mM glukoz olmak {izere 4 ayri
net akim degeri belirlenmistir. Yapilan tiim ¢aligmalarda 4 farkli glukoz derisimi igin
okunan akim degerlerinin dogrusal olarak arttig1 ve yanit ylizey, kontur ve gercek
deger-tahmini deger grafiklerinin ve ayrica varyans analiz sonuglarinin (ANOVA)
benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Bu nedenle 4 farkli glukoz derisimi i¢in 6l¢iilen net
akim degerleri Cizelge 4.1.’de verilmis, ancak iglerinden sadece 1 mM glukoz i¢in elde
edilen degerlerin ANOVA analizleri, yanit yiizey, ger¢ek deger-tahmini deger ve kontur
grafikleri verilmistir.

Cizelge 4.1°de goriildiigii gibi her elektrodun net akim degeri glukoz derisimi ile
orantilidir. 10 mM Py ile olusturulan elektrotlarin akim degerlerinin genel olarak
yiiksek oldugu gozlenmektedir. 8 nolu elektrodun glukoz derisimine bagli olarak net
akim degerinin diger elektrotlardan belirgin derecede yiliksek oldugu saptandigindan
dolay1, ¢alismanin devaminda derigim olarak 10 mM Py, tarama hiz1 olarak 50 mV/s ile
devam edilmistir. 1 mM glukoz i¢in 6l¢iilen net akim degerleri kullanildiginda program
tarafindan belirlenen matematiksel model analizinde Cizelge 4.2.’deki veriler elde

edilmistir.
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Cizelge 4.1. PPy sentez kosullariin optimizasyonunda YY'Y deney seti ve 4 farkli
glukoz derigimi i¢in 6lgiilen net akim cevaplari

I (nA/cm?)
Deneysel Pirol Tarama Hizi
calismalar  Derisimi(mM) (mV/s)
0,5mM 1ImM 2mM 3mM
glukoz glukoz glukoz glukoz
1 25,00 50,00 4,100 8,0100 15,360 21,760
2 25,00 50,00 3,670 7,1200 13,580 19,240
3 10,00 20,00 4,990 10,670 19,980 28,700
4 25,00 100,00 3,270 6,5700 12,700 18,600
5 25,00 20,00 2,150 4,2300 8,1600 11,840
6 50,00 50,00 4,370 8,2100 14,730 20,070
7 10,00 20,00 5,150 10,420 20,040 29,080
8 10,00 50,00 5,020 10,090 20,600 31,860
9 25,00 50,00 3,930 7,840 15,120 21,590
10 50,00 50,00 3,950 7,840 14,370 19,980
11 10,00 100,00 4,57 9,160 17,880 26,150
12 50,00 20,00 1,649 3,137 3,8250 5,1970
13 10,00 20,00 4,057 8,342 15,545 21,959
14 50,00 100,0 3,473 6,815 12,895 18,217
15 50,00 100,0 3,473 6,815 12,625 17,982
16 25,00 50,00 4,078 8,132 15,513 22,259
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Cizelge 4.2. PPy-monomer derisimi ve tarama hizi oraninin optimizasyonu
calismasinda elde edilen sonuglara gore yapilan matematiksel model

analizi
Model

Sequential  Uygunsuzlugu R’ Pred-R®
Kaynak p-degeri p-degeri
Dogrusal 0,0486 0,0037 0,2755 -0,0119
iki faktor etkilesimli  0,2199 0,0037 0,3113 -0,0077
Kuadratik 0,0014 0,1020 0,7766 0,5868 Onerilen
Kiibik 0,0712 0,2870 0,8557 0,0138

Secilecek matematiksel modelde, model uygunsuzlugunun (Lack of Fit) p-

degerinin 0,05’ten kiiciik olmasi gerekir, ayrica diizeltilmis belirtme katsayisi (Rzadj) ve

tahminlenmis belirtme katsayis1 (Pred-R?) arasindaki farkin 0,2’den fazla olmamasi

gereklidir. Cizelge 4.2.’deki sonuglardan, 1 mM glukoz ¢ozeltisi i¢in en iyi tanimlama

kuadratik model ile yapilabildiginden program tarafindan 6nerilen model bu olmustur.

Onerilen kuadratik modelde kullanilan terimlerin model iizerine etkisi en kiiciik kareler

yonteminin kullanildigi varyans analizi (ANOVA) ile incelenmis, ANOVA degerlerine

ait modelin uygunlugunun test edilmesi amaciyla belirlenen istatistiki veriler Cizelge

4.3.’te verilmistir.

Cizelge 4.3. PPy monomer derigimi ve tarama hizinin optimizasyonu ¢alismasina ait
ANOVA analizi (Kuadratik Model)

Kareler Ortalama F p-degeri
Kaynak toplam SD kareler degeri Prob > F
Model 52,00 5 10,40 11,43 0,0007  anlamh
A-Pirol Derigimi 29,79 1 29,79 32,73 0,0002
B-Tarama Hizi 4,67 1 4,67 5,13 0,0470
AB 5,53 1 5,53 6,07 0,0334
A2 15,90 1 15,90 17,47 0,0019
B2 17,42 1 17,42 19,14 0,0014
Kalint1 9,10 10 0,91
Model uygunsuzlugu 5,15 3 1,72 3,04 0,1020 anlamsiz
Saf hata 3,95 7 0,56
Toplam 61,10 15
Standart sapma 0,95 R’ 0,8510
Ortalama 7,71 R%.qj 0,7766
CV.% 12,37 Pred-R? 0,5868
PRESS 25,25 Adeq Precision 13,466

S.D. Serbestlik Derecesi
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Ideal bir model igin, matematiksel modelin uygunsuzlugunun (lack of fit)
anlamsiz (P>0,05) ve regresyon modelinin anlamli (P>0,05) olmasi gerekmektedir
(Myers ve Montgomery, 1995). Olusturulan modelde kullanilan her bir parametrenin
onem derecesi, Cizelge 4.3.’te verilen ‘F-degeri’ ve ‘p>F degeri’ ile belirlenmistir. ‘F-
degeri’ artip ‘p>F degeri’ azaldik¢a biyosensoriin akim cevabi lizerine etki eden
parametrelerin olusturulan modeldeki 6nemi de artmaktadir. Monomer derisiminin,
tarama hizina kiyasla ortalama kareler degerinin daha yliksek olmasi, net akim degeri
tizerine etkisinin daha 6nemli oldugunu géstermektedir.

Bununla birlikte, elde edilen en yiiksek akim degerine ait Onerilen modelin
uygunlugunun test edilmesi i¢in Design Expert yazilim1 tarafindan hesaplanan belirtme
katsayisi (R?), diizeltilmis belirtme katsayis (Rzadj), varyasyon katsayis: (C.V.), tahmini
kalint: hata kareler toplam: (PRESS), Pred-R?, yeterli hassasiyet (Adeq Precision) gibi
istatistiki sonuglar degerlendirilmistir.

R?, bagimli (yanit) degiskenlerin degerlerindeki degisimleri, deneysel faktorlerle
ve etkilesimlerle ne derecede agiklanabilecegini gdstermektedir. R® degeri her zaman 0
ile 1 arasindadir ve 1’e ne kadar yaklasirsa, modelin uygunlugu ve tahmin etmede
kullanlabilirligi o kadar iyidir (Akm, 2009). Bu ¢alismadaki R? degeri 0,8510
oldugundan, bagimli degiskende meydana gelen degisimlerin % 85,1’inin bagimsiz
degiskenler tarafindan agiklandigi goriilmektedir.

Istatistiki olarak &nemsiz terimlerin modelde kullanilabilmesi nedeniyle
olusturulan modellerin degerlendirilmesi asamasinda yilksek R? degerleri ile
karsilagilabilmektedir. Bu nedenle Rzadj degerlerinin  modelin  uygunlugunun
degerlendirilmesinde kullanilmasi 6nerilmektedir (Aygiin, 2012). Bu calismada Rzadj
degeri 0,7766 olarak hesaplanmustir. R? ve R%; degerlerinin birbirlerine yakin olmasi
(% 7,44), uygulanan model ile tahmin edilen akim degerlerinin, deneysel galismalarla
elde edilen gergek sonuglari oldukga 1yi yansittiginin kanitidir.

C.V., standart sapmanin ortalamaya gore yiizde kaglik bir degisim gosterdigini
belirtmektedir. Biiyiik C.V. degerleri, verilerin ortalamadan ¢ok fazla uzaklastigin,
kiigik C.V. degerleri ise verilerin hemen hemen ortalamayla ayni degere sahip
oldugunu gostermektedir (Lazic, 2004). C.V. degerinin % 12,37 olarak bulunmasi

modelin tahmini i¢in kullanilmas1 bakimindan olumlu bir durumdur.
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R%j ile Pred-R? degerleri arasindaki fark 0,2’den fazla olmamalidir. Bu belirtme
katsayilarinin agiklayicilik oranlart arasinda % 20’den fazla degisim olmas: durumunda
Onerilen model uygun degildir. Bu iki belirtme katsayis1 arasindaki fark akim cevabi
i¢in 0,1898 (% 18,98) oldugundan olusturulan model uygundur.

Regresyon modelinin uygun olabilmesi ic¢in, Adeq Precision degerinin, yani
sinyalin giiriiltiiye oraninin 4’ten biiyiik olmas1 gerekmektedir (Myers ve Montgomery,
1995). Bu c¢alismadaki Adeq Precision degeri 13,466 olarak hesaplandigindan
ongoriilen model bu kriter agisindan da uygundur.

Secilecek matematiksel modele ait PRESS degerinin diger matematiksel modellerle
kiyaslandiginda en diisiik olmasi istenir. ANOVA analizinde elde edilen PRESS degeri
bu bakimdan uygun degildir.

Tiim bu istatiki degerlendirilmeler neticesinde, bu modelin olusturulmasinda
kullanilan Pirol monomer derigimi ve tarama hizi bagimsiz degiskenlerinin aralik
degerleri dikkate alinmak kaydiyla, 1 mM glukoz derisiminde Slgiilecek akim degerinin
tahminlenmesinde kullanilabilecegi sonucuna ulagilmistir.

Program tarafindan kuadratik model ve 1 mM glukoz derisiminde Slgiilecek akim degeri

i¢in Onerilen denklem Esitlik 4.1°de verilmistir.

I = +11.01458 - 0.53034 X Pirol derisimi + 0.17197 X Tarama hiz1 +
1.20052E- 003 x Pirol derisimi x Tarama hiz1 + 6.08390E-003 x Pirol
derigimi2 - 1.57328E-003 x Taramahizi2

4.1)

Esitlik 4.1. kullanilarak tahmin edilen net akim cevaplar ile ger¢ek sonuglarin birbirine

yakiligini gosteren gercek ve tahmini degerler grafigi Sekil 4.1.de gosterilmistir.
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Design-Expert® Software
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Color points by value of
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Gergek degerler

Sekil 4.1. PPy sentezinin YY'Y ile optimizasyonunda elde edilen gergek ve
tahmini degerler grafigi

Sekil 4.1.’de gortildiigii gibi gercek degerlere karsi tahmini degerler, yani,

deneysel sonuglar ile olusturulan matematiksel modelden elde edilen sonuglarin

karsilastirilmast yapilmaktadir. Bu degerler birbirine ne kadar yakinsa, noktalar grafik

tizerindeki dogruya o kadar yakindir. Sekilde de goriildiigii gibi gercek ve tahmini

degerler birbirine oldukg¢a yakindir.

Monomer derisimi (Py) ve tarama

hizinin akim cevabi tizerine etkisinin

belirlenmesi amaciyla olusturulan deney setleri sonucu 6Slgiilen akim degerleri ile elde

edilen, ylizey yanit ve kontur grafikleri sirasiyla Sekil 4.2 ve 4.3’de verilmistir
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Design-Expert® Software
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Sekil 4.2. Elektrot tasariminda PPy sentezi asamasinda Py derisimi ve tarama hiz
etkisinin yanit ylizey grafigi

Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual 1 mM
1mM 100.00

e Design Points

10.665
92.00
3.137

84.00
X1 = A: Pirol derisimi

X2 = B: Tarama hizi 76.00
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52.00

B: Tarama hizi

44.00

36.00

28.00

20.00 3
10.00 18.00 26.00 34.00 42.00 50.00

A: Pirol derisimi

Sekil 4.3. Elektrot tasariminda PPy sentezi asamasinda Py derisimi ve tarama hizi
etkisinin kontur grafigi

Sekil 4.2 ve 4.3’de verilen ylizey ve kontur grafikleri incelendiginde, belirli
tarama hizinda, diisiik Py derisimi icin Olgiilen akim degerleri en yiiksekken, Py
derisimi arttikga akim degerlerinin diistiigli gozlenmektedir. Buna karsilik yiizey
grafiginde 50 mV/s tarama hiz ile olusturulan elektrotlarin net akim degerlerinin 20 ve
100 mV/s tarama hiz1 ile elde edilenlere gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir. En
yiiksek net akim cevabi 10 mM Py derisimi ve 50 mV/s tarama hizinda elde edildigi i¢in
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bu sartlar optimum deger olarak kabul edilmistir. Bu elektrodun olusturulmasinda,
optimum parametreler dogrultusunda ylizeye sentezlenmis PPy’ye ait CV egrisi Sekil

4.4 te gosterilmistir.

]
3_
gz_
£
=
<l_
O_rfg/
S e L B A B S B
-0.5 0.0 0.5 1.0 1.5

Potansiyel (V)

Sekil.4.4. Optimum derisim(10 mM) ve tarama hizinda (50 mV/s) Pt elektrot
yiizeyine, sentezlenmis PPy’ye ait CV egrisi

Sekil 4.4’de verilen CV egrisi incelendiginde, -0,5 ile -0,2 V potansiyel
araliginda asagiya dogru bakan pikin, polimer filmde meydana gelen indirgenmeyi
temsil ettigi goriilmekedir. Aynmi pike karsilik gelen yukaridaki diiz ¢izgi de yiizeydeki
pasif tabakanin meydana geldigini gostermektedir. 0,8-1,1 V potansiyel araliinda

olusan pik ise monomer oksidasyonuna karsilik gelmektedir.

4.1.1.2. PNMP Sentez Sartlarimin Optimizasyonu

En uygun NMP derigsimi ve tarama hizin1 YYY ile belirlemek amaciyla 10, 25
ve 50 mM olmak iizere 3 farklt NMP derisimi ve 20, 50 ve 100 mV/s olmak iizere 3
farkli tarama hiz1 segilerek tasarim yapildiginda Design Expert 8.0.7.1. yazilimi (seri
no:0021-6578) tarafindan optimal tasarim kullanilarak, 16 farkli deney seti
olusturulmustur. Calisma paketinde belirtilen sartlarda olusturulan enzim elektrotlar
kullanilarak 0,5, 1,0, 2,0 ve 3,0 mM glukoz derisimlerinde 60 s boyunca

kronoamperometrik olarak akim cevaplar1 6l¢iilmiistiir.
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Elde edilen her elektrot i¢in 0,5, 1,0, 2,0 ve 3,0 mM glukoz olmak {izere 4 ayri
net akim degeri belirlenmistir. Yapilan tiim calismalarda 4 farkli glukoz derisimi igin
hesaplanan net akim degerlerinin dogrusal olarak arttigi ve yanit yiizey, kontur ve
gercek deger-tahmini deger grafiklerinin ve ayrica varyans analiz sonuglarmin
(ANOVA) benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Bu nedenle 4 farkli glukoz derisimi i¢in
hesaplanan net akim degerleri Cizelge 4.4.’de verilmistir. Ancak, i¢lerinden sadece 1
mM glukoz i¢in elde edilen degerlerin ANOVA analizleri, yanit yilizey, kontur ve

gercek deger-tahmini deger grafikleri verilmistir.

Cizelge 4.4. PNMP sentez kosullarinin optimizasyonunda YY'Y deney seti ve 4 farkli
glukoz derigimi i¢in Slgiilen net akim cevaplari

Deneysel I,)\lell'/;;mi Tarama Hiz1 I (nA/em’)
calismalar (mV/s) 0,5mM 1ImM 2mM 3mM
(mM) glukoz glukoz glukoz glukoz

1 2500 50,00 15,11 29,96 59,25 86,68
2 25,00 50,00 14,47 29,16 56,99 84,83
3 10,00 20,00 16,34 33,21 66,09 96,24
4 25,00 100,00 12,42 25,77 50,83 75,16
5 25,00 20,00 14,12 28,33 56,13 82,95
6 50,00 50,00 12,19 24,58 47,99 70,24
7 10,00 20,00 16,26 33,36 66,00 96,18
8 10,00 50,00 14,78 29,85 58,82 86,75
9 25,00 50,00 16,29 32,68 58,09 95,02
10 50,00 50,00 11,52 23,02 45,20 66,55
11 10,00 100,00 12,92 26,33 51,81 76,28
12 50,00 20,00 9,88 20,22 39,69 58,19
13 10,00 20,00 15,83 31,79 63,32 93,49
14 50,00 100,00 13,81 27,75 54,57 79,29
15 50,00 100,00 13,94 27,01 55,63 82,17
16 25,00 50,00 14,12 28,87 58,47 86,37

Cizelge 4.4° de goriildiigli gibi her elektrodun net akim degeri glukoz derisimi
ile orantilidir. 10 mM NMP ile olusturulan elektrotlarin akim degerlerinin genel olarak

yiiksek oldugu gozlenmektedir. 3 nolu elektrodun glukoz derisimine bagli olarak net
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akim degerinin diger elektrotlardan belirgin derecede yiiksek oldugu saptandigindan

dolay1, ¢alismanin devaminda derigim olarak 10 mM NMP, tarama hiz1 olarak 20 mV/s

ile devam edilmistir. 1 mM glukoz igin oOlgiilen net akim degerleri kullanildiginda

program tarafindan belirlenen matematiksel model analizi Cizelge 4.5.’de verilmistir.

Cizelge 4.5. PNMP-monomer derisimi ve tarama hizinin optimizasyonu ¢alismasinda
elde edilen sonuglara gore yapilan matematiksel model analizi

Model
Sequential  Uygunsuzlugu R’ Pred-R®
Kaynak p-degeri p-degeri
Dogrusal 0,0074 0,0068 0,4573 0,0906
Iki faktor etkilesimli ~ 0,0004 0,1369 0,7997 0,7556
Kuadratik 0,0570 0,3514 0,8645 0,7420 Onerilen
Kiibik 0,7800 0,1165 0,8408 -0,9588

Cizelge 4.5.°deki sonuglardan, 1 mM glukoz ¢dzeltisi i¢in en iyi tanimlama

kuadratik model ile yapilabildiginden program tarafindan énerilen model bu olmustur.

Onerilen matematiksel modelde kullanilan terimlerin model iizerine etkisi en kiiciik

kareler yonteminin kullanildigi varyans analizi (ANOVA) ile incelenmis, ANOVA

degerlerine ait modelin uygunlugunun test edilmesi amaciyla belirlenen istatistiki

veriler Cizelge 4.6.’da verilmistir.

Cizelge 4.6. PNMP monomer derisimi ve tarama hizinin optimizasyonu ¢aligsmasina ait
ANOVA analizi (Kuadratik Model)

Kareler Ortalama F p-degeri
Kaynak toplam SD kareler degeri Prob > F
Model 187,82 5 37,56 20,14 <0,0001 anlaml
A-NMP derigimi 52,37 1 62,37 33,45 0,0002
B-Tarama hizi 0,0077 1 0,0077 0,004167 0,9498
AB 76,38 1 76,38 40,96 <0,0001
A2 3,52 1 3,52 1,89 0,1997
B’ 5,85 1 5,83 3,13 0,1074
Kalint1 18,65 10 1,86
Model uygunsuzlugu 6,63 3 2,21 1,29 0,3514 anlamsiz
Saf hata 12,02 7 1,72
Toplam 206,46 15
Standart sapma 1,37 R’ 0,9097
Ortalama 28,24 R%.qj 0,8645
CV.% 4,83 Pred-R? 0,7420
PRESS 53,27 Adeq Precision 14,993

S.D. Serbestlik Derecesi
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Cizelge 4.6’da goriildiigii gibi verilerin analizinde yanit cevabi i¢in en uygun
model kuadratik model 6nerilmistir. Model i¢in p degeri <0,0001 olarak hesaplanmis ve
sonug¢ anlamli bulunmustur. Model i¢in belirlenen lack of fit degeri ise 0,3514 olarak
anlamli bulunmamistir. Monomer derigiminin, tarama hizina kiyasla ortalama kareler
degerinin daha yiiksek olmasi, net akim degeri lizerine etkisinin daha énemli oldugunu
gostermektedir. % C.V. degeri, yani standart sapmanin ortalamadan sapma degeri 4.83
olarak bulunmustur. R degeri 0,9097 oldugundan, bagimli degiskende meydana gelen
degisimlerin % 90’min bagimsiz degiskenler tarafindan aciklandigi goriilmektedir. R®
ve R%adj degerlerinin birbirlerine yakin olmasi (% 4,52), ve ayrica R (0,8645) ile Pred-
RZ( 0,7420) degerleri arasinda 0,2’den daha az fark olmasi (0,1225, %12,25) model i¢in
olumlu istatistiki verilerdir. Bu da uygulanan modelin, elde edilen gergek sonuglar
olduk¢a iyi yansittiginin kanitidir. Bu calismada Adeq. Precision. degeri (yeterli
hassasiyet) 14,993 oldugundan model bu kriter agisindan uygundur.

Tim bu istatiki degerlendirilmeler neticesinde, bu modelin olusturulmasinda
kullanilan NMP monomer derisimi ve tarama hizi bagimsiz degiskenlerinin aralik
degerleri dikkate alinmak kaydiyla, 1 mM glukoz derisiminde Slgiilecek akim degerinin
tahminlenmesinde kullanilabilecegi sonucuna ulasilmistir. Secilecek matematiksel
modele ait PRESS degerinin diger matematiksel modellerle kiyaslandiginda en diisiik
olmasi istenir. ANOVA analizinde elde edilen PRESS degeri bu bakimdan uygun
degildir.

Program tarafindan kuadratik model ve 1 mM glukoz derisiminde OSl¢iilecek

akim degeri i¢in Onerilen Esitlik 4.2. asagida verilmistir.

| =+35.19298 - 0.23105 x NMP derisimi - 0.025391 x Tarama hz1 +
4.46215E- 3 x NMP derisimi x Tarama hiz1 - 2.86079E - 003 x NMP

derisimi2 - 9.10474E-4 x Tarama hiz12
(4.2)
Esitlik 4.2. kullanilarak tahmin edilen net akim cevaplari ile gergek sonuglarin
birbirine yakmligin1 gosteren gercek ve tahmini degerler grafigi Sekil 4.5.de

gosterilmistir.
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Sekil 4.5. Elektrot tasariminda PNMP sentezi asamasinda NMP derisimi ve tarama hizi
etkisinin gergek ve tahmini degerler grafigi

Sekil 4.5’de gergek degerlerin tahmini degerlere yakin oldugu goriilmektedir.
Monomer derisimi (NMP) ve tarama hizinin akim cevabi iizerine etkisinin belirlenmesi
amactyla olusturulan deney setleri sonucu dlgiilen akim degerleri ile elde edilen yanit

ylizey ve kontur grafikleri sirastyla Sekil 4.6 ve 4.7°de verilmistir.

Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual

1mM

® Design points above predicted value

o

%33.364 34
20221 32

o 30
X1 = A: NMPderisimi
X2 = B: Tarama hizi 28

1mM

44.00
52.00
60.00
68.00
76.00
84.00
92.00
100.00  50.00

B: Tarama hizi

10.00
26.00
42.00

A: NMPderisimi

Sekil 4.6. Elektrot tasariminda PNMP sentezi asamasinda NMP derisimi ve tarama hizi
etkisinin yanit ylizey grafigi
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Sekil 4.7. Elektrot tasariminda PNMP sentezi asamasinda NMP derisimi ve tarama hizi
etkisinin kontur grafigi

Sekil 4.7°de goriildiigi gibi, yiiksek tarama hizinda (100 mV/s) elde edilen
elektrotlarin akim cevabi lizerine NMP derisiminin etkisi yok denecek kadar azdir. Oysa
diisiik tarama hizinda (20 mV/s) elde edilen elektrotlarda, kullanilan NMP monomer
derigimi arttikga net akim degerleri 6nemli deecede azalmaktadir. Net akim cevabi
tizerine NMP monomer derisimi ve tarama hizinin es zamanli degerlendirilmesine
imkan saglayan YYY, bu nedenle klasik optimizasyon yoOntemine gore oldukga
avantajhidir.

Sekil 4.6 ve 4.7°de verilen yanit ylizey ve kontur grafiklerinde goriildiigii gibi
diisiik monomer derisimi ve tarama hizinda akim cevabi yiiksekken, NMP derigimi
arttikca biyosensoriin akim cevabinin azaldigi goriilmektedir. 10 mM NMP ve 20 mV/s
tarama hiz1 ile sentez edilen PNMP ile elde edilen elektrot en yiliksek akim cevabina
sahip oldugundan, sonraki ¢alismalarda bu parametrelerin kullanimina karar verilmistir.
Bu elektrodun olusturulmasinda, optimum parametreler dogrultusunda yiizeye

sentezlenmis PNMP’ye ait CV egrisi Sekil 4.8.”de gosterilmistir.
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Sekil.4.8. Optimum derisim(10 mM) ve tarama hizinda (20 mV/s) Pt elektrot
ylizeyine, sentezlenmis PNMP’ye ait CV egrisi

Sekil 4.8’ deki CV egrisi incelendiginde, 0,1 V potansiyel araligina karsilik
gelen  bolgede indirgenme-yiikseltgenme  reaksiyonlarinin  meydana  geldigi
goriilmektedir. 1,1 V potansiyel deger araligina karsilik gelen bolge ise monomer

oksidasyonunu gostermektedir.

4.1.1.3. PPy-ko-PNMP Sentez Sartlarinin Optimizasyonu

Bu calismada toplam monomer derisimi 10 mM olacak sekilde NMP: Py orani
tc farkli degerde calisilmistir. Cizelge 4.7°de NMP derisimleri verilmis olup Py
derigimi toplam derisim 10 mM olacak sekilde eklenmistir (NMP 1 mM ise Py 9 mM
gibi). Tarama hiz1 20, 50 ve 100 mV/s segilerek 3 monomer orani i¢in optimal tasarim
yapilmis ve Cizelge 4.7°de verilen 16 deney seti elde edilmistir. Elde edilen elektrotlar
kullanilarak 4 farkli glukoz derisimi icin net akim degerleri de aym c¢izelgede

verilmistir.
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Cizelge 4.7. PPy-ko-PNMP sentez kosullarinin optimizasyonunda YYY deney seti ve 4
farkli glukoz derisimi i¢in Olcililen net akim cevaplari

I (nA/em’)
Deneysel NMP Tarama Hizi

c¢alismalar  Derisimi(mM) (mVIs) 0.,5mM 1mM omM 3mM
glukoz glukoz glukoz glukoz

1 1 50,0 13,79 27,91 55,39 81,49

2 5 50,0 16,81 33,55 66,49 97,60

3 5 20,0 14,52 29,12 58,31 85,56

4 1 100 10,46 21,27 42,74 64,08

5 9 50,0 14,15 28,47 56,13 80,28

6 1 20,0 15,27 30,73 61,03 90,01

7 5 50,0 15,53 32,48 49,17 79,70

8 5 50,0 15,83 31,92 65,25 96,26

9 9 100 13,80 28,18 56,99 84,17

10 1 20,0 14,42 29,14 58,11 85,78

11 1 100 13,04 26,44 53,37 79,05

12 9 100 14,57 29,92 60,49 89,51

13 5 100 17,61 31,24 67,18 96,82

14 9 20,0 13,41 25,94 53,43 78,93

15 5 50,0 14.00 29,37 60,42 89,08

16 5 20,0 12,59 25,73 52,04 76,22

Cizelge 4.7.’de goriildiigii gibi her elektrot i¢in glukoz derisimi ile orantili net
akim degeri Ol¢lilmiistiir. Tiim elektrotlarda glukoz derisimine bagli olarak net akim
degerlerinde artis gézlenmistir Monomer derigimi oranlarinin esit (5:5), tarama hizinin
ise 100 mv/s oldugu durumda akim degerinin en yiiksek oldugu goézlenmistir. Bu
nedenle calismanin devaminda bu degerler kullanilmistir. Cizelge 4.7.’de verilen akim
degerleri Design Expert bilgisayar programinda analiz edildiginde, akim cevaplarini
tanimlamak i¢in program tarafindan olusturulan matematiksel model analizi Cizelge

4.8.’de 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.8. PPy-ko-PNMP-monomer derisimi ve tarama hizi oranini optimizasyonunda
elde edilen sonuglara gore yapilan matematiksel model analizi

Model
Sequential  Uygunsuzlugu Rzadj Pred-R?
Kaynak p-degeri p-degeri
Dogrusal 0,1281 0,0252 0,1589 -0.2562
Iki faktor etkilesimli ~ 0,0233 0,0701 0,4169 0.0903
Kuadratik 0,2231 0,0734 0,4816 0.1307 onerilen
Kiibik 0,2095 0,0591 0,5616 -2.5263

Secilecek matematiksel modelde, model uygunsuzlugunun (Lack of Fit) p-
degerinin 0,05’ten biiylik olmas1 gerekir, ayrica diizeltilmis belirtme katsay1si (Rzadj) ve
tahminlenmis belirtme katsayisi (Pred-R?) arasindaki farkin 0,2’den fazla olmamasi
gereklidir. Cizelge 4.8.’deki sonuglardan, 1 mM glukoz ¢ozeltisi i¢in en iyi tanimlama
Kuadratik model ile yapilabildiginden program tarafindan 6nerilen model bu olmustur.
Onerilen Kuadratik modelde kullanilan terimlerin model iizerine etkisi en kiiciik kareler
yonteminin kullanildigi varyans analizi (ANOVA) ile incelenmis, ANOVA degerlerine
ait modelin uygunlugunun test edilmesi amaciyla belirlenen istatistiki veriler Cizelge

4.9.’da verilmistir.

Cizelge 4.9. PPy-ko-PNMP sentez kosullarinin optimizasyonu ¢alismasinin ANOVA
analizi (Kuadratik Model)

Kareler Ortalama F p-degeri
Kaynak toplam SD kareler degeri Prob > F
Model 89,81 5 17,96 3,70 0,0373  anlaml
A-NMP derigimi 0,69 1 0,69 0,14 0,7145
B-Tarama hiz1 0,089 1 0,089 0,018 0,8950
AB 40,22 1 40,22 8,28 0,0165
A2 19,51 1 19,51 4,2 0,0729
B’ 15,50 1 15,50 3,19 0,1044
Kalint1 48,60 10 1,00
Model uygunsuzlugu 17,31 3 5,77 1,29 0,3501 anlamsiz
Saf hata 31,29 7 4,47
Toplam 138,41 15
Standart sapma 2,20 R? 0,6489
Ortalama 28,84 R%.qj 0,4733
CV.% 7,64 Pred-R? -0,0004
PRESS 138,47 Adeq Precision 5,3470

S.D. Serbestlik Derecesi

48



Cizelge 4.9’da goriildiigii gibi verilerin analizinde yanit cevabi i¢in kuadratik
model Onerilmistir. Model i¢in p degeri 0,0373 olarak hesaplanmis ve sonug¢ anlaml
bulunmustur. Model i¢in belirlenen lack of fit degeri ise 0,3501 olarak anlamli
bulunmamistir. Monomer derisiminin, tarama hizina kiyasla ortalama kareler degerinin
daha yiiksek olmasi, net akim degeri lizerine etkisinin daha Onemli oldugunu
gostermektedir. Varyasyon katsayisi, % C.V. degerinin 7,64 olmas1 verilerin ortalama
degere oldukca yakin oldugunu gostermektedir. R?* degeri 0,6489 olmasi ve RZdj
(0,4733) ile Pred-R? (-0,0004) degerleri arasinda 0,2 den daha fazla fark olmast model
igin olumlu olmayan istatistiki verilerdir. Pred. R? degerinin negatif ¢ikmasi ortalama
degerin modele gore daha iyi tahminleme yaptig1 anlamia gelmektedir (Aygiin 2012).
Sinyalin giiriiltiiye oranin1 veren Adeq. Precision (yeterli hassasiyet) degerinin 4’den
biiylik olmas1 gerekir. Calismada Adeq. Precision. degeri 5,347 oldugundan model bu
kriter agisindan uygundur.

Tim bu istatiki degerlendirilmeler neticesinde, bu modelin olusturulmasinda
kullanilan NMP derisimi (toplam 10 mM monomer derisiminin geri kalan kismi Py
olmak kosuluyla) ve tarama hizi bagimsiz degiskenlerinin aralik degerleri dikkate
alinmak kaydiyla, 1 mM glukoz derisiminde 6l¢iilecek akim degeri i¢in 6nerilen Esitlik

4.3. asagida verilmistir.

| = +26.59012 + 0.68188 x NMPderisimi + 0.10186 x Tarama hizi + 0.015186
X NMPderisimi x Tarama hiz1 -0.15226 x NMPderisimi2 -1.46126E-003

X Tarama hiz12
(4.3)
Esitlik 4.3. kullanilarak tahmin edilen net akim cevaplar ile ger¢ek sonuglarin birbirine

yakinligini gosteren gercek ve tahmini degerler grafigi Sekil 4.9.da gosterilmistir.

49



Design-Expert® Software
1mMm

Color points by value of
1mMm:

533.55
21.275

34.00 —
3200 —
o = = m
$
Q
— 3000 —
= = = =
Q = - B ]
)% 28.00 —
e
-
C 26.00 —|
£
=
E 24,00 —| - =
<
F 22.00 —
20.00 —
l T T l l l I T
20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00
Gergek degerler

Sekil 4.9. Elektrot tasariminda PPy-ko-NMPPsentezi asamasinda NMP derigimi ve
tarama hizi etkisinin ger¢ek ve tahmini degerler grafigi (Toplam monomer

derisimi:10mM)

Sekil 4.9’da goriildiigii gibi bu model degerlerin tahminlenmesinde gergek

degerlere yakin sonuglar vermektedir.

Monomer derisim orant (NMP:Py) ve tarama hizinin akim cevabi iizerine

etkisinin belirlenmesi amactyla olusturulan deney setleri sonucu 6lgiilen akim degerleri

ile elde edilen yiizey yanit ve kontur grafikleri sirasiyla Sekil 4.10 ve 4.11°de

verilmistir.

Design-Expert® Software
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Sekil 4.10. Elektrot tasariminda PPy-ko-PNMP sentezi asamasinda NMP derisimi ve
tarama hiz1 etkisinin yanit yiizey grafigi (Toplam monomer derisimi: 10mM)
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Sekil 4.11. Elektrot tasariminda PPy-ko-PNMP sentezi asamasinda NMP derisimi ve
tarama hiz1 etkisinin kontur grafigi (Toplam monomer derigimi:10 mM)

Sekil 4.10 ve 4.11°de goriildiigi gibi, NMP ve Py derisimlerinin 5’er mM ve
tarama hizinin 50 mV/s oldugu sartlarda sentezlenen kopolimer ile olusturulan
elektrotlarin akim degerleri en yiiksek ¢ikmistir. Bu nedenle sonraki ¢aligmalarda bu
parametreler kullanilarak kopolimer sentezi gergeklestirilmistir.

Bu elektrodun olusturulmasinda, optimum parametreler dogrultusunda yiizeye

sentezlenmis PPy-ko-PNMP’ye ait CV egrisi Sekil 4.12.”de gosterilmistir.

Akim (A)

os 00  as 10 15
Potansiyel (V)

Sekil.4.12. Optimum derisim(5:5 mM) ve tarama hizinda (50 mV/s) Pt elektrot
ylizeyine, sentezlenmis PPy-ko-PNMP’ye ait CV egrisi
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Sekil 4.12’de verilen CV egrisi incelendiginde, -0,5 ile -0,1 V potansiyel
araliginda asagiya dogru bakan pikin, polimer filmde meydana gelen indirgenmeyi
temsil ettigi goriilmekedir. Ayni1 pike karsilik gelen yukaridaki ¢izgi de ylizeydeki pasif
tabakanin meydana geldigini géstermektedir. 0,9-1,1 V potansiyel araliginda olusan pik

ise monomer oksidasyonuna karsilik gelmektedir.

4.1.2. iletken Polimerlerle Modifiye Edilmis Elektrotlar icin Chi, GOD ve GAL

Derisimlerinin YYY ile Optimizasyonu
4.1.2.1. PPy Kaph Elektrot icin Chi, GOD ve GAL Derisimlerinin YYY ile

Optimizasyonu

Bu asamada daha 6nce belirlenen optimum Pirol derisimi (10 mM) ve tarama
hizi (50 mV/s) sartlarinda olusturulan Ppy tabakasi tizerinde GOD igeren kitosan ve
GAL derigsimlerinin optimizasyonu i¢in YYY uygulanmistir. Bu calismada Box-
Behnken tasarim optimizasyonu kullanilmigtir. Her c¢alisma elektrodu Cizelge 4.10.’da
belirtilen Chi, GOD ve GAL oranlarinda hazirlanmis 50 mM fosfat tamponunda ve 0,8
V calisma potansiyelinde kararli hal akimlar1 elde edilinceye kadar bekletilmis,
ardindan 0,5, 1, 2 ve 3 mM glukoz ¢ozeltilerindeki net akim degerleri Glglilmiistiir.
Diger ¢alismalarda oldugu gibi bu calisamada da 4 farkli glukoz derisimi i¢in okunan
net akim degerlerinin dogrusal olarak arttig1 ve yanit yiizey, kontur ve gercek deger-
tahmini deger grafiklerinin, ayrica ANOVA degerlerinin benzerlik gosterdigi
belirlenmistir. Bu nedenle 4 farkli glukoz derisimi i¢in olgiilen net akim degerleri
Cizelge 4.10.°da verilmistir. Ancak sadece 1 mM glukoz i¢in elde edilen degerlerin
ANOVA analizleri, yanit yiizey, kontur ve gercek deger-tahmini degerler grafikleri

verilmistir.
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Cizelge 4.10. PPy ile modifiye elektrot tasariminda Chi, GOD ve GAL derisimlerinin
Box-Behnken tasarimi ile optimizasyonu

. I (nA/em’)
Deneysel defir;limi d?riosi[:ni dGeﬁ;_imi
Callsmalar (%) (mg/ml) (%) %Isumr: glllrjn k,\(;lz gzllrjn k,\(;lz g?umkl\:z
1 0,63 1,00 0,1000 2,191 4,56 8,99 13,29
2 1,00 2,50 0,1000 6,97 13,89 26,96 39,60
3 1,00 2,50 0,0250 7,08 14,24 27,56 40,42
4 0,25 1,00 0,0625 1,83 3,44 6,52 9,34
5 0,63 4,00 0,0250 9,415 18,54 36,05 52,45
6 0,63 4,00 0,1000 9,895 19,91 38,96 57,04
7 0,25 2,50 0,1000 4,684 9,41 18,05 25,99
8 0,25 4,00 0,0625 3,46 7,04 13,36 17,85
9 0,63 1,00 0,0250 2,71 5,55 10,83 15,87
10 1,00 4,00 0,0625 11,72 23,35 45,55 66,39
11 0,63 2,50 0,0625 6,39 12,77 24,84 36,08
12 0,25 2,50 0,0250 8,73 17,34 33,77 48,68
13 0,63 2,50 0,0625 6,13 12,23 23,31 33,61
14 0,63 2,50 0,0625 7,19 14,30 28,14 40,82
15 0,63 2,50 0,0625 5,85 11,51 21,55 31,38
16 0,63 2,50 0,0625 7,06 14,05 27,39 40,15
17 1,00 1,00 0,0625 4,71 9,40 17,65 25,99

Cizelge 4.10.’da verilen bulgulardan da goriildigii gibi, glukoz derigimi arttik¢a
akim degerleri de dogrusal olarak artmistir. En yliksek akim degeri %1 Chi, %0,0625
GAL ve 4 mg/ml GOD ile hazirlanan enzim elektrot kullanildiginda gézlenmistir.

Cizelge 4.10.’da 1 mM glukoz i¢in elde edilen net akim degerleri Design Expert
bilgisayar programinda analiz edildiginde, akim cevaplarini tanimlamak i¢in program
tarafindan olusturulan dogrusal, iki faktor etkilesimli, kuadratik ve kiibik modeller i¢in

model analizi yapilmis ve sonuglar Cizelge 4.11.’de 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.11. PPy ile modifiye elektrot tasariminda Chi, GOD ve GAL derisimlerininin
optimizasyonunda elde edilen sonuglara gore matematiksel model

analizi
Model
uygunsuzlugu
Kaynak p-degeri  p-degeri R%aj Pred-R?
Dogrusal 0,0010 0,0170 0,6314 0,3872 Onerilen
Iki faktor etkilesimli 0,3061 0,0168 0,6608 -0,0310
Kuadratik 0,6780 0,0083 0,6046 -1,5996
Kiibik 0,0083 0,9535

Cizelge 4.11.°deki  sonuclardan  goriildiigii  gibi akim  degerinin
tahminlenmesinde istatistiki verilere gore program tarafindan dogrusal model
Onerilmistir. Secilen matematiksel modele gore diizenlenmis ANOVA degerleri ve

dogrusal modele ait istatistiksel veriler Cizelge 4.12.’de verilmistir.

Cizelge 4.12. PPy ile modifiye elektrot tasariminda Chi, GOD ve GAL derisimlerinin
Box-Behnken tasarimi ile optimizasyonu ANOVA analizi

Kaynak Kareler SD Ortalama F p-degeri
toplamm kareler degeri Prob>F
Model 340,92 3 113,64 10,14 0,0010 anlamli
A-C-Chi 69,90 1 69,90 6,24 0,0267
B-C-GOD 263,19 1 263,19 23,48 0,0003
C-C-GAL 7,82 1 7,82 0,70 0,4185
Kalint1 145,73 13 11,21
Model uygunsuzlugu 140,07 9 15,56 11,00 0,0170 anlaml
Saf hata 5,66 4 1,41
Toplam 486,65 16
Standart sapma 3,35 R? 0,7005
Ortalama 12,44 R%.qj 0,6314
CV.% 26,90 Pred-R? 0,3872
PRESS 298,23 Adeq Precision 10,704

S.D. Serbestlik Derecesi

Cizelge 4.12° de goriildiigii gibi hem model hem de model uygunsuzlugu( lack
of fit) analizi sonucu sonuglar anlamli bulunmustur ki model uygunsuzlugu degerinin
0.05’den biiyiik olmas1 yani anlamsiz olmasi arzu edilir. Chi, GOD ve GAL derisimleri
icin belirlenen ortalama kareler toplami degerleri kiyaslandiginda, net akim cevabi
tizerinde etkili olan parametreler biiylikten kii¢lige sirayla GOD, Chi ve GAL derisimi
olarak belirlenmistir. % 26,90 olan % C.V. degeri de standart sapmanin yiiksek ve

degerlerin birbirinden farkli oldugunu gostermektedir.
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R? Adjile Pred.R? degerleri arasindaki fark da (0,2442) 0,2°den biiyiik ¢cikmustir.
Ancak ¢alismada Adec. Precision (yeterli hassasiyet) degeri 4’den biiyiik olup 10,704
olarak belirlenmistir. PPy ile modifiye elektrot tasariminda Chi, GOD ve GAL
derisimlerinin optimizasyonunda 1 mM glukoz i¢in dl¢iilecek akim cevaplarini tahmin
etmek i¢in Desing Expert yazilimi gercek degiskenlere bagl olarak Lineer model igin

Onerilen esitlik 4.4. asagida verilmistir.
I = -0.39374 + 7.88267 X Cchi+ 3.82383 X Cgop - 26.37333 X CeaL

(44.)
Bu modelde yiizey lineer oldugundan sabit GAL derisimi i¢in sadece Chi ve
GOD derisimlerine bagh ylizey grafikleri elde edilmistir. Bu nedenle her ii¢ degiskenin
degisimine bagl akim cevaplarimin ylizey grafiklerini gdstermek amaciyla kuadratik
model iizerinden degerlendirme yapilmistir. Ayni verilerle elde edilen kuadratik modele

ait ANOVA analiz sonucu Cizelge 4.13’de gosterilmektedir.

Cizelge 4.13. PPy ile modifiye elektrot tasariminda Chi, GOD ve GAL derisimlerinin
Box Behnken tasarimi ile optimizasyonu ANOVA analizi
(Kuadratik Model)

Kareler Ortalama F p-degeri
Kaynak toplam SD kareler degeri Prob > F
Model 402,47 9 44,720 3,72 0,0486 anlaml
A-C-Chi derigimi 69,90 1 69,900 5,81 0,0467
B-C-GOD 263,19 1 263,19 21,89 0,0023
C-C-GAL 7,82 1 7,82 0,65 0,4464
AB 26,80 1 26,80 2,23 0,1791
AC 14,37 1 14,37 1,19 0,3105
BC 1,40 1 1,40 0,12 0,7431
A’ 0,36 1 0,36 0,03 0,8672
B? 14,76 1 14,76 1,23 0,3045
C? 4,56 1 4,56 0,38 0,5576
Kalint1 84,17 7 12,02
Model uygunsuzlugu 78,51 3 26,17 18,50 0,0083  anlamsiz
Saf hata 5,66 4 141
Toplam 486,65 16
Standart sapma 3,47 R? 0,8270
Ortalama 12,44 R%.qj 0,6046
CV.% 27,87 Pred-R? -1,5996
PRESS 1265,07 Adeq Precision 6,536

S.D. Serbestlik Derecesi
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Cizelge 4.13.’de gorildigi gibi model degeri ve lack of fit degeri lineer
modelde oldugu gibi kuadratik modelde de anlamli ¢ikmustir. R? degeri, % C.V., R? Adj
ile Pred.R? degerleri arasindaki fark da lineer modele daha yiiksek ¢ikmustir-ki bu
durum kuadratik modelin lineer modele goére uygunlugunun daha diisiik oldugu
anlamina gelmektedir. Kuadratik modele gore 1 mM glukoz derisiminde 6l¢iilecek akim

degeri i¢im Onerilen Esitlik 4.5. asagida verilmistir.

I= +11.10714 -9.43800 X Cchi + 4.45144 X Cgop - 229.35778 X CgaL +
4.60133 X CchiX Ceop + 134.77333 X Cchi X Coar + 10.51111 X Cgop X

CocaL - 2.08480 x Cchiz - 0.83208 X Cgop? + 739.78667 X Cgal 2
(45)

Esitlik 4.5. kullanilarak tahmin edilen net akim cevaplar ile ger¢ek sonuglarin birbirine

yakinligini gosteren gercek ve tahmini degerler grafigi Sekil 4.13.de gosterilmistir.

Design-Expert® Software
1.0

Color points by value of 25.00 —
1.0
20.00 —

15.00 —

10.00 —

Tahmini dederler

5.00 — mm

0.00 —

T T T T T T
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00

Gergek degerler

Sekil 4.13. PPy ile modifiye elektrot tasariminda Chi, GOD ve GAL derisimlerinin
Box Behnken tasarimi ile optimizasyonunda kuadratik model i¢in elde
edilen gergek ve tahmini degerler grafigi

Sekil 4.13°de goriildiigii gibi akim cevabinin yiiksek oldugu degerlerde gercek
deger ile tahmini degerler birbirine yaklasmistir. Calismada 3 degisken oldugu icin
yanit ylizey grafikleri bir degiskenin sabit tutularak diger iki degiskene gore verilir.
Model i¢in, GAL derisiminin sabit olup Chi ve GOD derisimine baglh akim cevaplarina
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ait yanit ylizey ve kontur grafikleri sirasiyla 4.14 ve 4.15’de verilmistir. Elde edilen bu

grafikler Lineer model i¢in elde edilen grafiklerle ayni 6zelliktedir.

Design-Expert® Software
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Sekil 4.14. PPy ile modifiye elektrot tasariminda Chi, GOD ve GAL derisimlerinin
Box-Behnken tasarimi ile optimizasyonunda kuadratik model igin elde
edilen yanit ylizey grafigi

Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual
1.0

® Design Points

|23.35

3.443

X1 = A: C-Chi
X2 = B: C-GOD

Actual Factor
C: C-GAL = 0.06

B:C-GOD

Sekil 4.15. PPy ile modifiye elektrot tasariminda Chi, GOD ve GAL derisimlerinin
Box-Behnken tasarimi ile optimizasyonunda kuadratik model igin elde
edilen kontur grafigi
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Sekil 4.14 ve 4.15°de goriildiigii gibi GOD derigimi arttikga akim cevabi degerleri
artmigtir. Ayrica Chi derisimi arttikga GOD derisimindeki artisa bagli net akim
degerlerindeki atris orani da yiikselmistir. En yiiksek akim cevabi % 1.0 Chi ve 4 mg/ml
GOD derisimi i¢in elde edilmistir.

Ayni ¢alismada GOD derisiminin sabit tutulup Chi ve GAL degiskenleri i¢in yanit
yiizey ve kontur grafikleri sirasiyla Sekil 4.16 ve 4.17°de verilmistir. Yanit ylizey ve
kontur grafikleri gozoniline alindiginda, cevap ylizeyini Chi degiskeninin belirledigi

acikca goriilmektedir. Chi derigimi arttik¢a akim degerleri artmistir.
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Sekil 4.16. PPy ile modifiye elektrot tasariminda Chi, GOD ve GAL derisimlerinin
Box-Behnken tasarimi ile optimizasyonunda kuadratik model i¢in elde
edilen yanit yiizey grafigi
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Sekil 4.17. PPy ile modifiye elektrot tasariminda Chi, GOD ve GAL derisimlerinin
Box -Behnken tasarimi ile optimizasyonunda kuadratik model igin
elde edilen kontur grafigi

Chi derisiminin sabit tutulup GOD ve GAL derisimine bagl yanit ylizey ve
kontur grafikleri Sekil 4.18 ve 4.19°da verilmistir. Yanit yiizey grafiginde goriildigi
gibi akim cevabi1 GOD derisimine bagli olarak artmaktadir. Sabit GOD derisimi igin

GAL derisiminin 6nemli bir etkisi bulunmamaktadir.
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Sekil 4.18. PPy ile modifiye elektrot tasariminda Chi, GOD ve GAL derisimlerinin
Box-Behnken tasarimi ile optimizasyonunda kuadratik model igin elde
edilen yanit yiizey grafigi

59



Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual
1.0

® Design Points

|23.35
3.443
X1 = B: C-GOD
X2 = C: C-GAL

Actual Factor
A: C-Chi = 0.63

C: C-GAL

B: C-GOD

Sekil 4.19. PPy ile modifiye elektrot tasariminda Chi, GOD ve GAL derisimlerinin
Box- Behnken tasarimi ile optimizasyonunda kuadratik model i¢in elde
edilen kontur grafigi

4.1.2.2. PNMP ile Modifiye Edilmis Elektrottan Enzim Elektrot Tasariminda Chi,
GOD ve GAL Derisimlerinin Optimizasyonu

Bu c¢alismada Box-Behnken tasarim optimizasyonu kullanilmistir. Calismanin
bu asamasinda daha once belirlenen optimum NMP derisimi (10 mM) ve tarama hizi
(20 mV/s) sartlarinda olusturulan PNMP tabakasi {izerinde GOD igeren kitosan ve GAL
derisimlerinin optimizasyonu i¢in YYY uygulanmistir. Her ¢alisma elektrodu Cizelge
4.14.°de belirtilen Chi, GOD ve GAL oranlarinda hazirlanmig, 50 mM fosfat
tamponunda ve 0,8 V ¢alisma potansiyelinde kararli hal akimlar elde edilinceye kadar
bekletilmis, ardindan 0,5, 1, 2 ve 3 mM glukoz cozeltilerindeki net akim degerleri
Olciilmistiir. Diger ¢alismalarda oldugu gibi bu ¢alismada da 4 farkli glukoz derisimi
icin okunan net akim degerlerinin dogrusal olarak arttigi ve yanit yiizey, kontur ve
gercek deger-tahmini deger grafiklerinin ve ayrica ANOVA degerlerinin benzerlik
gosterdigi belirlenmistir. Bu nedenle 4 farkli glukoz derisimi i¢in Slgiilen net akim
degerleri Cizelge 4.14.’de verilmistir. Ancak sadece 1 mM glukoz i¢in elde edilen
degerlerin ANOVA analizleri, yanit yiizey, kontur ve gergek ve tahmini deger grafikleri

verilmistir.
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Cizelge 4.14. PNMP ile modifiye elektrot tasariminda Chi, GOD ve GAL derisimlerinin
Box Behnken tasarimi ile optimizasyonu

2
Calismalar (%) (mg/ml) (%) %Isull\(/:)rzn glIlTk'\(;lz gzlumk'\;lz g?umkl\:z
1 0,63 1,00 0,10 6,51 13,32 26,44 39,03
2 1,00 2,50 0,10 7,75 15.67 30,68 45,24
3 1,00 2,50 0,02 6,62 13,60 26,65 38,66
4 0,25 1,00 0,06 1,14 2,38 4,70 6,831
5 0,63 4,00 0,02 6,47 12,98 25,39 37,14
6 0,63 4,00 0,10 6,71 13,82 27,23 40,17
7 0,25 2,50 0,10 2,62 5,57 10,63 15,55
8 0,25 4,00 0.0625 4,18 8,84 17,17 25,21
9 0,625 1,00 0,025 3,94 9,87 21,39 32,36
10 1,00 4,00 0,0625 10,13 20,63 41,06 60,12
11 0,625 2,50 0,0625 4,99 10,09 19,49 28,49
12 0,25 2,50 0,0250 2,50 5,12 9,70 13,87
13 0,625 2,50 0,0625 4,95 9,95 18,68 26,95
14 0,625 2,50 0,0625 4,36 8,99 16,93 24,62
15 0,625 2,50 0,0625 4,04 9,62 17,37 24,86
16 0,625 2,50 0,0625 3,71 7,71 15,01 21,75
17 1,00 1,00 0,0625 3,31 6,77 13,04 18,63

Cizelge 4.14’de goriildiigli gibi ¢alisilan deney setlerinin tiimiinde de glukoz
derisimine bagli olarak net akim degerleri artmistir. En yiiksek net akim 10 no’lu
calismada %1 Chi, 4 mg/ml GOD ve % 0,0625 GAL ile hazirlanan elektrot i¢in elde
edilmistir. Cizelge 4.15’de ise program tarafindan yapilan matematiksel model analizi

verilmistir.
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Cizelge 4.15. PNMP ile modifiye elektrot tasariminda Chi, GOD ve GAL derisimlerinin
YYY optimizasyonunda elde edilen sonuglara gére matematiksel model

analizi
Model
uygunsuzlugu
Kaynak p-degeri  p-degeri R%aj Pred-R?
Dogrusal 0,0006 0,0205 0,6646 0,4617 oOnerilen
Iki faktor etkilesimli 0,5240 0,0157 0,6480 0,0034
Kuadratik 0,2315 0,0161 0,7174 -0,8102
Kiibik 0,0161 0,9534

Cizelge 4.15.°deki sonuclardan goriildiigii gibi akim degerinin tahminlenmesinde
istatistiki verilere gore program tarafindan dogrusal model Onerilmistir. Secilen
matematiksel modele gére diizenlenmis ANOVA degerleri ve modele ait istatistiksel

veriler Cizelge 4.16.’de verilmistir.

Cizelge 4.16. PNMP ile modifiye elektrot tasariminda Chi, GOD ve GAL derisimlerinin
Box Behnken tasarimi ile optimizasyonu-ANOVA analizi (Lineer Model)

Kareler Ortalama F p-degeri
Kaynak toplam SD kareler degeri Prob > F
Model 228,54 3 76,18 11,57 0,0373 anlamli
A-C-Chi derisimi 151,79 1 151,79 23,05 0,7145
B-C-GOD 70,83 1 70,83 10,75 0,8950
C-C-GAL 5,92 1 5,92 0,90 0,0165
Kalint1 85,61 13 6,59
Model uygunsuzlugu 81,95 9 9,11 9,95 0,0205 anlaml
Saf hata 3,66 4 0,92
Toplam 314,15 16
Standart sapma 2,57 R? 0,7275
Ortalama 10,12 R%.qj 0,6646
CV.% 25,36 Pred-R? 0,4617
PRESS 169,10 Adeq Precision 11,779

S.D. Serbestlik Derecesi

Cizelge 4.16’da ¢alisma verilerinin degerlendirilmesi sonucu, yiizey cevabina en
uygun modelin lineer model oldugu ANOVA analizlerinden anlasilmistir. Ancak PPy
i¢cin yapilan galismalardaki sonuglara paralel olarak hem model hem de lack of fit
analizi sonucu sonuglar anlamli bulunmustur-ki lack of fit degerinin anlamsiz olmasi
arzu edilir. % 25,36 olan % C.V. degeri de standart sapmanin yiiksek ve degerlerin
birbirinden farkli oldugunu gostermektedir. R? adj ile Pred.R? degerleri arasindaki fark

yaklagik 0,2; c¢alismada Adec. Precision (yeterli hassasiyet) degeri 11,78 olarak
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belirlenmistir. Lineer modele goére 1 mM glukoz derisiminde Slgiilecek net akim degeri

icin Onerilen Esitlik 4.6. asagida verilmistir.

| =-3.53268 + 11.61567 X Ccpj + 1.98367 X Cgop + 22.94333 X CgaL
(4.6)

3 degiskenli modelde yanit ylizey grafikleri verilirken, degiskenlerden birinin sabit
degeri i¢in diger iki degiskenin iliskisi irdelenir. Bu nedenle 3 farkli grafik olusturulur.
Ancak lineer modelleme geregi, degiskenlerden birinin sabit oldugu ve diger iki
bilesenin yanit ylizey grafigi vardir. Bu nedenle PPy ile yapilan calismada da oldugu
gibi 3 degiskenin ylizey cevaba etkilerini ayr1 ayr1 gorebilmek amaciyla kuadratik
model olusturulmustur. Bu model kapsaminda yapilmis olan ANOVA analiz sonuglar1

Cizelge 4.17°de verilmistir.

Cizelge 4.17. PNMP ile modifiye elektrot tasariminda Chi, GOD ve GAL derisimlerinin
Box-Behnken tasarimi ile optimizasyonu-ANOVA analizi (Kuadratik

Model)
Kareler Ortalama F p-degeri
Kaynak toplam SD kareler degeri Prob > F
Model 275,31 9 30,59 5,51 0,0174 anlamli
A-C-Chi derigimi 151,79 1 151,79 27,35 0,0012
B-C-GOD 70,83 1 70,83 12,76 0,0091
C-C-GAL 5,92 1 5,92 1,07 0,3360
AB 14,24 1 14,24 2,57 0,1533
AC 0,70 1 0,70 0,13 0,7324
BC 1,55 1 1,55 0,28 0,6132
A? 4,34 1 4,34 0,78 0,4058
B? 10,58 1 10,58 1,91 0,2098
C? 15,42 1 15,42 2,78 0,1395
Kalint1 38,85 7 5,55
Model uygunsuzlug 35,18 3 11,73 112,81 0,0161 anlaml
Saf hata 3,66 4 0,92
Toplam 314,15 16
Standart sapma 2,36 R? 0,8763
Ortalama 10,12 R%.qj 0,7174
CV.% 23,28 Pred-R? -0,8102
PRESS 568,67 Adeq Precision 8,116

Cizelge 4.17.°de goriildiigii gibi model degeri ve lack of fit degeri lineer
modelde oldugu gibi kuadratik modelde de anlamli ¢ikmistir. Chi, GOD ve GAL
derisimleri icin belirlenen ortalama kareler degerleri kiyaslandiginda, net akim cevabi

tizerinde etkili olan parametreler biiyiikten kiigiige sirayla Chi, GOD ve GAL olarak
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belirlenmistir. R? degeri, % C.V., R? Adj ile Pred.R? degerleri arasindaki fark da lineer
modele daha yiiksek ¢ikmustir-ki bu durum kuadratik modelin lineer modele gore
uygunlugunun daha diisiik olmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica -0,81 olan negatif
Pred. R? degeri modelin degil de ortalama degerin tahminlemede kullaniminin daha
uygun oldugu anlamina gelmektedir. Design expert tarafindan kuadratik model i¢in

onerilen Esitlik 4.7 ise asagida verilmistir.

I =+6.87216 + 10.39300 X Ccpi-2.94339 X Cgop - 138.10556 X Cgar +
3.35378 x CChi X CGOD + 29.81333 X CChi X CGAL - 11.07556 x

Ccop X CgaL - 7.22009 X Ccpiz+ 0.70463 X Cgop? + 1360.83556

X CgaL2
4.7)

Esitlik 4.7. kullanilarak PNMP ile modifiye elektrot tasariminda Chi, GOD ve
GAL derisimlerinin YYY-Box Behnken tasarimi ile optimizasyonunda kuadratik model
icin elde edilen tahmin edilen net akim cevaplar ile ger¢ek sonuglarin birbirine

yakinligini gosteren, ger¢ek ve tahmini degerler grafigi Sekil 4.20.’de verilmistir.
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Sekil 4.20. PNMP ile modifiye elektrot tasariminda Chi, GOD ve GAL derisimlerinin
Box Behnken tasarimi ile optimizasyonunda kuadratik model i¢in
elde edilen gergek ve tahmini degerler grafigi

Sekil 4.20.°de goriildiigii gibi model yardimiyla tahmin edilen biyosensoriin

akim cevaplari ile deneysel olarak elde edilen gergek akim degerleri arasinda 6nemli bir

degisim bulunmamaktadir.
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Calismada 3 degisken oldugu icin yanit yiizey grafikleri bir degiskenin sabit
tutularak diger iki degiskene gore verilir. Model i¢in, GAL derisiminin sabit olup Chi ve
GOD derisimine bagli akim cevaplarina ait yanit yiizey ve kontur grafikleri sirasiyla
Sekil 4.21 ve 4.22°de verilmistir. Elde edilen bu grafikler lineer model i¢in elde edilen
grafiklerle ayn1 6zelliktedir.
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Sekil 4.21. PNMP ile modifiye elektrot tasariminda Chi, GOD ve GAL derisimlerinin
Box Behnken tasarimi ile optimizasyonunda kuadratik model i¢in elde
edilen yanit ylizey grafigi
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Sekil 4.22. PNMP ile modifiye elektrot tasariminda Chi, GOD ve GAL derisimlerinin
Box-Behnken tasarimi ile optimizasyonunda kuadratik model igin elde
edilen kontur grafigi
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Sekil 4.21 ve 4.22 de gorildigi gibi Chi ve GOD derisimi arttikga akim cevabi
artmistir. En yliksek akim cevabt % 1 Chi ve 4 mg/ml GOD ile hazirlanan elektrotlar
icin elde edilmistir. Sekil 4.23 ve 4.24’de ise GOD derisiminin sabit tutularak Chi ve
GAL degiskenlerinin degisimine bagli yanit ylizey ve kontur grafikleri verilmistir.
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Sekil 4.23. PNMP ile modifiye elektrot tasariminda Chi, GOD ve GAL derisimlerinin
Box-Behnken tasarimi ile optimizasyonunda kuadratik model i¢in elde
edilen yanit yiizey grafigi
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Sekil 4.24. PNMP ile modifiye elektrot tasariminda Chi, GOD ve GAL derisimlerinin
Box-Behnken tasarimi ile optimizasyonunda Kuadratik model igin elde
edilen kontur grafigi
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Sekil 4.23 ve 4.24°de goriildiigii gibi Chi derisimi arttikga akim degerleri artmistir.
Ayni Chi derisimi i¢cin GAL derisimi degisse de akim degerlerinde 6nemli bir degisim
gbzlenmemistir. Sekil 4.25 ve 4.26, Chi derisimi sabitken GOD ve GAL derisimine

bagli yanit yiizey ve kontur grafikleri verilmistir.
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Sekil 4.25. PNMP ile modifiye elektrot tasariminda Chi, GOD ve GAL derisimlerini
Box Behnken tasarimi ile optimizasyonunda kuadratik model i¢in elde
edilen yanit yiizey grafigi

Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual
1.0

® Design Points

I20.526
2.29

X1 =B: C-GOD
X2 =C: C-GAL

Actual Factor
A: C-Chi=0.63

C:C-GAL

B: C-GOD

Sekil 4.26. PNMP ile modifiye elektrot tasariminda Chi, GOD ve GAL derisimlerinin
Box-Behnken tasarimi ile optimizasyonunda kuadratik model igin elde
edilen kontur grafigi
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Sekil 4.25 ve 4.26’da goriildiigii gibi GOD derisimi arttikga akim cevabi
artmig, aynt GOD derisimi i¢in GAL derisimine bagli olarak onemli bir akim

degisiminin meydana gelmedigi gbzlenmistir.

4.1.2.3. PPy-ko-PNMP Kaph Elektrodun Chi, GOD ve GAL Derisiminin

Optimizasyonu

Bu c¢alismada Box-Behnken tasarimi optimizasyonu kullanilmistir. YYY ile
belirlenen optimum derisim orani1 olan NMP ve Py derisiminden 5’er mM (toplam 10
mM monomer) alinarak 50 mV/s tarama hizi ile elde edilen PPy-ko-PNMP filmi
tizerinde GOD igeren kitosan ve GAL derisimlerinin optimizasyonu i¢in YYY
uygulanmistir. Her ¢alisma elektrodu Cizelge 4.18.’da belirtilen Chi, GOD ve GAL
oranlarinda hazirlanmig, 50 mM fosfat tamponunda ve 0,8 V c¢alisma potansiyelinde
kararl1 hal akimlar elde edilinceye kadar bekletilmisg, ardindan 0,5, 1, 2 ve 3 mM glukoz
cozeltilerindeki net akim degerleri hesaplanmistir. Diger ¢alismalarda oldugu gibi bu
calismada da 4 farkli glukoz derisimi i¢cin okunan net akim degerlerinin dogrusal olarak
arttig1 ve yanit ylizey, kontur ve gercek deger-tahmini deger grafiklerinin ve ayrica
ANOVA degerlerinin benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Bu nedenle 4 farkli glukoz
derigimi i¢in hesaplanan net akim degerleri Cizelge 4.18.’de verilmistir. Ancak sadece 1
mM glukoz i¢in elde edilen degerlerin ANOVA analizleri, yanit yiizey, kontur ve
gergek deger-tahmini deger grafikleri verilmistir.

Cizelge 4.18’de goriildiigii gibi, her elektrot i¢in akim degerleri glukoz derisimine
bagli olarak artmistir. Deney setindeki 5 no’lu ¢alisma (% 0,625 Chi, 4 mg/ml GOD ve
%0,025 GAL ile hazirlanan elektrot) ile hesaplanan net akim degerleri belirgin derecede
yiiksek ¢ikmuistir.

Cizelge 4.18.’de verilen akim degerleri Design Expert bilgisayar programinda
analiz edildiginde, net akim cevaplarini tanimlamak i¢in program tarafindan olusturulan
dogrusal, iki faktor etkilesimli, kuadratik ve kiibik modeller i¢in model analizi yapilmis

ve sonuglar Cizelge 4.19.’de 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.18. PPy-ko-PNMP ile modifiye elektrot tasariminda Chi, GOD ve GAL
derisimlerinin Box-Behnken tasarimi ile optimizasyonu

Deneysel C.h.i . GOD . GAL . (e

Cahsmalar derisimi derisimi derisimi 05 Mm mM MM 3mM
(%0) (mg/ml) (%) glukoz glukoz glukoz glukoz

1 0,625 1,00 0,1000 4,27 8,74 16,94 24,72

2 1,000 2,50 0,1000 8,92 17,73 36,55 53,54

3 1,000 2,50 0.0250 9,58 19,07 37,82 56,31

4 0,250 1,00 0.0625 3,17 6,46 12,91 18,77

5 0,625 4,00 0.0250 13,98 28,02 55,42 81,23

6 0,625 4,00 0.1000 12,13 24,14 47,23 69,85

7 0,250 2,50 0.1000 2,84 5,86 11,27 16,60

8 0,250 4,00 0.0625 4,47 8,83 17,23 25,52

9 0,625 1,00 0.0250 5,52 10,79 20,83 30,05

10 1,000 4,00 0,0625 11,84 23,60 46,29 68,85
11 0,625 2,50 0,0625 4,103 8,16 15,61 22,92
12 0,250 2,50 0,0250 2,91 5,85 11,35 16,62
13 0,625 2,50 0,0625 5,86 11,82 22,48 32,87
14 0,625 2,50 0,0625 5,48 10,81 21,13 30,93
15 0,625 2,50 0,0625 4,20 8,68 17,09 24,39
16 0,625 2,50 0,0625 4,09 7,96 16,12 23,32
17 1,000 1,00 0,0625 3,98 8,12 16,08 23,63

Cizelge 4.19. PPy-ko-PNMP ile modifiye elektrot tasariminda Chi, GOD ve GAL
derisimlerinin Optimizasyonu ¢aligmasinda elde edilen sonuglara gore
yapilan matematiksel model analizi

Model
Sequential uygunsuzlugu
Kaynak p-degeri p-degeri R%aj Pred-R?
Dogrusal 0,0017 0,0233 0,4495 0,3921
Iki faktor etkilesimli 0,5835 0,0169 0,6353 -0,0828
Kuadratik 0,0135 0,0937 0,9259 0,1933 Gnerilen
Kiibik 0,0937 0,9404

Cizelge 4.19°daki sonuglardan goriildiigii gibi en uygun model kuadratik model olarak
secilmis 1 mM glukoz ¢ozeltisi i¢in en iyi tamimlama kuadratik model ile
yapilabilmektedir. Elde edilen modifiye modelin ANOVA analizi Cizelge 4.20.’de

verilmistir.
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Cizelge 4.20. PPy-ko-PNMP ile modifiye elektrot tasartminda Chi, GOD ve GAL
derisimlerinin Box-Behnken tasarimi ile optimizasyonu(ANOVA analizi)

Kareler Ortalama F p-degeri
Kaynak toplam SD kareler degeri Prob > F

Model 750,52 9 83,39 11,40 0,0021 anlamli
A-C-Chi derigimi 215,50 1 215,50 29,46 0,0010
B-C-GOD 318,62 1 318,62 43,56 0,0003
C-C-GAL 6,60 1 6,60 0,90 0,3739
AB 42,98 1 42,98 5,88 0,0458
AC 0,46 1 0,46 0,063 0,8097
BC 0,84 1 0,84 0,11 0,7449
A? 0,36 1 13,1 21,79 0,2223
B? 68,36 1 68,3 69,35 0,0184
c? 81,74 1 81,74 11,18 0,0124
Kalint1 84,17 7 7,31
Model uygunsuzlugu 51,20 3 13,09 4,38 0,0937 anlamsiz
Saf hata 11,94 4 2,99
Toplam 801,72 16

Standart sapma 2,70 R? 0,9361

Ortalama 12,63 R%.qj 0,8540

CV.% 21,42 Pred-R’ 0,1933

PRESS 646,76 Adeq Precision 11,089

S.D. Serbestlik Derecesi

Cizelge 4.20°de goriildiigii gibi model icin p degeri 0,0021 olarak hesaplanmis
ve sonug anlamli bulunmustur. Model i¢in belirlenen lack of fit degeri ise 0,0937 olarak
anlamli bulunmamustir. Chi ve GOD varliginin net akim {izerine etkisi ortalama kareler
degerlerine bakildiginda; GAL etkisinin, bu iki parametreye gore etkinliginin disiik
oldugu goriilmektedir. R? degeri 0,9361 oldugundan, bagimli degiskende meydana
gelen degisimlerin yaklasik % 94’iiniin bagimsiz degiskenler tarafindan aciklandigi
gorilmektedir. R degeri 0,8540 olarak hesaplanmistir ve bu degerin R? degerine olan
yakinlig1 uygulanan model ile tahmin edilen akim degerlerinin deneysel ¢aligmalarla
elde edilen ger¢ek sonuglart oldukea iyi yansittigin1 gdstermektedir.

Uygun bir modelde R%j ile Pred-R? degeri ile arasindaki farkin 0.2’den fazla
olmamasi ve %C.V. degerinin kii¢iik olmas1 dnerilmektedir. Ancak bu ¢alismada RZdjile
Pred-R? degerleri arasindaki fark da (0,6607), % C.V. (%21,42) degeri de biiyiik
cikmistir. Caligmada Adeq. Precision. degeri 11,089 oldugundan model bu kriter

acisindan da uygundur.
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PPy-ko-PNMP ile modifiye elektrot tasarimi optimizasyonunda 1 mM glukoz
icin Olglilecek akim cevaplarini tahmin etmek amaciyla gergek degiskenlere bagli olarak

kuadratik model i¢in 6nerilen Esitlik 4.8. asagida verilmistir:

| = +17.25486 + 16.46500 X Ccpj - 7.88047 X Ceop - 380.48889 X CgaL +
5.82756 x CChi X CGOD - 24.05333 x CChi X CGAL -8.13778 x CGOD X

CoaL - 1255218 x Ccpiz +1.79082 X Cgop2 + 3133.22667 X Ceal?

(4.8)

PPy-ko-PNMP ile modifiye elektrot tasariminda Chi, GOD ve GAL
derigimlerinin Box Behnken tasarimi ile optimizasyonunda kuadratik model igin elde
edilen Esitlik 4.8. kullanilarak hesaplanan net akim cevaplar ile gercek sonuglarin
birbirine yakinligint gosteren gercek ve tahmini degerler grafigi Sekil 4.27.°de

gosterilmistir.

Design-Expert® Software
1.0

Color points by value ¢ 30.00 —

528.018
5.853 25.00 —| =
20.00 —|

15.00 —

10.00 —

Tahmini Degerler

5.00 —

0.00 —

T T ] T T T
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00

Gergek Degerler

Sekil 4.27. PPy-ko-PNMP ile modifiye elektrot tasariminda Chi, GOD ve GAL
derigimlerinin Box-Behnken tasarimi ile optimizasyonunda kuadratik
model i¢in elde edilen gergek ve tahmini degerler grafigi

Sekil 4.27°de gortldiigi gibi, model yardimiyla tahmin edilen akim degerleriyle
deneysel olarak elde edilen sonuglar ortiismektedir. PPy-ko-PNMP ile modifiye elektrot
tasariminda Chi, GOD ve GAL derisimlerinin Box Behnken tasarimi ile
optimizasyonunda kuadratik model i¢in 3 degiskenden birinin sabit tutulup diger iki

degiskene bagl elde edilen grafikler diizenlenmistir. Sekil 4.28 ve 4.29°da sirasiyla
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sabit GAL derigsimi i¢in Chi ve GOD derisimlerine baghi yanit yiizey ve kontur

grafikleri verilmistir.

Design-Expert® Software

Factor Coding: Actual

1.0

® Design points above predicted value
°

%ZS 018
5.853

X1 = A: C-Chi
X2 = B: C-GOD

Actual Factor
C: C-GAL = 0.06

1.0

1.00 0.25

Sekil 4.28. PPy-ko-PNMP ile modifiye elektrot tasariminda Chi, GOD ve GAL
derisimlerinin Box-Behnken tasarimi ile optimizasyonunda kuadratik
model i¢in elde edilen yanit yiizey grafigi

Design-Expert® Software 1 0
Factor Coding: Actual .
1.0

® Design Points

528.018
5.853

X1 = A: C-Chi
X2 = B: C-GOD

Actual Factor
C: C-GAL = 0.06

B:C-GOD

A: C-Chi

Sekil 4.29. PPy-ko-PNMP ile modifiye elektrot tasariminda Chi, GOD ve GAL
derisimlerinin Box-Behnken tasarimi ile optimizasyonunda kuadratik
model i¢in elde edilen kontur grafigi

Sekil 4.28 ve 4.29°da hem Chi, hem de GOD derisimi arttik¢a net akim cevaplari
da belirgin bir bicimde artmaktadir. En yiiksek net akim cevab1 % 1 Chi ve 4 mg/ml
GOD igin elde edilmistir. Benzer sekilde GOD derisimi sabit tutularak Chi ve GAL

derisimine bagli akim cevaplarinin yiizey yanit ve kontur grafikleri Sekil 4.30 ve
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4.31°de verilmistir. Net akim cevabinin Chi derisimiyle arttig1 goriilmektedir. Ancak

GAL derisim etkisinin ¢ok yiiksek olmadigi goriilmektedir.

Design-Expert® Software

Factor Coding: Actual

1.0

® Design points above predicted value
]

%28 018
5.853
XL = A: C-Chi
X2 =C: C-GAL

Actual Factor
B: C-GOD = 2.50

1.0

Sekil 4.30. PPy-ko-PNMP ile modifiye elektrot tasariminda Chi, GOD ve GAL
derisimlerinin Box-Behnken tasarimi ile optimizasyonunda kuadratik
model i¢in elde edilen yanit yiizey grafigi

Design-Expert® Software 1 0
Factor Coding: Actual -
1.0

® Design Points

% 28.018
5.853

X1 = A: C-Chi
X2 = C: C-GAL

Actual Factor
B: C-GOD = 2.50

C:C-GAL

0.25 0.44 0.63 0.81 1.00

A: C-Chi

Sekil 4.31. PPy-ko-PNMP ile modifiye elektrot tasariminda Chi, GOD ve GAL
derisimlerinin Box-Behnken tasarimi ile optimizasyonunda kuadratik
model icin elde edilen kontur grafigi
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Sekil 4.32 ve 4.33’de sabit Chi derisimi icin GOD ve GAL derisimine bagl net
akim cevaplarinin yanit yiizey ve kontur grafikleri verilmistir. Grafikler incelendiginde,
akim cevabi tizerinde GOD derisiminin daha belirleyici oldugu, enzim derisimi ile net

akim cevabinin dogrusal olarak arttig1 goriilmektedir.

Design-Expert® Software

Factor Coding: Actual

1.0

® Design points above predicted value
°

%28.018
5.853
X1 =B: C-GOD
X2 =C: C-GAL

Actual Factor
A: C-Chi = 0.63

1.0

B: C-GOD 1.00 0.10
Sekil 4.32. PPy-ko-PNMP ile modifiye elektrot tasariminda Chi, GOD ve GAL
derisimlerinin Box-Behnken tasarimi ile optimizasyonunda kuadratik
model i¢in elde edilen yanit yiizey grafigi

Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual
1.0

e Design Points

%28.018
5.853

X1 = A: C-Chi
X2 = B: C-GOD

Actual Factor
C: C-GAL = 0.06

B:C-GOD

A: C-Chi

Sekil 4.33. PPy-ko-PNMP ile modifiye elektrot tasariminda Chi, GOD ve GAL
derisimlerinin Box -Behnken tasarimi ile optimizasyonunda kuadratik
model i¢in elde edilen kontur grafigi
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4.1.3. Enzim Elektrotlarin Yapisal Karakterizasyonu

4.1.3.1. Enzim Elektrotlarin Dijital Fotograf Makinesi ile Elde Edilen Goriintiileri
Ciplak Pt, Pt/PPy, Pt/PNMP, Pt/PPy-ko-PNMP, Pt/PPy/Chi-GOD/GAL,
Pt/PNMP/Chi-GOD/GAL ve Pt/PPy-ko-PNMP/Chi-GOD/ elektrotlarin yiizeylerinin
goriintiileri dijital fotograf makinesi ile 67 kez biiyiitiilerek elde edilmistir. Sekil 4.34’de
ciplak Pt (A) elektrot parlak gri metalik renk iken, Pt/PPy elektrot yiizeyinin koyu mavi
renk oldugu, daha sonra enzim immobilizasyonu ile olusan Pt elektrot GOD+Chi
karigimu ile etkilestirildiginde olusan Pt/PPy/ Chi-GOD (C) elektrot yiizeyinin koyu gri
renkte oldugu ve bu yiizeyin GAL ile etkilestirilmesi sonucu olusan, Pt/PPy/ Chi-
GOD/GAL (D) elektrodun goriintiileri ylizey renginin kahverengine doniistiigiinii

gostermektedir. Pt elektrot yiizeyinde her etkilesmeden sonra yilizeyin farkli renge

dontigsmesi, etkilesmelerin gergeklestigini gostermektedir.

Pt/PPy kapl elektrot

Pt/PPy/ Chi-GOD Pt/PPy/ Chi-GOD/GAL

(20 sa bekleme sonrast)
Sekil 4.34. Pt (A), Pt/PPy (B), Pt/PPy/GOD+Chi (C) ve Pt/PPy/GOD+Chi/GAL (D)
elektrot ylizeylerinin fotograf goriintiileri
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Sekil 4. 34’de goriildigi gibi PNMP kapl elektrodun yiizeyinin homojen ve
siyah renkli oldugu belirlenmistir. PNMP kapli yiizeyin Chi ile etkilestirildiginde rengin
acildig1 goriilmektedir. Elektrodun 20 saat GAL’a maruz birakildiktan sonra da
ylizeyinin degismesi elektrot yilizeyindeki modifikasyonlardan kaynaklanmaktadir.
Pt/PPy/ Chi-GOD/GAL elektrot yiizeyinin Pt/PNMP/ Chi-GOD/GAL yiizeyine gore
daha homojen oldugu goriilmiistiir. Sekil 4.35°de ise Pt elektrot yilizeyine uygulanan
Pt/PPy-ko-PNMP/Chi-GOD/GAL kopolimer kaplamalarin, homopolimer olan PPy ve

PNMP yiizeylerine gore daha agik renkli oldugu goézlenmistir.

Ciplak pt NMP kapli elektrot

Pt/NMP/ Chi-GOD Pt/NMP/ Chi-GOD/GAL
(20 sa bekleme sonrasi)

Sekil 4.35. Pt (A), Pt/PNMP (B), Pt/PNMP/ Chi-GOD (C) ve Pt/PNMP/ Chi-
GOD/GAL (D) elektrot yiizeylerinin fotograf goriintiileri
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Kopolimer kapli elektrot

Pt/kopolimer/ Chi/GOD Pt/kopolimer/Chi-GOD/GAL
(20 sa bekleme sonrasi)

Sekil 4.36. Pt (A), PUPPy-ko-PNMP(B), Pt/PPy-ko-PNMP)/ Chi /GOD (C) ve
Pt/PPy- ko-PNMP /GOD+Chi/GAL (D) elektrot yiizeylerinin fotograf
Goriintiileri

4.1.3.2. Enzim Elektrotlarin SEM Goriintiileri

Polimer kapli (A) Pt/PPy, Pt/PNMP, Pt/PPy-ko-PNMP i¢in GOD+Chi ve GAL
(B) ile modifiye edilerek hazirlanan elektrotlarin 2000 kez biiyiitiilmiis SEM goriintiileri
Sekil 4.37, 4.38 ve 4.39°da verilmistir. Sekil 4.37°de Pt elektrot yiizeyinde sentezlenen
PPy filmin homojen ve ince oldugu goriilmiistiir. PPy film yiizeyinin GOD+Chi ve
GAL ile etkilesim sonras1 farkli yapiin olustugunu yansitan biiyiik yapili taneciklerin
varhigi goriilmektedir. Benzer durum Sekil 4.38’deki PNMP film yiizeyine GOD+Chi
ve GAL ile kaplamalar sonucu da gozlenmis olup, baz1 bolgelerin gézenekli oldugu

goriilmektedir. Sekil 4.39°da PPy-ko-PNMP kopolimer filmin PPy ve PNMP
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homopolimer filmlere gére daha kalin bir gdriiniime sahip oldugu diisiiniilmektedir. Bu
yiizeyin, etkilesimler sonrasi goriintiisiiniin, homopolimer film yiizeyindeki

etkilesimeler sonrasi goriintlistinden farkli olarak heterojen yapida oldugu

gozlenmektedir.

18kU XKz.888 l18pm BE8E3 MU EMU ZBkU Wz, 88 18mm 8883 MKU EMU

Sekil 4.37. Pt/PPy (A) ve Pt/PPy / Chi-GOD/GAL (B) elektrot yiizeylerinin SEM
goriintiileri

Zeky Xz, 888 lepm 8883 MKU EMU ZakUy Xz, 888 18pm 8863 MU EMU

Sekil 4.38. Pt/PNMP (A) ve Pt/PNMP/ Chi-GOD /GAL (B) elektrot yiizeylerinin SEM
goriintiileri
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CZEEY¥Z, 808, 1B 8883 MU EMU ZBKU  ®Z.088  18mm 8083 MKU EMU

Sekil 4.39. Pt/PPy-ko-PNMP (A) ve Pt/PPy-ko-PNMP /GOD+Chi/GAL (B) elektrot
yiizeylerinin SEM goriintiileri

4.1.4. Enzim Elektrotlarin Elektrokimyasal Karakterizasyonu
4.1.4.1. Enzim Elektrotlarin CV Analizleri
4.1.4.1.1. PPy ile Modifiye Edilerek Olusturulan Enzim Elektrodun CV Analizi

Pt/PPy/Chi-GOD/GAL elektrodun glukoz igermeyen ve glukoz igeren tampon
cozeltilerde 50 mV/s tarama hizi ile elde edilen doniisiimlii voltammogram egrisi (CV)
Sekil 4.40°da verilmistir. Donilisiimlii voltametri teknigi metal/¢ozelti araylizeyinde
elektrot ylizeyinde gerceklesen ylikseltgenme ve indirgenme olaylarimi gozlemek icgin

basvurulan tekniktir.

-3

f,';'_.—;\,/

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-0.5 0.0 0.5 1.0 1.5

Potansivel (W

Sekil.4.40. PPy ile modifiye edilerek olusturulan enzim elektrodun glukoz igermeyen (-)
ve glukoz igeren (-) tampon ¢ozeltide elde edilen CV diyagrami (50 mV/s)
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Sekil 4.40°da goriilen egride anodik tarama esnasinda glukozsuz tampon
cozeltide -0,5 V ile 1,1 V potansiyel araliginda elde edilen akim degerleri ile
kiyaslandiginda glukozlu tampon ¢o6zeltide elde edilen 0,45 V’tan sonraki hizli akim
artis1 glukoz kaynakli hidrojen peroksitin pargalandigi tepkimeler sonucu meydana

gelmektedir.

4.1.4.1.2. PNMP ile Modifiye Edilerek Olusturulan Enzim Elektrodun CV Analizi

Pt/PNMP/Chi-GOD /GAL elektrodun glukoz igermeyen ve glukoz igeren
tampon c¢ozeltilerde 20 mV/s tarama hizi ile elde edilen CV egrisi Sekil 4.41°de
verilmistir. Pt/PNMP/Chi-GOD/GAL elektrodun glukozsuz ortama gore glukozlu
tampon ¢ozeltisinde akim artisinin ortaya ¢ikmasi ¢ozeltide glukozun tepkimeye

girdiginin, elektrokimyasal yansimasi olarak diisiiniilmektedir.

2.5
2.0
1.5_]

1.0

Akim (A)

0.5

0.0

Potansivel (V)

Sekil 4.41. PNMP ile modifiye edilerek olusturulan enzim elektrodun glukoz igcermeyen
(-) ve glukoz igeren (-) tampon ¢ozeltide elde edilen CV diyagrami
(20mV/s)

Sekil 4.41°de goriilen egride anodik tarama esnasinda glukozsuz tampon
cozeltide -0,5 V ile 1,1 V potansiyel araliginda elde edilen akim degerleri ile
kiyaslandiginda glukozlu tampon ¢ozeltide elde edilen 0,45 V’tan sonraki hizli akim

artist glukoz kaynakli hidrojen peroksitin pargalandigi tepkimeler sonucu meydana
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gelmektedir. Pt/PNMP/ Chi-GOD/GAL elektrodun glukozlu tampon c¢ozeltisindeki
akim artis degerlerinin Pt/PPy/Chi-GOD /GAL elektroduna gore daha diisiik oldugu

gorilmiistiir.

4.1.4.1.3.PPy-ko-PNMP ile Modifiye Edilerek Olusturulan Enzim Elektrodun CV

Analizi

Pt/PPy-ko-PNMP/ Chi-GOD/GAL elektrodun glukoz igermeyen ve glukoz
iceren tampon ¢ozeltilerinde 100 mV/s tarama hiz1 ile elde edilen CV egrisi Sekil

4.42°de verilmistir.

Potansiyel (V)

Sekil 4.42. PPy-ko-PNMP ile modifiye edilerek olusturulan enzim elektrodun glukoz
icermeyen (-) ve glukoz igeren (-) tampon ¢ozeltide elde edilen CV
diyagrami (100 mV/s)

Sekil 4.42’de goriilen egride anodik tarama esnasinda glukozsuz tampon
cozeltide -0,5 V ile 1,1 V potansiyel araliginda elde edilen akim degerleri ile
kiyaslandiginda glukozlu tampon ¢ozeltide elde edilen 0,45 V’tan sonraki hizli akim

artis1 glukoz kaynakli hidrojen peroksitin pargalandigi tepkimeler sonucu meydana
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gelmektedir. Pt/PPy-ko-PNMP/Chi-GOD/GAL elektrodun glukozsuz ortama gore
glukozlu tampon ¢ozeltisinde akim artiginin diger iki elektroda gore daha diisiik oldugu

gbzlenmistir.

4.1.4.2. Enzim Elektrotlarin DTV Analizleri
4.1.4.2.1. PPy ile Modifiye Edilerek Olusturulan Enzim Elektrodun DTV Analizi

Pt/PPy/Chi-GOD/GAL elektrodun glukoz i¢cermeyen ve glukoz igeren tampon
cozeltilerde 10 mV/s tarama hizi ile elde edilen dogrusal taramali voltammogram egrisi
(DTV) Sekil 4.43’de verilmistir. Doniisiimlii voltametriye gore daha diisiik tarama hizi
ile elde edilen dogrusal taramali voltammogram egrisinde de glukozlu tampon ¢ozeltide
ozellikle yaklasik 0,56 V dolaylarindaki kararli akim artis1 metal/cozelti arayiizeyinde

elektrokimyasal tepkimelerin gerceklestigini gostermektedir.

e O
-0.5 0.0 ne 1.0 15

Potansiyel (V)

Sekil 4.43. PPy ile modifiye edilerek olusturulan enzim elektrodun glukoz igermeyen (-)
ve glukoz igeren (-) tampon ¢ozeltide elde edilen DTV diyagrami (10 mV/s)
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4.1.4.2.2. PNMP ile Modifiye Edilerek Olusturulan Enzim Elektrodun DTV

Analizi

Pt/PNMP/GOD+Chi/GAL elektrodun glukoz icermeyen ve glukoz igeren
tampon ¢ozeltilerde 10 mV/s tarama hizi ile elde edilen DTV egrisi Sekil 4.44°de
verilmistir. Pt/PNMP/GOD+Chi/GAL elektrodun glukozsuz ortama gore glukozlu
tampon c¢ozeltide akim artist ¢ok az da olsa daha yiiksek potansiyele tasimmustir.
Pt/PNMP/GOD+Chi/GAL elektrodun glukozlu tampon ¢o6zeltisindeki akim artig
degerlerinin Pt/PPy/GOD+Chi/GAL elektroduna gore daha diisiik oldugu gozlenmistir.
Bu davranis, Pt elektrot yiizeyinde PPy filmin, PNMP filme goére metal/¢ozelti

araylizeyinde elektron transferini hizlandirdiginin bir gostergesidir.

Akim (A)

0.0_]

RN

-7 7T
-0.5 0.0 0.5 1.0 1.5

Potansiyel (V)

Sekil 4.44. PNMP ile modifiye edilerek olusturulan enzim elektrodun glukoz igcermeyen
(-) ve glukoz igeren (-) tampon ¢ozeltide elde edilen DTV diyagrami
(20 mV/s)
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4.1.4.2.3. PPy-ko-PNMP ile Modifiye Edilerek Olusturulan Enzim ElektrodunDTV
Analizi

Pt/PPy-ko-PNMP/Chi-GOD/GAL elektrodun glukoz icermeyen ve glukoz igeren
tampon ¢ozeltilerde 10 mV/s tarama hizi ile elde edilen DTV egrisi Sekil 4.45°de
verilmistir. Pt/Ppy-ko-PNMP/Chi-GOD /GAL elektrodun glukozsuz ortama gore
glukozlu tampon ¢ozeltisinde akim artisinin ¢ok az arttigi, bu degerlerin iki elektroda

gore daha diisiik oldugu gozlenmistir.
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£ 1]
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<
0 N —
Kr

T T T T
-0.5 0.0 0.5 1.0 1.5

Potansiyel (V)

Sekil 4.45. PPy-ko-PNMP ile modifiye edilerek olusturulan enzim elektrodun glukoz
icermeyen (-) ve glukoz igeren (-) tampon ¢ozeltide elde edilen DTV
diyagrami (10 mV/s)

4.1.4.3. Enzim Elektrotlarin impedans Analizleri

Pt/PPy/ Chi-GOD/GAL elektrodun glukoz icermeyen ve glukoz igeren tampon
cozeltilerinde elde edilen impedans 6l¢iimii Sekil 4.46°da verilmistir. Sekil 4.46’daki
glukoz igeren tampon ¢ozeltisi i¢in elde edilen Nyquist egrilerinde yiiksek frekans
bolgesinde gozlenen yiik transfer direncine karsilik gelen, kismi yarim dairenin ¢apinin

daha kiiciik olmasi yiik transferinin daha iyi oldugunu gostermektedir.
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Pt/PNMP/Chi-GOD/GAL elektrodun glukoz igermeyen ve glukoz igeren tampon
cozeltilerde elde edilen impedans olgtimii Sekil 4.47°de verilmistir. Pt/PNMP/Chi-
GOD/GAL elektrodun glukoz igeren tampon ¢ozeltide elde edilen Nyquist egrilerinde
yiiksek frekans bolgesinde gézlenen kismi yarim dairenin ¢apinin glukozsuz ¢ozeltiye

gore daha kii¢lik oldugu gézlenmistir.

140 4
120 s
100 s
80 s
601 g
40 :
20 :
0

-Z" / ohm

-20 +-r-rrrr—rrrrrrrrrrreeeeerTTETTTTT—TL-
60.0 65.0 70.0 75.0 80.0 85.0 90.0 95.0 100.0105.0110.0
7'/ ohm

Sekil 4.46. PPy ile modifiye edilerek olusturulan enzim elektrodun glukoz igermeyen (-)
ve glukoz igeren (-) tampon ¢ozeltide elde edilen impedans ve Nyquist
egrileri

1801
150
1201
90+ :
60- ;
30 ;
0 :
60.0 70.0 80.0 90.0 100.0 110.0 120.0

7'/ ohm
Sekil 4.47. PNMP ile modifiye edilerek olusturulan enzim elektrodun glukoz icermeyen
(-) ve glukoz iceren (-) tampon ¢ozeltide elde edilen impedans ve Nyquist
egrileri

-Z" / ohm




Pt/PPy-ko-PNMP/ Chi-GOD/GAL elektrodun glukoz igermeyen ve glukoz
iceren tampon c¢ozeltilerde elde edilen impedans Ol¢iimii Sekil 4.48’de verilmistir.
Pt/PPy-ko-PNMP/ Chi-GOD/GAL elektrodun glukoz igeren tampon ¢ozeltide elde
edilen Nyquist egrilerinde yiiksek frekans bolgesinde gozlenen kismi yarim dairenin

capmin glukozsuz ¢ozeltiye gore daha kiiclik oldugu gozlenmistir.

450 A - - - : : - - - :
400 -
350 1 -
300 1 -
250 - 3
200 -
150 - :
100 - -
501 :
0]
70 S
60.0 70.0 80.0 90.0 100.0 110.0 120.0 130.0 140.0 150.0
/' / ohm

Sekil 4.48. PPy-ko-PNMP ile modifiye edilerek olusturulan enzim elektrodun glukoz
icermeyen (-) ve glukoz igeren (-) tampon ¢ozeltide elde edilen impedans
ve Nyquist egrileri

-Z" / ohm

4.1.5. Enzim Elektrotlarin Biyokimyasal Karakterizasyonu
4.1.5.1. Enzim Elektrotlarin Glukoz Akim Cevab1 Uzerine pH ve Potansiyel
Etkisinin YYY ile Arastirilmasi

PPy, PNMP ve PPy-ko-PNMP olmak iizere 3 farkli polimer ile olusturulan
enzim elektrodlarin her biri YYY ile belirlenen optimum sartlarda elde edilmis ve bu
elektrotlarin biyokimyasal karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Bu nedenle elektrodun
pH ve potansiyele bagli akim cevabi, kinetik parametreleri, tekrar kullanim ve depolama

kararliliklar1 tayin edilmistir.
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4.1.5.1.1. PPy ile Modifiye Enzim Elektrodun Akim Cevabina Potansiyel ve pH
Etkisi
Cizelge 4.20’de PPy ile modifiye edilmis elektrot kullanilarak 5 farkli potansiyel

(0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8 V) ve 5 farkli pH (4, 5, 6, 7, 8) i¢in Optimal tasarim uygulanmis
ve 16 ¢aligmadan olusan deney seti ¢izelge 4.22°de verilmistir.

Cizelge 4.21. PPy ile olusturulmus enzim elektrodun pH ve potansiyel degerlerinin
optimizasyonunda glukoz derisimine bagli akim cevabi (Optimal tasarim)

Deneysel Potansiyel I (nA/em’)
galismalar  aralik (V) PH O5mM  ImM 2mM Y
glukoz glukoz glukoz glukoz
1 0,40 4 4,636 6,901 10,635 12,707
2 0,60 5 10,335 20,531 40,65 59,342
3 0,60 4 6,763 13,449 25,71 36,188
4 0,50 7 8,578 16,944 32,483 46,125
5 0,40 8 8,686 16,432 28,575 36,863
6 0,60 5 11,308 22,881 44,276 64,468
7 0,80 6 12,024 25,32 53,964 75,178
8 0,80 8 4,824 9,686 18,496 27,002
9 0,60 8 10,311 20,372 39,376 57,262
10 0,50 7 9,022 18,289 34,440 48,02
11 0,70 7 12,723 25,726 50,862 74,703
12 0,40 5 1,431 2,966 5,534 7,205
13 0,60 5 9,369 18,13 34,502 49,195
14 0,80 6 13,342 27.069 53,175 80.001
15 0,80 6 10,519 21,043 40,62 59,804
16 0,40 5 1,194 2,408 4,413 5,428

Cizelge 4.21°de goriildiigl gibi biitiin elektrotlarda glukoz derisimine bagli net
akim cevaplarinda artis gézlenmistir. En yiiksek net akim degeri 0,8 V potansiyelde pH
6 tamponunda elde edilmistir.

Cizelge 4.21.°de 1 mM glukoz ¢dzeltisi igin verilen net akim degerleri Design

Expert bilgisayar programinda analiz edildiginde, program tarafindan dogrusal, iki
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faktor etkilesimli, kuadratik ve kiibik modeller i¢in model analizi yapilmis ve sonuglar

Cizelge 4.22.’de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.22. PPy ile olusturulmug enzim elektrodun pH ve calisma potansiyeli
optimizasyonu ¢alismasinda elde edilen sonuglara gore matematiksel

model analizi

Model

uygunsuzlugu
Kaynak p-degeri p-degeri R%aj Pred-R?
Dogrusal 0,0119 0,0016 0,4166 0,1034
iki faktor etkilesimli  0,0352 0,0031 0,5699 -0,1245
Kuadratik 0,0284 0,0091 0,7468 0,1528 onerilen
Kiibik 0,0095 0,1159 0,9415 -1,6924 onerilen
Kuartik 0,1159 0,9592

Cizelge 4.22.’deki sonuglardan goriildiigi tizere 1 mM glukoz ¢ozeltisi ile en
iyi tanimlama icin kuadratik ve kiibik model &nerilmistir. Onerilen matematiksel model
p-degeri, model uygunsuzlugu p-degeri ve Rzadj acisindan karsilastirildiginda, en uygun
modelin kiibik model oldugu belirlenmis ve ANOVA analiz sonuglar1 degerlendirilerek
program tarafindan kiibik model se¢ilmis ve ANOVA degerlendirmesi yapilmistir.
Secilen matematiksel modele gore diizenlenmis ANOVA degerleri ve modele ait
istatistiksel veriler Cizelge 4.23.’de verilmistir.

Cizelge 4.23.’de goriildiigii gibi, kuadratik model i¢in p degeri 0,0010 olarak
hesaplanmis ve sonu¢ anlamli bulunmustur. Model icin belirlenen lack of fit degeri ise
0,0552 olarak anlamli bulunmamistir. Ortalama kareler toplami degerleri
kiyaslandiginda, ¢aligma potansiyeli etkisinin net akim tiizerine, pH etkisine gére daha
biiyiik oldugu belirlenmistir. Ideal bir model i¢in, matematiksel formunun uygunsuzlugu
(lack of fit) icin anlamsiz bulunmustur. R? degeri 0,9655 oldugundan, bagimli
degiskende meydana gelen degisimlerin yaklasik % 97’sinin bagimsiz degiskenler
tarafindan aciklandig1 goriilmektedir. R%dj degeri 0,9138 olarak hesaplanmistir ve bu
degerin R? degerine olan yakinlig1 (%35,17) uygulanan model ile tahmin edilen akim
degerlerinin deneysel ¢alismalarla elde edilen gercek sonuglar1 oldukga iyi yansittigini

gostermektedir.
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Cizelge 4.23. PPy ile olusturulmus enzim elektrodun pH ve ¢alisma potansiyeli
optimizasyonuna ait modifiye edilmis ANOVA degerlendirmesi

(Kiibik Model)

Kaynak Kareler SD Ortalama F p-degeri
toplanm kareler degeri Prob>F

Model 870,75 9 96,75 18,68 0,0010 anlamli
A-Caligma Potansiyeli 64,74 1 64,74 12,50 0,0123
B-pH 13,12 1 13,12 2,530 0,1627
AB 121,44 1 121,44 23,44 0,0029
A? 109,57 1 109,57 21,15 0,0037
B2 24,90 1 24,90 4,81 0,0708
A’B 13,37 1 13,37 2,58 0,1592
AB2 100,16 1 100,16 19,33 0,0046
A 2,01 1 2,01 0,39 0,5563
B3 0,62 1 0,62 0,12 0,7402
Kalint1 31,08 6 5,18
Model uygunsuzlugu 17,21 1 17,21 6,20 0,3736 anlamsiz
Saf hata 13,88 5 2,78
Toplam 901,83 15
Standart sapma 2,28 R’ 0,9655
Ortalama 16,76 R%qj 0,9138
C.V.% 13,58 Pred-R? -4,2180
PRESS 4705,78 Adeq Precision 12,926

S.D. Serbestlik Derecesi

Pred-R® degerinin negatif (-4,21809) olmasi model i¢in hesaplanan ortalama
degerin tahminlemede model i¢in 6nerilen denklemden daha kullanigh oldugu anlamina
gelmektedir. %C.V. degerinin kii¢iikk olmas1 (%13,58) gergek degerlerin ortalamaya
yakin oldugunu gostermektedir. Calismada Adeq. Precision. degeri 12,926 olup,
sinyalin giirtiltiiye oranin1 vermektedir-ki bu degerin en az 4 olmas: istenir. Dolayisiyla
model bu kriter agisindan da uygundur.

PPy ile olusturulmus enzim elektrodun, ortam pH’s1 ve ¢alisma potansiyeline
bagli olarak 1 mM glukoz ¢ozeltisindeki akim cevabini belirlemek i¢in Desing Expert

programi gercek degiskenler icin Esitlik 4.9.”u 6nermistir.

I = +256.68181 -705.19006 x Potansiyel arahk - 86.59650 x pH + 164.65293 x
Potansiyel aralik x pH + 684.31125 X Potansiyel arahk? + 8.07441 x pH2 -
38.49700 x Potansiyel arahk? x pH - 11.01104 x Potansiyel arallkpo2 -
336.08501 x Potansiyel aralik3 - 0.12945 x pH3

(4.9.)
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Esitlik 4.9. kullanilarak tahmin edilen net akim cevaplart ile ger¢ek sonuglarin birbirine

yakinligini gosteren gercek ve tahmini degerler grafigi Sekil 4.49.da gosterilmistir.

Design-Expert® Software
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Sekil 4.49. PPy ile olusturulmus enzim elektrodun pH ve potansiyel degerlerinin
optimizasyonunda gercek ve tahmini degerler grafigi

Sekil 4.49°da goriildiigli gibi gercek degerler ile model tarafindan hesaplama ile
tahmin edilen degerler birbiri ile 6nemli derecede ortiismektedir.

Sekil 4.50 ve 4.51°de sirastyla PPy ile olusturulmus enzim elektrodun pH ve

potansiyel degerlerinin YYY ile optimizasyonunda yanit yiizey ve kontur grafikleri

verilmistir.
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Sekil 4.50. PPy ile olusturulmus enzim elektrodun pH ve potansiyel degerlerinin
optimizasyonunda elde edilen yanit yiizey grafigi
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Sekil 4.51. PPy ile olusturulmus enzim elektrodun pH ve potansiyel degerlerinin
optimizasyonunda elde edilen kontur grafigi

Sekil 4.50 ve 4.51 incelendiginde, diisiik pH ve potansiyelde akim cevabinin kii¢iik
oldugu; pH ve potansiyel arttikca akim cevabiin arttigi goriilmektedir. Ancak,
potansiyel 0,8’e yaklastiginda, pH degeri ise 6’nin iizerine ¢iktiginda akim cevabi
diismeye baslamistir. Yiizey grafigine gore 0,77 V ve pH 6 civarinda en yiiksek deger
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elde edilmistir. Bu nedenle akim cevabi dl¢iimiinde pH 6 ve 0,8 potansiyel degerlerinin

uygun olduguna karar verilmistir.

4.1.5.1.2. PNMP ile Modifiye Enzim Elektrodun Akim Cevabina Potansiyel ve pH
Etkisi
PNMP ile modifiye edilmis elektrot kullanilarak 5 farkli potansiyel (0,4, 0,5, 0,6,
0,7, 0,8) ve 5 farkli pH (4, 5, 6, 7, 8) i¢in Yiizey yanit-optimal tasarim uygulanmis ve 16

calismadan olusan deney seti ¢izelge 4.24°de verilmistir.

Cizelge 4.24. PNMP ile olusturulmus enzim elektrodun pH ve potansiyel degerlerinin
optimizasyonu glukoz derisimine bagl akim cevabi (Optimal tasarim)

Deneysel Potansiyel I (nA/em’)
calismalar arahk (V) Rh 0,5mM imM 2mM 3mM
glukoz glukoz glukoz glukoz
1 0.4 4 0,42 0,53 0,50 053
2 0,6 5 8,44 17,29 32,76 48,67
3 0,6 4 6,95 14,12 27,87 38,45
4 0,5 7 12,61 25,25 48,39 69,88
> 0,4 8 7,85 15,70 29,80 42,39
6 0,6 5 10,20 20,61 39,99 50,77
! 0,8 6 12,37 25,51 50,56 72,05
8 0,8 8 10,99 21,91 43,39 63,87
9 0,6 8 12,59 25,37 49,38 72,54
10 05 7 11,53 23,61 46,58 69,29
1 07 7 10,11 20,42 40,37 59,92
12 04 5 0,84 1,48 2,11 2,75
13 0,6 5 7,00 14,34 27,21 39,01
14 0,8 6 12,91 26,24 52,19 76,91
15 0,8 4 11,33 23,12 41,28 62,91
16 0,4 5 0,75 1,30 2,29 2,99

Cizelge 4.24.°de verilen bulgularda da goriildiigii gibi, glukoz derisimi arttik¢a
akim degerleri de dogrusal olarak artmistir. En yliksek akim degeri 0,8 V potansiyelde
pH 6 tamponunda elde edilmistir. Cizelge 4.24.’de verilen net akim degerleri Design
Expert bilgisayar programinda analiz edildiginde, net akim cevaplarini tanimlamak i¢in
program tarafindan olusturulan dogrusal, Iki faktdr etkilesimli, kuadratik ve kiibik

modeller i¢in model analizi yapilmis ve sonuglar Cizelge 4.25.’de 6zetlenmistir.

92



Cizelge 4.25. PNMP ile olusturulmus enzim elektrodun pH ve ¢alisma potansiyeli
optimizasyonunda elde edilen sonuglara gore matematiksel model analizi

Model
uygunsuzlugu
Kaynak p-degeri  p-degeri R%aj Pred-R?
Dogrusal 0,0004 0,0108 0,6530 0,3201
Iki faktor etkilesimli 0,0089 0,0332 0,7921 0,3392
Kuadratik 0,0665 0,0636 0,8549 0,8283
Kiibik 0,0234 0,6996 0,9541 0,8023  onerilen
Kuartik 0,6996 0,9467

Cizelge 4.25.°deki  sonuglarda  gorildigiic  gibi  akim  degerinin
tahminlenmesinde istatistiki verilere gore program tarafindan Kiibik model 6nerilmistir.
Kiibik model i¢in ANOVA degerlendirmesi yapilmis, secilen matematiksel modele gore
diizenlenmis ANOVA degerleri ve modele ait istatistiksel veriler Cizelge 4.25.’de

verilmistir.

Cizelge 4.26. PNMP ile olusturulmus enzim elektrodun pH ve potansiyel degerlerinin
optimal tasarimi ANOV A analizi (Kiibik Model)

Kaynak Kareler SD Ortalama F p-degeri
toplanm kareler degeri Prob>F
Model 1177,97 9 130,89 35,67 0,0002 anlaml
A-Caligma Potansiyeli 9,14 1 9,14 2,49 0,1655
B-pH 41,44 1 41,4 11,29 0,0152
AB 69,72 1 69,72 19,00 0,0048
A? 73,49 1 73,49 20,03 0,0042
B2 0,60 1 0,60 0,16 0,6999
A’B 5,44 1 5,44 1,48 0,2692
AB2 12,49 1 12,49 3,40 0,1146
Al 65,91 1 65,91 17,96 0,0055
B3 1,29 1 1,29 0,35 0,5747
Kalint1 2202 6 3,67
Model uygunsuzlugu 0,71 1 0,71 0,17 0,6996 anlamsiz
Saf hata 2131 5 4,26
Toplam 1199,99 15
Standart sapma 1,92 R? 0,9817
Ortalama 17,30 R%aj 0,9541
CV.% 11,07 Pred-R® 0,8023
PRESS 237,26 Adeq Precision 17,028

S.D. Serbestlik Derecesi
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Cizelge 4.26.°da goriildigi gibi, kiibik model i¢in p degeri 0,0002 olarak
hesaplanmis ve sonu¢ anlamli bulunmustur. Model i¢in belirlenen lack of fit degeri ise
0,6996 olarak anlamsiz bulunmustur. Ortalama kareler degerleri kiyaslandiginda, net
akim tizerine pH etkisinin, ¢alisma potansiyeli etkisine gore daha biiyiikk oldugu
belirlenmistir. R? degeri yaklagik 0,982, R2dj ise 0,954 olarak hesaplanmustir.

%C.V. degerinin kiiciik olmas1 (%11,07) gercek degerlerin ortalamaya yakin
oldugunu gostermektedir. Calismada Adeq. Precision degeri 17,028 olup, sinyalin
giiriiltiiye oranin1 vermektedir-ki bu degerin en az 4 olmasi istenir. Dolayisiyla model

bu kriter acisindan da uygundur.

Biyosensoriin, ortam pH’s1 ve g¢alisma potansiyeline bagli olarak 1 mM glukoz
cozeltisindeki net akim cevabini belirlemek icin Desing Expert programi gergek

degiskenler i¢in Esitlik 4.10.’u dnermistir.

I = -310.50423 + 1947.83165 X Potansiyel arahk - 45.61159 x pH + 65.75722 X
Potansiyel aralik x pH - 3441.37783 X Potansiyel aralk? + 5.54943 x pH2
-24.54682 x Potansiyel arahk? X pH - 3.88858 X Potansiyel arallkpo2

+1924.71544 x Potansiyel aralik3 - 0.18612 x pH3
(4.10.)

Esitlik 4.10. kullanilarak tahmin edilen net akim cevaplari ile gergek sonuglarin

birbirine yakinligini gésteren gergek ve tahmini degerler grafigi Sekil 4.52°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.52. PNMP ile olusturulmus enzim elektrodun pH ve potansiyel degerlerinin
optimizasyonunda elde edilen gergek ve tahmini degerler grafigi

Sekil 4.52°de goriildiigii gibi, gercek degerler ile model tarafindan onerilen
denklemle hesaplanan tahmini degerler birbirine olduk¢a yakin ¢ikmistir. Bu nedenle
onerilen modelin 1 mM glukoz derisimi i¢in akim cevaplarinin hesaplanmasinda
basariyla kullanilabilecegi ortaya ¢ikmaktadir. Onerilen kubik model i¢in yanit yiizey ve
kontur grafikleri sirasiyla Sekil 4.53 ve 4.54°de verilmistir.
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Sekil 4.53. PNMP ile olusturulmus enzim elektrodun pH ve potansiyel degerlerinin
optimizasyonunda elde edilen yanit ylizey grafigi
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Sekil 4.54. PNMP ile olusturulmus enzim elektrodun pH ve potansiyel degerlerinin
optimizasyonunda elde edilen kontur grafigi

Yanuit yiizey ve kontur grafikleri incelendiginde, 0,4 potansiyel ve 6zellikle pH 4
ve pH 5 gibi diisik pH’larda akim cevabi oldukga diisiik ¢ikmistir. pH 7 ile pH 8
araliginda ancak 0,5 ile 0,6 V potansiyel araliginda akim degerleri yliksek ¢ikmistir.
Benzer sekilde pH 6 ve 0,8 potansiyel sartlarinda da akim degeri yiliksek ¢ikmistir.
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4.1.5.1.3. PPy-ko-PNMP ile modifiye enzim elektrodun akim cevabina Potansiyel
ve pH etkisi

PPy-ko-PNMP ile modifiye edilmis elektrot kullanilarak 5 farkli potansiyel (0.4,
0,5, 0,6, 0,7, 0,8) ve 5 farkli pH (4, 5, 6, 7, 8) i¢in Ylizey yanit-optimal tasarim

uygulanmis ve 16 ¢alismadan olusan deney seti ¢izelge 4.27°de verilmistir.

Cizelge 4.27. PPy-ko-PNMP ile olusturulmus enzim elektrodun pH ve potansiyel
degerlerinin optimizasyonunda glukoz derisimine bagl akim cevabi
(Optimal tasarim

Deneysel Potansiyel ! (uA/em’)
calismalar aralik (V) pH 0,5mM imM 2mM 3mM
glukoz glukoz glukoz glukoz
! 0,4 4 0,55 1,055 1,80 2,17
2 0,6 5 9,44 18,92 36,56 50,44
3 0,6 4 4,47 8,92 17,20 23,55
4 0,5 7 8,57 16,98 32,57 46,78
° 0,4 8 9,94 19,17 35,52 49,13
6 0,6 5 9,54 19,24 35,61 52,23
Z 0,8 6 10,91 21,81 42,81 63,08
g 0,8 8 9,17 17,16 33,18 46,92
9 0,6 8 11,41 22,82 44,29 63,96
10 0,5 7 8,19 16,28 31,39 45,45
1 0,7 7 9,40 21,36 37,11 54,29
12 0,4 5 1,01 1,96 3,72 4,96
13 0,6 5 9,46 19,05 36,48 52,12
14 0,8 6 11,04 22,02 43,17 64,17
15 0,8 4 10,98 20,93 41,69 60,59
16 04 5 1,08 2,03 3,77 4,96

Cizelge 4.27°de gorildiigi gibi 6zellikle 0.4 potansiyel ve diisiik pH’larda net
akim degerleri diisiik ¢cikmistir. Tiim elektrotlarda akim cevabi glukoz derisimine bagl
olarak artmistir. En yiiksek akim degeri 9 no’lu calismada goriildiigi gibi, 0,6 V
potansiyel ve pH 8 tamponunda elde edilmistir.

Cizelge 4.27.’de verilen akim degerleri Design Expert bilgisayar programinda
analiz edildiginde, akim cevaplarini tanimlamak i¢in program tarafindan olusturulan
dogrusal, iki faktor etkilesimli, kuadratik ve kiibik modeller i¢in model analizi yapilmis

ve sonuglar Cizelge 4.28.’de 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.28. PPy-ko-PNMP ile olusturulmus enzim elektrodun pH ve ¢alisma
potansiyeli optimizasyonunda elde edilen sonuglara gore matematiksel

model analizi
Model
uygunsuzlugu
Kaynak p-deeri  p-degeri R%adi Pred-R?
Dogrusal 0,0011 < 0,0001 0,5957 0,4037
Iki faktor etkilesimli 0,0020 <0,0001 0,8085 0,6864
Kuadratik 0,0304 <0,0001 0,8858 0,7484  onerilen
Kiibik 0,2729 <0,0001 0,9100 -8,6876
Kuartik <0,0001 0,9989

Cizelge 4.28.°deki  sonuglarda  goriildiigii  gibi akim  degerinin
tahminlenmesinde istatistiki verilere gore program tarafindan kiibik model dnerilmistir.
Kiibik model i¢in ANOVA degerlendirmesi yapilmis, secilen matematiksel modele gore
diizenlenmis ANOVA degerleri ve modele ait istatistiksel veriler Cizelge 4.29.’da
verilmistir.

Cizelge 4.29.’da goriildiigii gibi, kuadratik model igin hem p degeri <0.0001
hem de lack of fit degeri de <0.0001 oldugundan, anlamli bulunmustur. Ancak, bu
sonug tercih edilen bir durum degildir. Ortalama kareler degerleri kiyaslandiginda, net
akim iizerine calisma potansiyeli etkisinin, pH etkisine gore daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. R? degeri yaklasik 0,924 oldugundan, bagimh degiskende meydana gelen
degisimlerin % 92’sinden fazlasinin bagimsiz degiskenler tarafindan aciklandig:
goriilmektedir. R%dj degeri 0,886 olarak hesaplanmistir ve bu degerin R? degerine olan
yakimligi (%3,8) ve bu iki parametre arasindaki farkin 0,2’den kiigiik olmasi uygulanan
model ile tahmin edilen akim degerlerinin deneysel caligsmalarla elde edilen gercek
sonuglart oldukga iyi yansittigin1 gostermektedir.

Pred-R? degerinin (0,748) Rzadj degerine (0,886) yakin olmasi model i¢in tanimlanan
denklemin akim degerlerinin tahminlenmesinde giivenilir bir sekilde kullanilabilecegini
gostermektedir. Calismada Adeq. Precision. degeri 15,306 olup, model bu kriter
acisindan da uygundur.

Biyosensoriin, ortam pH’s1 ve ¢aligma potansiyeline bagli olarak 1 mM glukoz
cozeltisindeki akim cevabini belirlemek i¢in Desing Expert programi gercek degiskenler

i¢in Esitlik 4.11.’1 6nermistir.
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I = -115.28580 + 237.90485 x Potansiyel arahk + 15.99623 x pH - 14.35553 X

Potansiyel aralik x pH - 101.16807 X Potansiyel aralik? - 0.44197 x pH2
(4.11)

Cizelge 4.29. PPy-ko-PNMP ile olusturulmus enzim elektrodun pH ve potansiyel
degerlerinin Optimal tasarimi ANOVA analizi (Kubik model)

Kaynak Kareler SD Ortalama F p-degeri

toplam kareler degeri Prob>F
Model 807,21 5 161,44 24,26 < 0,0001 anlamli
A-Caligma Potansiyeli 314,00 1 314,00 47,18 <0,0001
B-pH 134,71 1 134,71 20,24 0,0011
AB 147,32 1 147,32 22,14 0,0008
A? 53,860 1 53,860 8,090 0,0174
B2 7,5900 1 7,5900 1,140 0,3105
Kalint1 66,550 10 6,6500
Model uygunsuzlugu 66,230 5 13,250 210,41 < 0,0001 anlamh
Saf hata 0,3100 5 0,0630
Toplam 873,75 15
Standart sapma 2,58 R? 0,9238
Ortalama 15,61 R%qj 0,8858
CV.% 16,53 Pred-R? 0,7484
PRESS 219,82 Adeq Precision 15,306

S.D. Serbestlik Derecesi

Esitlik 4.11. kullanilarak tahmin edilen net akim cevaplari ile ger¢ek sonuglarin
birbirine yakinligin1 gosteren gercek ve tahmini degerler grafigi Sekil 4.55°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.55. PPy-ko-PNMP ile olusturulmus enzim elektrodun pH ve potansiyel
degerlerinin optimizasyonunda elde edilen gergek ve tahmini degerler
grafigi

Sekil 4.55°de goriildiigii gibi, 6zellikle yiliksek net akim cevaplarinda hem
gercek hem de tahmini degerler birbirine yakin ¢ikmistir. Onerilen kuadratik model igin
yanit yiizey ve kontur grafikleri sirasiyla Sekil 4.56 ve 4.57°de verilmistir. Yanit yiizey
ve kontur grafiginde goriildiigii gibi diisiik pH ve potansiyelde akim cevaplar1 belirgin
derecede diisikk cikmistir. pH ve potansiyel arttikca akim degerlerinde artis

gozlenmistir.

Design-Expert® Software

Factor Coding: Actual

imM

® Design points above predicted value
°

%22.8155

1.0545

X1 = A: Potansiyel aralyk
X2 = B: pH

imM

A: Potansiyel aralyk

0.80 4.00

Sekil 4.56. PPy-ko-PNMP ile olusturulmus enzim elektrodun pH ve potansiyel
degerlerinin optimizasyonunda elde edilen yanit yiizey grafigi
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Sekil 4.57. PPy-ko-PNMP ile olusturulmus enzim elektrodun pH ve potansiyel
degerlerinin optimizasyonunda elde edilen kontur grafigi

Yanit ylizey ve kontur grafikleri incelendiginde en yiiksek akim cevabinin pH
8 ve 0,6 V potansiyel fark i¢in elde edildigi goriilmektedir.

Calisma potansiyeli ve pH’sinin optimizasyonu i¢in yapilan c¢alismada tim
elektrot yiizeyleri i¢in en 1y1 net akim degerlerinin elde edildigi optimum sartlar Cizelge

4.30.’da 0zetlenmis ve ¢alismanin devaminda bu degerler kullanilmistir.

Cizelge 4.30. Elektrot yiizeylerine ait optimum pH ve ¢alisma potansiyeli degerleri

PPy PNMP Ppy-ko-PNMP
Calisma 0,8 0,8 0,6
potansiyeli (V)
pH 6 6 8

4.1.6. Enzim Elektrotlarin Kinetik Parametreleri

4.1.6.1. PPy ile Modifiye Edilen Elektrodun Kinetik Parametreleri

Bu calismada, optimal sartlarda PPy ile olusturulan enzim elektrodun farkli
derigimlerdeki glukoz ¢ozeltilerindeki akim degerleri pH 6’da 0,8 V potansiyel
uygulanarak, Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri Sekil 4.58’de

verilmistir.
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Sekil 4.58. PPy ile modifiye edilmis elektrodun Michaelis Menten (A) ve
Lineweaver-Burk grafigi (B)

Sekil 4.58.’de 4 mM glukoz derisimine kadar net akim cevabinin lineer olarak
arttign 5 mM glukoz derisiminde lineerlikten saptigi goriilmektedir. 4 mM glukoz
derisimine kadar olan veriler kullanilarak 1/[S] degerine kars1 1/1 degerleri grafige
gecirilerek elde edilen Lineweaver-Burk grafigine gore; edilen denklemde kayma
(0,0011) 1/Imax degerini, egim (0,0335) ise Km/Vmax degerini vermektedir. Bu veriler
kullanilarak PPy ile modifiye edilmis elektrodun Imax degeri 909,1 pA, Km degeri ise
30.5 mM olarak hesaplanmustir.

4.1.6.2. PNMP ile Modifiye Edilen Elektrodun Kinetik Parametreleri

PNMP i¢in elde edilen optimal sartlarda olusturulan enzim elektrodun farkl
derigimlerdeki glukoz ¢ozeltilerindeki net akim degerleri pH 6’da 0,8 V potansiyel
uygulanarak, Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri Sekil 4.59.’da

verilmistir.
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Sekil 4.59. PNMP ile modifiye edilmis elektrodun Michaelis-Menten (A) ve
Lineweaver-Burk grafigi (B)

Sekil 4.59.’da goriildiigii gibi akim cevab1 3 mM glukoz derisimine kadar
dogrusal artig gostermis, daha yiliksek derisimlerde dogrusalliktan sapmaya baslamistir.
3 mM glukoz derisimine kadar olan veriler kullanilarak 1/[S] degerine karsi 1/1
degerleri grafige gecirilerek elde edilen Lineweaver-Burk grafigi Sekil 4.59’da
verilmistir. Grafigin egilim ¢izgisi denklemi kullanilarak Imax degeri 588,23 pA; Km

degeri ise 17,82 mM olarak hesaplanmustir.

4.1.6.3. PPy-ko-NMP ile Modifiye Edilen Elektrodun Kinetik Parametreleri

Optimal sartlarda Ppy-ko-PNMP ile olusturulan enzim elektrodun farkli
derisimlerdeki glukoz ¢ozeltilerindeki net akim degerleri pH 8’de 0,6 V potansiyel
uygulanarak, Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri Sekil 4.60’da
verilmistir.

Sekil 4.60. incelendiginde 5 mM glukoz derisimine kadar akim cevabinin
lineer olarak arttig1 goriilmektedir. [S] derisimine karsi Olgiilen I verileri ile 1/[S]
degerine kars1 1/I degerleri grafige gegcirilerek elde edilen LineWeaver-Burk grafiginden
elde edilen kinetik parametrelere gore, Imax degeri 714,28uA; Km degeri ise 31,72

mM olarak hesaplanmaistir.
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Sekil 4.60. PPy-ko-PNMP ile modifiye edilmis elektrodun Michaelis-Menten (A) ve
Lineweaver-Burk grafigi (B)

4.1.7. Enzim Elektrotlarin Tekrar Kullanim Kararhhg

Optimum sartlarda olusturulan sirasiyla PPy, PNMP ve PPy-ko-PNMP ile

modifiye edilmis enzim elektrotlarin dnce tampon ¢ozeltide 1 kez, sonrasinda da 5 mM

glukoz varliginda ardisik olarak 20 kez kronoamperometrik yontemle akim degerleri

Olciilmiistlir. Her 6l¢lim i¢in net akim degerleri hesaplanmus, ilk kullanimdaki net akim

degerine gore % bagil aktiviteler hesaplanarak kullanim sayisina bagl degisimleri Sekil

4.61.de verilmistir.

Sekil 4.61.’de 20 ardisik kullanim sonunda baslangica gore 3 elektrot i¢in de

enzimin neredeyse ayni akim degerini 6l¢tiigii goriilmektedir. PPy, PNMP ve PPy-ko-

PNMP ile modifiye edilen enzim elektrotlarin, 20. Kullanimda baslangica gore
etkinliklerini sirastyla %95,5, %92,7 ve %89,38 oraninda korumakta olduklari

belirlenmistir.
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Sekil 4.61. PPy, PNMP ve PPy-ko-PNMP ile modifiye edilen enzim elektrotlarin tekrar
kullamim kararlihig: ( <@ PPy, A:PNMP, @ : PPy-ko-PNMP )

4.1.8. Enzim Elektrotlarin Depolama Kararhhg:

Enzim elektrotlar olusturulduktan sonra 3 mM glukoz i¢inde net akim degerleri
Olciilmiis, 4 °C’de 30 giin bekletilmistir. 10 giin araliklarla 3 mM glukoz i¢in net akim
degerleri belirlenerek baslangi¢ aktivitesine gore % bagil akim degerleri hesaplanmustir.
% bagil akim degerlerinin depolama siiresine bagli degisimi PPy, PNMP ve PPy-ko-
PNMP ile modifiye edilen enzim elektrotlar i¢in Sekil 4.62.’de verilmistir. Sekil 4.62°de
goriildiigii gibi, her li¢ elektrodun % bagil akim degerlerinin azaldig: tespit edilmistir.
En yiiksek depolama kararliligi PPy-ko-PNMP ile modifiye elektroda ait olup 30 giin
sonunda baglangica gore %45,91 bagil akim degerine sahiptir. Diger elektrotlarn 30
giin i¢in depolama kararliliklar1 PPy ve PNMP i¢in sirastyla % 24,87 ve % 31,95 olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.62. Enzim elektrolarin depolama kararliliklar1 (O: PPy; A:PNMP; [1: PPy-ko-
NMP) ile modifiye elektrotlar
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4.2. TARTISMA

4.2.1. Elektrot Tasarim Parametlerinin Optimizasyonu

Bu ¢alismada, ii¢ elektrot teknigi ile Pt elektrot tizerine pirol ve N-metilpiroliin
homo ve ko-polimerleri sentezlenerek GOD igeren ince bir Chi film ile kaplanmis ve
sonrasinda, Chi film icerisinden enzim kacgisin1 engellemek amaciyla Chi ve GOD
biinyesinde bulunan —NH, gruplar1 ile glutaraldehit (GAL) arasinda capraz baglar
olusturulmustur. Enzim elektrotlarin tasariminda polipirol (PPy), poli(N-metilpirol)
(PNMP) ve poli(pirol-ko-N-metilpirol) PPy-ko-PNMP kullanilarak 3 ayr1 elektrot
olusturulmustur. Biyosensoérlerlerde, iletken polimerler biyolojik tiirler i¢in uygun bir
immobilizasyon ortami olarak kullanilir. Bu malzemelerin redoks 6zelliklerinden dolay1
son yillarda kullamimi oldukca yayginlasmistir. Ozellikle PPy, nispeten daha kararli
olmasi, kolay hazirlanmas1 ve iletkenliginin yiiksek olmasindan dolayi, sensor
caligmalarinda en umut verici iletken polimerden biridir. Bu sebeple PPy ile yapilan
calismalar daha fazladir.

YYY, az sayida deney ile bagimli degiskenin birden fazla bagimsiz degisken
degisimine bagli olarak en uygun model ile tahminlemesi olanagi sagladigindan son
derece kullanighh bir yontemdir. Ancak YYY’nin biyosensér optimizasyonu ve
karakterizasyonu konusunda oldukga sinirli sayida ¢calisma mevcuttur.

Gouda ve ark. (2001), amperometrik biyosensor tasarlamislardir. Invertaz,
mutarotaz ve glukoz oksidaz enzimleri i¢in YYY ile her enzim i¢in en iyi baglanma

oranlarimi belirlemislerdir.

Ebrahimi ve ark. (2010), amperometrik biyosensor tasarlamislardir. Enzim
aktivitesi, cok duvarli karbon nanotiip ve asidik sol jel miktarini yanit ylizey yontemine
gore optimize etmislerdir.

Yagiz, E. (2015), amperometrik biyosensor tasarlamistir. Karbon pastanin
grafit:mineral yag orani, monomer derisimi, tarama hizi, enzim derisimi, ¢alisma pH’s1
ve potansiyel degerlerini YY'Y ile optimize etmistir.

ANOVA analizi ile elde edilen p-degerinin 0.05’den diisik olmasi
onerilmektedir. Bu degerin 0.05’den kiiclik olmasi sonuglarin anlamli oldugu ve

onerilen modelin uygun oldugu anlamma gelmektedir. Ideal bir model igin,
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matematiksel formunun uygunsuzlugu (lack of fit) i¢cin anlamsiz ve regresyon modeli
icin anlamli olmas1 gerekmektedir (Myers ve Montgomery, 1995). Yapilan ¢aligmalarin
timl p deger acisindan anlamli, ¢ogunda ise lack of fit degeri anlamsiz bulunmustur.
Varyasyon katsayisi (C.V.), standart sapmanin ortalamaya gore yiizde kaglik bir
degisim gosterdigini belirtir. Biiyiik varyasyon katsayist degerleri, verilerin ortalamadan
cok fazla uzaklasildigini, kiigiik varyasyon katsayisi degerleri ise verilerin hemen
hemen ortalamayla ayn1 degere sahip oldugunu gostermektedir (Lazig, 2004). Dolayis1
ile % C.V. degerinin diisiik olmas1 modelin uygunlugu acisindan énemlidir. Regresyon
(belirtme) katsayisi (R?) bagimli degiskenlerin degerlerinin degisimlerinin, deneysel
faktorlerle ve etkilesimleriyle ne derecede aciklanabilecegini gosterir. R? degeri her
zaman 0 ile 1 arasindadir ve ne kadar 1’e yaklasirsa, modelin uygunlugu ve tahmin
etmede kullanilabilirligi o kadar iyidir (Akin, 2009). Ayrica; bagimli degiskende
meydana gelen degisimlerin bagimsiz degiskenler tarafindan agiklanma basarisi 0 kadar
yiiksektir (Akin 2009). Istatistiki olarak dnemsiz terimlerin modelde kullanilabilmesi
nedeniyle olusturulan modellerin degerlendirilmesi asamasinda yiiksek R? degerleri ile
karsilasilabilmektedir. Bu nedenle diizeltilmis belirtme katsayisi Radj degerlerinin
modelin uygunlugunun degerlendirilmesinde kullamimasi énerilmektedir. R? ve RZdj
degerlerinin birbirlerine yakin olmasi ve aralarindaki farkin en fazla 0.2 olmasi
onerilmektedir. Fark ne kadar kii¢iikse uygulanan modelin elde edilen gercek sonuglari
yansitma derecesi o kadar yiiksektir. R%q ile Pred-R? degerleri arasindaki farkin da
0.2’den fazla olmamasi 6nerilmektedir. Bu katsayilarin oranlar1 arasinda % 20’den fazla
degisim olmasi durumunda Onerilen model uygun degildir (Aygiin, 2012). Modelin
uygun olabilmesi ig¢in, sinyalin giriiltiiye oranin1 veren Adeq. Precision (yeterli
hassasiyet) degerinin 4’den biiyiikk olmasi gerekir. Calismada belirlenen Adeq.
Precision. degerlerinin tamami 4’den yiiksek bulunmustur.

Pt elektrot iizerine, elektropolimerizasyon teknigi kullanilarak PPy ve PNMP
i¢cin 10, 25 ve 50 mM monomer derisimi ile 20, 50 ve 100 mV/s tarama hizinda polimer
film kaplanmistir. YYY ile monomer derisimi ve tarama hizi optimize edilmistir.
Optimizasyon sonucu monomer derigiminin, PPy ve PNMP i¢in 10 mM, tarama hizinin
ise PPy i¢cin 50 mV/s, PNMP i¢in ise 20 mV/s oldugu degerlerde en yiiksek net akim
degerleri elde edilmistir. PPy-ko-PNMP i¢in ise Py ve NMP monomer derisiminin
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toplamda 10 mM olacak sekilde 5:5 oranidaki derisim ve 50 mV/s tarama hizinda en
yiiksek net akim degerleri elde edilmistir.

Polimer filmlerin sentezi farkli monomer derisimi ve tarama hiz1 ile
yapildiginda, her iki parametrenin de biyosensor akim cevabina dnemli derecede etkisi
oldugu belirlenmistir. Monomer derisimi ve tarama hizi amperometrik biyosensorlerde
hassasiyeti etkileyeceginden dolayr Onemli parametrelerdir. Monomer derisiminin
degisimi sentezlenecek polimerin gozenek biiyiikliigiini etkiler. Diisiik monomer
derisiminde biiyiik gézenek yapili polimer olusur ve bu yap1 tizerine 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
yiizeyden kolaylikla desorpsiyonu gerceklesecektir. Ancak uygun gdzenek
biiyiikliigiinde film elde edildiginde GOD+Chi tabakanin yilizeye siki tutunmasi ve
glukoz varliginda GOD’nin agiga ¢ikardigr H,O, nin pargalanmasiyla olusan elektron
iletimi daha kolay olur. Ozellikle polimer tabaka ile Chi tabaka arayiizeyinde bulunan
ve polimer bilinyesindeki gozeneklere adsorbe olan GOD molekiillerinin glukoz ile
verdigi reaksiyon elektron yogunlugunun olusumunda etkili oldugu diisiiniilmektedir.
Dolayisi ile arayiizeyde polimer yiizeye tutunmus GOD miktari ile glukoz derigimine
bagli akim yogunlugu orantili olacaktir. Bu baglamda sentezlenen polimer filmin
gozenekliligi ve homojenligi akim yogunlugunda Onemli bir role sahiptir. Tarama
hizinin da polimer filmin gézenek yapis1 ve iletkenligine oldukga biiyiik etkisi vardir.
Tarama hiz1 arttik¢a gbzenekli ve diizensiz bir polimer olusur; bu da Chi biinyesindeki
GOD’nin polimer yiizeye adsorpsiyonunu zorlastirir. Polimer film sentezi esnasinda
oksijen c¢ikisinin gozlenmesi polimer filmin gozenekli bir yapiya biirlinmesini
saglamaktadir. Bu durum ise GOD enziminin polimer film yiizeyinde iyi tutunmasini
saglamaktadir. En yliksek net akimlarin elde edilebilecegi monomer derigimi ve tarama
hizinin belirlenmesi amaciyla da YYY kullanilmistir. YYY klasik yontemlerin aksine,
zamandan ve maliyetten tasarruf saglayarak calismaya olumlu yonde katki saglamistir.
Literatlirdeki ¢aligmalarla kiyaslandiginda; derisim ve tarama hizi degerlerinin bu
caligmayla benzerlik gosterdigini sdyleyebiliriz.

Uang ve ark. (2003), galvanostatik elektropolimerizasyon yontemini kullanarak
0.1 M KCI ortaminda, PPy film ile kapladiklar1 Pt elektrot ile yeni bir glukoz
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biyosensorii tasarlamiglardir. Yaptiklart ¢alismada, 50 mM Py derigimi ve 100 mV/s
tarama hizinda ¢alismislardir.

Ren ve ark. (2008), ii¢ elektrot teknigini kullandiklari, paratoluensiilfonik asit
elektrolit ortaminda kronopotansiyometrik yontemle, Pt elektrot {izerine PPy film
olusturduklar1 biyosensor tasariminda 150 mM Py derisimi ve 60 mV/s tarama hizinda
en iyi sonuclari elde ettiklerini bildirmislerdir.

Ozyilmaz ve ark., (2011), Pt elektrot yiizeyinde elektrokimyasal olarak polipirol
(PPy) sentezleyerek, sentez ortaminda bulunan glukoz oksidaz (GOD) enziminin
polimer matriksi i¢inde tutuklanmasiyla glukoz biyosensorii tasarlamistir. Caligmada,
0,2 M Paratoluensiilfonikasit ortaminda 100 mM Py derisimi ve 50 mV/s tarama hizinda
en iyi sonuglari elde ettiklerini bildirmislerdir.

Xu ve ark. (2012), iyice hizalanmig polipirol nanotellerin (PPyNWA) {izerini Pt
nanopartikiillerle kaplayarak (PtNPs) , GOD’nin yiizey adsorpsiyonu ile yeni glukoz
biyosensorii tasarlamiglardir. PPYNWA-PtNPs-GOD glikoz biyosensdriiniin, hem
potansiyometrik hem de amperometrik duyarlilig1 i¢in optimum kosullart 200 mM pirol
ve 50 mV/s tarama hiz1 olarak belirlemislerdir.

Biyosensor tasariminda, Chi derisimi 6zellikle y1gin ¢ozeltide bulunan glukozun
elektrot ylizeyindeki GOD molekiiliine ulasiminda biiyiikk bir 6neme sahiptir. Chi
derisimi arttikca viskozitesi artacak, ancak gozenek biiyiikliigli azalacaktir. Bu da
substratin enzime ulagsmasinda etkili olacaktir. GAL, Chi ve GOD molekiillerinin
yapisinda bulunan NH; gruplarn arasinda ¢apraz baglar olusturarak jel matriksinden
GOD kacisin1 engellemektedir. Diisiik GAL derisiminde yeterince ¢apraz baglar
meydana gelemeyeceginden elektrot ylizeyinden GOD kagis1 olacaktir. Yiksek GAL
derisiminde ise capraz bag sayisi fazla olacagindan gozenek yapist kiigiilecek ve
substratin GOD’ye ulasmas1 zorlasacaktir. GOD, glukozu molekiiler oksijen varliginda
okside ederek H,0; iireten molekiil oldugundan &lgiilen akim yogunlugundan sorumlu
olan molekiildiir. Dolayis1 ile GOD derigimi arttik¢a akim cevabi yilikselmistir.

Pt elektrot, polimer film ile kaplandiktan sonra iizerine GOD
immobilizasyonunda kullanilmak iizere hazirlanan GOD ,Chi ve GAL ¢dzeltilerinin
derisimleri YYY ile optimize edilmistir. Bu sebeple her ii¢ elektrot i¢in de % 0,25, %
0,625 ve % 1 Chi derisimi i¢in yapilan optimizasyon sonucunda PPy ve PNMP kapli
elektrotlar i¢in en iyi net akim degeri % 1, PPy-ko-PNMP kapli elektrot i¢in % 0,625
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Chi derisiminde elde edilmistir. GOD derisimi i¢in yapilan optimizasyon sonucunda
PPy, PNMP ve PPy-ko-PNMP ile kapli elektrotlar ile yapilan 6l¢lim sonucunda en iyi
net akim degeri 1, 2,5 ve 4 mg/ml derisimleri arasindan % 4 GOD derisiminde elde
edilmistir. Ayn1 sekilde %0,01 %0,025 ve %0,0625 GAL derisimi i¢in de yapilan
optimizasyon sonucunda, PPy ve PNMP kapl elektrotlarda en iyi net akim %0,0625,
PPy-ko-PNMP kapli elekrotta ise % 0,025 GAL derisiminde elde edilmistir.

Sung ve ark. (2003), elektropolimerizasyon ile PPy iizerine polianyon/polietilen
glikol/GOD immobilize ettikleri yeni glukoz biyosensorii tasarlamislardir. Yaptiklari
calismada pH’s1 7,4 olan fosfat tamponunda ¢alistiklarini bildirmislerdir.

Ozyilmaz ve ark., (2011), Pt elektrot yiizeyinde elektrokimyasal olarak polipirol
(PPy) sentezleyerek, sentez ortaminda bulunan glukoz oksidaz (GOD) enziminin
polimer matriksi i¢inde tutuklanmasiyla glukoz biyosensorii tasarlamistir. Caligmada, Pt
elektrot iizerine PPy sentezi gergeklestirirek 2,5 mg/ml GOD immobilize etmislerdir.
Elde edilen Pt/PPy-GODpTSA ve Pt/PPy-GODNapTS enzim elektrotlari i¢in optimum
potansiyel akim degerlerini sirastyla 0,7 ve 0,6 V; optimum pH degerleri ise sirasiyla
4,5 ve 7,0 olarak bulmuslardir.

Bayram, (2015), Pt elektrot tizerine sodyum okzalat ortaminda Poli-orto-anisidin
sentezleyerek, amperometrik glukoz biyosensor gelistirmistir.  Yaptigir klasik
optimizasyon sonucu, glukoz biyosensoriiniin % 0,5 Chi, % 0,075 GAL ve 4 mg/ml
GOD derisiminde en iyi aktiviteyi gosterdigini bildirmistir.

YYY ile elektrot olusturma parametrelerinin etkisi glukoz derisimine bagl
olarak olciilen net akim cevabina bagl olarak degerlendirilmistir. Bu akim degerleri
kullanilarak program tarafindan belirli bir glukoz derisimi i¢in Olctlilecek akim degerini
verecek en uygun model onerilmistir.

pH degerleri 4, 5, 6, 7 ve 8 olmak iizere hazirlanan fosfat tamponlarinda, akim
cevabina bagl olarak YYY ile optimizasyon yapilmistir.PPy ve PNMP ile hazirlanan
elektrot igin en yiiksek net akim pH 6 da, PPy-ko-PNMP ilenen hazirlan elektrot i¢in ise
pH 8’de elde edilmistir.

PPy, PNMP ve PPy-ko-PNMP ile kapl elektrotlarin 0,4, 0,5, 0,6, 0,7 ve 0,8 V
potansiyelde akim cevabina bagl olarak YYY ile optimizasyonu yapilmistir. PPy ve
PNMP i¢in 0,8 V, PPy-ko-PNMP elektrot i¢in 0,6 V en iyi potansiyel deger olarak

belirlenmistir. Elde edilen sonuglar uygulanan potansiyele bagli olarak akim
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degerlerinin arttigi yoniindedir. Uygulanan potansiyelin artisina bagli olarak akim
cevabinin artmasi beklenen bir sonugtur. Caligma kapsaminda elde edilen veriler
Cizelge 4.31°de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.31. Enzim elektrotlarin elektrokimyasal ve biyokimyasal optimizasyonu ve
karakterizasyonunda elde edilen veriler

PPy PNMP PPy-ko-PNMP

Tarama Hizi (mV/s) 50 20 100
Derisim (mM) 10 10 5-5
GOD (mg/ml) 4 4 4
GAL (%) 0,0625 0,0625 0,025
Chi (%) 1 1 0,625
pH 6 6 8
Potansiyel (V) 0,8 0,8 0,6
Imax (nA) 909,1 588,23 714,28
Km (mM) 30,5 17,82 31,72
Tekrar Kullanim Kararliligr* 95.5 92,7 89,38
Depolama Kararliligi** 24,87 31,95 45,91

*: 20 tekrar kullanim

**: 30 giin depolama

Cizelge 4.33°de goriildiigii gibi en yiiksek Imax degeri ve tekrar kullanim

kararlilig1 PPy ile modifiye edilmis elektroda aitken, depolama kararlilifinda en yiiksek

deger PPy-ko-PNMP ile modifiye edilmis elektroda aittir.

Razola ve ark. (2002), platin elekrot {izerine peroksidaz (HRP) immobilize

ederek hazirladiklart biyosensoriin, depolama kararlifinin belirlenmesi i¢in yapilan

¢alisma sonucunda 35 giin sonra aktivitesinin %90’1n1 korudugunu belirlemislerdir.

Yavuz, (2005), polivinilferrosen (PVF) ile kapladigit Pt elektrodu GOD

cozeltisine daldirarak, enzimin polimer matriks igerisinde tutuklanmasini saglamigtir.

Tasarladig1 elektrodun, Michaelis-Menten sabitini (Km) 417,57 mM olarak bulmustur.

Ozyilmaz ve ark. (2011), Pt elektrot yiizeyinde elektrokimyasal olarak PPy

sentezleyerek, sentez ortaminda bulunan glukoz oksidaz (GOD) enziminin polimer

matriksi i¢inde tutuklanmasiyla

glukoz biyosensorii
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GODNapTS i¢in Km degerlerini sirasiyla 5,2 ve 1,7 mM, Imax degerlerini ise 14,2 ve
25,4 pA olarak hesaplamiglardir. Genel olarak Pt/PPy-GODNapTS elektrodunun
depolama kararliliginin daha yiiksek oldugunu, ancak 30 giin sonunda her iki elektrodun
aktivitelerinin neredeyse tamamini kaybettiklerini gézlemlemislerdir.

BAL, (2012), vyaptigi c¢alismada Pirolii, paratoluensiilfonatli ortamda
elektropolimerlestirerek ~ hazirladigt  polipirol-paratoluensiilfonat ~ film  {izerine
glutaraldehit yardimiyla GOD’yi capraz baglama yontemiyle immobilize etmistir.
Polipirol-paratoluensiilfonat filmle yaptigi enzim elektrotdaki immobilize enzime ait
gozlenen Ky, degerini 0,267 mM, I maks degerini ise 4,048 mM/dk olarak bulmustur.

Elde edilen veriler 1s1ginda; modifiye enzim elektrot tasariminda PPy ile
hazirlanan biyosensoriin diisiik derisimde daha hassas ve tekrar kullanilabilirligininin
daha yiiksek oldugu goriilmistiir. Fakat depolama kararliligi, diger modifiye enzim
elektrolara gore diistiktiir. Bu durum da raf dmriiniin kisa oldugu anlamina gelmektir.
Raf 6mriiniin kisa olmas1 maliyeti arttiracagindan bu 6zellik istenmeyen bir durumdur.

PNMP ile modifiye edilen enzim elektrodun depolama kararliligi, PPy ile
modifiye edilen enzim elektrottan daha yiiksek iken, hassasiyet bakimindan daha diisiik
degere sahiptir.

PPy-ko-PNMP ile modifiye edilen enzim elektrot diger elektrotlara gore en
yiikksek depolama kararliligina sahiptir. Bu da raf émrii en uzun elektrot anlamina
gelmektedir. Tekrar kullanim kararliligi da yiiksek olan elektrodun glukoz biyosensor
tasarimina elverisli oldugu soylenebilir.

PPy, PNMP ve PPy-ko-PNMP ile olusturulan enzim elektrotlarin optimal
kosullarda elde edilmis 6rnekleri CV, DTV ve impedans analizleri ile elektrokimyasal
olarak karakterize edildiginde genel olarak enzimin elektrot iizerinde glukoz ile
reaksiyona girerek H,O; olusturdugu ve akim cevabini meydana getirdigi gézlenmistir.
CV (Sekil 4.40-42) ve DTV (Sekil 4.42-45) analizlerinde glukozlu artamda, glukoz
icermeyen ortama gore daha yiiksek akim artisi bunun en onemli gostergesidir. Ayrica
impedans analizleri de (Sekil 4.46-48) ¢ok nemli veriler ortaya koymustur.

Nyquist dl¢limleri yiliksek frekans bolgesinden diisiik frekans bdlgesine uzanan
metal/cozelti arayiizeyinde yiiksiiz bolgeye karsilik gelen yarim dairesel kisim elektrot
yiizeyinde olas1 gergeklesecek elektron transferinin zorlugundan dolay1 ortaya ¢ikan

direngten kaynaklanmaktadir. Metal/¢6zelti arayiizeyinde olusan her arayiizeye karsilik
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gelen Nyquist egrilerinde yliksek frekans bolgesinden diisiik frekans bolgesine dogru
uzanan kismi yarim daireler olusacaktir. Bu ¢alisma i¢in 6nemli olan metal/¢ozelti
arayiizeyinde yiiksek frekans bolgesindeki yiik transfer direncine karsilik gelen kismi
yarim dairenin ¢ap1 ne kadar kiigiikse olasi elektrokimyasal tepkimeler i¢in elektron
transferinin daha kolay olacagi anlamini tasimaktadir. Glukoz igceren tampon ¢ozelti igin
elde edilen Nyquist egrilerinde yiiksek frekans bolgesinde gozlenen kismi yarim
dairenin capinin daha kii¢iik olmasi yiik transferinin daha iyi oldugunu gostermektedir

(Ozyilmaz ve ark. 2014)
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5. SONUC VE ONERILER

v

v

v

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

Polimer filmlerin sentezi farkli monomer derisimi ve tarama hiz1 ile
yapildiginda, her iki parametrenin de biyosensor akim cevabina 6nemli derecede
etkisi oldugu belirlenmistir. Py ve NMP’nin homo ve kopolimer sentezinin,
YYY ile optimizasyon calismalarinda optimum monomer derisimleri Py ve
NMP i¢in farklilik gosterirken, kopolimer sentezinde esmolar monomer
derigimleri en yiliksek etkinlikte enzim elektrodu olusturduklari belirlenmistir.
PPy, PNMP ve PPy-ko-PNMP modifiyeli elektrotlar i¢in YYY ile
optimizasyonda belirlenen optimal tarama hizlarinin ise farkli ¢iktigi tespit
edilmistir.

GAL, Chi ve GOD molekiillerinin yapisinda bulunan —NH, gruplar1 arasinda
capraz baglar olusturarak jel matriksinden GOD kagisint engellemektedir. Diistik
GAL derisiminde yeterince ¢apraz baglar meydana gelemeyeceginden elektrot
yiizeyinden GOD kagis1 olacaktir. Yiiksek GAL derisiminde ise c¢apraz bag
sayis1 fazla olacagindan gbzenek yapist kiiglilecek ve substratin GOD’ye
ulagsmas1 zorlagacaktir. Bu nedenle GAL ve Chi derisimi YYY ile optimize
edilerek en uygun derisim orani belirlenmistir.

YYY ile elektrot olusturma parametrelerinin etkisi glukoz derisimine bagh
olarak olciilen net akim cevabina bagh olarak degerlendirilmistir. Bu net akim
degerleri kullanilarak program tarafindan belirli bir glukoz derisimi i¢in
oOl¢iilecek akim degerini verecek en uygun model onerilmistir.

Enzim elektrotlar1 ile Slglilen akim degerlerinin, her ii¢ elektrot tiiriinde de
glukoz derisimi ile orantili olarak arttig1 belirlenmistir.

YYY ile yapilan ¢aligmalarin ANOVA analizlerinde modellemelerin hepsinde
de model p degerleri anlaml1 bulunmustur.

1 mM glukoz derisiminde dlgiilecek akim degeri igin olusturulan modellemelerde

monomer derisimi ve tarama hizi parametreler i¢in olusturulan modellemelerin
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PPy, PNMP ve PPy-ko-PNMP i¢in kuadratik modele uygun oldugu
belirlenmistir.

Chi, GOD ve GAL derisimlerinin 1 mM glukoz derisimi i¢in Olcililecek akim
degeri i¢in yapilan ¢alismalarda lineer modelin uygun oldugu tespit edilmistir.

1 mM glukoz derisiminde Ol¢iilecek akim degerine ¢alisma pH’s1 ve uygulanan
potansiyelin etkisi i¢in olusturulan modellemelerde PPy ve PNMP i¢in kubik;
PPy-ko-PNMP ile modifiye elektrot i¢in kuadratik modellerin daha uygun oldugu
tespit edilmistir.

Glukoz derisimine bagli olarak Olciilen akim degerleri ile elde edilen veriler
karsilagtirildiginda, modifiye elektrotlarin Imax degerleri, en yiiksekten diisiige
dogru PPy, PPy-ko-PNMP ve PNMP olarak siralanabilir.

Tekrar kullanim kararliligi en yiiksek elektrot PPy; en diisiik elektrot PPy-ko-
PNMP iken, depolama kararliliginda ise tam tersi bir sonug elde edilmistir.
Tasarlanan elektrotlarin 1 mM glukoz igin Olclilen net akim degerleri ile
olusturulan modelleme ile hesaplanan tahmini akim degerlerinin genel olarak
birbirine yakin ¢iktig1 belirlenmistir.

Elde edilen elektrotlarin mesrubat ve kandaki glukoz derisiminin Slgiilmesi ile
ilgili ¢alismalar yapilarak elektrotlarin potansiyel kullanim alanlar1 arastirilabilir.
Elektrotlarin tasarimi sirasinda kitosan igerisine baz1 nanomateryaller eklenerek
glukoz derigimine bagl net akim degerlerinde duyarlilik arttirilabilir.

Glukoz derisimi bir degisken olarak kullanilip YYY ile akim degerini veren
modelleme yapilirken glukoz derisimini de igeren ve bdylece herhangi bir
glukoz derisiminde akim degerini tahminleyen bir denklem olusturulabilir.

Bu calisma sentez kosullarmin degistirilmesi ile zenginlestirilebilir. Ornegin
farkli elektrolit tiirleri denenebilir, sentez sicakligi optimize edilebilir. Ayrica
polimer film kalinliginin etkisi detayl bir sekilde incelenebilir.

Elektrolit ortam olarak kullanilan sodyum okzalat ¢ozeltisi degisken olarak
kullanilip YYY ile derigim optimizasyonu yapilabilir.

Enzim elektrotlar olusturulurken GOD ile beraber invertaz kullanilarak
sakkaroz; laktaz kullanilarak laktoz; maltaz kullanilarak maltoz; amilaz
kullanilarak nisasta derisimini Olgmekte kullanilabilecek biyosensorler

tasarlanabilir.
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