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OZET

ZnO NANOROD TEMELLI GLUKOZ BiYOSENSORU
HAZIRLANMASI VE KAN SERUMUNDA GLUKOZ TAYININDE
KULLANILMASI

Cagla ATAN

Kimya Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Dog. Dr. Emine KARAKUS

Son yillarda nanoboyutlarda iiretilen malzemelerin gosterdikleri olaganiistii 6zellikler,
maliyeti diisiik, kolay iretilebilen ve analitik dzellikleri gelismis nanoteknolojiye dayali
biyosensorler lizerine yapilan ¢aligmalari arttirmastir.

Glukoz metabolik reaksiyonlarda ara iiriin olarak kullanilan ve hiicrelerin enerji kaynag:
olan bir monosakkarittir. Ayrica fotosentezin ana iriinlerinden biridir ve hiicresel
solunum glukozla baslar. Glukoz tayini, kan glukoz degerlerine bagli olarak olusan
hastaliklarin teshisi i¢in biiyiik 6nem tasimaktadir.

Bu ¢alismada glimiis tel iizerine ¢inko oksit nanorod kaplanarak elektrot hazirlanmigtir.
Cinko oksit nanorod kaplanan elektrot yiizeyine; glukoz oksidaz enzimi immobilize
edilerek glukoz biyosensorii hazirlandi ve Biyosensdr G olarak adlandirildi. Ayrica,
ZnO nanorod kapl elektrot yiizeyine glukoz oksidaz enzimi kitosan kullanilarak
immobilizasyonuyla da glukoz biyosensorii hazirlandi ve Biyosensér GK olarak
adlandirildi. Biyosensorlerin optimum calisma kosullarini belirlemek amaci ile tampon
konsantrasyonu, tampon pH’s1 ve ortam sicakliginin elektrot cevabi iizerine etkileri
incelenmis, enzim elektrodunun raf Omrii, tekrarlanabilirligi, tayin aralig
belirlenmistir. Biyosensor GK olarak adlandirdigimiz glukoz biyosensorii kullanilarak
standart katma yontemi ile kan serumunda glukoz tayini gergeklestirilmistir.

Anahtar kelimeler: Biyosensor, glukoz, glukoz oksidaz, ¢inko oksit nanorod,
potansiyometrik, kitosan, glukoz biyosensorii

YILDIZ TEKNiK UNIiVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTIiTUSU
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ABSTRACT

PREPARATION OF GLUCOSE BIOSENSOR BASED ZnO
NANOROD AND USE DETERMINATION OF GLUCOSE IN
BLOOD SERUM

Cagla ATAN

Department of Chemistry
MSc. Thesis

Adviser: Assoc. Prof. Dr. Emine KARAKUS

In recent years, the extraordinary properties showing of materials produced in nanosize are
increased the studies on biosensors low-costed, easy produced and advanced analitical
characteristics.

Glucose is a monosaccharide which is used as an intermediate product in metabolic reactions
and energy source in cells. Also, it is one of the main products of photosynthesis and cellular
respiretion begins with glucose. Determination of glucose has great importance for diagnosis of
diseases which occur related to glucose level in blood.

In this study, electrode was prepared with coating zinc oxide nanorod on silver wire. Zinc oxide
nanorod coated elekctrode surface; glucose biosensor was prepared to immobilization of
glucose oxidase enzym and it was called Biosensor G. Also, glucose biosensor prepared with
using chitosan to immobilization of glucose oxidase enzym on zinc oxide coated electrode
surface and it was called Biosensor GK. To determine the optimum working conditions of the
biosensor; examined the effect of buffer concentration, buffer pH, and media temperature on the
electrode response and determined shelf life, repeatibility and interval of determination
(designated range). Determination of glucose in blood serum was realized by the standart
addition method with glucose biosensor called Biosensor GK.

Key words: Biosensor, glucose, glucose oxidase, zinc oxide nanorod, chitosan
potentiometric, glucose biosensor
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Son yillarda giivenilir glukoz biyosensorleri iiretmek icin elektrokimyasal,
kemiliiminesans ve diger yontemler uygulanmaktadir. Bunlar arasinda elektrokimyasal
esasli glukoz biyosensorleri, hazirlanma maliyetinin disiik, segiciliginin yliksek ve
uygulanabilirliginin basit olmasi nedeniyle yaygin olarak ¢alisiimaktadir [1]. Bunlardan
amperometrik esasli glukoz biyosensorlerine literatiirde daha fazla rastlanmis olmasina
ragmen potansiyometrik esasli glukoz biyosensorleri sayist olduk¢a az olmasi nedeniyle

tez calismamizin 6zgiin oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

1.2 Tezin Amaci

Bu calismada, kan serumunda glukoz tayini i¢in kullanilmak tizere, ZnO nanorod
temelli ve glukoz oksidaz enziminin elektrostatik olarak immobilize edilmesi ile
potansiyometrik esashi iki farkli glukoz biyosensorii hazirlanmasi amaglanmistir.
Biyosensorlerin - optimum ¢alisma kosullarin1  belirlemek amaci ile tampon
konsantrasyonu, tampon pH’si, enzim miktar1 ve ortam sicakliginin elektrot cevabi
izerine etkileri incelenerek, enzim elektrodun raf omrii, tekrarlanabilirligi, duyarliligi,
tayin araligi ve tayin sinir1 belirlenmistir. Ayrica bu ¢alismada, hazirlanan glukoz
biyosensorii ile kan serumunda glukoz tayini yapilarak elde edilen sonuglar standart

yontem ile karsilastirilmasi da amacimizdir.

1.3 Hipotez
Tez calismamizda, elektriksel, optik, fiziksel ve fotokatalist 6zelliginden dolay1 bilim

diinyasinin ilgi odagi olan, biyouyumlulugu ve toksik olmamasi nedeniyle de

1



biyoteknolojik aragtirmalarda tercih edilen ZnO nanorod kullanilarak hem elektriksel
sinyalin daha iyi iletilmesi hem de glukoz oksidaz enziminin elektrot yilizeyine
immobilizasyonu saglanmistir. Boylece Biyosensor G hazirlanmis ve bu yontem kitosan
kullanimi ile gelistirilerek analitik ozellikleri daha iyi olan Biyosensér GK
gelistirilmistir. Biyosensor GK ile kan serumunda, bozucu tiirlerin 6nemli bir girisim

etkisi olmaksizin glukoz tayini yapilabilinecegi ispat edilmistir.



BOLUM 2

ENZIMLER

Enzimler en basit tanimla, katalitik aktivite gosteren genellikle proteinlerden olusan ve
katalizor gibi ¢alisan yiiksek molekiil agirlikli (15.000 — birkag milyon dalton)
yapilardir. Ozgiil olduklar1 kimyasal reaksiyonlar1 katalizler ve reaksiyon hizlarini
artirirlar. Genellikle biitiin biyokimyasal tepkimeler enzimler tarafindan katalizlenir. Bu
reaksiyonlar, tiim canli organizmalarin metabolizmasinin temelini Olustururken antik
caglardan bu yana ozellikle gida iretiminde (sarap, peynir, bira, ekmek vb.) yaygin
olarak kullanilir [2].

Enzimler birer proteindir ve bu nedenle de amino asit denen temel yap1 taglarindan
olusmuslardir. Amino asitler bir tane karbon atomuna (C) baglanmig bir amino grubu
(NH,), bir hidrojen (-H), bir karboksil grubu (-COOH) ve bir de degisken yan gruptan (-
R) olusurlar. Yirmi amino asitin hepsi de bu temel yapiya sahiptir. Onlar1 farkli yapan
tek sey, tasidiklart yan gruplarin bityiikliik, sekil, elektrik yiikii, suya duyulan ilgi ve
aktiflik agisindan farkli olmalaridir. Iste enzimi olusturan bu amino asitler birbirleriyle
etkileserek, zincirin kivrilip biikiillmesine ve sonugta da {i¢ boyutlu bir yapi kazanmasina
neden olurlar. Yapidaki bazi amino asitlerin tasidiklar1 yan gruplar, enzimin ii¢ boyutlu
yapisinda bir bolgede toplanarak "aktif bolge" denen bir alan olustururlar. Iste
enzimlerin tepkimeleri kataliz etme ve ¢ok seg¢ici 0lmalarinin sirr1 bu bolgedir. Bolgenin
olusturdugu boslugun sekli o kadar 6zeldir ki, sadece o enzimin kataliz edecegi
tepkimeye girecek madde, baska bir deyisle enzimin substrati, bu bosluga girebilir. Bir
kez enzimin i¢ine girdikten sonra, substratla enzimin bu aktif bdlgesinde bulunan

kimyasal gruplar arasinda kimyasal etkilesimler meydana gelir. Sonugta substrat, "ge¢is
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durumu yapist" denen ve normalde ¢ok kararsiz olan bir yapiya doniislir. Daha sonra bu
yapi ya Uriinii olusturacak, yada substrata geri donecektir [3]. Enzimler pH ve sicakligin
optimum kosullar1 altindaki sivi ¢ozeltilerde islev goriir ve enzimlerin biiylik ¢ogunlugu
yalniz tek bir substrata kars1 aktivite gosterir ve bu substrati doniisiime ugratir (substrat
spesifikligi). Enzimler ortamdaki maddelerden yalniz biri ile reaksiyon vermekle
kalmaz teorik olarak olusabilecek iirlinlerden de sadece birinin olusumunu katalizlerler

(Etki spesifikligi) [4].

2.1 Enzimlerin Yapis1

Enzimlerin protein kismina “apoenzim” denir. Enzimlerin bazilar1 basit proteinlerdir.
Bunlarin katalitik etki gosteren kismi1 dogrudan dogruya proteinin polipeptid zinciridir.
Bir ¢ok enzimin katalitik etki gOsterebilmesi igin proteinden baska metal iyonuna,
bazilarinin protein olmayan bir organik bilesige, bazilarinin ise her ikisine de ihtiyaci
vardir. Bu iyon veya bilesige genel olarak “kofaktor” adi verilir. Organik bilesik,
enzimin protein kismi ile kovalent bagla bagli ve ayrilmiyorsa “prostetik grup” ¢ok siki
birlesmemis Ve ayrilabiliyorsa “koenzim” adini alir. Koenzimi ile birlesik halde bulunan
apoenzim-koenzim biitiiniine “haloenzim” adi verilir. Yani haloenzim, koenzim veya
kofaktorii ile birlikte katalitik olarak aktif durumdadir. Protein yapilar farkli, fakat
katalizledikleri kimyasal reaksiyon ayni olan enzimlere “izoenzim” veya “izozim” adi
verilmektedir. Ornegin piriivik asidin laktik aside doniisiimiinii katalizleyen laktat
dehidrogenaz (LDH) enziminin 5 tane izoenzimi vardir. Enzimin 6zgiil olarak etki ettigi
maddeye veya madde karisimina bu “enzimin substrati” denir. Reaksiyon sonunda

meydana gelen maddeye ise “iirin” adi1 verilir [5].

2.2 Enzimlerin Simiflandirilmasi

Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB), enzimleri
katalizledikleri reaksiyon tipine goére alt1 ana smifa ayirir. Bu siniflarda yer alan her
enzim, EC olarak kisaltilmis ve dort rakamdan olusan kod numaras: ile karakterize

edilmistir. Enzimlerin alt1 ana sinifi kisaca soyledir;

1. Oksidorediiktazlar: Redoks reaksiyonlarini katalizlerler. Sistematik ismin

olusturulmasinda “donér: akseptor oksidorediiktaz” seklinde bir diizenleme yapilir.



2. Transferazlar: Metil, agil, amino, glikozil yada fosfat gibi spesifik bir gurubun bir
maddeden  digerine transferini  katalizleyen enzimlerdir.  Sistematik ismin

olusturulmasinda “donor: akseptor gruptransferaz” seklinde bir diizenleme yapilir.

3. Hidrolazlar: C-O, C-N, C-C gibi baglarin hidrolitik yikimini1 katalizler. Sistematik

ismin olusturulmasinda “substrat gruphidrolaz” sekinde bir diizenleme yapilir.

4. Liyazlar: C-C, C-O, C-N gibi baglarin eliminasyon yoluyla yikimini Katalizler.

Sistematik ismin olusturulmasinda “substrat grupliyaz” sekinde bir diizenleme yapilir.

5. Izomerazlar: Izomerazlar bir molekiil igindeki geometrik yada yapisal yeniden
diizenlenmeyi Katalizlerler. Sistematik ismin olusturulmasinda “substrat grupizomeraz”

sekinde bir diizenleme yapilir [5].

6. Ligazlar: Ligazlar ATP ve GTP gibi yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinden fosfat
bagimin koparilmasi1 sonucu ortaya ¢ikan enerji yardimiyla iki molekiiliin baglanmasi

reaksiyonlarini Katalizleyen enzimlerdir.

2.3 Enzimlerin Aktivitesine Etki Eden Faktorler

2.3.1 Sicakhik

Sicaklik artis1  biitiin - kimyasal reaksiyonlarda oldugu gibi enzim kataliz
reaksiyonlariida artiric1 etki yapmaktadir. Ancak protein yapisindaki enzimlerin
sicaklik artist denatiirasyon olasiligimida arttirir.  Sicakligin  etkisiyle olusan
denatiirasyon, saflastirilmis enzim ¢ozeltilerini saflastirilmamis enzim c¢ozeltilerine

kiyasla daha fazla etkilemektedir [4].

2.3.2 pH

Enzimler pH degisimlerine duyarlidir ve kendi optimum pH araliklarinda en biiyiik
aktivite degerini gosterirler. pH etkisi enzimlerin yapilarindaki amino asitlerin ve
substratlarin yapilarindaki iyonik kisimlarin degismesinden kaynaklanir. Yiiklerdeki bu
degisiklikler substratin baglanmasini1 ve reaksiyonun ger¢eklesme oranini degistirir.

Farkli substratlarda enzim reaksiyonlarinin optimum pH's1 farklilik gdsterebilir [4].



2.3.3 Substrat Konsantrasyonu

Bir enzimin aktivitesi iizerine substrat konsantrasyonun etkisini inceleyen deneysel
caligmalarin sonuglar tutarlilik gosterir. Diisiik substrat konsantrasyonlarinda reaksiyon
hiz1 azalirken, yiiksek substrat konsantrasyonlarinda reaksiyon hizi artar. Yiiksek
substrat konsantrasyonlarinda reaksiyon hizi belli bir siire sonra sabitlenmeye baglar ve

sonunda asagi yukari sabit olur [4].

2.4 Glukoz oksidaz

Glukoz oksidaz (GOD) enziminin aktivitesi ilk defa 1904 yilinda Maksimow tarafindan
Aspergillus Niger'de saptanmistir. Enzimin oksidatif etkisi oldugunu belirleyen Miiller
(1928), saflagtirilan enzimin sahip oldugu sar1 rengin, biinyesindeki prostetik gruptan
(flavin adenin dintikleotid, FAD) kaynaklandigin1 6ne siirmiistiir. Keilin ve Hartree
(1948) oksidasyonun FAD tarafindan gerceklestirildigini; enzimin agiga ¢ikardigi H,0,
ile antimikrobiyal aktivite gdsterip antibiyotik olarak davrandigini belirlemislerdir [6].
Oksidorediiktaz enzim smifinin  bir iyesidir. Oksidorediiktazlar yiikseltgenme

indirgenme reaksiyonlarimi katalizlerler. Glukoz oksidaz’in sistematik adi  B-D-

Glukoz:Oksijen 1-Oksido rediiktaz, EC 1.1.3.4’ tiir [5].

GOD' nin glukozu glukonik aside oksitledigi reaksiyon asagidaki sekilde goriilmektedir.
Reaksiyon flavoenzimin once indirgendigi ve sonra da yiikseltgenmesinin meydana
geldigi iki basamak iizerinden yiiriir. Indirgenme yar1 basamaginda glukoz 2 proton ve
elektronu enzime aktarip glukonolaktona doniisiir. Yiikseltgenme yar1 basamaginda ise

enzim molekiiler oksijen ile yiikseltgenir ve hidrojen peroksit olusur [6].

O Glukoz Cksidaz A
S . I R
HO~ % L ey ~ LY HO ™, 7= e
H H |
HIDH lf""'i"r‘l —~H AR AADH HO——" %
OH || T OH “o
- et
B-D glukoz H, 0 " O - glukonolakton
o o COH  OH
o™ 0 o “o
8] Q
Or- glukanolakton D-glukaonik asit

Sekil 2.1 Glukozun glukoz oksidaz enzimiyle reaksiyonu [5].
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Sekil 2.1' de verilen tepkime glukoz oksidaz enziminin biinyesinde bulunan FAD grubu
tizerinden yiirimektedir. FAD*nin indirgenme 06zelligi riboflavin molekiiliiniin
indirgenmesi esasina dayanir. FAD elektron akseptorii olarak davranarak glukozu
yiikseltger; ardindan molekiiler oksijeni indirgeyerek hidrojen perokside doniistiiriir ve

kendisi tekrar oksitlenmis formuna dondsiir [6].

Glukoz oksidaz iki dzdes alt birimden olusan dimerik bir proteindir. Her monomer 583
amino asit kalintisindan olusan tek polipeptid zincirine sahiptir. Monomerler tuz
kopriileri ve hidrojen baglariyla birlesirler. Monomerler kendi iglerinde katlanarak iki
bolge olustururlar. Bolgenin birine substrat (B-D-Glukoz) baglanirken diger bolgeye
giiclii bir yiikseltgeyici ajan olarak flavinadenindiniikleotid kofaktorii sikica baghdir.
Her monomer bir mol demir igerir. Katalitik reaksiyonun merkezi FAD’1n izoalloksazin
halkasimin N5 pozisyonudur. Bu reaksiyon merkezini ortecek kadar yakinda yalniz iic
amino asit yan zinciri vardir. Glutamik asit yan zinciri Glu412 ve iki Histidin
kalintisinin yan zincirleri His516 ve His559 bulunur. Glukoz oksidaz, genelde
agirhiginin yaklasik % 16’ sin1 olusturan ve biiyiik oranda mannoz igeren bir karbohidrat
birimi ile birlikte bulunan, bir glukoproteindir. Karbohidrat N yada O-glikozit olarak
proteine baglanir [5]. (Sekil 2.2)

c412 H
vems il

.0

A
HEzy WL N
- /‘""-l
z.--'ﬁ.
FAD (oks.)

Sekil 2.2 Glukoz oksidazin aktif merkezindeki amino asit kalintilar1 ve FAD’1n
pozisyonu [5].



2.4.1 Glukoz oksidaz Enziminin Kullanim Alanlar

Teshis amach kullanimi, glukoz oksidaz; kan, serum veya plazmadaki glukozun tayini
icin kullanilan kalorimetrik teshis kitlerinin bir pargasi olarak, ticari diizeyde genis
olarak kullanilmaktadir. GOD, diyabet hastalarinin kan sekerinin klinik analizinde
kullanilan bir enzimdir. Klinik enzimlerin teshis amagli kit olarak kullaniminda, enzim
immobilizasyonu da ayrica arastirilan bir konudur. Bu yonde olusturulan c¢alismalar,
enzimlerin kullanildig1 analizlerin giivenilir, daha basit ve ekonomik yapilabilmesini
amaclamaktadir. Glukoz oksidazin kullanildig1 sensorlerde, yiiksek segicilik, hizli yanit,
cok iyi kararlilik gibi sonuglar elde edilmis ve diyabet hastalarinin kan glukozu

tayininde iyi performans goriilmistiir [2].

Tedavi amach kullanimu, Klinikte, glukoz oksidaz enziminin sadece teshis amacgh degil,
tedavi amacl kullanimu ile ilgili calismalar da devam etmektedir. Kontrollii ilag salinim1
uygulamalar1 cerg¢evesinde; glukozoksidaz enziminin seker hastaliginin tedavisinde,
metabolizmada glukoz konsantrasyonundaki degisimine bagli olarak, viicuda
yerlestirilen insiilinin salintmini1 kontrol edebilecek bir kit olarak kullanimi ile ilgili
literatiirde yer alan ¢alismalar vardir. Bu yapilan ¢alismalarda glukozoksidaz enziminin
genellikle katalitik olmayan bir tagiyiciya immobilizasyonu yontemleri kullanilmigtir ve
diyabet hastalarinin tedavisinde etkili sonuglar alinmistir. Fakat kullanilan katalitik
olmayan bu kiitle enzimin aktivitesinde ve kararliliginda disiislere sebep

olabilmektedir. Bu sorunlarin giderilmesi yoniinde aragtirmalar ilerlemektedir [2].

2.4.2 Glukoz Tayin Y ontemleri

Karbohidratlar, biyosferde en bol bulunan organik bilesiklerdir ve metabolik sistemlerin
birgogunda O6nemli rol oynarlar. Bu yiizden onlarin analizleri yasam, gida, tarim ve
medikal bilimlerde biiylik 6neme sahiptir. Fizyolojik sivilarda karbohidrat analizi,
belirli hastaliklarin tanis1 ve ilaglarin etkilerinin belirlenmesinde énemlidir. Ornegin,
kan glukoz konsantrasyonunun bilinmesi, diyabet hastaliginin izlenmesinde gereklidir
ve rutin olarak yapilan analizdir. Glukoz hayvan ve bitkilerin baslica bilesenlerinden
biridir. Glukozun nicel tayini biyokimya, klinik kimya, gida iiriinleri ve fermantasyonda
¢ok Onemli yere sahiptir. Refraktif indeks, UV ve kolorimetri gibi geleneksel
karbohidrat tayin yoOntemlerinin sec¢imliligi yoktur ve duyarlilik disiiktiir.

Kromatografik metotlar ya da kapiler elektroforezde kullanilan dedektore bagl olarak
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kompleks matrislerde tayinler zor olabilmektedir, ¢iinkii ¢cok fazla sinyal algilanir ya da
bazi analitler i¢in tayin limitleri uygun degildir ve analitlerin tiirevlendirilmesine ihtiyag
duyulur. Ancak, uygun doku, mikroorganizma ya da enzimlerin biyobilesen olarak
kullanildig1 biyosensor sistemleri ile bu tip siirlamalar ortadan kaldirilabilmektedir.
Son yillarda yapilan galismalar incelendiginde diinyada biyosensor teknolojisine olan

ilgi agiktir ki lilkemizde de bu konuda galismalar hizla artmaktadir [7].

2.4.2.1 Gidalarda Seker Tayini

Karbonhidratlar, bitkiler tarafindan sentezlenen temel besin 6gelerinden biridir. Sebze
ve meyveler ile bunlardan iiretilmis gidalar daima karbonhidrat igerir. Bunlar; baslica
glikoz, fruktoz ve sakkaroz olmak {izere T1¢ tip karbonhidrat igerir. Bu
karbonhidratlardan glukoz, galaktoz ve fruktoz monosakkarit; sakkaroz, laktoz ve
maltoz ise disakkarittir. Seker tayini, genellikle tiim sebze ve meyveler ile bunlardan

tiretilmis cesitli gidalara uygulanir.
Gidalarda seker tayinleri, asagidaki nedenlerden dolay: yapilmaktadir:

e Gidalarin bilesiminde bulunan toplam seker ve invert seker miktarini tespit

etmek
e Prosese (liretimin iglemlerine) yon vermek
e Igeriklerinde sahip olduklari enerji miktarini bulabilmek

e Standarda uygun olup olmadigini saptamak

Seker tayininde karbonhidratlarin indirgen 6zelliginden yararlanildig i¢in buna dayali
metotlarda indirgen sekerlerin toplu tayin edilebildigi, ayr1 ayr1 miktarlarinin
belirlenemeyecegi aciktir (glukoz ve fruktozun ayri1 ayr1 degil ,“invert seker” ad1 altinda
beraber saptanmasi gibi). Sakkaroz miktari, O©Once sakkaroz invert sekere
dontistiiriilmekte, sonra olusan invert sekerin indirgen 6zelliginden yararlanilarak tayin
edilmektedir (toplam seker tayini). Ancak sekerlerin her birinin tayini igin basta

enzimatik yontemler olmak iizere diger yontemler de kullanilir.
Seker tayininde genel olarak ii¢ yontem kullanilir. Bunlar:

e  Volumetrik yontem



e  Gravimetrik yontem

e Enstiiriimantal yontemlerdir.
Bu yontemlerden en ¢ok volumetrik yontem kullanilir. Volumetrik yontemde ii¢ temel
yontem kullanilmaktadir. Bunlar:

e Lane- Eynon metodu

e Luff Schoorl metodu

e Bertrand metodudur.

Bertrand Yontemi
Standart kosullarda ¢oktiiriilen Cu,O, asitli demir(IlI)siilfat ¢ozeltisi ile yiikseltgenerek
¢oziindiiriiliir, indirgenen demir(Ill)siilfattan olusan demir(Il)siilfat permanganatla titre

edilerek bakir miktar1 hesaplanir. Daha sonra hazirlanmis olan standart ¢izelgelerden

seker miktar1 hesaplanir [8].

Luff-Schoorl Yontemi

Luff-Schoorl yonteminde bakir siilfat igeren alkali ¢ozelti ( luff ¢ozeltisi), indirgen
sekerlerle kaynatildiktan sonra potasyum iyodiir ve asit ilave edilmektedir. Cozelti
sogutulduktan sonra indirgenmeyen bakira es deger olan serbest iyot, nisasta

indikatorliigiinde sodyum tiyosiilfat ile titre edilerek invert seker miktar: tablolardan

yararlanilarak belirlenmektedir [8].

Lane-Eynon Yontemi

Bu yontemde invert sekerin fehling c¢ozeltisinde bulunan bakir(ll)oksidi, suda
¢oziinmeyen bakir(l) okside indirgemesi reaksiyonu ilkesine dayanir. Bakir oksit suda
¢cozlinmediginden tayinde, bakirin suda ¢oziinen kompleks tuzu (senyet tuzu) kullanilir.
Ortamin bazikligi NaOH saglar. Coziinebilir bakir tartarat iyonu bu ¢6zeltide mavidir.
Bakirin indirgenmesi ile olusan bakir iyonlari, tartaratla kompleks iyon

olusturmadigindan bakir(l)oksit halinde ayrilip ¢coker.
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Indikator olarak kullanilan metilen mavisi bazik ortamda mavi, seker oldugunda ise
renksizdir. Bu nedenle titrasyonun bitis noktasinda renksiz hale gelir ve ortam bakir

kirmizisi olur.

Bunlardan Lane-Eynon metodu, pratik ve kolay olmasi agisindan en yaygin olarak
kullanilanidir [8].

2.4.2.2 Kan Glukoz Tayin Yontemleri

Kan glukoz oOlgiimlerinin baslica iki amaci vardir. Bunlar ya hiperglisemiyi yada

hipoglisemiyi tespit etmektir [9].

Modifiye Somogyi-Nelson Metodu

Glukoz tayini yapilacak olan kan, plazma, yada serum 6rnegi, icersinde glukozun yani
stra indirgeyici 6zelligi bulunan proteinleri ¢oktiirmek ve ortamdan uzaklastirmak icin
deproteinize edilir. Bu amagla ¢inko hidroksit kullanilir. Daha sonra numune alkali
bakir soliisyonu ile sitilir. Cuprik ( Cu™ ) bakir iyonlarn glukozu okside eder ve
Cuprous ( Cu™' ) iyonlari olusur. Bu esnada olusan bu bakir miktarina esit miktarda
arsenomolibdat indirgenir. Renk degisimi kolorimetrik olarak ol¢iiliir ve glukoz

kantitasyonu yapilir [9].

Glukoz oksidaz ( Fermco Test ) Metodu

Serum, plazma, serebrospinal sivida bulunan glukoz molekiiler oksijen tarafindan
Glukonic asid ve H,0,’ye okside edilir. Bu reaksiyonu glukoz oksidaz enzimi katalizler.
H,O, kromojen peroksidaz enziminin etkisi ile renkli bir bilesige oksitlenir. Bu bilesik

H,SO, etkisi ile kalict kirmizi renk verir. Olgiim kolorometrik olarak yapalir [9].

2.4.2.3 Glukoz Biyosensorii ile flgili Yapilan Calismalar

Usman Ali ve arkadaslar1 2010 yilinda ¢inko oksit nanorodlar {izerine glukoz oksidaz
enzimini imobilize ederek potansiyometrik glukoz biyosensorii gelistirmistir. 250-300
nm yarigapinda ve yaklasik olarak 1,2 pm uzunlugundaki nanorodlar 250 pum
yaricapindaki glimiis tel {izerinde blyiitiilmiistiir. Glukoz oksidaz (GOD) 1yi siralanmis
¢inko oksit nanorodlar tizerine elektrostatik olarak imobilize edilmistir. Glukoz
biyosensoriiniin duyarliligi, segiciligi, stabilitesi ve tekrar iiretilebilirligi incelenmistir.

11



Sensor 0,5- 1000 uM genis logaritmik konsantrasyon araliginda potansiyometrik cevaba
sahiptir ve hiicre i¢i glukoz tayini i¢in uygundur. Membran kullanilan sensoriin 6l¢giim
aralig1 0,5 uM' dan 10 mM' a artmis ve sensdriin cevap siiresinin 1 saniyeden 4 saniyeye
arttig1 gozlenmistir. Diger taraftan membran kullanilan sensoriin siirekliliginde dikkat
cekici bir artis olmustur. Sensor cevabi {irik asit ve askorbik asit gibi girisim yapan

maddelerin normal konsantrasyonlarinda etkilenmemistir [10].

Luo ve arkadaslar1 2004 yilinda glukozun kantitatif tayini icin amperometrik biyosensor
gelistirmistir. Biyosensor, biyokompozit ile homojen hale getirilip kolayca
hazirlanabilmektedir. Biyokompozit enzimin uygun kosullarinda direk ve basit
elektrokimyasal biriktirme metodu ile kitosan hidrojel, glukoz oksidaz ve altin
nanopartikiillerine uygulanarak olusmaktadir. Olusan biyokompozit, olagandisi
kosullarda da enzim aktivitesinin korunmasini saglamaktadir ve altin nanopartikiillerin
kullanilmast da biyokompozitin iyi bir enzim afinite gostermesini saglamistir.
Biyosensor, hizli cevap verebilmekte ve 2,7 uM dedeksiyon limitiyle 5-2,4 uM lineer
konsantrasyon araliginda glukoz tayini yapabilmektedir. Altin nanopartikiiller ile
kombinasyon afiniteyi arttirmis ve tek basamakta manuel olmayan yontemin se¢ilmesi

beklenen biyokompozit 6zellikler sayesinde glukozun hassas tayini saglanmistir [11].

Yang ve arkadaslar1 2010 yilinda sitrik asit kullanarak sertlestirme yontemiyle ¢inko
oksit nanorod sentezlemistir. Kitosan destekli ¢apraz baglama teknigi ile pH 7.4
tamponunda glukoz oksidazin ¢inko oksit ylizeyine imobilize olmas1 saglanmistir. Bir
boyutlu ¢inko oksit nanorodlar yiiksek ylizey-hacim oram ile etkili genis yiizey alam
glukoz oksidazin imobilizasyonu i¢in uygun ortam saglar. Biyosensoriin cevap siiresi 2
saniyeden azdir. Biyosensor 25.7 pA cm? mM™? degeri ile yiiksek seg¢icilige, 0,01 mM
diistik tayin limitine ve 0.01-0.25 mM ve 0.3-0.7 mM araliklarinda iki lineer cevap
araligina sahiptir. Michaelis—Menten sabiti 1.95 mM' dir. Sonuglar, ¢inko oksit
nanorodlarin biyosensor uygulamalarinda kullanim alanina sahip oldugunu gostermistir

[12].
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Du ve arkadaslar1 2007 yilinda direk ve basit elektrokimyasal biriktirme metodu ile
kitosan- altin nanopartikiil filmini tretmistir ve bu filmin glukoz biyosensoriinde
uygulamasini incelemislerdir. HAUCI, ¢ozeltisi, kitosan ve kitosan ile stabilize edilmis
ve Kkitosanin elektrobiriktirilmesi ile camsi karbon elektrot yiizeyinde biriktirilen
elektrokimyasal olarak indirgenmis altin nanopartikiil karisimindan olusmaktadir.
Sonugta olusan film iizerine glukoz oksidaz enziminin imobilizasyonu saglanmistir.
Elektrot yiizeyi siklik voltametri ve AFM ile karakterize edilmistir. Kitosan etikisi ve
biriktirme siiresi ile karistmdaki HAUCI; konsantrasyonu ve biyosensor tizerinde
uygulanan voltaj etkisi incelenmistir. Glukoz biyosensoriin lineer araligi 5.0x10 -
1.30x107° M' dir. Michaelis-Menten sabiti 3.5 mM ve dedeksiyon limiti 13 uM' dir
[13].

Wang ve arkadaglar1 2013 yilinda giimiis nanotel (AgNWSs) ve kitosan-glukoz oksidaz
film kullanarak amperometrik glukoz biyosensorii gelismistir. Uretim prosesi taramali
elektron mikroskobu (SEM) ve biyosensoriin elektrokimyasal davraniglart siklik
voltametri (CV) ve elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) ile karakterize
edilmistir. Optimum kosullarda biyosensor 10 uM ile 0.8 mM lineer konsantrasyon
araliklarinda 2.83 uM dedeksiyon limiti ile glukoz tayini yapabilmektedir. Gelistirilen
biyosensor yiiksek duyarlilik, diisiik dedeksiyon limiti, hizli cevap ve iyi stabilite
gostermektedir [14].

Kang ve arkadasglart 2009 yilinda glukoz oksidaz (GOD)-grafen-kitosan
nanokompozitin elektrokimyasi iizerine g¢aligmistir. Biyosensdrde imobilize edilmis
enzimin biyoaktivitesi korunur, yiizey tizerine hapsedilir, geri doniisiimlii iki proton ve
elektron transfer reaksiyonu, iyi stabilite, aktivite ve hizli heterojen elektron trasfer
oranina sahiptir. GOD- grafen- kitosan nanokompozit filmin duyarl glukoz tayini igin
kullanilabilirligi incelenmistir. Biyosensor 0.08 mM ile 12 mM araliginda 0.02 mM
dedeksiyon limitiyle lineer tayin araligina sahiptir. Biyosensor performansi genis ylizey-
hacim orani, yiiksek grafen iletkenligi, enzim adsorpsiyonunu arttiran redoks enzimleri
ve elektrot ylizeyi arasindaki elektron transferini saglayan iyi biyouyumluluga sahip

kitosana baglidir [15].
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Luo ve arkadaglart 2010 yilinda camsi karbon elektrot iizerine chitosan/NiFe,O4
nanopartikiilleri ile glukoz oksidaz enzimini imobilize ederek yeni bir glukoz
biyosensorii iretmislerdir. X-isinlar1 difraksiyon cihazi (XRD), taramali elektron
mikroskobu (SEM), UV-Vis spektroskopisi, Fourier transform infrared spektroskopisi
(FTIR) ve elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) ile elektrot 6zelliklerini
belirlemislerdir. Cams1  karbon  elektrot  yiizeyine  modifiye edilmis
CHIT/NiFe;O4NPs/GOx biyosensor, siklik voltametri galismalarinda kullanilan yapay
redoks aracisi olan ferrosen karboksilik asit kullanilarak glukozun oksidasyonuyla iyi
bir elektrokimyasal cevap vermistir. Glukoz oksidaz konsantrasyonu, c¢alisma
potansiyeli ve elektrolit destekli pH parametrelerini incelemislerdir. Elektrot 1x10™*—
2.0x10%M aralifinda cevap vermektedir. Biyosensor 0.6V potansiyel uygulandiginda 4

saniyeden az cevap siiresi ile iyi bir performans gostermektedir [16].

Liu ve arkadaglari 2005 yilinda karbon nanotiip/kitosan kompozitine glukoz oksidaz
enziminin tutunmasini saglayarak elektrot ile glukoz oksidaz arasinda direk elektron
transfer reaksiyonunu gerceklestirmistir. Glukoz oksidazin elektron transfer reaksiyon
oram 7.73 s* degerine artmustir. Glukoz biyosensérii 0.52 pAmM ™ yiiksek duyarlilik
ve iyi bir stabilite gostermistir [17].

Lu ve arkadaslar1 nanogozenekli polikarbonat membran kullanilarak elektropiiskiirtme
yontemiyle 250 nm yarigapinda ve 10 pm uzunlugunda altin nanoteller
sentezlemislerdir. Nanoteller kitosan ¢ozeltisi igine dagitilmis ve camsi karbon elektrot
yiizeyine imobilize edilmistir. Altin nanotel modifiye edilmis elektrotun
elektrokimyasal davranis1 ve onun hidrojen peroksit {iizerine uygulamasini
arastirmiglardir. Elektrot yiiksek duyarlilik ve hizli cevap siiresi ile diisiik hidrojen
peroksit dedeksiyonuna sahiptir. Glukoz biyosensorii iiretmek i¢in nanoteller {izerine
glukoz oksidaz enziminin adsorpsiyonunu saglamislardir. Glukoz dedeksiyonu -0.2 V
potansiyel altinda fosfat tamponunda gergeklesmistir. Glukoz biyosensorii 8 saniyeden

kisa cevap siiresi ve 10 °-2x10"% M lineer konsantrasyon araligna sahiptir [18].
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Gomathi ve arkadaglar1 2011 yilinda kitosan ve nanotel ¢gok duvarli karbon nanotiipii faz
ayirma metodu ile graft etmislerdir. MWNT-CS-NW/GOD biyosensoric MWNT-CS-
NW vyiizeyine glukoz oksidaz imobilize ederek olusturulmustur. Glukozun
elektrokimyasal tanimlanmasi ig¢in siklik voltametri ve amperometri yontemleri
kullanilmistir.  Biyosensdr +0.34V potansiyel ile yiiksek duyarlilik ve 1-10mM
konsantrasyon araliginda 3 saniye cevap siiresine sahiptir. Girisim  etkisi

gostermemektedir [19].
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BOLUM 3

BiYOSENSORLER

Biyosensorler, analiz edilecek madde ile se¢imli bir sekilde etkilesime giren biyoaktif
bir bilesenin, bu madde ile etkilesimi sonucu ortaya ¢ikardig: sinyalin, ileten bir iletici
sistemle birlestirilmesi ve bu etkilesim iirlinlerinin bir 6l¢iim sistemi ile Olgiilmesi
olarak tanimlanabilir. Daha genel bir ifade ile, bir biyosensor; biyolojik bir ajanla
birlestirilmis olan fiziko-kimyasal detektdrdiir ve bu yapi istenilen iiriiniin analizi

amaciyla kullanilmaktadir [20].

Son yillarda bilim ve teknolojideki hizli gelismeler biyosensor kavram ve tanimlarinda
da onemli genislemelere yol agmistir. Canli yasamin énemli unsurlarindan olan gérme,
isitme, koklama, tad alma, dokunma gibi algilama mekanizmalar1 dogal ve en
mitkemmel biyosensorik sistemler olarak diislindiiriildiikleri i¢in biyosensor

calismalarina giizel 6rnekler olusturmaktadirlar. (Sekil 3.1)

Sekil 3.1 Dogal ve en miikemmel biyosensorik sistemler

Gilinlimiizde gorme, isitme gibi yeteneklerini kaybetmis kisilerin bu yeteneklerini tekrar
yerine koyacak yapay sistemler lizerinde yogun arastirmalar yapilmaktadir. Tip

alanindaki bilim adamlariyla da ortak c¢alismayr gerektiren bu arastirmalar da
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biyosensor alanina dahil edilebilirler. Bununla birlikte, bugilin biyosensorlerden
bahsedilince ilk akla gelen daha genel ve yaygin kullanim imkani bulmus, analiz

amacina yonelik biyoanalitik sistemler olmaktadir [21].

Elektrokimyasal sensorler (elektrokimyasal algilayici sistemler) Analitik Kimya’da
olduk¢a yaygin kullanimi olan cihazlardir. Bu cihazlara IUPAC tarafindan getirilen
tanim su sekildedir: “Kimyasal bilesiklere ya da iyonlara segici ve tersinir bir sekilde
cevap veren ve konsantrasyona bagimli elektriksel sinyaller olusturan kiigiiltiilmis
cihazlara elektrokimyasal sensorler “denir. Bu sensdrler, yapilarina enzim, hiicre, doku,
antikor, DNA, vb. biyolojik maddelerin eklenmesiyle BITYOSENSOR adini almislardar.
Nitel ve nicel analiz yapabilen biyosensdrler, “biyo” (biyolojik kdkenli) ve “sensor”
(algilayici) kelimelerinden olusmaktadir. Diger bir tanim ise; “Biri biyokimyasal, digeri
ise elektrokimyasal 6zellikte, birbiri i¢ine ge¢mis iki ¢eviriciden olusan algilayici cihaz”
olabilir. Biyokimyasal kismin gorevi analizlenecek maddeyle etkileserek onu
tanimaktir. Bu tanima olaymin sonucunda bir biyokimyasal iiriin de olusabilmektedir.
Biyosensoriin ikinci kismi olan elektrokimyasal kisim ise; bu tanima olayini1 okunabilir

(6l¢iilebilir) bir sayisal degere gevirmekle gorevlidir [22].

Biyosensorlerin tarihi 501i yillarin ortalarinda L.C. Clark’in Cincinnati hastanesinde
(Ohio, ABD) ameliyat sirasinda kanin O, miktarini bir elektrot ile izlemesiyle baslar.
1962 yilinda clark ve lyons glukozoksidaz (GOD) enzimini O, elektrodu ile konbine
ederek kanin glukoz diizeyini dlgmeyi basardilar. Boylece yeni bir analitik sistem
olustu. Bu sistem bir yandan biyolojik sistemin yliksek spesifikligini (enzim) diger
taraftan ise fiziksel sistemin (elektrod) tayin duyarliligini birlestirmis ve genis

spektrumlu bir uygulama olanagi bulmustur.
Glukoz + O, — Glukono — 6 — lakton + Hy0;

Bir biyolojik sividaki glukoz ve c¢oziinmiis oksijen elektrod etrafindaki membran
gecerek elektrod ylizeyine ulastiginda glukoz oksitlenerek glukonik aside doniisiir ve bu
sirada O, harcanir. Ortamdaki glukoz bittiginde O, tiiketimi durur. O, elektrodu ile
baslangictaki ve reaksiyon sonundaki ¢oziinmiis O, Olciiliir. Aradaki fark ortamdaki
glukozun oksidasyonu i¢in harcanan O olup buradan biyolojik sividaki glukoz miktari
hesaplanir. Klasik elektrokimya ile sadece anyon ve katyonlari belirleyen sensdrler

hazirlanabilirken sisteme biyomateryalinde katilmasiyla diger bir¢ok maddenin tayini
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miimkiindiir. Bdylece hazirlanan analiz sistemlerine BIYOSENSORLER ad: verilir

[23]. Sekil 3.2°de biyosensoriin en genel yapisi goriilmektedir.

Substrat

................ = 1.050
111n11 i

3

Son iiriin Ol¢iim

Déniistiiriicii Cogalma

Sekil 3.2 Biyosensoriin yapist [20].

Biyosensorlerin yiiksek spesifiklik yaninda; renkli ve bulanik ¢ozeltilerde genis bir
konsantrasyon araliginda dogrudan ol¢lime olanak saglamak gibi istiinliikleri vardir.
Fakat reseptor olarak adlandirilan biyokomponentlerin pH, sicaklik, iyon siddeti gibi
ortam kosullarindan etkilenmesi biyosensoriin  kullanim Omriinii azalttigindan bir

dezavantajdir [23].

3.1 Biyosensorlerin Yapisi ve Fonksiyonu

Bir biyosensor; biyolojik algilayici elementin seciciligi ile hedef analitin
konsantrasyonuyla orantili olarak sinyal iireten transduserin (¢evirici) kombinesinden
olusan bir cihazdir. Bu sinyal; proton konsantrasyonundaki degisimden, amonyak ve
oksijen gibi gazlarin salinmasi yada yiikseltgenmesi, 151k emisyonu, absorbsiyon yada
reflektans, 1s1 emisyonu, kiitle degisimi ve bunun gibi degisimlerden kaynaklanir.
Sinyal; transduser yardimiyla akim, potansiyel, sicaklik degisimi, 15181n absorbsiyonu,
ya da elektrokimyasal, termal, optik olarak ya da piezoelektrik anlamda kiitle artisiyla
Olciilebilir forma doniistiiriiliir. Sinyal ayrica ileriki analizler i¢in gii¢lendirilebilir,
islenebilir ya da depolanabilir. Prensipte herhangi bir reseptor; herhangi bir transduserle
birlestirilip isleyen bir biyosensor iiretilebilir. Biyosensorlerde, biyoaktif bilesenin tayin
edilecek madde ile etkilestiginde olusan sinyalin iletim ve Olgiimiinde, genel olarak,
elektrokimyasal, optik, piezoelektrik ve kalorimetrik esasli sistemler kullanilir. Sekil

3.3’de biyosensorlerin genel ¢alisma mekanizmasi goriilmektedir [21].
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Sekil 3.3 Biyosensdrlerin genel ¢alisma mekanizmast

3.1.1 Biyokomponentler

Biyosensorlerin yapisinda yer alan biyokomponentler (biyokimyasal bilesenler) cogu

kez Dbiyoreseptor (biyolojik algilayici) olarak da adlandirilirlar.  Enzimler,
mikroorganizmalar, organeller, doku kesitleri, antikorlar, niikleik asitler ve biyolojik
membranlar i¢ine yerlesmis kimyasal reseptorler sensorlerde biyokomponent
(biyoreseptor) olarak kullanilirlar. Bunlarin i¢inde en yaygin kullanilanlar; enzimler ve
antikorlardir. Biyoreseptorler analizlenecek maddeyi doniisiime ugratirlar ve bu

dontisiime eslik eden degisimler transduser tarafindan algilanr.

Teorik olarak reseptor ve transduserlerin birgok degisik sekilde birlestirilmesi miimkiin
olmasimma ragmen bu bilesimler bir elektrik sinyali olusturamazlarsa biyosensor

fonksiyon gostermez [21].

Biyoreseptor; bir analitin taninmasinda biyosensoriin  biyolojik hassasiyete sahip
kismidir. Biyosensoriin hassasiyeti ve seciciliginde etkilidir. Bu reseptorler tek bir
partikiiler substrat1 baglayacak ve diger substratlara baglanmayacak 6zellikte olmalidir;
temel olarak biyoreseptorler 3 grup (biyokatalitik, biyoaffinite ve hibrit reseptorleri)

altinda toplanirlar.

19



Biyokatalitik reseptorler, analiti belirlenmeyen formdan belirlenebilir forma
dontistiirerek transduserle kaydedilebilir ve belirlenebilir kilar [24]. Biyokatalitik tanima
elementleri enzim (mono veya multi enzim) igeren sistemler, hiicreler
(mikroorganizmalar, 6rn; bakteriler, mantarlar, dkaryotik hiicreler, mayalar), hiicre
organelleri ve bitki hayvan doku pargalarindan olusur [25]. Enzimler biyosensorlerde
kullanilan ilk biyokomponentlerdir. Antibadiler, niikleik asitler, lektinler, boyalar, hiicre
membran reseptorleri ve diger spesifik baglayici ajanlar gibi biyolojik komponentler
biyoaffinite reseptorlerine Ornektir. Hormonlar, ilaglar, viriisler, tiimor antijenleri,
bakteri antijenleri ve diger birgok protein gibi maddelerin belirlenmesi ve Olgiimii,
immunolojik teknikler vasitasiyla diigsiik konsantrasyonlar da bile basarilabilmektedir.
Affinite bazli biyosensorler; belirli bir ligant1 termodinamik olarak stabil kompleks
formuna doniistiiren segici etkilesimler olustururlar. Hibrit reseptoérlerde biyosensor
uygulamalarinda niikleik asit kullanimi rapor edilmistir. Bu sensorlerin kullanim
alanlar1 DNA’da meydana gelen zararlar1 kimyasal olarak belirleme ve DNA’nin tiire
Ozgii diziliminin hibridizasyonuyla mikroorganizmalarin belirlenmesidir [24]. Yiiksek

spesifikliklerinden dolay1 enzimler en yaygin kullanilan biyoreseptorlerdir.

3.1.2 Transduserler

Biyolojik ve biyokimyasal sinyalleri veya cevabi belirlenebilir sinyale doniistiirebilen
sistemlere transduser denir. Transduserler, reseptorlerin biyolojik reaksiyonunu
oOl¢iilebilir fiziksel bir sinyale doniistiiriirler. Biyokimyasal reaksiyonun 6zelligine gore
transduserler kullanilir. Elektrotlar amperometrik ve potansiyometrik o6l¢iimlerde
kullanilir. Burada amag; O, elektrodunda ¢dziinmiis O2’yi, pH elektrodunda H' iyonunu
Olemektir. Bir substrat i¢cin komponentin aktivitesi; O, tiiketimiyle, H,O, olusumuyla,
NADH konsantrasyonundaki degisimle, floresans, absorbsiyon, pH degisimiyle,
kondiiktivite, sicaklik yada kiitledeki degisimle izlenebilmektedir. Optik sensorlerde
hedef; 151k, pieozoelektrik sensdrlerde ise kristalin salinim rezonansinin kiitle yiiklenimi
sebebiyle degismesidir. Bunlarin disinda transistorler ve termistorler de transduser

olarak kullanilmaktadir.
Transduserler temelde dort grup altinda toplanirlar;

1-Elektrokimyasal transduserler
— Amperometrik
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— Potansiyometrik
— Kondiiktometrik
2-Optik transduserler
3-Akustik transduserler
4-Termal transduserler

3.1.3 Biyosensorlerde Analizlenebilecek Unsurlar

Analizlenecek madde ve yapilar genel olarak analit olarak adlandirilirlar.

Biyosensorlerde tayin edilebilen maddeler Ornekleriyle birlikte Cizelge 3.1'de

verilmigtir.
Cizelge 3.1 Biyosensorde tayin edilebilen maddeler [3]

Analizi Yapilan Maddeler Ornekler

Amino Asitler Alanin, arginin, asporjin, aspartik asit,
sistin, glutamin, glutamik asit, glutation,
histidin, levsin, lisin, metionin,
fenilalenin, sarkosin, serin, tayrosin,
teitofan,valin

Gazlar NHs;, Hy, CH4, SO, NO

Kofaktorler AMPT, ATP, NAD(P)H

Amidler ve aminler Aminopirin, anilin, aromatik aminler,
asetil kolin, kreatin, kreatinin, guanidin,
guanosin, penisilin, spermin, {irik asit,lire,
zantin

Karboksilik asitler Asetik asit, formik asit, glukonik asit,
izositrik asit, askorbik asit, laktik asit,
malik asit, okzalik asit, pruvik asit,
siiksinik asit

Kompleks maddeler Antibiotikler, mutojenler, vitaminler

inorganik iyonlar F, NO;, NOj, POs;? SOs;° S0,7
Hg+2,Zn+2
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3.1.4 Biyosensorlerde Kullanilan Biyoaktif Yapilar

Biyosensorlerde kullanilan ve analizlenecek madde ile spesifik bir sekilde etkilesime
giren biyoaktif bilesenler, komplekslik hiyerarsisine gore basitten karmasiga dogru bir
siralama yapildiginda,iyonoforlar, antikorlar, enzimler, niikleik asitler, lipozomlar,
biyomembranlar (6rnegin; membran reseptorleri), hiicre organelleri (6rnegin;
mitokondri), tiim hiicreler, doku kesitleri ve homojenatlar1 ve organlar (6rnegin; koku

alma organi) olarak siniflandirilabilirler [26]. (Cizelge 3.2)
Cizelge 3.2 Biyosensorlerde kullanilabilen biyoaktif bilesenler

Biyoaktif Tabaka Bilesenleri

Organlar Doku Kesitleri
(Ornegin; koku alma organt) Tiim Hiicreler

Hiicre Organalleri
(Ornegin; mitokondri)

Biyomembranlar Lipozomlar

(Ornegin; resptor) Niikleik Asitler
Enzimler

Antikorlar Iyonoforlar

3.1.5 Biyosensorlerde Yararlanilan iletim ve Ol¢iim Sistemleri

Biyosensorlerde, biyoaktif bilesenin tayin edilecek madde ile etkilestiginde olusan
sinyalin iletim ve Olglimiinde, genel olarak, elektrokimyasal, optik, kalorimetrik ve

piezoelektrik esasl sistemler kullanilir [26]. (Cizelge 3.3)
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Cizelge 3.3 Biyosensorlerde kullanilan 6l¢iim sistemleri

Tletim ve Olciim Sistemleri

Elektrokimyasal Esash Kalorimetri Esash

Amperometri Esasli (Elektrotlar) (Termistorler)
Potansiyometri Esasli (Elektrotlar)

Yari iletken Esasli (Transistorler)
Piezoelektrik Esash

(Piezoelektrik Kristaller)
Optik Esash

Fotometri Esasli (Optik Lifler)
Fluorometri Esasli (Optik Lifler)

Biyoliiminesans Esasli (Optik Lifler)

Bu baslik altinda en yaygin olarak potansiyometrik, amperometrik, voltametrik ve alan

etkili biyosensorlere rastlanmaktadir [27].

3.1.6 Biyosensor Cesitleri

3.1.6.1 Elektrokimyasal Sensorler

Bu baglik altinda en yaygin olarak potansiyometrik, amperometrik, voltametrik ve alan

etkili biyosensorlere rastlanmaktadir [27].

3.1.6.2 Potansiyometrik Biyosensorler

Potansiyometri, bir ¢aligma ve referans elektrot arasindaki potansiyel farkinin 6l¢timiinii
esas almaktadir ve belirlenen elektrot potansiyeli dogrudan analit derisimini
tanimlamaktadir. Potansiyometrik sensorlerin diisilk hassasiyet, spesifik olmayan
etkilesimlere ait ve aletsel sinyal alnmasi gibi biiyiik problemleri vardir. Ozellikle

sinyal/giiriiltii oran1 analitik problemlere sebep olabilmektedir [27].
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3.1.6.3 Voltametrik Biyosensorler

Mikrobiyolojik reaksiyonlar, genellikle iletkenlik ve kapasitansta artma, empedansta
azalmaya sebep olmaktadir. Buna dayanarak rezistans, kapasitans, iletkenlik ya da
empedanstaki degisimin Ol¢limiinii esas alan sensorler bu grupta yer almaktadir. Klinik
orneklerdeki bakteri tespitinde, spesifik patojen tespitinde, endiistriyel mikrobiyal
proses kontroliinde bu sensdrlerden faydalanilmaktadir.Modern elektroanalitik sistemler
oldukca diisiik tespit limitlerine sahip olup (10'9) kiiciik hacimde Orneklerin
kullanilmasma (1-2ul) olanak tanimaktadir. Bununla birlikte elektrot sistemi Olglim
ortamindan siirekli alinan sinyalin (online) takibine izin verir. Elektrokimyasal analiz
icin gereken malzeme, diger analitik metotlarla karsilastirildiginda ¢ok daha ucuz ve
basittir. Ayrica elektrokimyasal sensorler optik esasli sensorlere gore de bulanik
ortamda ¢alisabilme, karsilastirilabilir enstriimental duyarlilik, minyatiirlesmeye

uygunluk gibi avantajlara sahiptir [27].

3.1.6.4 Amperometrik Biyosensorler

Genel anlamda amperometri, bir potansiyeldeki akim siddetinin 6l¢limii esasina dayanir.
Amperometrik biyosensorlerde akim siddeti, calisma elektrotunda yiikseltgenen veya
indirgenen elektroaktif tiirlerin derisiminin bir fonksiyonudur. Referans elektrot olarak
gorev yapan ikinci bir elektrot vasitasiyla akim siddetinden analiz edilecek tiirlerin
derisimlerinin belirlenmesinde yararlanilir. Elektrokimyasal reaksiyonlarda c¢ogu
analitlerin redoks esi olarak hareket edememesinden dolayr direkt olarak analiz
edilebilecek az miktarda uygulama vardir. Bu yiizden algilayici elektrot iizerinde
analitin elektrokimyasal reaksiyonu i¢in elektrokimyasal aktif etiketler (direkt veya
enzimatik reaksiyon sonucu iiriin olarak) gereklidir. Oksijen ve H,O; elektrotlar en

popiiler olanlaridir [27].

3.1.6.5 Optik Sensorler

Optik ceviricilerin kullanmildigi durumda iki genel simif vardir. Birincisinde, 15181n
iletimindeki degisimin ol¢iilmesi, ikincisinde ise floresansin 6l¢iilmesi s6z konusudur.
Isigin iletimindeki degisimin Ol¢iilmesine dayali, optik esasli sensdrlerde, Ol¢iim
sistemi, madde derisimine bagli olarak absorbans veya luminesansta degisim gdsteren

bir boya igerir veya CO;,, O, veya pH degisimi gibi bir fizikokimyasal o6zellikten
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faydalanilir. Bu sensorlerde en dnemli etken fiber boyunca 151k iletiminin etkinligidir.
Ikinci sinif, fiberin kendi &zeliklerindeki (intrensek) degisimleri kapsar ve arka alan
(evanescent) biyosensorler ve yiizey plazmon rezonans biyosensorler olarak iki gruba

ayrilir [27].

3.1.6.6 Termal Sensorler

Temel prensipleri; bir enzimatik reaksiyondaki entalpi degisiminden yararlanilarak
substrat derisiminin belirlenmesine dayanir. Biitiin biyolojik reaksiyonlar ekzotermiktir.
Enzimatik reaksiyon sonucu olusan sicaklik degisimi ile substrat konsantarasyonu
arasindaki dogrusal iligkiden sonuca ulasilir. Sicaklik degisimleri termal olarak
yalitilmig ortamdaki termistorler veya termofiller araciligiyla izlenir. Kullanilan
termistorler ¢ok kiiciik sicaklik degisimlerine bile duyarlidir. Dolayisiyla ¢ok diisiik

miktardaki substrat derisiminin 6l¢iimiine (10-°M) olanak tanir [27].

3.1.6.7 Kiitle Hassas Sensorler

Cevirici olarak piezoelektrik kristallerin kullanildig1 kiitle hassas biyosensorler,
rezonans frekanstaki degisime dayanarak santimetrekarede nanogram seviyesinde kiitle
degisimini Olgebilen ve bu ylizden de antikor-antijen etkilesimlerinde sik¢a kullanilan
biyosensorlerdir. Kiitle hassas biyosensorlerin ¢alisma prensibi piezoelektrik etkiye
dayanir [27].

3.1.7 Biyosensorlerin Uygulama Alanlari

Biyosensorler tip, gida, eczacilik, cevre kirliligi, savunma ve bircok endiistriyel
aktivitede ozellikle otomasyon, kalite kontrolii, durum tespit ve enerji saklanmasinda
cok onemli rol oynarlar. Bugiine kadar 180°den fazla farkli madde i¢in biyosensor
hazirlanmis olup bunlardan ancak 25 kadari ticari olarak iiretilmektedir. Biyosensorler

icin miimkiin uygulama alanlar1 sunlardir :

e Klinik diyagnostik , biyomedikal sektor

e Proses kontrolii :
-Biyoreaktor kontrol ve analitigi
-Gida tiiretim ve analizi

e Tarla tarim1, bag - bahge tarim1 ve veterinerlik
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e Bakteriyal ve viral diyagnostik

e ilac¢ analizi

e Endistriyel atik su kontrolii

e  Cevre koruma ve kirlilik kontrolii

e Maden isletmelerinde toksik gaz analizleri

e  Askeri uygulamalar
Biyosensorler; gida maddeleri, metebolitler, vitaminler, antibiyotikler, ilaglar gibi
organik maddeler, baz1 organik bilesikler yaninda enzimler, viriisler ve
mikroorganizmalarin tayininde kullanilirlar. Biyosensor gruplari ve kapsadiklari analiz

alanlar1 Cizelge 3.4’te gosterilmektedir [21].

Cizelge 3.4 Biyosensor gruplar1 ve kapsadiklar1 analiz olanaklari

Biyosensor grubu Kapsadigi analiz alam

Enzim Sensorleri Kiigiik molekiillii organik ve anorganik
maddeler (ilaglar, gida maddeleri, vitaminler,

antibiyotikler, pestisitler

Mikrobiyal Sensorler Enzim sensorlerinin kullanildigi alanlar,

biyolojik O, gereksinimi, toksisite, mutajenite.

DNA-Sensorleri Viriisler, patojen mikroorganizmalar

Immiinosensédrler Viriisler, patojen mikroorganizmalar,

ksenobiyotikler

3.1.7.1 Gida Sektoriinde Biyosensor Kullanimi

Gidalara yonelik kantitatif analizler bagslica kalite ve gilivenlik konularina agiklik
getirmeyi hedef alir. Renk, aroma, vitamin ve kimyasal miktarlarinin yaninda zararl
mikroorganizmalarin, toksinlerin, alerjenlerin gidaya etkisine dikkat edilmelidir.
Biyosensorler, gida analizlerinde besinin dogal bilesenlerinin, ortama karigsan
maddelerin izin verilen sinirlar iginde olup olmadiginin belirlenmesinde biiyiik 6nem
tasir. Gida analizlerinde dogal 6rneklerin, hammadelerin, islem basamaklarinin, mamiil
tirtinlerinin, tastma adimlarinda dogal bilesenlerin bozumu, mikrobiyal kontaminasyon
ve bunu Onlemek ic¢in kullanilan katki maddelerinin tayini &nemlidir. Bunlarin
tayinlerinde HPLC ve gaz kromatografisi duyarli analiz imkani saglamasina ragmen

bunlar ¢ok masrafli yontemlerdir. Immunoassay teknikleri ise zaman alici olmalari,
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Olciim  sistemiyle dogrudan baglantili olmamalart ve laboratuar ortami
gereksinimlerinden dolayr gida sektoriinde kullanigh degildirler. Bu olumsuzluklarin
yaninda, biyosensor teknolojisi, gida analizlerinde biiyiik alternatifler saglamaktadir.
Ancak gida sektorii icin, ticari olarak pazarlanabilir biyosensorlerin sayisi ¢ok azdir.

Bunlar, glukoz, L-laktat, galaktoz ve alkol tayinine yonelik biyosensorlerdir.

Sekerlerin meyve ve sebzelerde, siit ve bal gibi {iriinlerde, kola, sarap, meyve sularinda
iiretim ve fermentasyon islemlerini tayinleri 6nemlidir. Bu islemlerin, duyarl, pratik,
ekonomik ve kisa siirede gerceklesmesi igin cesitli biyosensorler gelistirilmistir. Bu
biyosensorlerin biliylik kismi, hidrojen peroksit veya oksijen duyarli amperometrik

sensorleri esas alan enzim elektrotlaridir.

Pestisit atiklarinin belirlenmesinde 6zellikle organofosfat pestisitlerinin inhibitér olarak
etki ettigi asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz enzimlerinin immobilizasyonuyla

hazirlanan biyosensorlerden yararlanilir.

Gidalarda tazelik kontrolii, meyvelerde alkol; yaglarda aldehit ve baliklarda histamin
tayiniyle yapilir. Gidalarda alkol tayini, alkollii igeceklerin olgunlagma islemlerinin
izlenmesi ile 6nem kazanir. Alkol tayininde daha c¢ok alkol oksidaz immobilize edilmis

amperometrik esasli enzim sensorleri kullanilir.

3.1.7.2 Savunma Sektoriinde Biyosensor Kullanim

Kimyasal ve biyolojik silahlar, insan yasamina yanlis yansiyan uygulamalardan biridir.
Cok siki denetim altinda olmalarina ragmen kimyasal ve biyolojik silahlarin tehlikeleri
her zaman siirmektedir. Sentetik kimyasallar, bitki, hayvan, ve mikroorganizma

kaynakl1 toksinler, bakteri ve viriisler biyolojik silahlarin ana materyallerdir.

Kimyasal silahlarin toksik kimyasal reaktifleri; organofosfor ve siyaniir tiirevleridir.
Organofosfor bilesikleri asetilkolinesteraz inhibisyonu ile etki ederler ve bu ylizden
sinir gaz1”’ olarak adlandirilirlar. Temel sensér olarak bir pH elektrodunun kullanilan
sistemlerde asetilkolinesteraz immobilize edilir. Bu biyosensorlerde organofosfor
bilesiklerinin konsantrasyonuyla orantili inhibisyonu izlenir ve sonuca ulasilir. Hidrojen
siyaniir ve siyanojen klortir; toksik kimyasallarin diger 6nemli bir grubunu olustururlar.
Bunlar solunum zincirinde sitokrom oksidazla tepkimeye girerek islevlerini
gerceklestirirler. Bu ilke temel alinarak, siyaniir tayinine yonelik amperometrik esasl

modifiye altin elektrotu gelistirilmistir.
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Biyolojik silahlarin temelini, canlilarda hastalik ve 6liime yol agabilecek bakteri, viriis
ve mantarlar olugsmaktadir. Mikroorganizmalar yiizeylerinde dnemli diizeyde antijenik
determinantlara sahiptir. Bu 0zellik, mikroorganizma tayinine yonelik biyosensor

hazirlanmasinda immunojenik ilkeleri 6n plana ¢ikarmaktadir.

3.1.7.3 Cevresel Olciimlerde Biyosensér Kullanim

Cevresel oOl¢iimler insan sagligi ve ekosistemin korunmasi agisindan 6nemlidir. Hava,
su, toprak kirliligi 6l¢timleri, endiistriyel ve tarimsal atik kontrolii ve aritma etkinliginin

saptanmasi gibi alanlarda kullanilirlar.

Biyosensor hazirlanmasinda, aktif biyolojik materyalin, kararliligim1 koruyarak
immobilize edilmesi gerekir. Bu nedenle genellikler jelde tutuklama yontemi kullanilir.
Biyomateryal olarak, uzun yasam siireleri, ucuz ve kararli olmalari, pH ve sicaklik gibi
dis etkenleri tolere etme Ozelliklerinden dolayr mikroorganizmalar; enzimlere ve

antikorlara gore daha kullanighdirlar.

Biyokimyasal oksijen istemi (BOD) atik sularda organik kirliligin dlciisiidiir ve 6l¢iim
genellikle 5 giin siirmektedir. BOD sensorleri genellikle oksijen elektrodu ylizeyinde
tutturulmus immobilize mikroorganizma membranindan olusur. Kirlilik kaynagi
emiisyon derecelerinin ve atmosfer kirliliginin 6l¢iimii i¢in, mikrobiyal esasli CO,, NO5,
NHj3, CH4, SO, gibi gaz temelli bircok biyosensor gelistirilmistir. Sensor lizerine enzim
immobilizasyonu ile siirekli bir dl¢lim sistemi olusturabilir ve c¢evresel numunelerde

toksik madde tayini yapilabilir.

3.1.7.4 Tibbi Alanda Biyosensor Kullanimi

Biyosensorlerin  tibbi analitik sistemlere {istiin gelmesinin nedeni, spesifik bir
metabolitin veya tedavide kullanilan ilacin miktarinin kisa bir silirede tayin

edilebilmesidir. Kisa siireli tayin gerektiren bazi hastaliklar;

e Yogun bakim iinitelerinde ve cerrahi girisimlerde hizli1 doz ayarlamak i¢in ilacin
kan konsantrasyonunun hizli tespiti

e  Prematiire cocuklarin bakim ve takibi

e Implante problarin yerlestirilmesi sirasinda, ilacin kanda uzun = siireli
konsantrasyonunun tayini

e Hemodiyaliz
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e Yapay pankreas
e (Canliya transplante edilmeden organlarin canliligini korumak ve islevlerini

degerlendirmek {izere organin prezervasyonu

Enzim ve elektrot yiizeyi arasinda elektrodlarin gidis gelisini saglayan elektron transfer
mediatdrlerin kullanilmasiyla enzimatik redoks islevini elektrotla birlestiren yaklasim
en basarili enzim elektrotlardir. Mediatorler, oksijenden daha kolay rediiklenebilen
bilesiklerdir. Bunlar oksijenden bagimsiz olarak ¢alisma imkani sunarlar ve numune

¢ozeltisinde ¢oziiniir halde ve elektrot yiizeyinde immobilize edilerek bulunabilirler.

Gliniimiizde en bagarilt mediatorle birlikte kullanilan enzim elektrodu, diyabet teshisi
icin kan ve idrarda glukoz tayinini miimkiin kilan amperometrik glukoz biyosensoriidiir.
Glukoz biyosensoriinde, bir biyolojik sividaki glukoz ve ¢dzlinmiis oksijen, elektrod
etrafindaki membran1 gegerek elektrod ylizeyine ulagtiginda glukoz oksitlenerek
glukonik aside doniigiir ve bu sirada O, harcanir. Ortamdaki glukoz bittiginde O,
tiketimi durur. O, elektrodu ile baslangictaki ve reaksiyon sonundaki ¢oziinmiis O,
oOlgiliir. Aradaki fark ortamdaki glukozun oksidasyonu i¢in harcanan O, olup buradan

biyolojik s1vidaki glukoz miktar1 hesaplanir.

Insan viicuduna yerlestirilen biyosensérler sayesinde, biyolojik sivilar viicut disina
alinmadan ve tiiketilmeden analiz edilebilmektedir. In vivo Olgiimlerde, beyin veya
diger dokularda stirekli analiz ve izleme yapilabilen, enzimlerin degistirilebildigi ve bu
sayede farkli maddelerin de analizine imkan veren igne tip mikrodiyaliz biyosensorleri
de son yillarm ilging &rneklerindendir. Ilaglarmn, viicuttaki diizeylerinin ayarlanmasi,
kotli amacla kullaniminin engellenmesi ve uyusturucu ile miicadele i¢in biyosensor

calismalar1 yapilmaktadir.

3.1.8 Enzim Sensorleri

En genel anlamda bakildiginda bir enzim sensorii; iletici, ince bir enzim tabakasi ve
Olciim kombinasyonundan olusmaktadir. Diger biyosensorlerden tek fark biyoaktif
tabakada biyomolekiil olarak enzimler bulunmaktadir. Sekil 3.4’te bir enzim sensoriiniin

genel sematik gosterimi verilmektedir.
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Sekil 3.4 Bir enzim sensoriiniin genel sematik gosterimi (A : Analizlenecek madde, B :
immobilize enzim tabakasi, C : iletici ve D : Olgiim sistemi).

Bir enzim elektrodunda enzimi igeren biyoaktif tabaka, enzimin katalizledigi tepkimeye
uygun bir iletim ve Ol¢iim sisteminin uzantisi olan bir iletici ile birlestirilmektedir.
Iletim sistemi biyoaktif tabakada gerceklesen enzimatik tepkime sonucu olusan iriiniin
miktarindaki artis1 tespit edebilecek sekilde seg¢ilmelidir. Biyoaktif tabakadaki ve
biyoaktif tabaka iletici ara ylizeyindeki derisimlerin hizli bir sekilde dengeye
ulagabilmesi icin difiizyon engelini en aza indirmek amaciyla biyoaktif tabaka
kalinligimin miimkiin oldugunca ince olmasi gerekmektedir. Bunun yani sira biyoaktif
tabakada sabit bir substrat derisimi saglayabilmek icin dlgme ¢ozeltisinin yeterli bir
sekilde karistirilmas1 gerekmektedir. Iletici sistemin dlgme sistemine gonderdigi sinyal
biyoaktif tabaka ile iletici ara yiizeyindeki derigimlerdeki degisiklige baghdir. Ancak
s0z konusu derigimler denge halinde 6lgme ¢ozeltisindeki derisimlerle orantili oldugu

icin ¢ogu zaman kalibrasyon grafigi ¢izilerek sonuca varilir [6].

Sekil 3.5°te goriildiigii gibi sistemin 6zelligine bagh olarak yiikseltici, mikroislemci,

dijital goriintiileyici gibi kisimlar sistem i¢inde yer alabilirler.

ﬂiﬁr-ﬂ-wa

fa) iy el

a) Biyokatolizor
b) Tletici

c) Yiikseltici

d) Mikroislemci

Y [ 3-SR

Sekil 3.5 Bir biyosensor sisteminde bulunan bilesenler.

Bir enzim sensoriiniin ¢alisma ilkesi, enzim veya enzimlerin immobilize edilmis oldugu

biyoaktif tabakadaki olaylarin biraz daha yakindan incelenmesiyle daha kolay
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anlasilabilir. Sekil 3.6’ da biyoaktif tabakada gerceklesen olaylar agisindan bir enzim

sensoriiniin genel ¢aligsma ilkesi 6zetlenmistir [28]

A,] [B,] IG]  [F]

DT. 'U. Tl ﬂl r BT

[Ad 4 [B] 1=![CJ + [Fl]
1 N | 4 J

FF”!* ______

A [R] c]  [F] 0C

Sekil 3.6 Enzim sensdriiniin genel ¢alisma ilkesi (A: Substrat, B: Kosubstrat veya
Koenzim, C ve F: Uriinler, ¢: Ol¢iim ¢ozeltisi i¢indeki, t: Biyoalgtif tal?_akadaki vey:
Elektrot yiizeyindeki konsantrasyonlar; D.T.: Difiizyon tabakasi, O.C.: Ol¢tim ¢ozeltisi,
B.T.: Biyoaktif tabaka, I: iletici).

Sekil 3.6’dan da goriildiigii gibi bir enzim elektrodunda enzimi i¢eren biyoaktif tabaka,
enzimin katalizledigi reaksiyona uygun bir iletim ve 6lgiim sisteminin uzantist olan bir
iletici ile birlestirilmektedir. Iletim sistemi, biyoaktif tabakada gergeklesen enzimatik
reaksiyon sonucu substrat, kosubstrat (veya koenzim) konsantrasyonundaki azalis ya da
tirtin konsantrasyonundaki artisi tespit edebilecek sekilde segilebilir. Konsantrasyonlarin
hizli bir sekilde dengeye ulasabilmesi i¢in difiizyonu azaltmak amaciyla biyoaktif
tabaka kalinligimin miimkiin oldugunca ince olmasi gerekmektedir. Bunun yanisira
biyoaktif tabakada sabit bir substrat konsantrasyonu saglayabilmek i¢in Ol¢iim
cozeltisinin yeterli bir sekilde karistirilmasi da gerekmektedir. Dogal olarak tayin
edilecek tiirlerin dlgiim ¢6zeltisindeki, biyoaktif tabakadaki ve biyoaktif tabaka-iletici
ara yiizeyindeki konsantrasyonlar1 farkli olur. Iletici sistemin dlgecegi sinyal biyoaktif

tabaka-iletici ara yiizeyindeki konsantrasyonlara iligkindir.
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3.1.8.1 Enzim Sensorlerinin Siniflandirilmasi

Enzim sensorlerinin siniflandirilmast genel olarak, enzimatik reaksiyon sonucu olusan
sinyalin belirlenme ilkesine gore yapilmaktadir. Bu ¢ergevede Cizelge 3.5’te s6z konusu

siiflandirma 6zetlenmektedir [28].

Cizelge 3.5 Enzim sensorlerinin siniflandirilmasi

1.Elektrokimyasal Esash Enzim Sensorleri
Amperometrik esash enzim sensorleri
* Birinci nesil amperometrik enzim elektrodlari
» Ikinci nesil amperometrik enzim elektrodlari
+  Ugiincii nesil amperometrik enzim elektrodlar
Potansiyometrik enzim sensorleri
» Proton duyar potansyometrik enzim elektrodlari
* Amonyum duyar potansiyometrik enzim elektrodlari
» Karbondioksit duyar potansiyometrik enzim elektrodlar
* Diger iyon duyar potansiyometrik enzim elektrodlari
Yar iletkenleri esas alan enzim sensorler
» Enzim alan etki transistorleri (ENFET)
2. Optik esash enzim sensorleri
* Absorpsiyon esasli optik enzim sensorleri
* Flouresans esasli optik enzim sensorleri
* Biyoliiminesans esasli optik enzim sensdrleri
3.Piezoelektrik esash enzim sensorleri

4.Kalorimetrik esash enzim sensorleri

Potansiyometrik Esash Enzim Sensorleri

Akimin ¢ok az gectigi veya hi¢ gegmedigi sistemlerde, indikator elektrodun referans
elektroda kars1 gosterdigi, konsantrasyon degisimine bagli olarak degisen potansiyelin
Ol¢iildiighi tayin yontemine potansiyometri denir. Calisma elektrodu, ¢o6zeltideki
tiirlerden bazilaria sec¢imlilik gosteren ve i¢ kisminda bir bagka karsilastirma elektrodu
ile nicel analizi yapilacak tiiriin belli derisimdeki ¢6zeltisi bulunan ve bir membran ile
analizi yapilacak c¢ozeltiden ayrilmigs bir elektrottur. Analizi yapilacak c¢ozeltiye
daldirilan bu elektrot ile ayni ¢ozelti ile temasta olan bir karsilastirma elektrodu

arasinda olusan gerilim degeri ile analizi yapilan tiir arasinda logaritmik bir iliski vardir.
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Bu hiicre geriliminin 6l¢itimii sirasinda iki elektrot arasinda uygun bir devre yardimiyla
bir akimin gegmemesi saglanir. Sekil 3.7°de potansiyometrik bir 6l¢lim sistemi sematik

olarak goriilmektedir.

dijital hir
potansiyormetre

rafarang alaktrot indikaior elektrot
aralil gizahisi 1 aktif elekara yuzeyi

.......

Sekil 3.7 Potansiyometrik dl¢iim sisteminin sematik olarak gosterimi

Icte ve dista bulunan ¢ozeltilerde analizi yapilacak tiiriin derisimi acisindan bir fark
varsa membranin i¢ yiizeyi ve dig ylizeyi arasinda bir gerilim farki olugur. Bu gerilim
farkinin degeri analizi yapilan tiire ve derisimine bagli oldugu gibi, membranin cinsine
ve c¢ozeltide bulunan 6teki bilesenlerin tiir ve miktarlarina da baghdir. Iyon secici
elektrotlar olarak adlandirilan bu elektrotlarin en c¢ok bilineni, H* iyonlarina kars:
secimlilik gosteren ve ince bir cam zarin membran olarak kullanildigi cam elektrottur.
Bir iyon segici elektrotla dl¢iilen gerilim degeri, elektrodun se¢imlilik gosterdigi tiire ek
olarak c¢ozeltide bulunan diger tiirlerden de etkilenir. Potansiyometrik sensorlerin
duyarli, kararli, dayanikli olmas1 ve hizli cevap liretmesi istenir. Potansiyometri esasl
ve biyoaktif bilesen olarak enzimlerin kullanildig1 bazi biyosensorlere iliskin drnekler

asagida verilmistir [26].
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Glutaminaz
Glutamin > Glutamat + NH;

(NHs + H,0 +— NH,* + OH")

Amonyum Duyar Sensor

ASpaI’tam Karboksioeotidaz A a‘Ketoglutarat + I_' ASpartIk ASlt
L- Aspartik Asit L-Aspartaz Fumarat + NH,"

Kreatinaz
Kreatinin > NH; + Kreatin

Amonyok Duyar Sensor

L-Fenilalanin Amonyak Liyaz
L- Fenilalanin » NH." + trans-sinnamat
(NHs" o= NH; + H")

Malat Dekarboksilaz
Malat _ Laktat + CO,

L

Karbondioksit Sensorii

kzal ksi
Okzalat + O, Okzalat Oksidaz _ 2C0, + Hy0,

>

B-Siyanoalanin sentetaz

»

Sistein + CN™ » HS™ +1-siyanoalanin

Siyaniir Sensorii

Glukoz oksidaz
Glukoz + O, - Glukonik Asit + H,O,

H,O, + 21" + 2H" Peroksidaz I, + 2H,0

»

Iyon Duyar Elektrot
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pH Duyar Potansiyometrik Enzim Elektrotlari: Proton konsantrasyonundaki
degismeyi belirlemek amaciyla tasarlanan bu tiir enzim elektrotlarinda temel sensor
olarak en yaygin bir sekilde klasik cam elektrotlar1 kullanilir [29]. Bunlarin yanisira
antimon elektrotunda oldugu gibi H* iyonlarina duyar bazi metalik elektrotlarinda
kullanilmast miimkiindiir. Temel ilke proton konsantrasyonundaki kiigiik farklarin
belirlenmesidir. Potansiyometrik enzim sensorlerine verilebilecek en klasik drnek {iire

tayinine yonelik sensordiir.

Ureaz
O:C(NHz)z +H,0 ——» CO, + H,0

pH Duyar Potansiyometrik Enzim Elektrotlarinin Bazi Uygulamalar:
pH duyar potansiyometrik enzim elektrotlarina iliskin secilmis Ornekler asagida
verilmigtir. Bu tlir enzim sensorlerinde temel iletici olarak genelde cam pH duyar

elektrotlar kullanilir.

1)Penisilin Tayini [29]

Penisilin Penisilinaz _Penisilioat +H"

2)Ure Tayini [29]

Ure + H,0 Ureaz COz +2 NHj3

(COZ + H,O «—» HCO; + H+)

(NH3 + H;0 s NH4" + OH)

3)Glukoz Tayini [30], [31]

Glukoz + O, Glukoz oksidaz Glukonik Asit + H»0,

v

Amonyum Duyar Potansiyometrik Enzim Elektrotlari: Amonyum iyonlarina duyar
temel sensor ile enzimin birlestirilmesiyle hazirlanan bu elektrotlar genelde H*, K* ve

Na* gibi tek yiiklii katyonlara da duyarlik gosterdikleri i¢in 6l¢lim ortamlarinda benzer
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maddelerin bulunmast durumunda girisim problemleri ortaya c¢ikmaktadir. Girisim

etkilerini azaltmak i¢in degisik yontemler kullanilmaktadir [21].

Amonyum Duyar Potansiyometrik Enzim Elektrotlarimin Baz1 Uygulamalar
Amonyum duyar potansiyometrik enzim elektrotlarina iliskin segilmis 6rnekler asagida

verilmistir. Bu tiir enzim sensdrlerinde temel iletici olarak NH," duyar elektrotlar

kullanilir.
1)Ure Tayini
Ure + H,0O Ureaz CO; + 2NH3

(CO2 + H)O «— HCO3™ + H+)

(NHs + H,0 , NH," +OH)

2) L-Amino Asit Tayini

L-Aminoasit + H;O + O,  L- Amino Asitoksidaz ~ 2-Okzoasit + NH," + H,0,

H,O, Katalaz H,O + % O,
—_—

( L-Amino asit + % 2-Okzoasit + NH4")

O, R

3) Glutamin Tayini

Glutamin Glutaminaz Glutamat + NH3
_—

(NH; + H,0 «—» NH,* + OH)

3.1.9 Enzim Elektrotlarinda Performans Faktorleri

Hazirlanan biyosensoriin hedeflenen amagclar cergevesinde kullanilir olup olmadigina,
ancak performans faktorlerinin ayrtili bir sekilde belirlenmesinden sonra karar

verilebilir [32].
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3.1.9.1 Kalibrasyon ve Duyarhhk

Duyarlilik derisimdeki bir birim degisiklik i¢in biyosensor sinyalinin zamanla degisimi
olarak tanimlanir. ideal olarak bir biyosensoriin duyarliligin biyosensér dmrii boyunca
sabit kalmalidir. Biyosensoriin duyarliligi, analizi yapilacak maddenin bir dizi belli
konsantrasyondaki g¢ozeltilerini igeren standart ¢ozeltiler ile yapilan dlgiimler sonucu
kalibrasyon grafigi cizilerek kolayca belirlenebilmektedir. Zamanla bir biyosensoriin
duyarhiligindaki degisimin belirlenmesi i¢in genellikle hergiin kalibrasyonunun

yapilmasi1 gerkemektedir [32].

3.1.9.2 Kararhhk

Kararlilik biyosensoér Omriiniin uzunlugu hakkinda bilgi verir. Uzun Omiir ayni
materyalle ¢ok sayida analizin yapilabilecegini anlatir. Bu durumda isgiicii ve maliyet
acisindan Onemli avantajlar saglanir. S6z konusu Omiir, onlarin saklama ve calisma
kosullart agisindan baglica iki durumda incelenir. Dogal olarak kullanilmadan ideal
kosullarda saklandigindaki dmiir ile siirekli calisma kosullarindaki 6miir farkl: olacaktir.
Biyolojik materyal agisindan biyosensoriin kararliligi incelendiginde enzimin saflik
diizeyi, kaynagi ve immobilizasyon yOntemi gibi parametreler 6nem tagir. Genellikle
fiziksel 1mmobilizasyon yontemlerinin kullanilmasi durumunda biyosensér Omrii

kimyasal yontemlere gore daha kisadir [32].

Biyolojik materyal acisindan enzim sensoriiniin kararlilig1 incelendiginde enzimin saflik
diizeyi, kaynagi ve immobilizasyon yontemi gibi parametrelerin 6nem tasidigi goriliir.
Calisma kosullar1 acisindan bakildiginda, analiz i¢in yeterli kosullar1 sagliyorsa nispeten
diisiik sicakliklarda ¢alismak biyosensor dmriinii uzatir. Saklama agisindan bakildiginda
+4 °C de mikrobiyal liremeye izin vermeyecek ortamlarda saklama ayni yonde bir katki
saglayacaktir. Biitiin bunlarla birlikte reaksiyon firiinlerinin bazi durumlarda enzim
inaktivasyonuna neden olabilecegi, kofaktdr veya araci igeren sistemlerde bunlarin

kaybinin aktivite diisiisiine yol acacagi unutulmamalidir.

3.1.9.3 Tayin Arahgi ve Tayin Sinir1

Kalibrasyon grafiginde substrat derisimi ile sensor cevabi arasindaki iliskinin dogrusal
oldugu derisim araligima ‘‘dogrusal caligma araligi’’ denir. Bu dogrusal grafigin en alt

sinirl; tayin smirt olarak tamimlanir. Dogrusal tayin aralifinin ve tayin smirinin
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uygunlugu i¢in, analizlenecek maddenin analiz ortamdaki diizeyi ve girisim yapabilecek
maddelerin olmast olduk¢a onemlidir. Bunun yanisira biyosensor cevabini etkileyen
parametreler dogrudan sensdr kalibrasyonunu da etkiler. Ornek olarak enzim
sensorlerinde baslica pH, sicaklik ve bozucu tiirlerin sensor cevabini etkileyerek tayin

araligini degistirebilecegi goriiliir [32].

3.1.9.4 Cevap Siiresi

Cevap zamani biyosensoriin analizlenecek maddenin bulundugu ortama temas ettigi
andan sinyalin kararli hale geldigi ana kadar gegen siiredir. Cok sayida numunenin s6z
konusu oldugu analizlerde en kisa siirede elde edilen sonug biiyiik 6nem tasidigindan

biyosensdriin cevap siiresinin kisa olmasi istenir [32].

Girisim yapan iyonlar, bir Nernst potansiyel farki olusmasi ic¢in tasinmasi gereken

iyonlarin aktif elektrot yiizeyine ulagmalarin1 geciktirir ve cevap zamanini etkiler.
Cevap zamani asagidaki islemlerle azaltilabilir;
1. Etkili karistirma (veya akis hizinin artirilmast),

2. Membran ylizeyinden kirliliklerin uzaklastirilmasi veya ¢ok kiiciik membran yiizeyli

mikro-elektrotlar kullanilmasi,
3. Olgiim sirasinda ¢ozelti konsantrasyonunun seyreltikten derisige dogru olmasi.

Notral tastyict membranlarda, aktif maddeye (ligand veya kompleks) ¢6zeltideki iyonun

tutunma hizi, cevap zamanini etkileyen en 6nemli faktordiir. Bunun disinda;
1.1yon ekstraksiyon kapasitesi 2. Difiizyona kars1 direng

3.Membran kalinlig 4. Membrandaki ¢oziiciinlin polaritesi de cevap

zamanini etkileyen faktorlerdir.

3.1.9.5 Secicilik

Ideal bir biyosensériin sadece hadef analitin derisimindeki degisikliklere cevap vermesi
ve diger tiirlerin varhigindan etkilenmemesi gerekir [32]. Enzimatik reaksiyonun
substrat ve triinleri ile girisim yapan maddelerin bulunmasi1 durumunda sensor sinyali

etkilenerek hedef analitin derisimi yanlis tayin edilir. Bu problem, girisim veren
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maddenin bir 6n islemle uzaklastirilmasi veya bunlardan etkilenmeyen bir sensor

kullanilmasi ile giderilmesi ile giderilebilir.

Sadece tek bir iyona duyarli bir elektrot yoktur. X iyonunu 6lgmek i¢in kullanilan bir
elektrot Y iyonuna da duyarli olabilir. Diger iyonlarin varhgi elektrot performansini
onemli Olclide zayiflatir. Bu iyonlarin girisimi, elektrot membraninin yapisina bagl
olarak cesitli sekillerde olabilir. Segicilik ilk kez Nicolsky tarafindan hidrojen ve
sodyum iyonlarina duyarlilik gosteren cam elektrot icin kullanilmis ve asagidaki
esitlikle verilmistir. Pek ¢ok iyon segici elektrot (ISE) cogunlukla asagidaki esitlige
uygun davranir [33].

0,0592

n

E=E" +

togla, + =k a,”"

a, = Olgiilecek iyonun aktivitesi
ay = Girisim yapan iyonun aktivitesi
n,, n, = Her bir tiiriin yiikii

kP = Segicilik katsayisi

Denklem, bir elektrotun 6l¢giilecek X iyonu ve biitlin girisim yapan iyonlara cevabini
gosterir. Elektrotun farkli iyonik tiirlere kars1 duyarliligi segicilik katsayisi ile belirlenir.

Secicilik katsayis1 biiyiidiikce elektrotun 6lciilecek iyona duyarliligi azalir.

Secicilik katsayisi; ayr1 ¢ozelti metodu, ana iyonun girisim yapan iyon ¢ozeltisine
ilavesi metodu, girisim yapan iyonun ana iyon c¢ozeltisine ilavesi metodu ile
hesaplanabilir. Secicilik katsayisinin hesaplanmasinda metotlardan herhangi birisi

kullanilabilir.

3.1.9.6 Tekrarlanabilirlik

Enzim sensorlerinde tekrarlanabilir sonuglar elde edilmesinde kullanilan enzim
aktivitesi, kararlilig1 ve saflik diizeyi biiylik 6nem tasir. Ancak karakteristik 6zellikleri
cok 1yi bilinen enzim preparatlarinin kullanilmasi surumunda bile sensor hazirlama
asamalar1 ve calisma ortam ve kosullar1 agisindan beklenen niteliklerde biiyiik
farklanmalar  gozlenebilir. Bu nedenle hazirlanan sensdrle tekrarlanabilirlik
denemelerinin gergeklestirilmesi bir zorunluluktur [32].
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3.1.9.7 Sicaklik

Enzim katalizli reaksiyonlarin hizlar1 sicaklia ¢ok duyarlidir. Enzimin optimum
sivakligindan uzaklasilmas: surumunda Ozellikle termal kararliligi diisiik olan
enzimlerin tersinmez denatiirasyonuna neden olarak sensor cevabini olumsuz yonde

etkiler.

3.1.9.8 Tibbi Uygulamalarda Kullanilacak Biyosensérler icin Biyouyumluluk

Hastalik  tedavisinde veya  biyosensOriin  insan  viicuduna uzun  siireli
implantasyonlarinda onem kazanmaktadir. Biyosensoriin  bulundugu biyolojik

elementlerin aktivitesini etkilememesi gerekmektedir.

3.1.10 Enzim immobilizasyonu

Kelime anlami olarak immobilizasyon hareketi smirlandirma demektir. Immobilize
edilmis enzimlerin de gercekten hareketleri sinirlandirilmis olmaktadir. Enzimlerin
endistriyel alanda kullanimin1 artirmak igin, oOzellikle son otuz yilda enzim
immobilizasyonu iizerine arastirmalar yogunlasmistir. Bu alanda yapilan yayinlarin
sayist da yildan yila artmaktadir. Enzimler, suda ¢dzlinmeyen bir tasiyiciya fiziksel veya
kimyasal olarak baglanarak immobilize edilebilirler. Suda ¢6ziinmeyen iiriin veren bir
kopolimerizasyon reaksiyonuna enzim molekiiliiniin monomer olarak katilmasi ve suda
¢oziinmeyen bir matriks veya mikrokapsiillerde tutuklanmasiyla immobilizasyon
gerceklestirilir. Immobilize enzimin dogal (serbest) enzime iistiinliikleri su sekildedir;
Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilir (slizme, santrifiijleme v.b.) ve
triinlerin enzim tarafindan kirletilmesi gibi bir problem yaratmaz. Cevre kosullarina
(pH, sicaklik vs.) karst daha dayanaklidir. Birgok kez ve uzun siire kullanilabilir.
Siirekli islemlere uygulanabilir. Dogal enzime kiyasla daha kararlidir. Uriiniin olusumu
kontrol altinda tutulabilir. Birbirini izleyen ¢ok adimli reaksiyonlar i¢in uygundur. Baz1

durumlarda serbest enzimden daha yiiksek bir aktivite gosterebilir.

Enzim immobilizasyonunda dogal veya sentetik organik ve inorganik materyal
kullanilmaktadir. Tastyicinin suda ¢éziinmemesi, yapisinin gozenekli olmasi, hidrofilik
olmasi, mekanik kararlilik gostermesi, kimyasal ve termal kararlilik gostermesi,
kovalent baglamada kullanilacak tasiyicilar enzimle kovalent bag olusturabilecek

fonksiyonel gruplar tasimasi, mikroorganizmalar kars1 direngli olmasi, zehirli olmamasi,
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ucuz ve yenilenebilir olmas1 gerekmektedir. Gergek anlamda ilk enzim immobilizasyon
denemelerinin sonuglar1 1950’li yillarda bircok ¢alisma grubu tarafindan ayni anda
yayinlanmistir. Daha sonra bu alandaki ¢alismalara diinyanin her alaninda biiyiik bir ilgi

duyulup enzimler degisik amaglarla immobilize edilmistir [21].

3.1.11 immobilizasyon Yoéntemleri

Yukarida da bahsedildigi gibi biyosensorler farkli 6zellikteki iki elemanin (transduser
ve biyoreseptor) birlestirilmesiyle olusurlar. Uygun biyoreseptor ve transduser
secildikten sonra bunlarin birbirine baglanmasi asilmasi1 gereken en 6nemli sorundur.
Bu baglama islemini biyosensorlerin immobilizasyonu olarak tanimliyoruz. Baglama
isleminde ¢ok degisik yontemler kullanilabilir. Hangi yontemin kullanilacagi secilen
transduser ve biyoreseptore gore belirlenir. Enzimler hiicrelerde biyokimyasal
reaksiyonlar1 katalize eden proteinlerdir. Hiicrelerde ¢ok O6nemli metabolik gorevleri
olan enzimler ¢ok ¢esitli amaglar i¢in kullanilmak tizere giinliik hayata girmislerdir. Pek
¢ok endiistriyel, analitik ve klinik proseslerde enzimler, substrat ¢ozeltisi ile
karistirtlirlar ve {riine dontisim gerceklestirildikten sonra ekonomik olarak geri
kazanilamazlar. Enzimlerin sadece bir kere kullanilmalari, pahali olmalar1 nedeni ile
bliylik masraflara neden olmaktadir. Bu nedenle immobilize edilerek defalarca
kullanilmalar1 ekonomik olarak daha makul olmaktadir. Giiniimiizde c¢ok sayida
immobilize enzim endiistride kullanilmaktadir. Immobilizasyon biyosensorlerin
kararliigi ve tekrar kullanimi agisindan biiyiik avantaj saglar. Biyosensor

immobilizasyonunda baslica dort yontem kullanilmaktadir.

a)Kovalent Baglama: Biyoreseptoriin transduser yiizeyine kimyasal bir reaksiyon

sonucu baglanmasidir.

b)Tutuklama: Biyoreseptoriin bir membran veya tabaka (matriks) igerisinde

hapsedilmesidir.

¢)Capraz Baglama: Tutuklama yontemi ile kimyasal baglamanin birlestirilmis sekli
olarak uygulanir. Tutuklanmis biyoreseptor glutaraldehid gibi bifonksiyonel reaktiflerle

film veya tabakaya kovalent baglanir.
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d)Adsorpsiyon: Biyoreseptoriin film veya tabaka ile hidrofobik, hidrofilik ve/veya
iyonik etkilesim sonucu assosiyasyonudur. Biyoreseptdrlerin kimyasal yapis1 ve fiziksel
durumuna gore immobilizasyon yontemi belirlenir. Enzimler i¢in uygulanan tiim
immobilizasyon yontemleri protein yapisindaki diger biyoreseptorler icin de
uygulanabilir. Ornegin; Hayvan ve bitki dokulari membran yapisinda olduklarindan
farkli immobilizasyon yontemleri uygulamak gerekir. Immobilizasyon yontemine gére

biyosensoriin ortalama Omiirleri asagida verilmistir [21].
Adsorpsiyon: 1giin, Membranda tutuklama: 1 hafta,

Fiziksel tutuklama: 3-4 hafta, Kovalent baglama: 4-14 ay.

3.1.11.1 Kovalent Baglama

Enzimler dogrudan transdusere veya dnceden uygun bir film veya tabaka ile kaplanmis
transdusere kovalent olarak baglanabilirler. Enzimler aktive edilmis transduser
yiizeylerine baglanabilecegi gibi dnceden uygun bir materyale kovalent baglanarak
immobilize edilen enzim preparati transduser yiizeyinde bir film veya tabaka
olusturularak da biyosensor hazirlanabilir. Enzimlerin kovalent baglanmasinda
kullanilabilecek tasiyicilarin igermesi gereken reaktif gruplar ve bunlarin enzimdeki

hangi aminoasitlerle etkilesime girdikleri Cizelge 3.6’ da verilmistir.
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Cizelge 3.6 Enzim immobilizasyonunda kullanilan maddelerde (tasiyici) bulunan reaktif
gruplar ve reaksiyona girdikleri amino asitlerin fonksiyonel gruplar

Tasyicimn reaktif grubu Enzimdeki fonksiyonel grup

ve ilgili amino asit

—  MNHz{Lys MN-Terminal}

SH{Cys)

anﬂzr
OH (Tyr)

Driazonyum tuza

R NCS MH; (Lys, M-Terminal)
zotiyosiyanat
I
A= ‘-___\
o — MNH; {Lys, N-Terminal)
- "
(=]
Asxit anhidrit .
— MNH;({Lys, N-Terminai)
SH(Cys)
CHzCOMNa
Agil azid ODH (Tyr)
_— O ——
c NH —  MNH3{Lys, N-Terminal}
- O —

imidokarbonat

izosiyanat

MH; (Ly=s, N-Tarminal)

— CHZCOCI MHz {Ly =, N-Tarminal}

Aogil klorar

Enzimlerin kovalent baglanmasinda dikkat edilecek dnemli nokta, baglanmanin enzim
aktivitesi i¢in esansiyel olan aminoasitler lizerinden gerceklesmemesi ve bu gruplarin
baglanma sirasinda sterik olarak rahatsiz edilmemesidir. Cizelge 3.7 de goriildiigii gibi
kovalent baglanma enzim molekiilii iizerindeki fonksiyonel gruplar {izerinden

gerceklesir.
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Cizelge 3.7 Enzimlerin kovalent baglama ile immobilizasyonunda bag olusumuna
katilan aminoasitlerin reaktif gruplar

” "

MHz —GC —OH —8&H —8 —CHg NH
A B c D Nan/
E
NH
" ° " AQOH /
F N
G

(A) : N-Terminal aminoasitlerin amino grubu ve lizinin p-amino grubu, (B) : C-
Terminal aminoasitlerin ve aspartik ve glutamik asidin serbest karboksil gruplari, (C) :
Sisteinin siilthidril grubu, (D) : Metiyoninin tiyoeter grubu, (E) : Histidinin imidazol
grubu, (F) : Argininin guanidil grubu, (G) : Tirozinin fenolik grubu, (H) : Triptofanin
indolil grubu.

Enzim immobilizasyonu ¢ok yumusak kosullarda (oda sicakligi, nétral pH vb.)
yapilmalidir [34]. Enzim molekiiliiniin gluteraldehid ile ¢apraz baglanma reaksiyonu

Sekil 3.8'de verilmistir.

05 O
0 0 \F\C.Q_HHCCP;&;CHCH
H-C-CHCHCH-C-H —I-H—C' CI—gCP{CH:\H—/ >

o CHO OH o 0 CHO 0
1T T T I I i
H—C-CHCH—CH-CH-CHCHCH—C-H 5™ H-C-CHCH-C—CH-CHCHCH —C-H
? Q 'i? CHO CHO o
H_CCHCHCH CH), | H-C-CH,CH, C<{CH-CH,CH, C3,CH-CH,CH,CH, C-H
) (%)
T '-—l—-’ [”:'.l GHD GHD 0
NH, '  NH: H—C—CHgCHrCH CHﬂHﬁHTCHj,CHfHZCHZCHTC H

:

P\.P; : Prostetik gruplar O .

Sekil 3. 8 Enzim molekiiliiniin glutaraldehid ile capraz baglanmasi
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3.1.11.2 Tutuklama

Enzimler makromolekiiler yapili proteinler olup polimer jel matrikslerde Sekil 3.9°deki
gibi tutuklanabilirler Bu yontem enzimler yaninda organeller, hiicreler ve antikorlar i¢in
de uygulanabilir. Updike ve Hicks, tarafindan hazirlanan, ilk enzim elektrotunda glukoz
oksidaz (GOD) poliakrilamid jelinde tutuklanmistir [35].

Sekil 3. 9 Enzim molekiiliiniin jel i¢cinde veya polimer matrikste tutuklanmasi

Guilbault ve arkadaglarinin hazirladig1 iireaz elektrotunda ise iireaz siispansiyonu
elektrot yiizeyinde diyaliz membrani tarafindan sarilarak tutuklanmistir [28], [29], [36],
[37]. Cozeltide enzim aktivitesi hizla diistiigiinden fiziksel tutuklama yerine kimyasal
kovalent baglama tercih edilir. Tutuklama i¢in en yaygin kullanilan film veya matriksler

nisasta, poliakrilamid, silikon lastigi, polivinil kloriir ve polivinil alkoldiir.

3.1.11.3 Adsorpsiyon

Immobilizasyonda kullanilan en eski ve en basit ydntemlerdendir. Ornegin, glukoz
oksidaz adsorplanmig polietilen membrani ilk olarak 1962 yilinda glukoz biyosensorii
icin Onerilmistir [38]. Genelde, enzim veya biyoreseptor ¢ozeltisine yilizeyr membran
veya film ile kaplanmis transduser daldirilir ve belirli bir siire beklenir. Membran veya
film, immobilize edilecek reseptore gore hidrofilik veya hidrofobik karakterde
secilebilir. Enzimler durumunda daha c¢ok hidrofilik membranlar kullanilir. En ¢ok
kullanilan adsorbanlar; seliilloz asetat membranlari, polistiren, polivinil kloriir ve
silikadir. Sorpsiyon tersinir bir olay oldugundan adsorpsiyon ile immobilizasyon
giivenilir bir yontem degildir ama yine de biyosensorlerde basarili uygulamalar1 vardir

[28]. Sekil 3.10°da enzim molekiiliiniin elektrot yiizeyine adsorpsiyonu goriilmektedir.
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Sekil 3.10 Enzim molekiiliiniin elektrot yiizeyinde adsorpsiyonu

3.1.11.4 Capraz Baglama

Bu yontem biyosensor hazirlanmasinda daha cok tutuklama ve kovalent baglama
yontemlerinin birlestirilmesi seklinde uygulanir. Sekil 3.11°da enzim molekiiliiniin film

veya tabakaya ¢apraz baglanmasi goriilmektedir.

Sekil 3.11 Enzim molekiiliiniin film veya tabakaya ¢apraz baglanmasi

Capraz baglayici reaktif olarak glutaraldehid, hekzametilen diizosiyanat, diflorodinitro
benzen, bismaleimido hekzan, distiksinil suberat sik kullanilan reaktiflerdir. Baz1 capraz
baglayici reaktiflerin formiilleri Sekil 3.12°de verilmistir. Glutaraldehit en sik kullanilan

bifonksiyonel reaktiftir. Ortamdaki konsantrasyonu %2-5 (w/w) olmalidir [39].
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Sekil 3. 12 Bazi1 bifonksiyonel reaktiflerin kimyasal formdilleri

3.1.12 Kitosan

Kitosan, yenge¢ ve karides gibi kabuklu deniz {irlinlerinin dis iskeletlerinde,
kelebeklerin kanatlarinda, mantarlarin hiicre duvarlarinda vb. bulunan dogal bir
polisakkarit olan kitinden kismi deasetilasyon yoluyla elde edilen, reaktif fonksiyonel
amino gruplarina sahip; kimyasal yap1 olarak seluloza benzeyen ve dogada selulozdan
sonra en sik rastlanan biyopolimerdir. Beyaz renkte, kokusuz ve tatsiz, yari seffaf
partikiil veya toz halinde bir madde olan kitosan sindirim enzimlerine dayaniklidir.
Buna karsin bazi bakteriler tarafindan parcalanir. Suda ¢6ziinmez. Sadece asidik
¢oziiclilerde (<6.0 pH) ¢oziiniir. Coziindiirmek igin asetik asit , formik asit, laktik asit
gibi organik asitler kullanilir. inorganik asitlerde ¢oziinme sinirlidir (% 1 hidroklorik
asitte ¢oziiniir; siilfirik ve fosforik asitte ¢oziinmez). Kitosan soliisyonlarinin pH 7.0 ve
tizerinde stabilitesi bozulur. Ayn1 sekilde oda sicakliginda uzun siire muhafaza kitosan

soliisyonlariin stabilitesini olumsuz etkilemektedir [4].

Dogal bir biyopolimer olan kitosan, 6zellikle son 50 yildir arastirmacilar i¢in ilging bir
materyal olarak yerini korumaktadir. Kitine gore birgok avantaja da sahip olan kitosan
basta gida, kozmetik, ziraat, tip, kagit ve tekstil olmak {izere birgok endiistri dalinda
kullanim alani bulmustur. In-vivo testler, kitosanin insan viicuduna herhangi bir yan
etkisi bulunmadigini biyouyumlu oldugunu gostermistir. Kitosan yara tedavisinde doku
saglanmasi i¢in oldukca yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ayrica, medikal yapay

deri, cerrahi dikis iplikleri, yapay kan damarlari, kontrollii ilag salimi, kontakt lens
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yapimi, yara bandi, sargi bezi, kolestrol kontrolii (yag baglayici), timdr inhibitord,
antifungal, antibakteriyal, ve hemostatik etki gostermesi vb. seklinde
siralanabilmektedir [40]. Sindirim enzimleri tarafindan hidrolize edilememesi, yiiksek
viskozitesi, jel olusturma ve yiiksek su baglama yetenegi vb. nedenlerle bitkisel
diyetetik liflere benzerlik gostermektedir ve canli organizmada benzer -etkiler
olusturmaktadir. Bagirsak hareketlerinin ve sindirim faaliyetlerinin diizenlenmesi,
bagirsak mikroflorasinin (bifidobakterilerin) desteklenmesi, kan kolesterol seviyesinin
diizenlenmesi (LDL kolestroliin  diisiiriilmesi, HDL kolestroliin  artirilmasi),
kanbasincinin diisiirilmesi, karaciger fonksiyonlarinin diizenlenmesi gibi fonksiyonel
etkilerinin yani sira sindirim yoluyla alindiginda ya da emilimini azaltarak (pozitif
yiikli bir bilesik olmasindan dolay1 negatif yiiklii olan yag asitlerine baglanarak) kilo
kaybini desteklemesi oldukea ilgi ¢ekmistir [4]. Kitosanin pozitif iyonik yiike sahip
olmasi bahsedilen bu 6zellikleri gostermesinde biiyiikk 6nem tasir. Kitosan kimyasal
yapisi, ucuz ve biyouyumlu olmasi sebebiyle biyosensér uygulamalarinda enzim

immobilizasyonu i¢in kullanilmaktadir [18].

3.1.12.1 Kimyasal Yapisi ve Reaksiyonu

Bir polisakkarit olan kitin kimyasal olarak 2-asetamido-2-deoksi-B-D-glukoz (N-asetil
glukozamin)'dan oluGmaktadir. Kitin'in diisiik derecede deasetilasyonu yoluyla elde
edilen  kitosan  ise  (1—4)-2-amino-2-deoksi-D-glukoz  (glukozamin)olarak
bilinmektedir. Kitosan, 3 c¢esit reaktif fonksiyonel gruba sahiptir. C-3, C-6
pozisyonunda birer hidroksil ve C-2 pozisyonunda ise bir amino grubu bulunmaktadir

[4]. Kitosanin kimyasal yapis1 Sekil 3.13'te verilmistir.

Sekil 3.13 Kitosanin Kimyasal Yapisi
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Kitosan, her tekrarlayan birimdeki primer (C-6), ve sekonder (C-3) hidroksil gruplar ile
amin (C-2) grubu olmak iizere toplam ii¢ tane reaktif gruba sahiptir. Bu reaktif gruplar
kolayca kimyasal modifikasyona ugrayabilmekte ve kitosanin mekaniksel ve fiziksel

ozellikleri ile ¢oztintirligiint degistirmektedir [40].
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BOLUM 4

NANOTEKNOLOJI

Nano” kelimesi Yunanca nannos kelimesinden gelir ve “kiigiik yasli adam veya ciice”
demektir. Giiniimiizde nano, teknik bir 6l¢ii birimi olarak kullanilir ve herhangi bir
birimin milyarda biri anlamini tagir. Genellikle ‘metre’ ile birlikte kullanilir:
Nanometre, 1 metrenin milyarda biri olgiistinde bir uzunlugu temsil eder (yaklasik
olarak ard arda dizilmis 5 ila 10 atom) [41]. insan sag telinin ¢apiin yaklasik 100.000
nanometre oldugu diisiiniiliirse ne kadar kiiclik bir 6l¢ekten bahsedildigi daha rahat

anlasilir [42] . Nanoteknolojinin kullandigi boyut araligi Sekil 4.1'de verilmistir.

Manoteknoloji arahi

01 1.0 10 100

|
w” 10" w' w’  w* 1wt 1w! 1w w? 1w’ 1w
nm mikron veya pm mm m
Angstrom (&)

Sekil 4.1 Nanoteknolojinin kullanildigi boyut araligi [43].
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Malzemenin biiylikligli nanometre Olciitlerine inildigi zaman, kuvantum davranislar
bilinen klasik davraniglarin yerini almakta ve fiziksel 6zellikleri kesikli bir degisim
gostermeye baslamaktadir. Kimyasal ve fiziksel Ozellikler, yapmin biyikligiine ve
atom yapisinin ayrintilarina, disardan sisteme baglanan yabanci bir atomun cinsine ve
yerine gore ¢ok farkli ve olaganiistii davraniglar sergilemektedirler. Soyle ki, mevcut
nanoyapiya Yyabanci bir atomun yapismasi, elektronik o&zellikleri, 0rnegin elektrik
iletkenligi farkedilebilir sekilde degistirmektedir. Bu yabanci bir atom gegis elemeti
oldugunda yapistirdigi bir nanoyapiya manyetik O6zellikler kazandirabilmektedir.
Kisaca, bir nanoyapinin fiziksel 6zellikleri, bag yapisi ve dolayist ile mukavemeti onun
biiyiikliigiine ve boyutuna bagli olarak 6nemli degisimler gdsterebilmektedir. Ornegin,
karbon atomlarindan olusan elmas kristali iyi bir yalitkan oldugu halde, bir boyutlu
karbon atom zinciri, altin ve giimis zincirlerinden bile daha iyi bir iletken
olabilmektedir. Nanobilim, nanometre 6lgiitlerinde ortaya ¢ikan bu yeni davranislari
kuvantum kurami yardimi ile anlamamizi saglar.  Nanoteknoloji ise ya yeni
nanoyapilar tasarlayip sentezlemeyi, ya da nanoyapilara yeni olaganiistii 6zellikler

kazandirmayi ve bu 6zellikleri yeni islevlerde kullanmayi amaglar [44].

Peki neden boyutlarin kiigiiltiilmesi i¢in ugras verilmektedir? Transistorlerde elektrodlar
arast mesafeye kanal genisligi denir. Kanal genisligi bir transistoriin agma kapama
hizint belirlemesi agisindan 6nemlidir. Kanal genisligi ne kadar dar ise transistor o
kadar hizli ¢alismaktadir. Buna ek olarak transistér boyutlarinin kiigiilmesiyle birlikte,
bir ¢ip i¢ine yerlestirilebilen transistor sayisi da artmaktadir. Hem daralan kanal
genisligiyle hem de artan transistor sayisiyla elektronik aygitlarin performans: kat kat
artmaktadir. Son 50 yil i¢inde arastirmacilarin minyatiirlestirme cabalarindaki
basarisinin gostergesi, 50 yil Once iiretilen tek bir transistorle ayn1 boyutlara sahip bir
¢ip icine simdilerde 100 milyon transistoriin yerlestirilebilmesidir. Dolayisiyla
elektronik aygitlarin kalbi olan transistorlerin performansindaki artis dogrudan
mikroelektronik endiistrisini etkilemektedir. Mikroelektronik endiistrisindeki yukaridan
asagiya iretim modelindeki bu hizli ilerleyisin bilimsel ve ekonomik nedenlerden
dolayr 2010-2020’ye kadar siirecegi tahmin edilmektedir. Bu gibi sinirlamalar su an
mikroelektronik endiistrisinde baskin konumdaki silisyum esash elektronik {iretime
alternatif yeni bir liretim modeli gerektirmektedir. Asagidan yukar1 (bottom-up) iiretim
modeli olarak adlandirilan bu yeni {iretim modelinde; dogadan esinlenerek, protein ve

diger makro molekiillerden biyolojik sistemlerin olusturulmasi gibi, kimyasal metotlarla
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elde edilen hassasiyetle kontrol edilip ayarlanabilen kimyasal bilesim, yapi, morfoloji
ve biiyliklikte nanoboyutlu yapi taslarinin bir araya getirilip, bunlardan fonksiyonel
aygitlarin iretilmesi hedeflenmektedir. Su an piyasada bulunan, silisyum esasli bir {iriin
olan Pentium 4 islemcilerde kanal genisligi 180 nm civarinda iken, kimyasal metotlarla
tiretilen karbon nanotiiplerden olusan organik bir transistorde bu mesafe 1-2 nm

civarindadir [45].

Transistor teknolojisindeki gelisimden de anlasilabilecegi gibi nanoteknolojinin
biyosensor teknolojisi ile birlesmesi, makro boyutta iretilen sensorlerin
minyatiirlesmesini saglar. Kullanilan nanomateryaller sayesinde sensoriin duyarliligi,
hassasiyeti, 6l¢lim aralig1, kullanim 0mrii ve cevap siiresi gibi parametrelerin gelismesi
ve diisiik maliyetli sensorlerin iiretilmesi saglanir. Nanoteknolojinin sensor teknolojisi
ile birlikte gelismesi bu acidan énemlidir. Bu sebeple son yillarda yapilan biyosensor

calismalarinda nanomateryaller ve nanoteknolojik yontemler uygulanmaktadir.

Nanomalzemeler, 0-boyutlu, 1- boyutlu ve 2- boyutlu olmak tizere 3 grupta incelenir
[46]. izotropik kiireler, yirmiyiizliiler (icosahedrons) ve kiipler 0-boyutlu nanomateryal
olarak smiflandirilabilir. Bunlar nanodiinyasinda en 1iyi bilinen sekillerdir.

Yariiletkenler, nanokiireler ve C60 bu gruptadir. Cubuklar, poligon seklindeki silindirler

ve teller 1-boyutlu nanomateryallerin 6rnekleridir. 2- boyutlu nanomateryallere ise Ince
filmler gibi ¢ogunlukla optik kaplamalarda, korozyon korunmasinda ve yari iletken ince
film cihazlarda kullanilan nanomateryaller 6rnek verilebilir [47]. 1D nanomateryal olan
ZnO nanorodlar sahip oldugu olaganiistii materyal Ozellikleri ve elektronik, optik,

fotonik performansi sayesinde genis kullanim alanina sahiptir [46].
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Nanopartikiil Nanorod dizisi

& I
e

Sekil 4.2 Nanopartikiil ve nanorodlarda elektron transferi [47].

Nanorodlar elektron transferini giiclendirmek i¢in biiyiik bir potansiyele sahiptir. Sekil
4.2°den de goriildiigii gibi partikiil diizeninde elektron bir partikiilden digerine gegerek
kars1 tarafa ulasir. Bu da elektronlarin daha zor ve uzun bir zamanda transfer edilmesine
neden olur. Ancak nanorod diizeninde elektron ¢ok daha rahat bir sekilde transfer edilir.
Bunun sonucu olarak ZnO nanorod basta giines pillerinde olmak iizere benzer uygulama
alanlarinda gelecek vadeden bir materyaldir. ZnO ¢ok fazla ¢aba gerektirmeden degisik
sentez metotlart kullanilarak farkli kristal yapilarinda sentezlenebilme Ozelligine

sahiptir [47].

4.1 Nanoyapilarin Sentezleme Teknikleri

Farkli boyut ve kalitedeki nanoyapilarin elde edilebilmesi i¢in farkli iiretim hizi ve
maliyete sahip birgok sentez yontemi bulunmaktadir. Bu yontemler yukaridan-asagrya
ve asagidan-yukarrya olmak tizere iki kategoriye ayrilabilir. Yukaridan- asagiya
tekniklerinde nanoyapilar, kiilge malzemenin fiziksel ya da kimyasal olarak
islenmesiyle istenilen boyutta elde edilir. Asagidan-yukariya biiyiitme teknikleri, atom

ya da molekiillerden baslayarak nanoyapilarin sentezlenmesini saglar. Fiziksel buhar
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¢coktirme (Physical Vapor Deposition-PVD), kimyasal buhar ¢oktiirme (Chemical
Vapor Deposition-CVD) ve sol-gel bu yontemlerden en yaygin kullanilanlardir [48].

4.1.1 Fiziksel Buhar Coktiirme (PVD)

PVD yonteminde c¢oktiirilmek istenen malzeme kati fazdan buhar fazina, termal
buharlastirma ya da sigratma gibi metotlarla donistiiriiliir. Buhar, kaynaktan altlik
tizerine taginir ve altlik lizerinde yogunlasir. Termal buharlagtirmada kaynak malzeme
bir pota igerisine yerlestirilir ve vakum ortaminda erime noktasina kadar 1sitilarak buhar
haline getirilir. Sigratma metodunda ise kaynak olarak bir hedef kullanilir. Vakum
ortaminda yiiksek enerjili iyonlar iiretilir ve hedefle ¢arpistirilir. Uyarim sonucunda

atom ya da molekiiller hedeften ¢ikarak altlik tizerinde birikir [48].

4.1.2 Kimyasal Buhar Coktiirme (CVD)

CVD, nanoyapilarin sentezlenmesinde oldukc¢a yaygin olarak kullanilan bir tekniktir.
Tipik bir CVD siirecinde, tasiyici asal gazlarla seyreltilen reaktan gazlar ya da baslangig
maddeleri reaksiyon hiicresine girer. Siire¢ ve ¢alisma kosullarina bagli olarak reaktan
gazlar arasinda ylizeye carpmadan Once, buhar fazinda homojen kimyasal reaksiyonlar
gerceklesir ve daha diisiik sicaklik bolgesinde bulunan altlik ilizerinde yogunlagsma
stirect ile bir film sekillenir. Reaksiyon kimyas1 ve ¢oktiirme sartlarinin kontroliiyle ¢ok
farkli morfolojilerde yapilar elde edilebilir. Istenen yapinin biiyiitiilebilmesi igin
sicaklik, basing, baslangic konsantrasyonlari, akis hizi ve reaktor geometrisi gibi
parametrelerin kontrol edilmesi gerekmektedir. Bu kategori igerisinde Buhar-Sivi-Kati
(Vapor-Liquid-Solid-VLS) ve Buhar-Kati (Vapor-Solid-VS) yontemleri genis bir yere
sahiptir. VLS mekanizmasinda buhar haldeki malzeme asal bir gazla daha disik
sicakliktaki altlik {izerine tasinarak ¢ekirdeklenir, ¢oker ve biiyiir. Biiyilitme islemi icin
altlik tizerine kaplanmis bir katalizor sayesinde g¢ekirdeklenme damlaciklar halindeki
katalizor tizerinde gerceklesir. Katalizor yiizeyinde adsorbe olmus malzeme doyuma
ulastiginda ¢okme ve biliylime gergeklesir. Yapilarin boyutlar1 kullanilan katalizoriin
boyutuna baglidir. VS yonteminde nanoyapilar katalizér kullanilmadan, direkt olarak
buhar fazindan daha diisiik sicaklikta tutulan altlik {izerinde yogunlasirlar. Literatiirde
VLS ve VS yontemleriyle biiyiitiilmis tel, serit, kemer, tiip gibi degisik morfolojilerde
ZnO nanoyapilara siklikla rastlanmaktadir [48].
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CVD ve PVD yontemleri yiiksek sicaklik ve diisiik basinglarda ¢alismay1 gerektiren,
kullanilan cihazlar nedeniyle maliyeti olduk¢a yiiksek ve az miktarda malzemenin elde
edilebildigi yontemlerdir. Ayrica CVD yonteminde baslangic maddeleri ¢ogu zaman
tehlikeli ve zehirlidir. Degisik morfolojilerde nanoyapilar elde etmek miimkiindiir,

ancak yontemin c¢ok fazla parametre icermesi nedeniyle ¢ok kontrollii ¢alisiimalidir

[48].

4.1.3 Sol- gel Yontemi

Sol-gel yontemi ise alkoksit bazli baslangic maddelerinin hidroliz ve yogunlagma
reaksiyonlartyla, klasik yiiksek sicaklik yontemlerine kiyasla daha saf ve homojen

malzemelerin diisiik sicakliklarda {iretimini saglar [48].

4.2 Cinko Oksit'in Ozellikleri

Cinko oksit (ZnO) I1I-VI grubu vyariiletkenlerin 6nemli bir {yesidir [47]. Oda
sicakliginda 3,4eV genis iletim bant araligina ve 60meV gibi biiyiik bir baglanma
enerjisine, 0,4- 2u optik dalga boyu araliginda yiiksek gegirgenlige sahiptir. 3,4eV daha
biiyiik iletim bant araligina sahip bilesikler bulunsa da, 60meV gibi bir baglanma
enerjisi degerine sahip olmasi, optik pompalama i¢in diisiik esik degerine sahip olmasi,
radyasyon direnci ve biyo-uyumlulugu gibi 6zellikleriyle bir¢ok aygit yapimi igin ideal
bir adaydir. Ergime noktas1 yaklasik 1975°C, atom agirligi 81.408 g/mol, yogunlugu
5.606 g/cm3 ve 1s1 kapasitesi 40,3J/mol K’dir. Hekzagonal kristal yapidaki ZnO’nun
sematik goriinimii  Sekil 4.3’de verilmektedir [43]. Elektronik, optik ve fotonik
ozelliklerinden dolayr ZnO nanorodlarin, UV-lazer, LED, gilines pilleri,
nanojeneratorler, gaz sensorleri, fotodedektorler, ve fotokatalist olarak kullanimi ilgi

cekmektedir [46].
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Sekil 4.3 Hekzagonal ZnO yapisi [43].

Vurtzit yapt a ve ¢ olan iki 6rgii parametreleri ile hekzagonal birim hiicreye sahiptir
(c/a= 8/ 3 =1.633) [49]. ZnO'in fiziksel 6zellikleri Cizelge 4.1'de verilmistir.

Cizelge 4.1 ZnO'in fiziksel 6zellikleri [45]

ZnQ’in fiziksel ozellikleri

Orgii Yapist Hegzagonal Wurtzit

Orgii Sabiti a=3.24A , c=5.13 A c¢/a=1.60
Molekiil agirhigi Zn=65.38 , 0=16 , Zn0O=81.38
Yogunlugu 5.66gr/cm?

Erime noktasi 1975 C°

Yasak enerji araligi 3.436 eV (0 K°), 3.20 eV (300 K°)
Eksiton baglanma enerjisi 60 meV

Orgii enerjisi 965Kcal/mol
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4.3 Cinko Oksit Nanorod Sentez Mekanizmasi

ZnO nanorod bir yiizeyden bagimsiz ya da bagimli olarak biiyiitilebilir ve yiizey
tizerinde sirali dikey biiylimesi fotokatalitik uygulamalarda avantaj saglar. ZnO kristal
yapisinin anizotropisi nanorod biiyiimesini desteklemektedir. Nanorodlarin anizotropik
biiyiimesi [0 0 0 2] yoniinde c-eksen boyunca yer alir. Hidrotermal kosullarda biiyiime
hizlar1 V(0001) > V(1011) >V(1010) seklinde degisik yonlerde olur [46].

ZnO kristalinin ¢gogunlukla c-eksen [0 0 0 2] yonelimli biiyiimesinin sebebi, hegzagonal
¢ubugun [0 0 0 1] bazal diizleminin polar olmasidir. Dolayisiyla diger diizlemlere
oranla yiiksek yiizey enerjisine sahiptir [50]. ZnO nanorodlarin silisyum yiizey iizerinde

VS metodu ile biiylime mekanizmasi Sekil 4.4'te verilmistir.

Sekil 4.4 Si yiizey tizerinde VS metodu ile ZnO nanorodlarin biiyiime mekanizmasinin
sematik gosterimi [51].
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4.4 ZnO Nanorodlarin Sentez Metotlar:

4.4.1 Elektrokaplama Metodu

Elektrokaplama ZnO nanopargaciklarin ince filmler halinde elde edilmesinde kullanilan
yaygin metodlardan bir tanesidir. Baslangi¢c maddelerini igeren ¢dzelti i¢erisinde oksijen
¢oziilmesi ve ardindan voltaj uygulanmasiyla ZnO film halinde biiyiitiilmektedir. Bu
metotta akim yogunlugu, kaplama zamani ve banyo sicakligi gibi parametreler
degistirilerek farkli ¢aplarda ve boyutlarda ZnO yapilar elde edilebilmektedir. Ayrica
band aralig1 da elektrokaplama potansiyeline bagli olarak degismekte ve potansiyelin
arttirllmasiyla band araligi artmaktadir. Bu metod kullanilarak nanogézenekli ZnO,

nanokolumnar (kolon bi¢imli) ZnO, ZnO nanorod filmleri elde edilmektedir [47].

4.4.2 Buhar-Sivi-Kat1 (VLS) Metodu

ZnO nanoyapilarin sentezinde kullanilan diger bir yontem de buhar-sivi-kat1 (vapor-
liquid-solid, VLS) prosesidir. Bu proses 1960’11 yillarda mikrometre mertebesinde
whiskler iiretmek icin Wagner ve Ellies tarafindan gelistirildi [52]. Tipik bir VLS
prosesi bir metal katalizoriin nanoboyutlardaki sivi damlacaginda gaz fazindaki
reaktantlarin ¢oziilmesiyle baslamaktadir. VLS prosesi yaygin bir sekilde ZnO

nanorodlar ve nanoteller hazirlanmasinda kullanilmaktadir [47].

4.4.3 Kimyasal Banyo Kaplama (CBD) Metodu

Kimyasal banyo kaplama (CBD) metodu ile ZnO nanorodlar elde edilmektedir. Diger
film kaplama yontemleriyle kiyaslandiginda, bu yontem basit, yeniden fretilebilirlik,
kirletici olmayan ve ekonomik bir yontemdir. Ayrica kompleks ekipmanlar

gerektirmeden biiyiik miktarlarda ince filmler olusturma 6zelligine sahiptir [47].

4.4.4 Metal-Organik Kimyasal Buhar Kaplama (MOCVD)

Bir diger yontem de metal-organik kimyasal buhar kaplama (MOCVD) yontemidir. Bu
yontem yariiletken ince filmlerin proseslerinde yaygin olarak kullanilmakta ve ayrica
ZnO nanorodlar biiyiitmek icin de kullanilmaktadir. ZnO ince film ve kuantum
noktalarin MOCVD kullanilarak kolaylikla hazirlanmasina ragmen, ZnO nanorodlarin

bu yontemle biiyiitiilmesi son zamanlarda daha ¢ok gergeklestirildi [47]. Yi ve ekibi
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katalizor kullanmadan MOCVD yo6ntemini ZnO nanorod ve nanoneedle biiyiitmek i¢in
kulland1 [53]. Bu bulgudan sonra MOCVD yo6ntemine dayali benzer ¢aligmalar degisik
gruplar tarafindan yapilmaktadir [47].

4.4.5 Sol-gel Metodu

Tek boyutlu nanoyapilar elde etmek i¢in kullanilan bir yontem de sol-jel teknigidir [47].

4.4.6 Mikrodalga Isitma Metodu

Son yillarda ZnO nanoyapilarin sentezin de mikrodalga 1sitma yontemi kullanilmaya
baslanmaktadir. Bu yontem kullanilarak ZnO nanotiipler, ¢icege benzer (flower-like) ve
igneye benzer (needle-like) seklinde ZnO yapilar, nanorod, ve diger farkli ZnO
kristallerin sentezinde kullanilmaktadir [47].

4.4.7 Hidrotermal Sentez Metodu

Hidrotermal metod toz halinde ZnO nanoyapilar hazirlanmasinda yaygin olarak
kullanilan bir metottur. Bu metot ile ZnO nanorodlar, nanopartikiil ve nanoyapraklar,
ZnO nanoteller ve nanokusaklar, ZnO ¢i¢ek goriinimli (flower) yapilar elde

edilmektedir [47].

Hidrotermal metot ¢ogunlukla 1D nanomateryallerin sentezinde kullanilmaktadir. Diger
yontemlerle kiyaslandiginda hidrotermal yontemle olusturulmus ZnO nanorodlar
oksijen bosluklarindan dolay1 kristal bozukluklarina sahiptir ve sahip olduklart bu dogal
bozuklular ile ge¢is metalleriyle katkilandirilmadan fotokatalitik goriintir 151k
sergileyebilmektedir. Hidrotermal metotla ylizey {iizerinde ZnO nanorod biiylimesi

asagidaki basamaklari takip eder.

A. ZnO nanopartikiilleri ince tabaka ylizey tizerinde c¢ekirdeklenir. Cekirdek
tabakasi, azalan termodinamik bariyerden dolayr nanorodlarin biiylimesinin

¢ekirdeklenmesini destekler.

B. Alkali reaktifler (NaOH ya da HMT gibi) ve Zn®* tuzunun (Zn(NOs),, ZnCl,,

gibi) sulu ¢ozeltisi Onciil olarak kullanilir.
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C. ZnO g¢ekirdeklenen yiizey belirli bir sicaklik ve zamanda biiylime ¢ozeltisinde

tutulur.

D. Son olarak olusan yiizey yikanir ve kurutulur.

HMT ve Zn(NOs), onciil olarak segildiginde, kimyasal rekasiyon asagidaki esitliklerle

Ozetlenebilir. Bozulma reaksiyonu:

(CH2)6N4 + 6H,0 —— 6HCHO + 4NH3; (1)
Hidrotermal besleme reaksiyonu:

NH; +H;0 «—— NHy+ +OH (2)
Asirt doygunluk reaksiyonu:

20H +Zn** —— Zn(OH); (3)
ZnO nanorod bliylime reaksiyonu:

Zn(OH)?"— ZnO + H,0 (4)

ZnO nanorodlarin biiylime parametrelerinden biri olan reaktanlarin asir1 doygunlugu,
kontrol edilebilmektedir. Yiiksek asirt doygunluk diizeyleri kristal biiylimesini
desteklemektedir. Eger kisa zamanda hidroksil iyonu fazla olursa, ¢ozeltideki ¢inko
iyonlar1 yiiksek pH'dan dolay1 ¢okmekte ve ZnO nanorod iiretiminde ¢inko iyonlarinin
etkisi azalmaktadir. Besleyici maddenin hizli tiiketimi daha fazla nanorod iiretimini
onlemektedir. Cozeltideki hidroksil iyonu konsantrasyonu biitlin nanorod iiretimi

boyunca diisiik asir1 doygunluk saglanmast i¢in kontrol edilmelidir [46].

ZnO nanorodlarin hidrotermal sentezinde HMT disinda ortama hidroksil iyonu saglayan
NaOH, KOH, veya Na,COs gibi reaktifler de mevcuttur. ZnO nanorodlarin sentezinde
alkali reaktif olarak NaOH, KOH, ya da Na,COj segilirse reaksiyon sicakligi artar
(>100°C) ve teflon-kapli pas tutmayan otoklav iginde basing olusturulmasiyla
nanorodlar sentezlenir. HMTA, amonyum ya da etilendiamin alkali reaktif olarak

secilirse diisiik sicakliklarda (<100°C) ve atmosferik kosullarda ZnO nanorodlar
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sentezlenir. HMTA reaksiyon sirasinda bir ¢ok gorev iistlenmektedir. Birincisi, HMTA
termal bozunma ile ¢oktiirme reaksiyonu igin hidroksil iyonu saglamasidir. ikincisi,
HMTA termal bozunma sirasinda azalan hidroksil iyonlarina kars1 pH tamponu gorevi
gormesidir. HMTA'nin hidroliz oran1 artan pH ile ters bir etki ile azalir. Ugiinciisii,
HMTA ZnO nanorodlarin polar olmayan yiizeylerine tutunarak onlar1 ¢inko iyonlarini

(001) polar yiizeyinden epitaksiyel biiyiime igin korumasidir [46].
4.5 Glukoz Tayininde Kullanilan Biyomateryallere Genel Bakis

4.5.1 Glukoz Oksidaz

Glukoz oksidaz enzimi glukozun molekiiler oksijen ile ylikseltgenip glukono- é-lakton
(glukono-1,5-lakton) ve hidrojen peroksidin (H,O2) olustugu reaksiyonu katalizler.
Lakton sulu ortamda herhangi bir enzime ihtiya¢ duymaksizin hidroliz olarak glukonik

aside doniisiir [6].

Glukoz Oksidaz
Glukoz + O, » Glukonik asit + H,0O,

4.5.2 Kitosan

Kitosan, kitinden kismi deasetilasyon yoluyla elde edilen, reaktif fonksiyonel amino
gruplarina sahip; kimyasal yapi1 olarak seluloza benzeyen dogal bir biyopolimerdir. Tez
calismamizda kitosan, glukoz oksidaz enziminin elektrot ylizeyine daha 1iyi
immobilizasyonunu saglamak ve elektrot yiizeyinden enzim kaybini onlemek igin

kullanilmistir. Kitosanin kimyasal yapis1 Sekil 4.5'te verilmistir.

CHION CHAOMN
" - -0 ~ | (N S Q
M S H

N\, oH H/ S o "n/
/ N N\

" NH2 " Nl

Sekil 4.5 Kitosanin kimyasal yapisi [54]
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4.5.3 Cinko Oksit Nanorod

ZnO nanorodlar, yiiksek spesifik yiizey alani, toksik olmamasi, Kkimyasal stabilitesi,
elektrokimyasal aktivitesi, yiiksek elektron iletkenligine sahiptir. Ayrica yaklasik 9.5'lik
yiiksek izoelektrik noktasi sayesinde proteinlerin ZnO nanorod ylizeyine elektrostatik
olarak immobilize olmasini saglamaktadir [12]. Bu ozellikleri sebebiyle biyosensor

uygulamalarinda genis kullanim alanina sahiptir.

62



BOLUM 5

MATERYAL VE METOD

5.1 Kullanilan Cihazlar

Cozeltilerin potansiyel 6l¢iimleri ORION 4 Star Benchtop pH-iyonmetre ile yapildi. pH
Olctimleri ise; Sartorius PB-11 pH metre kullanildi. Referans elektrot olarak ¢ift temaslh
giimiig-glimiis kloriir elektrot kullanildi (Orion 90-02). Bu elektroda i¢ dolgu ¢ozeltileri
olarak ORION 900002 ve 900003 katalog numarali ¢ozeltiler dolduruldu. Cozelti
ilaveleri i¢in Brand marka mikropipetler kullanildi. Calismalar siiresince kullanilan
bidestile su PURELAB Classic cihazi kullanilarak temin edildi. Hazirlanan ¢inko oksit
nanorodlar, Yildiz Teknik Universitesi Merkez Laboratuvari'nda bulunan EVO LS-10
Zeiss markali Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) kullanilarak goriintiilendi.

5.2 Kullanilan Numuneler

5.2.1 Serum Numunesi

Yildiz Teknik Universitesi Saglik Merkezi’nden temin edilmistir.

5.3 Kullanilan Enzimler

Caligmada kullanilan glukoz oksidaz enziminin numarasi, elde edildigi kaynak ve temin

edildigi firma Cizelge 5.1°de verildi.
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Cizelge 5.1. Glukoz oksidaz enziminin numarassi, kaynagi ve temin edildigi firma

Enzimin Ad1 Numarasi Kaynagi Firmas1

Glukoz oksidaz
21200 Units/g E.C.11.34 Aspergillus niger Sigma

5.4 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan D-(+)- glukoz monohidrat, kitosan, L-askorbik asit, sodyum fosfat
dibazik ve sodyum fosfat monobazik Sigma’dan; iirik asit Fluka’dan, nanorod sentezi
icin kullanilan hekzametilentetramin ve ¢inko nitrat tetrahidrat Merck’den temin edildi

ve saflastirilmadan kullanildi.

5.5 Kullanilan Cozeltiler

5.5.1 0.1M Fosfat Tamponu Cozeltisi (pH 6.5, 7.2 ve 7.4)

Monobazik sodyum fosfat (NaH,PO.) ¢ozeltisi: 1.1998 g NaH,PO, hassas terazide
tartildiktan sonra suda ¢oziliip hacmi bidestile su ile 100 mL'ye tamamalanarak 0.1
M'lik stok ¢ozeltisi hazirlandi. 1.4196 g Nap;HPOQO, tartilarak bir miktar suda ¢6ziildiikten
sonra, daha Once hazirlanan 0.1M'llk monobazik sodyum fosfat ¢ozeltisi ile
karistirilarak ¢ozeltinin pH's1 6.5, 7.2 ve 7.4 olarak ayarlandiktan sonra ¢ozelti hacmi
100 mL'ye tamamlandi. Tampon ¢o6zeltiler kullanilmadiklar1 zaman buzdolabinda

saklandi.

5.5.2 Glukoz oksidaz (GOD) Enzim Cozeltisi

10mg glukoz oksidaz enzimi, 1 mL 0.1M fosfat tamponunda (pH 7.4) ¢oziilerek

hazirlandi. Hazirlanan enzim ¢6zeltisi kullanilmadigi zaman -20°C'de saklandi.

5.5.3 Kitosan Cozeltisi

50 mg kitosan, 10 mL %1" lik asetik asit ¢ozeltisinde oda sicakliginda 3 saat
karigtirllarak %5'lik kitosan ¢o6zeltisi hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltinin pH'st  0.1M
NaOH cozeltisiyle 7.4' e ayarlandi. Hazirlanan ¢ozelti kullanilmadigi zaman +4°C'de

saklandi.
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5.5.4 ZnO Nanorod/Kitosan Cozeltisi

2 mg ZnO nanorod, 1 mL kitosan ¢ozeltisine (5.5.3'te belirtildigi sekilde hazirlanan)
eklenerek vortekslenerek karistirildi. Hazirlanan ¢ozelti kullanilmadigi zaman +4°C'de

saklandi.

5.5.5 GOD/Kitosan Cozeltisi

1 mL kitosan ¢ozeltisine (5.5.3'te belirtildigi sekilde hazirlanan) 0.4 mL GOD enzim
cozeltisi (5.5.2'de belirtildigi sekilde hazirlanan) eklenerek hazirlandi. Hazirlanan

¢ozelti kullanilmadig1 zaman -20°C'de saklandi.

5.5.6 Glukoz Cozeltileri

49542 g glukoz bidestile suda ¢oziiliip hacmi 25 mL’ye tamamlanarak 1.0 M’lik
¢ozeltisi hazirlandiktan sonra gerekli seyreltmeler yapilarak 1.0x107-1.0x10™M
konsantrasyon araliginda stok glukoz ¢ozeltileri hazirlandi.

Glukoz tayini i¢in kalibrasyon cozeltileri: Kalibrasyon egrilerinin g¢izilmesi igin

kullanilan glukoz ¢o6zeltileri Cizelge 5.2°de belirtildigi sekilde hazirlanmustir.
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Cizelge 5.2 Glukoz kalibrasyon ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Hazirlanan 0.1M
Glukoz . Fosfat
Cozeltileri | Ilave edilen stok glukoz ¢ozelti miktar: (mL) Tamponu
(M) (mL)
1.0 1.0x10" | 1.0x10% | 1.0x10° | 1.0x10"
1.0x107 2.5 2.5
5.0x107 1.25 2.5
2.5x10 0.625 2.5
1.0x107° 25 2.5
5.0x10° 1.25 2.5
2.5x10° 0.625 2.5
1.0x107 2.5 2.5
5.0x10™ 1.25 2.5
2.5x10™ 0.625 2.5
1.0x10™ 25 2.5
5.0x10™ 1.25 25
2.5x107 0.625 2.5
1.0x10° 2.5 2.5

Saf su ilave edilerek ¢ozeltiler belirlenen optimum pH’a ayarlanarak ¢ozelti hacmi
25.0 mL’ye tamamlandi.
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5.5.7 Standart Katma Yoéntemi ile Serumda Glukoz Tayini i¢in Kullamlan

Cozeltiler

Standart katma yontemiyle, ¢inko oksit nanorod ve kitosan kullanilarak hazirlamig
oldugumuz glukoz biyosensorii ile insan serum Orneginde glukozun tayini igin

kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi Cizelge 5.3’de verildi.

Cizelge 5.3 Glukoz ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Cozelti No
1 2 3 4 )
flave edilen 10°M
glukoz ¢ozeltisi 0 0.1 0.2 0.4 0.6
(mL)
0.1 M Fosfat
tamponu (pH 6.5) 25 25 2.5 25 2.5
(mL)
Serum (puL) 200 200 200 200 200
Saf su ilave edilerek ¢ozeltiler belirlenen optimum pH’a ayarlanarak
¢oOzelti hacmi 25.0 mL’ye tamamlandi.

5.6 Glukoz Biyosensorleri

5.6.1 Glukoz Biyosensoérlerinin Hazirlanmasi

Glimiis tel kullanilarak hazirlanmis ¢inko oksit nanorodlara glukoz oksidaz enzimini
immobilize ederek (Biyosensor G) ve glukoz oksidaz enziminin nanorod yiizeyine daha
iyi immobilize olmasini saglamak i¢in kitosan kullanilarak (Biyosensoér GK) iki gesit
glukoz biyosensorii hazirlanmistir. Her iki biyosensor hazirlanmadan once ilk olarak

c¢inko oksit nanorod hazirlanmistir.

5.6.1.1 Hidrotermal Yoéntemle Cinko Oksit Nanorod Hazirlamisi

Cinko oksit nanorodlar bir ylizeye (glimiis, altin tel veya levha, vb.) bagimli veya
yiizeyden bagimsiz olarak olusturulabilir. Tez calismamizda her iki yontemle ZnO

nanorod {iretimi gergeklestirilmistir.
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Glimiis tel aseton, etanol ve saf suda yikandiktan sonra 25'er mL hacimlerde 0.025M
Zn(NOs), ve 0.025M hekzametilen tetraminin (HMT) karistirilip hazirlanmasindan
olusan 95°C'deki ¢ozeltiye daldirilidi ve ¢ozeltinin buharlagmasi i¢in yaklasik 2-4 saat
bekletildi. Giimiis tel yiizeyinde beyaz renkli tabakanin goriilmesi, ZnO nanorodlarin
olustugunu gostermektedir. Kaplanan tel saf su ile yikandi ve oda sicakliginda 5 dak.
bekletilerek kurumasi saglandi. Olusan nanorodlarin SEM goriintiisii alinarak

kaplamanin en iyi sekilde gergeklestiginden emin olundu (Sekil5.1).

WD =12.0 mm Mag= 5.00KX  EHT=12.00kV

>

Sekil5.1 Nanorodlarin SEM goriintiisii.

5.6.1.2 Biyosensor G'nin Hazirlanmasi

ZnO nanorod kaplanmis giimiis tel, 0.1M fosfat tamponunda (pH 7.4) 5 dak.
bekletilerek nanorod iizerinde hidrofilik yiizeylerin olusmasi saglandi. Daha sonra
nanorod kapli glimiis tel, 10mg/mL glukoz oksidaz enzimi (pH 7.4) c¢ozeltisine
daldirilarak 1 saat bekletildikten sonra enzimin nanorod yiizeyine elektrostatik olarak
immobilize olmasi1 saglandi. Enzim immobilize olmus glukoz biyosensorii (Biyosensor
G) +4°C'de 5 dakika bekletilerek kurutuldu. Biyosensér G'nin hazirlanmasi sematik
olarak Sekil5.2'de goriilmektedir.
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Nanorod GOD enzim +4°C' de 5 dak.
kaplama immobilizasyonu kurutma ve 6l¢iim

[ » [
> > »

Gilimiis tel ZnO nanorod kapl

giimiis tel

Sekil 5.2 Biyosensor G'nin hazirlanma semasi

5.6.1.3 Biyosensor GK'nin Hazirlanmasi

Biyosensor GK'nin hazirlanmasi i¢in, boliim 5.6.1.1'de belirtildigi sekilde hazirlanan
ZnO nanorod kapl glimiis tel kullanilmigtir. Ayrica ZnO nanorodlarin ayni sartlarda
yiizeyden bagimsiz olarak iiretimi gerceklestirilmistir. Bu amagla 25'er mL hacimlerde
0.025M Zn(NOg3), ve 0.025M hekzametilen tetraminin (HMT) Kkaristirilip
hazirlanmasindan olusan 95°C'deki ¢Ozelti tamamen buharlastirilarak beherin dibinde

kaplanmis beyaz renkli ZnO nanorod tabakasi kazinarak alinmistir.

Bolim 5.6.1.1'de belirtildigi sekilde hazirlanan ZnO nanorod kaph giimiis tel, 0.1M
fosfat tamponunda (pH 7.4) 5 dakika bekletilereck nanorod {izerinde hidrofilik
yiizeylerin olusmas1 saglandi. Daha sonra nanorod kapli giimiis tel, 10mg/mL glukoz
oksidaz enzimi (pH 7.4) ¢ozeltisine daldirilarak 30 dak. bekletildikten sonra enzimin
nanorod yiizeyine elektrostatik olarak immobilize olmasi saglandi. Daha sonra elektrot,
1 mL kitosan ¢ozeltisi icinde 2 mg ZnO nanorodun karistirilmasiyla elde edilen
cozeltide (Bolim 5.5.4) 15 dak. bekletilerek ZnO nanorod partikiillerinin elektrot
yilizeyine tekrar tutunmasi Ve ylizeyin kitosan tabakasiyla kaplanmasi gergeklestirildi.
Boylece, hazirlamis oldugumuz biyosensér GK'nin iletkenliginin daha da artmasi ve
GOD enzimin yilizeye daha iyi immobilize olmasi saglanmis oldu. Hazirlanan
biyosensor GK, +4°C'de 15 dakika bekletilerek kurutuldu. Kuruyan biyosensor GK , 15
dak. siiresince 0.4mL GOD (10 mg/mL) / 1 mL kitosan igeren ¢ozeltide (Boliim 5.5.5)
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bekletildi. Son olarak kurumasi i¢in +4°C'de 15 dakika bekletildi. Biyosensér GK' nin

hazirlanig1 Sekil 5.3'de sematik olarak goriilmektedir.

kitosan/ nanorod

Nanorod .
kapl GOD enzim cozeltisinde
aplama immobilizasvonu bekletme
Glimiis tel ZnO nanorod kaplt
giimiis tel
+4°0" de 15 kltOSZ?n./GOD +4°C' de 15
dak. kurutma ¢ozeltisinde dak. kurutma ve
bekletme Ol¢tim

v

v

v

Sekil 5.3 Biyosensér GK'nin hazirlanma semasi

5.6.2 Glukoz Biyosensorlerinin Calisma Araliklarinin ve Egimlerinin Belirlenmesi

Iki farkli islemle hazirlanan glukoz biyosensdrlerinin analitik &zelliklerini incelemek
amact ile asagida verilen elektrokimyasal hiicreler olusturuldu ve sicaklik 25.0 +

1.0°C’ta ayarlandu.

Referans elekerot / deney ¢ozeltisi / kitosan IGOD/ZnO nanorod kapl giimiis tel | Ag;AgCI

Referans elektrot / deney ¢izeltisi /GOD/ ZnO nanorod kapl giimiis tel | Ag;AgCI

Elektrokimyasal hiicredeki glukoz ¢ozeltilerinin konsantrasyonu 1.0x10™7 - 1.0x10°M
arasinda degistirilidi. Glukoz ¢ozeltilerinin pH’lar1 fosfat tamponu ile optimum pH’a

ayarlandi ve hazirlanan elektrotlar i¢in ayr1 ayr hiicre potansiyelleri kaydedildi. Her bir
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elektrot igin log[glukoz]’a karsi potansiyel degerleri (mV) grafige gecirildi ve

biyosensorlerin ¢aligma aralig1 ve egimleri belirlendi.

5.6.3 Glukoz Biyosensorlerinin Performansina Etki Eden Faktorlerin Belirlenmesi

Hazirlanan glukoz biyosensorlerinin (Biyosensor G ve Biyosensor GK) cevabi {izerine
tampon konsantrasyonunun, pH’nin, sicakligin, karistirma hizinin  etkisi,

tekrarlanabilirligi, cevap siiresi, girisim etkisi belirlenerek raf dmrii tayin edildi.
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BOLUM 6

ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

6.1 Glukoz Biyosensoriiniin Kalibrasyon Grafigi

Glukoz biyosensorlerin her biri igin kalibrasyon grafigi Sekil 6.1 ve Sekil 6.2'de
gorildigi gibi glukoz ¢ozeltilerinde ¢izildi. Biyosensorler igin kalibrasyon grafiginden

caligma araliklar1 ve egimleri belirlendi (Cizelge 6.1).

OBiyosensor G o ©

O
S\ 120 o)
é 100 @)

w 8o - @)

o
60 ogo0oO0 ©

log [glukoz]

Sekil 6.1 Biyosensor G'nin kalibrasyon grafigi
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Sekil 6.2 Biyosensér GK'nin kalibrasyon grafigi

Cizelge 6.1 25,0+1,0°C’da hazirlanan glukoz biyosensorlerinin egimi ve ¢alisma araliklari

Biyosensor adi Egim, (mV/p|glukoz]) Calisma arahg (M)
Biyosensér G 42.40 1.0x10" - 1.0x107
Biyosensér GK 44.62 1.0x10" - 1.0x107

Wu ve arkadaslar1 (2007) platin elektot iizerine kitosan, altin nanopartikiil ve glukoz
oksidaz enziminden olusan ¢oklu tabaka filmlerini modifiye ederek gelistirdikleri
amperometrik glukoz biyosensdriiniin calisma arahgmi 5x10™ M-1.6x10% M olarak
tespit etmislerdir [55]. Cift¢i ve arkadaslar1 (2013) potansiyometrik glukoz tayini igin
elekrokimyasal yontemle gelistirdikleri poly (3-aminophenyl boronic acid-co-3-
octylthiophene) (PAPBAQOT) organik elektrotun ¢aligma araligini 5x10° M- 5x10% M
olarak belirlemislerdir [56]. Yang ve arkadaslar1 (2010) ¢inko oksit nanorod kullanarak
gelistirdikleri amperometrik glukoz biyosensoriiniin 0.01-0.25 mM ile 0.3-0.7 mM
olmak tiizere iki aralikta cevap verdigini ancak 0.3-0.7 mM araliginda sensor
duyarliliginin  daha iyi oldugunu belirtmiglerdir [12]. Bizim gelistirdigimiz ve
Biyosensor G ve Biyosensor GK olarak adlandirdigimiz her iki potansiyometrik glukoz
biyosensdrlerinin calisma araligi 1.0x107-1.0x10°M olarak bulundu. Literatiirdeki
calismalarla karsilastirildiginda  sensorlerin - genis bir aralikta cevap verdigi

goriilmektedir.
73



6.2 Tampon Konsantrasyonunun Etkisi

Glukoz biyosensorlerinin performansina tampon konsantrasyonunun etkisini incelemek
icin 5 farkli konsantrasyonda(4, 5, 6, 10 ve 20 mM) fosfat tamponu kullanilarak
hazirlanan glukoz ¢ozeltilerinde (pH 7.4) biyosensorle potansiyel lglimleri yapilarak
kalibrasyon grafikleri ¢izildi ve tampon konsantrasyonuna karsi egim degerleri grafigi
de Sekil 6.3'te verildi. Her iki biyosensor i¢in elde edilen egim degerleri Cizelge 6.2'de
verildi.

Cizelge 6.2 25,0+1,0°C’da kitosan kullanilarak hazirlanmis glukoz biyosensoriiniin
cevabina tampon konsantrasyonunun etkisi

Egim, (mV/p|glukoz])
Tampon Konsantrasyonu
(MM) Biyosensor G Biyosensor GK
4 16.12 Cevap yok
5 17.15 20.8
6 19.25 23.5
10 26.35 44.8
20 23 40.4
50
'N'40
Q
=
=
&D 30 +
en
=
>0 |
g 20
E —O—Biyosensér G
P10 - —e—Bi N
Biyosensor GK
O 1 1 1 1 J
0 5 10 15 20 25

Tampon konsantrasyonu (mM)

Sekil 6.3 Glukoz biyosensoérlerinin egiminin tampon konsantrasyonu ile degisimi
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Cizelge 6.2 ve Sekil 6.3’ten de goriilecegi gibi, glukoz biyosensorii i¢in en yiiksek
egimin elde edildigi optimum tampon konsantrasyonunun 10mM oldugu bulundu.

Biyosensor GK'nin SmM' 1n altindaki konsantrasyonlarda ¢alismadigi goriilmiistir.

Wang ve arkadaglart (2013) hazirladiklart giimiis nanorod esasli amperometrik glukoz
biyosensorii ile biitiin dlgtimleri 0.02 M fosfat tamponunda yapmuslardir [14]. Ngeontae
ve arkadaglar1 (2009) glimiis nanopartikiil kullanarak gelistirdikleri potansiyometrik
glukoz biyosensoriiniin biitiin Ol¢limlerini ortamdaki giimiis iyonlarinin ¢dkmesini
onlemek icin 10 mM magnezyum asetat tamponunda yapmuslardir [57]. Bu tez
calismasinda ise Ol¢iimler i¢in fosfat tamponu kullanilmig, optimum tampon
konsantrasyonu 10 mM olarak belirlenmistir. Tampon konsantrasyonu artmasi,
hazirlamis oldugumuz her iki biyosensor egiminde diislise yol agmistir (Sekil 6.3 ve

Cizelge 6.2).

6.3 pH’1n EtKisi

Glukoz biyosensorlerinin performasia pH’nin etkisini incelemek igin 7 farkli pH’da
(6.2; 6.5; 7.0; 7.2; 7.4; 7.6 ve 7.8) ve optimum tampon konsantrasyonunda glukoz
cozeltileri hazirlandiktan sonra kalibrasyon grafikleri ¢izilerek egimleri belirlendi. Elde

edilen sonuglar Cizelge 6.3 ve 6.4’te toplu halde verildi.

Cizelge 6.3 25,0+1,0°C’da Glukoz biyosensorlerinin cevabina pH nin etkisi

Egim (mV/p|glukoz])
pH Biyosensor G Biyosensor GK
6.2 21.07
6.5 17.20 48.8
7.0 18.35 33.2
7.2 41.05 19.5
7.4 26.35 44.8
7.6 9.47 17.8
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Sekil 6.4 Glukoz biyosensorlerinin egiminin pH ile degisimi

Cizelge 6.3 ve Sekil 6.4’te goriildiigii gibi, Biyosensér G'min egiminin pH 7.2' de
maksimum degere ulastigi bunun altinda ve listiindeki pH degerlerinde azalis gosterdigi
goriilmektedir. Biyosensér G'nin optimum pH'st 7.2 olarak belirlenmistir. Biyosensor
GK'nin egimi ise pH 6.5' ta maksimum degere ulasmistir. pH 6.5'tan sonra biyosensoriin
egim degerinde hizli bir diisiis goriilmektedir. Biyosensér GK'nin aktivitesinde pH 7.4'te
bir miktar artma oldugu tespit edildi. Ancak bu deger biyosensoriin optimum pH
degerinden kiiciik oldugu i¢in biyosensoriin optimum pH's1 6.5 olarak kabul edilmis, tez

calismasi bu pH'da gercgeklestirilmistir.

Literatiirde glukoz biyosensorleri ile yapilan ¢aligmalarda genellikle notral pH'larda
Ol¢tim alinmustir [10], [58], [59]. Yapilan iki ¢alismada ise glukoz oksidaz enziminin pH
9.0da maksimum c¢alisma performansi gosterdigi belirlenmis ancak enzim
denaturasyonunu onlemek ve elektrotun ortamda olusan reaksiyon iiriinlerini 1yi
algilamasi igin noétral pH'da olglimlerin alinmasi tercih edilmistir [11], [16]. Bizim
gelistirdigimiz Biyosensor G ve Biyosensor GK'nin optimum pH' s1 sirasiyla 7.2 ve 6.5

olarak belirlenmistir.
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6.4 Sicakhigin Etkisi

Glukoz biyosensorlerinin performansina sicakligin etkisini incelemek i¢in, 5 farkl
sicaklikta (5, 10, 20, 25 ve 30°C), biyosensorlerin optimum tampon
konsantrasyonunlarinda ve optimum pH’larinda hazirlanan glukoz ¢ozeltileri ile ayri
ayr1 potansiyel Ol¢iimleri yapilarak kalibrasyon grafikleri ¢izildi (Sekil6.5). Elde edilen
egim degerleri Cizelge 6.4'te verildi.

60 —O—Biyosensor G

—@— Biyosensor GK
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o
T
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o
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Egim mV/log [glukoz]
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o
T
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o
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C

Sekil 6.5 Glukoz biyosensorlerinin egiminin sicaklik ile degisimi

Cizelge 6.4 Glukoz biyosensorlerinin cevabina sicakligin etkisi

Egim, (mV/p[glukoz]
Sicakhik(°C)
Biyosensor G Biyosensor GK

5 0 Caligilmadi
10 30.27 4.87

20 17.0 37

25 41.05 48.8

30 0 15.2

Cizelge 6.4 ve Sekil 6.5’ten goriildiigii gibi, Biyosensoér G, 10°C'nin altindaki ve

25°C'nin tizerindeki sicaklik degerinde cevap vermemistir. Biyosensor GK'nin ise
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maksimum performans gosterdigi sicaklik degeri 25°C olarak bulunmustur. Grafikten

de gorildiigii gibi her iki biyosensor i¢in optimum g¢aligma sicakligi 25°C'dir.

Literatiirde glukoz biyosensorleri ile yapilan ¢aligmalar genellikle 20-25°C sicakliklarda
calistlmistir  [10], [13]. Kong ve arkadaslar1 (2009) da glukoz enziminin optimum
sicakligint 50°C olarak belirlemis, ancak c¢ozelti buharlagsmasini 6nlemek icin oda

sicakliginda 6l¢timleri almislardir [1].

6.5 Girisim Etkisi

Glukoz biyosensorlerine L- askorbik asit ve tirik asitin girisim etkisinin belirlenmesi
amactyla glukoz, iirik asitin ve L-askorbik asitin 10™M stok cdzeltileri hazirlanmustir.
Glukoz konsantrasyonu sabit tutulup trik asit ve askorbik asit i¢in gerekli seyreltmeler
yapilarak 102, 10° ve 10™*M cozeltileri hazirlanmistir. Glukoz ¢6zeltisinin 10*M'da
sabit tutuldugu, tirik asit ve askorbik asitin 10'3, 10% ve 10°M coOzelti
konsantrasyonlarinda 6l¢iim alimstir.  Urik asit ve askorbik asit derisimleri
degistirilerek alinan 6l¢iimler, ortamda girisim etkisi gdsteren madde olmadan alinan

Olctimlerle kiyaslanmistir.

Sonuglara gore Biyosensor GK, askorbik asitin tiim derigimlerinde, iirik asitin ise 107
M derisiminde girisim etkisi gostermedigi belirlenmistir. Biyosensor G ise lirik asit ve

askorbik asitin tiim derisimlerinde girisim etkisi gostermistir (Cizelge 6.5)

Cizelge 6.5 Biyosensorlerin L-askorbik aist ve iirik asite karsi verdigi cevaplar

Girisimci madde | Girisimci madde Biyosensor G'nin Biyosensor GK'nin
konsantrasyonu, M cevabi, mV cevabi, mV
0 2.4 101.3
10° 66.7 81.3
L-askorbik asit | 10 45.4 60.2
10° 0 0
0 0.6 70.9
10° 62.1 72.1
Urik asit 10 71.8 87.4
10° 78.8 84.3
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6.6 Karnistirma Hizinin EtKisi

Glukoz biyosensorlerinin cevabina karstirma hizinin etkisini belirlemek amaciyla
manyetik karisticinin hiz1 300, 400 ve 500 rpm olmak tizere i¢ farkli hiza ayarlanarak
glukoz gozeltilerinin potansiyelinin kararli hale gelmesi i¢in beklendi. Alinan dlglimler
kiyaslanginda karigtirma hizinin artmasinin biyosensoriin potansiyeline herhangi bir

etkisinin olmadigi goriildii.

6.7 Cevap Siiresi

Biyosensor i¢in cevap zamani oldukca onemlidir, ideal bir biyosensor kisa siirede sonug
verebilmelidir. Glukoz biyosensorlerinin cevap siiresini bulabilmek i¢in optimum
sartlarda hazirlanan g¢esitli  konsantrasyonlardaki glukoz ¢ozeltilerine  glukoz
biyosensorii ve referans elektrot daldirilarak yapilan olgiimlerde potansiyellerinin
kararli hale gelmesi i¢in gegen siire kaydedildi. Cevap zaman ile belirtilen,
biyosensoriin analizlenecek maddenin bulundugu ortama temas ettigi andan itibaren
Olciim diizeneginden sonucun okundugu ana kadar gecgen siiredir. Biyosensorler igin
cevap zamani 5 dakikaya kadar olan degerler uygun kabul edilirken, 10 dakika uzun bir
slire olarak goriiliir [60]. Glukoz biyosensérlerinin cevap zamani, yaklasik 1-4 dakika
arasindadir, 1 dakikadan daha kisa siirede sonug¢ verdigi de gozlenmistir. Bu sonug,
hazirlamis oldugumuz glukoz biyosensorlerinin her ikisinin de cevap zamaninin

oldukca kisa oldugunu gostermektedir.

6.8 Raf Omrii ve Tekrarlanabilirlik

Glukoz biyosensorlerinin raf dmriinii belirlemek amaciyla, Biyosensor G ve Biyosensor
GK +4°C’de depolanmis, haftada iki giin glukoz ¢ozeltilerinde mV 6l¢iimleri alinarak
egim degerleri belirlenmistir. On giiniin sonunda her iki biyosensoriin cevap vermedigi
goriilmiistiir. Hazirladigimiz her iki biyosensoriin analitik cevaplarinin iyi olmasina,
gercek numunede dogruya yakin sonu¢ vermesine ragmen uzun siire depolanamayacagi

ortaya ¢cikmaistir.

Glukoz biyosensdrlerinin tekrarlanabilirligini belirlemek amaciyla ayni giin iginde ayn1
biyosensor ile hazirlanan 3 seri glukoz kalibrasyon ¢ozeltilerinde mV okumalart yapildi

ve her ol¢iim icin kalibrasyon grafigi ¢izilerek egimleri belirlendi. Bu islem her iki
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biyosensor icin tekrarlandi. Sayisal olarak en biiyiik egim degeri %100 olarak kabul
edilerek diger egim degerleri de ona gore hesaplandi ve her iki biyosensorde de alinan

ikinci 6l¢iimlerde %80' e varan azalis goriildii.

Biyosensorlerin raf Omriiniin ve tekrarlanabilirliginin diisiik olmasi, bu yontemin
fleksible bir ylizey lizerine uygulandiginda tek kullanimlik glukoz tayini yapabilecek
biyosensor haline getirilebilir.. Ayni anda birden fazla giimiis tel, ¢inko oksit nanorod
kaplanabilir. Teller kaplanmis bir sekilde bulundugunda biyosensoériin hazirlanmasi
Biyosensor GK i¢in 1.5 saat, Biyosensér G ig¢in ise 1.05 saat siirmektedir.
Biyosensorlerle ¢alisma yaptiktan sonra, nanorod kapli elektrotlar zimparalanip tekrar
biyosensor hazirlanmasinda kullanilabilmesi, biyosensor hazirlama yOnteminin
maliyetini olduk¢a diistirmektedir. Gelistirmis oldugumuz biyosensorlerin raf émrii ve
tekrarlanabilirligi diisiik olmasina ragmen, biyosensor hazirlamasinin kolay, pratik ve

maliyetinin diislik olmasi ona {istlin avantajlar saglamaktadir.

6.9 Enzim Kinetik Parmetrelerinin (Km ve Vmax degerleri) Belirlenmesi

Reaksiyonlarin hizlari, mekanizmalar1 ve hiza etki eden faktorlerin neler oldugunu
inceleyen fizikokimya alt dalina kimyasal kinetik denir [61]. Biyokimyasal reaksiyonlar
igin enzimlerin kinetik parametrelerinin (Km ve Vmax degerleri) belirlenmesi, enzimle
yapilan ¢alismalarda, enzim biyosensorlerinde enzimin ¢alismasi hakkinda énemli bilgi

saglamasi bakimindan ¢ok dnemlidir.

Maksimum hiz, Vmax, enzimatik katalizin ulasabilecegi en yiiksek hiz degeridir. Enzim
bolgeleri substrat ile tam doygunluga ge¢ince maksimum hiza (Vmax) ulasir. Michaelis
Menten sabiti, Km, en yiiksek hiz degerinin yarisina ulagmak icin gerekli substrat
miktaridir, enzime ve substrata 6zgiidiir, enzimin substrata olan ilgisini yansitir. Km’si

diisiik olan bir enzim, substratina yiiksek ilgi (affinite) gosterir [62].

Hazirlamis oldugumuz glukoz biyosensorlerinde immobilize olmus glukoz oksidaz
enziminin Km sabitini bulmak amaciyla glukoz konsantrasyonuna karsi potansiyel
degisimi verilerinden yararlanilarak Lineweaver-Burk grafigi (1/[glukoz]- 1/AmV
grafigi) ¢izilmis ve bu grafikten enzimin Km ve Vmax degeri her iki biyosensor
kullanilarak belirlenmistir. Ilgili verilerden yararlanilarak Sekil 6.6 ve Sekil 6.7 de

verilen 1/[glukoz]- 1/AmV grafigi ¢izilerek elde edilen Lineweaver-Burk grafiginden,
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Biyosensor GK i¢in glukoz oksidaz enziminin Km degeri 0.84 mM, Vmax degeri ise
135.1 mV/dakika olarak bulunmustur. Biyosensér G'nin ise Km degeri 0.88 mM, Vmax
degeri ise 136.9 mV/dakika olarak bulunmustur.

0,016

0,014 y =0,0062x + 0,0074
0,012

0,01

0,008

1/AmV

0,006
0,004

0,002

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
1/[glukoz] mM

Sekil 6.6 Biyosensor GK'nin glukoz oksidaz i¢in Lineweaver-Burk grafigi

y =0,0064x + 0,0073

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
1/[glukoz] mM

Sekil 6.7 Biyosensor G'nin glukoz oksidaz igin Lineweaver-Burk grafigi
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Yang ve arkadaslar1 (2010) ZnO nanorod kullanalarak hazirladikladiklari amperometrik
glukoz biyosensoriinde glukoz oksidaz enziminin Km degerini 1.95 mM, Wu ve
arkadaglar1 (2007) platin elektrota kitosan, altin nanopartikiil ve glukoz oksidaz
enzimini ¢oklu tabakalar seklinde modifiye ederek gelistirdikleri glukoz biyosensoriinde
glukoz oksidaz enziminin Km degerini 10.5 mM, Du ve arkadaslar1 (2007) ise kitosan
ve altin nanopartikiil kullanarak hazirladiklari glukoz biyosensoriinde glukoz oksidaz
enziminin Km degerini 3.5 mM olarak tespit etmislerdir [22], [23], [32]. Bizim
gelistirdigimiz Biyosensor GK ve Biyosensor G ile yapilan 6l¢liimlerde Km degerleri

sirasiyla 0.84 mM ve 0.88 mM olarak belirlenmistir.

6.10 Ger¢cek Numunelerde Glukoz Tayini

6.10.1 Serumda Glukoz Tayini

Kan serumu 6rnegi Yildiz Teknik Universitesi Saglik Merkezi’nden temin edildi.
Serumda glukoz tayini, laboratuar kosullarinda hazirlamis oldugumuz potansiyometrik
Biyosensor GK olarak adlandirdigimiz, glukoz oksidaz enzimi, ¢inko oksit nanorod ve
kitosan kullanilarak hazirlanan glukoz biyosensorii  ile standart katma yontemi
kullanilarak yapildi ve standart katma yonteminde elde edilen kalibrasyon grafigi Sekil
6.8’de verildi. Biyosensoriimiiz ile yaptigimiz olglimler sonucu buldugumuz glukoz
degeri, aym zamanda Yildiz Teknik Universitesi Saglik Merkezi Biyokimya

Laboratuvar' inda yapilan glukoz tayini 6l¢timii degeriyle mukayese edildi.
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Sekil 6.8 Biyosensor GK ile standart katma yonetimi kullanilarak 107 M glukoz
cozeltisi ilave edilmesi ile yapilan mV 6l¢iimleri sonucu elde edilen kalibrasyon grafigi

Cizelge 6.6 Serumda glukoz tayini icin glukoz biyosensérii ve Y.T.U. Biyokimya
Laboratuvarindan elde edilen sonuglar

Serumda Glukoz miktar: (mg / dL)

Biyokimya Laboratuari Biyosensor GK

102 112.5

Cizelge 6.6°da, insan serumu orneginde Yildiz Teknik Universitesi Saglik Merkezi
Biyokimya Laboratuar1 tarafindan yapilan tayin sonucundaki glukoz miktar ile
hazirladigimiz biyosensor ile buldugumuz sonug goriilmektedir. Sonuglarin birbiri ile

uyumlu oldugu agikca goriilmektedir.

Biyosensor G ile de ayni ¢aligma yapilmis, ancak kan serumunda bulunan maddelerin

biyosensor cevabina dnemli oranda girisim yaptig1 goriilmiistiir.

83



BOLUM 7

SONUC

Bu ¢alismada, kanda glukoz tayininde kullanabilmek ig¢in, ZnO nanorod kaplanmis
giimiis tel tizerine glukoz oksidaz enziminin eletrostatik olarak tutunmasini saglayarak
(Biyosensor G), ve ayrica kitosan kullanarak GOD enziminin daha iyi immobilize
olmast saglanarak (Biyosensér GK) potansiyometrik esasli iki glukoz biyosensorii

tasarlanmis ve optimizasyonu gergeklestirilmistir.

Biyosensorlerin analitik 6zellikleri belirlenmis, her iki biyosensoriin ¢alisma araligi 10°
1.10°M, optimum tampon konsantrasyonu 10mM ve optimum sicakligi 25°C olarak
bulunmustur. Optimum pH degeri Biyosensor G igin 7.2, Biyosensor GK igin 6.5 olarak
belirlenmistir. Hazirladigimiz biyosensorlerin tekrarlanabilirliginin ve raf Omriiniin
olduk¢a kisa oldugu, ancak elektrotlarin kullanildiktan sonra tekrar biyosensor
yapiminda kullanilabilecegi ve kisa siirede tekrar 6l¢iim alinabilecegi goriilmiistiir. Her
iki biyosensoriin cevap siiresinin 1 dakikadan daha az oldugu belirlenmistir. Ayrica bu
caligmada, Biyosensor GK ile serumda glukoz tayini yapilarak, elde edilen sonuglar
Y.T.U. Saglik Merkezi'nden alinan sonuglarla mukayese edilmis ve sonuglarin birbiri ile

uyumlu oldugu gorilmiistiir.

Glukoz biyosensorleri hazirlanmasiyla ilgili literatiir detayli olarak taranmis, bunlarin
biiyliik ¢cogunlugunun amperometrik esaslt oldugu goriilmiistiir. Potansiyometrik esash
glukoz biyosensorlerinin sayisi ¢ok azdir. Tez calismasinda hazirlamis oldugumuz
glukoz biyosensorlerinin  ZnO nanorod olusturularak ve buna ilaveten kitosan
kullanilarak hazirlanmasi (Biyosensor G ve Biyosensor GK) literatiire dnemli bir katki
saglayacaktir. Calismamizda hazirladigimiz biyosensorlerin biyoanalitik

karakterizasyonlar1 basari ile yapilmuis, girisim etkisi yapabilecek maddelerin biyosensor
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cevabina etkisi incelenmistir. Hazirlanan Biyosensér G ve Biyosensér GK ile elde
edilen sonuglar karsilagtirllmis ve Biyosensor GK'nin analitik 6zelliklerinin daha iyi

oldugu goriilmiistiir.
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